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Summarx:

Methods:

1)

2)

3)

4)

5)

The voltage~dependent inward current in Paramecium caudatum
was studied under voltage clamp-conditions in the presence of

Ca++, Sr++, Ba++, Mg++, Co++, Mn++, and Nit¥,

In contrast to the conventional technique the cells were im=
paled from above while they were observed from below. In this
way straight electrodes could be used that are easier to pre=-
pare than bent electrodes conventionally used,

The time required to set up a certain membrane potential could
be reduced to 300 us by coating the electrode=tips and by
shielding the sensor=electrode,

By depolarizing prepulses that inactivate the Catt=channel
and by a subtraction=-procedure the Catt= and kT=currents during

excitation could be separated (double pulse=technique).

In ?substitution-experiments? ca™ in the outer medium was ex-
changed by the tested catione. In ?addition-experiments? the
Ca++-concentration was kept constant while the tested cation
was added,

Results:

1)

2)

3)

By means of the double puls=technique it was possible to shouw
the pure Ca™tmcurrents up to a depolarization of AV = 100 mV,

At voltages higher than AV = 35 mV the amplitude of the Ca’'=
currents declined when the membrane potential further approached
the theoretical Ca'*=equilibrium-potential (E,_ = 123 mV at

AV = 155 mV), This decay is not linear and does not obey the
*constant field?=equation. Up to AV = 100 mV the Ca’t=currents

show no tendency to reverse signe

After subtraction of the K+-currents there remained an ?out=
ward-component? at depolarizations between 60 and 100 mV in
Ca++-solution.

The separation of Catt= and Kk*=currents by the aid of the
Ca*t=channel mutant CNR and by addition of scorpion=toxins
was not successful,



4) After the exchange of Ca't by sr*™ or Ba** distinct inward

currents appeared, The voltage~dependency was quite the same

as 1in Ca++-solution; the amplitude of the Ba++—currents was
slightly higher than the amplitude of the Ca™*= and sr*+=
currents, Activation and inactivation of the currents was

slower in Srf =solution and by far slower in Ba++-solution

than in Ca++-solution. In Ba'*=solution distinct ’tail=currents?
appeared upon repolarisation, These currents were taken as a
measure of the voltage~dependence of the Ca++-channel.

+ ++ .
+ by Mg no inwardecurrents occurred,

+ by o™ or mn*t the catt-

current was reduced, The results indicate an inhibition of the

5) After exchange of Ca
After partial substitution of Ca

+ 4
Ca «=current,

6) This inhibition was analysed guantitatively in addition=-
++ ++ ++ .+
s and Ni

experiments, The results show that Mg 'y Co ", Mn
inhibit the Ca’*=current in a competitive manner. The relative

binding constants were found to be

Kese o K

Ni : K

s K : K =

Co Ca

1 ¢ 3 4,5 : 5 : 8

The absolute value for KCa is most probably between 40 and

7) A guantitative comparison on the basis of the absolute binding
constants shows that the results from the substitution-
experiments are in good accordance with those of the additione
experiments,

8) Beside the inhibition of the Ca*t=current some of the tested
cations showed an influence on the K'=conductance during
excitation, as well as on resting potential and resting re=
sistance of the membrane, In almost all cases a reduced K'=
conductance appeared together with an increased resting re=
sistance and a shift of the resting potential in the positive

direction, There seems to be no relation to the Ca++-current.

Discussion:

1) The separation of Cat*~ and k*=-currents upon membrane depo=-

larization is possible only when all measurements are taken



2)

3)

5)

6)

VI

from the same cell, Up to depolarizations between 80 and

100 mV the double pulse-=technique is practicable for the spe=
cification of the Ca'f=currents, At these membrane=~voltages
the ratio IK/ICa already lies between 15 and 20,

The maximum Ca’T=inward=current and the maximum inactivation
of the Ca++-channel appeared at different voltages, It is con=
cluded that (in addition to an increase in internal Catta
concentration) a complete activation of the Ca++-conductance
is necessary for complete inactivation,

The occuring ?outward component? may be due to a modification
of the K'=conductance by cat™ that enters the cell during

excitation,

The experiments in sr¥*= and Ba*T=solution indicate that the
gating mechanism of the voltage~dependent Ca**=channel is ion-
dependent (cfe. Saimi & Kung, 1982),

Probably besides a ?screening effect? the binding of divalent
cations to negative binding sites on the membrane causes the
changes of Catt= and K*=currents during excitation and the

changes in resting potential and resting conductance,

The inhibition of the Ca®*=current on the one hand and the
changes in resting potential, resting conductance, and K=
conductance during excitation on the other hand are largely
independent of each other, Thus, there seem to be at least
two different sites of the cell surface that can be distine
guished by their affinity for divalent cations,



1 Einleitung

Paramecium (Ciliata, Protozoa) bewegt sich mit Hilfe seiner Ci=-
lien, deren effektiver Schlag (power stroke) normalerweise nach
rechts hinten gerichtet ist, Fiir die unerregte Zelle resultiert
hieraus ein Vorwdrtsschwimmen in einer linksgewundenen Spirale
bei gleichzeitiger Rotation um die K&rperlingsachse, Trifft ein
Individuum bei seiner Vorwdrtsbewegung auf ein Hindernis, so wird
infolge dieses Reizes die Richtung, in der der Ruderschlag der
Cilien erfolgt, voriibergehend umgekehrt, Die Zelle schwimmt eini-
ge Korperlédngen rickwdrts und findet dann nach Kegelschwingungen
um das Hinterende und nach Vorwdrtsschwimmen in stetig gr&Ber
werdenden Kreisen zur urspriinglichen Fortbewegung in einer neuen
Richtung zurick., Mit Hilfe dieser ?avoiding reaction?’ (Jennings,
1904) sind die Zellen in der Lage, Hindernissen auszuweichen

oder unglinstige Bereiche wie starke Salz- oder Sdurekonzentratio-

nen zu meiden,

Der spannungsabhdngige Cat*-Kanal stellt bei dieser stereoctypen
Reaktion ein wichtiges Bindeglied in der Rezeptor-Effektor-
Beziehung dar, Wird ein Paramecium an seinem Vorderende mecha-
nisch gereizt, so entsteht zunidchst ein Ca++—Rezeptorstrom

(Ogura & Machemer, 1980), der die Membran lokal depolarisiert
(Eckert, Naitoh & Friedman, 1972). Dieses Rezeptorpotential brei=-
tet sich elektrotonisch (passiv) iiber die gesamte Zellmembran

aus (Eckert & Naitoh, 1970). Bei genligender Amplitude &ffnen sich
spannungsabh&dngig Ca++-Kanéle, die sich in der Cilienmembran be=-
finden (Ogura & Takahashi, 1976; Dunlap, 1977; Ogura & Machemer,
1979). Der folgende Ca**~Einwdrtsstrom bewirkt zusammen mit einem
verzdgert aktivierten K*-Ausuwirtsstrom ein graduiertes Aktions-
potential (Naitoh & Eckert, 1968a; Naitoh, Eckert & Friedman,
1972). Das Aktionspotential breitet sich mit einer Geschwindig-
keit von etwa 100 um/ms iiber die gesamte Zellmembran aus (Eckert &
Naitoh, 1970).

Im Ruhezustand betrdgt die freie Ca**=Konzentration im Innern
der Cilien S5¢10~8 p (Hildebrand & Dryl, im Druck). Die AuBenkon-
zentration liegt in der Regel im Bereich von wenigen mmol/1.

Bei Errequng stromt ca*?t entsprechend seines elektrochemischen



Gradienten in die Zelle ein. Es 1&Bt sich abschd@tzen, daB die
catt-Konzentration in den Cilien infolge eines Aktionspotentials
auf ca, 1072 m ansteigt (Eckert, 1972). Bei Konzentrationen

6

gréBer als 107~ M erfolgt die beschriebene Umkehr des Cilien-

schlags (Naitoh & Kaneko, 1972). Der Mechanismus dieser Ca''=-

abh&ngigen Umkehr ist noch nicht gekléart,

Fir die Repolarisation der Membran wird neben dem K*-Auswirts-
strom eine Verminderung der Ca++-Leitféhigkeit verantwortlich ge=-
macht (Eckert & Brehm, 13879),

Die zeitabhingige Renormalisierung der Fortbewegung im AnschluB
an eine Erregung 1d3t auf eine Herabsetzung der Ca**-Konzentra-
tion im Innern der Zelle schlieBen, die sehr wahrscheinlich durch
einen aktiven Transport erfolgt (Browning & Nelson, 1976; Hilde~-
brand, 1978; Martinac & Hildebrand, 1981),

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, den Einuwdrtsstrom
durch den spannungsabh&ngigen Ca**-Kanal in Gegenwart verschie=
dener zweiwertiger Kationen zu untersuchen, Hierfiir stellt die
voltage=-clamp~-Methode das direkteste Verfahren dar,

Paramecium caudatum ist fir voltage-=clamp-Untersuchungen gut ge=-
eignet (vgl, Hagiwara & Byerly, 1981), Die Zellen sind ausrei-
chend groB (L#nge ca, 200 um, Durchmesser ca. 40 um) und im Cyto-
plasma isopotential (Eckert & Naitoh, 1970; Satow & Kung, 1979).
Die Lingskonstante eines Ciliums betr&@gt sehr wahrscheinlich ein
Vielfaches seiner Linge (Dunlap, 1977; Brehm, Eckert & Tillotson,
1980), sodaB {iber alle Bereiche der Zellmembran = einschlieBlich
der Cilienmembran - stets dasselbe Potential liegt. Es ist weiter-
hin méglich, das Membranpotential zu ver&@ndern, bevor spannungs-
abhingige Anderungen der Leitfdhigkeit auftreten (vgl. Kapitel
2.3).

Bei Depolarisationen grdBer als 10 mV tritt ein CetT-Einutrts-
strom auf, der je nach Temperatur, Ionenzusammensetzung und
-konzentration des AuBenmediums sein Maximum in 2 bis 5 ms er=
reicht, Die Dauer des Ca*t=stroms betrdgt 5 bis 10 ms, Der maxima-
le Einwartsstrom ist bei Depolarisationen um 30 bis 35 mV zu be-
obachten und betrigt zwischen 5 und 20 nA (Naitoh & Eckert, 1874;
Oertel, Schein & Kung, 1977; Naitoh, 1979; Eckert & Brehm, 13879;



Satow & Kung, 1979). Die Abnahme des Stroms wdhrend einer Depo-
larisation beruht sehr wahrscheinlich auf einer Inaktivierung des
Ca++—5ystems. Im Gegensatz zu Na+-8ystemen (Hodgkin & Huxley,
1952c; Meves, 1878) ist diese Inaktivierung nicht spannungsabhin-
gig, sondern erfolgt auf ErhShung der Cat*-Konzentration im Zell-
innern (Brehm & Eckert, 18978a; b; Eckert & Brehm, 1979; Eckert &
Tillotson, 1980).

Bel Depolarisationen um 20 bis 30 mV tritt zusdtzlich ein K*=Aus=-
wdrtsstrom auf, der im Gegensatz zum Ca”F~Strom nicht inaktiviert
(Naitoh & Eckert, 1974; Oertel, Schein & Kung, 1977; Brehm &
Eckert, 1978b; Satow & Kung, 1979). Der Auswirtsstrom wird bei
hdheren Spannungen schnell groBer und zeigt von Depolarisationen
um 40 bis 45 mV an aufwdrts eine lineare Abhdngigkeit von der
Membranspannung. In den Versuchen wurden Werte zwischen 1 und 2
FS als ’slope conductance’ bei maximaler Aktivierung gemessen, Im
oberen Spannungsbereich fihrt eine Exrhdhung der Depolarisation um

10 mV somit zu einem um 10 bis 20 nA vergrioBerten Auswirtsstrom,

Der frihe Einwdrtsstrom, den man zu Beginn einer Depolarisation
migt, kehrt seine Richtung bei Spannungen um, die weit unterhalb
T+ liegen (Abschnitt 3.1.1).
Eine mdgliche Erkl&rung fir diesen Befund wdre, daB sich beide

des Gleichgewichtspotentials fir Ca

Strdme mit steigender Spannung zunehmend iiberlagern, und der K*=
Strom so den Ca'’=Strom verdeckt., Tatsichlich scheint der K*=Strom

bei htheren Spannungen schneller aktiviert zu werden (vgl. Eckert
& Brehm, 1979),

Bisher wurden fir Paramecium im wesentlichen zwei Verfahren be-
schrieben, nach denen die Trennung beider Strome versucht wurde,
Das eine besteht in der Subtraktion der Strdme einer Defektmu-
tante, der eine spannungsabhdngige Ca++-Leitféhigkeit fehlt, von
den Membranstrmen des Wildtyps (Oertel, Schein & Kung, 1977;
Satow, 1982); im anderen Verfahren wurde die K'=Leitfahigkeit
durch Injektion eines CsT=TEA-Gemisches in die Zelle reduziert
(Brehm & Eckert, 1978b)., Die Zugabe von TEA ins AuBenmedium ist
weniger effektiv (Eckert & Brehm, 1979). Das erste Verfahren
fand nur fir kleinere Depolarisationen Anwendung (Oertel, Schein
& Kung: AV = +20mV; Satow: AV = +40mV), Mit dem zweiten wurde bis
zu AV = +60 mV gemessen: Bis zu Depolarisationen um 40 mV tritt



unter diesen Bedingungen kein k*-Strom auf. Oberhalb dieser Span=-
nung ist der k*-Strom stark reduziert. Dies fiihrt zur Messung
eines deutlich hdheren Ca’ '=Stroms.

Die Bestimmung des reinen Ca**-Stroms bei hdheren Spannungen ist
bei allen bisher untersuchten Ca++-5ystemen schwierig (siehe Hagi-
wara & Byerly, 1881). Die Ca**-Konzentrationen im Zellinnern

sind in der Regel etwa um den Faktor 105 kleiner als im AuBenme-
dium und das Gleichgewichtspotential fir catt liegt somit bei
Werten weit oberhalb +100 mV, In diesem Bereich treten sehr grogBe
K*=Strime auf, wdhrend damit zu rechnen ist, daB die CatT-Striome -
nach Erreichen der maximalen Leitf&dhigkeit = in Richtung auf

ECa stetig kleiner werden,

Die Trennung der catt- und k*=Anteile am Membranstrom sollte im
Prinzip auf folgende Weise mdglich sein: Man miBt vor und nach

einer experimentellen Herabsetzung entweder des Ca**~ oder des

k*~-Stroms und verrechnet dann beide Messungen miteinander, Fir

dieses Verfahren miissen jedoch folgende Voraussetzungen erfillt
sein (vgl., Hodgkin & Huxley, 1952a):

a) Bei der Manipulation muB eine der beiden zu trennenden Kompo=
nenten unbeeinfluBt bleiben,

b) Die Verdnderung der anderen Komponente kann durch Multiplika-
tion mit einer Konstanten K beschrieben werden, d.h, das Zeit-
verhalten dieser Komponente dndert sich nicht. Im Idealfall
wdre K = 0,

c) Es muB einen Zeitpunkt geben, zu dem die unbehandelte Komponen-
te gleich Null und die manipulierte ungleich Null ist,

Die bisher untersuchten Verfahren zur Herabsetzung des K*- oder
des Ca''=Stroms erfiillen diese Voraussetzungen nicht (Hagiwara &
Byerly, 1981): Auch in Systemen, in denen kein Ca++-abhéngiger
kK*~Strom auftritt, beeinflussen die untersuchten_anorganischen
und organischen ca**~Blocker gleichzeitig den K+-Strom. Anderer=-
seits gibt es zwar eine Reihe von Verfanren, die den K*-Strom
herabsetzen und dabei ohne EinfluB auf den Ca'*=Strom sind; alle
verdndern aber die Kinetik des K+-Stroms. Die vollstdndige Eli-
minierung des k*-Stroms scheint nicht mdglich zu sein,

Nach Meinung von Hagiwara und Byerly (1981) ist ECa mit elektro=-



physiologischen Methoden nicht bestimmbar. Das schlieBt ebenfalls
die Mtglichkeit aus, Permeabilitd@tsverhdltnisse fir Ionen zu be-
rechnen, fir die der Catt=kanal durchldssig ist (vgl. Hille,
1971; 1972; 1973; Dwyer, Adams & Hille, 1980; Adams, Dwyer &
Hille, 1980).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einw8rtsstrom in Gegenwart
von Ca*t, sc**, Ba*t, mg*, co*t, mn**t und Ni*t untersucht. Fur
die Strtme permeierender Ionen wurde versucht, den MeBbereich auf
miglichst hohe Spannungen auszudehnen, Hierzu wurden auch Ver=-
suche mit Toxinen durchgefiihrt, die die Leitf&higkeit des span-
nungsabh&ngigen Ca**- oder k'-Kanals herabsetzen sollten. Messun-
gen des reinen k*-Stroms wurden zum einen an Defektmutanten
durchgefiihrt, denen eine spannungsabh&ngige Ca++-Leitféhigkeit
fehlt, zum andern am Wildtyp nach Inaktivierung des Ca**-Kanals
durch eine vorangehende Depolarisation,

In einer Reihe von Versuchen wurde Ca*t im AuBenmedium durch das
zu untersuchende Kation ersetzt (Substitutionsversuche). Die Ge-
samtkonzentration zweiwertiger Ionen bleibt dabei konstant, um
Verschiebungen des Ruhepotentials gering zu halten. Fiir die Un-
tersuchung der Permeabilit&dt eines Ions ist eine mdglichst weit-
gehende Substitution von ca™t wiinschenswert, In den Versuchen mit

++ ++
Sr ', Ba

und Mgt gelang ein Austausch bis auf 1 %. Im Fall
von Co** und mn*t betrug die restliche Ca**=Konzentration 10 bzwe.
50 %. Substitutionsversuche mit nitt gelangen wegen der Toxizitat

dieses Ions nicht,

Die Ergebnisse aus den Substitutionsversuchen lassen auf eine
Hemmung des Ca**-Stroms durch verschiedene Ionen schlieBen, Die-
se Hemmung wurde in einer Versuchsreihe gquantitativ untersucht,
in der die Ca’*-Konzentration konstant blieb, wdhrend das zu
testende Ion in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben wur-
de (Additionsversuche). Die maximale Konzentration betrug hierbei
0,5 mM, um das Ruhepotential mdglichst wenig zu verd@ndern, Gemes-
sen wurde jeweils der EinfluB des Ions auf den maximalen Ca’’-
Strom, Bei den Depolarisationen, bei denen dieser Strom auftritt,
ist der K'=Strom oft noch nicht aktiviert oder so klein, daB er
leicht subtrahiert werden kann,



Nach Substitution von Ca** durch sr** oder Ba** lassen sich an
Paramecium caudatum (Brehm & Eckert, 1978a; b; Saimi & Kung,
1982) und an Stylonychia (DePeyer & Deitmer, 1980) in voltage-
clamp=Versuchen deutliche Einwdrtsstrome messen, Die Aktivie=
rung erfolgt dabei in st**- und in Ba++-Lﬁsung deutlich spédter
als in Gegenwart von Ca++, sie setzt jedoch in allen L&sungen bei
etwa der gleichen Depolarisation ein., Die Amplituden der Sr¥*-
und Ba**~Stréme sind im Vergleich zu den Ca**-Strimen leicht er-
htht (Saimi & Kung, 1982), Wihrend der Einuwdrtsstrom in Ca‘*-
Losung nach maximal 10 ms voriiber ist, hdlt der Strom in srt*-
Losung etwa 4 mal so lange an. In Ba++-Lﬁsung bleibt die Ampli=-
tude des Einwd@rtsstroms auch bis zum Ende langerer Depolarisa-
tionen weitgehend konstant. Als Ursache fiir dieses unterschied-
liche Zeitverhalten wurde oft ein Ca++-abhéngiger K*-Strom disku-
tiert, der von sctt schleéhter und von Ba®* nicht aktiviert wird
(Eckert, Naitoh & Machemer, 1976; Brehm, Dunlap & Eckert, 1978;
Satow, 1978). Inzwischen gibt es jedoch Hinweise dafiir, daB der
Ca**~Kanal durch die drei Ionen unterschiedlich inaktiviert wird
(Brehm & Eckert, 1978a; b; Eckert & Brehm, 1979; Brehm, Eckert &
Tillotson, 1980; Saimi & Kung, 1982).

+ +

Zugabe von st oder Ba*t zur Ca++-Lﬁsung verwandelt das vorher
graduierte Aktionspotential in eine Alles-oder-Nichts-~Antwort
(Kinosita, Dryl & Naitoh, 1864; Naitoh & Eckert, 1968b; Naitoh,
Eckert & Friedman, 1972).

** Konnte mit Hilfe des

Ba*t direkt nachgewiesen werden (Ling & Kung,

Die erregungsbedingte Aufnahme von Ba
Radioisotops 19°
1980),

Nach Substitution von Ca®* durch Mg++

trat in voltage~clamp-

Versuchen kein Einwdrtsstrom auf (Oertel, Schein & Kung, 1977;
DePeyer & Deitmer, 1980 an Stylonychia). Das gleiche gilt fir
Messungen an Stylonychia nach Substitition von ca*™ durch mn*t

(DePeyer & Deitmer, 1980).

Das Aktionspotential von Paramecium caudatum wurde in Gegenwart
verschiedener zweiwertiger Kationen untersucht (Naitoh & Eckert,
1968a;  b; Naitoh, Eckert & Friedman, 1972; Eckert, Naitoh &

Friedman, 1972). Der EinfluB von Mg++, co*t und mn*t auf das

Ca++-(8a++-) Aktionspotential scheint jedoch gering zu sein,



zumal diese Ionen zum Teil in groBem UberschuB zur Ca**-(Ba**a)
+ oott
?

und mn** den spannungsabhidngigen Cat*-Strom nicht oder nur sehr
wenig hemmen (Brehm, Dunlap & Eckert, 1978; Eckert & Brehm, 1979;

Brehm, Eckert & Tillotson, 1880). Der spannungsabhidngige catt-

Losung gegeben wurden., Daraus wird geschlossen, daB Mg+

Kanal von Paramecium wirde sich in dieser Hinsicht deutlich von

entsprechenden Ca'*=Kanslen anderer .Objekte unterscheiden (vogl.

Hagiwara & Byerly, 1981). Andererseits beschreiben Browning &

Nelson (1976) eine starke Herabsetzung der erregungsbedingten
++ ++ ++ ++

Ca "—Aufnahme durch Mg ,Co und Mn ",

. ++
Ni

den Cilienschlag von Paramecium (Gelei, 1935; Ku%nicki, 1963),
Andrivon (1968; 1970a; b) schlieBt aus seinen Ergebnissen, daB

Ni** hierzu in die zellen eindringen muB; dabei ist iiber den Weg

im AuBenmedium hemmt bereits in sehr kleinen Konzentrationen

des Kations nichts bekannt. Eine Mdglichkeit wdre der Einstrom
durch den spannungsabhdngigen Ca**~Kanal bei spontanen Depolari-

sationen der Zellmembran,

Direkten Bezug zu den eigenen Untersuchungen hat eine zwischen=-
zeitlich veréffentlichte Arbeit von Saimi und Kung (1982), die
sich mit der Wirkung von st und Ba** befast.



Herrn Prof, Dr. E. Hildebrand danke ich fir die Anregung zu
dieser Arbeit, seine Hilfe und stete Diskussionsbereitschaft,
FUr eine Reihe sehr niitzlicher Hinweise bei der Planung der Ver-
suche méchte ich Herrn Prof, Dre. Ge.L. Fain (Los Angeles) danken.
Herrn Prof. Dre. Y. Naitoh (Ibaraki) danke ich fir die Bereit-
stellung seiner CNR=Mutanten und seine Anregungen bei der Dis=

kussion der Ergebnisse,

Mein besonderer Dank gilt den Mitgliedern der Elektronik=- und
der Mechanik-Werkstatt des Instituts, den Herren R, Backbier,
He Erkens, E, Giesen, D. Grammig und T. Offermanns fir ihre
Hilfe beim Aufbau der Apparatur.,

Sehr dankbar bin ich Herrn J. KlomfaB fir zahlreiche methodische
Anregungen, Herrn J. Heinen danke ich fir die Erstellung der
Computerprogramme und Herrn W. Brunner (ZCH, KFA-Julich) fir die
Durchfiihrung der Atomabsorptions-Spektroskopie.

Herrn Prof. Dr., A. Maelicke (Dortmund) danke ich fiir die Bereit-
stellung der Skorpion-Toxine,

Herrn H. Overath mtchte ich fiir die Kultivierung des Versuchs=
materials danken, Herrn S. Peters (IBT, KFA=Jilich) danke ich
fiir zahlreiche Ratschldge in fototechnischen Fragen und Frau
M, Bruns fiur eine Reihe praktischer Hinweise, Meiner Frau

M. Wehner danke ich fir ihre Hilfe bei der Anfertigung des
Manuskriptse.

Vielen anderen Mitgliedern des Instituts méchte ich fir ihre
stete Hilfsbereitschaft danken,

Herrn Prof., Dr. He Stieve danke ich fiir die Mdglichkeit, diese
Arbeit am Institut fir Neurobiologie durchfihren zu konnen,



2 Material und Methoden
2.1 Versuchsob jekt
2¢1e1 Zellkulturen

Zellkulturen von Paramecium caudatum aus dem Nencki~Institut in
Warschau wurden bei Zimmertemperatur in Heuabkochungen herange-
zogen, FiUr die Versuche fanden zwei bis drei Wochen alte Kultu-
ren Verwendung.

2142 Reinigung der Zellsuspension

Nach einer kurzen Zentrifugation (bei 170 g; Laborzentrifuge UJ1,
Heraeus Christ GmbH) wird das Zellpellet in Standardlﬁsuﬁg iber=
fihrt (CaC12 1 mM; KC1 1 mM; Tris 1 mM; pH = 7,2 bis 7,4), In-
folge ihres negativ geotaktischen Verhaltens findet man die
Paramecien nach kurzer Zeit fast ausschlieBlich im oberen Be-
reich der L&sung. Mit diesem zusammen kdnnen die Zellen leicht
abgenommen werden, Mehrmalige Anwendung des Verfahrens erlaubt
eine starke Verdinnung der urspringlichen, nicht definierten Kul=-
turlédsung,

Rlle Versuche wurden bei 15°C durchgefihrt, Da die Zellen sehr
empfindlich auf plotzliche Temperaturédnderungen reagieren, wurden
die gereinigten Suspensionen vor Versuchsbeginn 3 bis 4 Stunden
in einem Kihlraum vortemperiert,

2e143 die verwendeten Zellen

Die durchschnittliche Ldange der Zellen, die fiir die Versuche
verwendet wurden, betrug 200 um (£15 pm). Es wurde nur an sol-
chen Zellen gemessen, die in der Standardldsung eine Membran=-
widerstand von mindestens 50 M0 besaBen, Sank der Widerstand
wdhrend eines Versuchs um mehr als 25 % des Anfangswerts, so
wurde die Messung nicht ausgewertet. Versuche mit Zellen, die
gequollen und deren pulsierenden Vakuolen vergrdBert waren, wur-
den ebenfalls nicht beriicksichtigt, (Dieser Verschlechterung

des Gesamtzustands geht jedoch meist eine Herabsetzung des Mem=-
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branwiderstands ‘voraus, )

2.2 Versuchsapparatur

Das iibliche Verfahren bei intrazelluldren Messungen an Paramecium

Kamera —¢Compur-Verschlufije¢
f f
Compur - .
Automatik Schreiber ]‘
Timer [/ Trigger -Einheit —> Oszilloskop

l

voltage-clamp

L 1]

Sensor - Driver - '
Vorstufe Vorstufe| [[UWandler
N 7 Versuchs - 7 h_______ Lﬁsungs-
kammer |——» System
Temperatur - | Temperatur -
Regelung Messung

Abb, 1: Blockschaltbild der Apparatur. Nicht eingezeichnet ist

das Mikroskop zur optischen Kontrolle des Prdparatse.
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besteht seit langem darin, die Zellen zundchst in einem kleinen
Tropfen auf die Unterseite eines beschwerten Deckglases zu brine
gen und dann von unten mit hakenartig gebogenen Glas=Mikroelek=
troden anzustechen, Die Kontrolle des Vorgangs durch ein Mikroe=
skop erfolgt von oben (siehe Naitoh & Eckert, 1968a; 1872),

Der Aufwand bei der Herstellung der gebogenen Mikroelektroden

ist nicht unerheblich. Beim Aufbau der im folgenden beschriebe=
nen Apparatur wurde deshalb ein verdndertes Verfahren zugrunde
gelegt, Hiernach wird mit geraden Elektroden von oben angestochen;
die Beobachtung des Pr&dparats erfolgt von unten durch ein umge-
kehrtes Mikroskop,

Bedingt durch den ver&dnderten Aufbau traten zundchst regelungs-
technische Schwierigkeiten auf (vgl. Kapitel 2,3), die jedoch im
weiteren Verlauf beseitigt werden konnten,

Die Apparatur wurde in Zusammenarbeit mit der Elektronik~ und
der Mechanik=-Werkstatt des Instituts aufgebaut. Abb, 1 zeigt die
Gesamtapparatur im Blockschaltbild,

2e2e mechanischer Aufbau

Der gesamte Aufbau (Abb, 2) befindet sich auf einer Stahlplatte
mit den Abmessungen 60 cm + 100 cm ¢ 2 cm, Uber Schwingungs-
déampfer ist diese Platte auf einer Stahlkonstruktion gelagert,
die ihrerseits an der Betonwand des MeBraums befestigt ist, Mit
Ausnahme der auf den Experimentator gerichteten Fl&che, ist die-
se Anordnung allseitig von einem Faraday-=K&fig umgeben, In der
Mitte der Stahlplatte ist ein umgekehrtes Mikroskop befestigt
(Standard UPL, Carl Zeiss, Oberkochen), auf dessen Tisch sich
ein Peltier-Kiihlblock befindet (vergleiche Abschnitt 2.2.5). In
eine Aussparung dieses Kiihlblocks ist die eigentliche Versuchs-—
kammer eingepaBt (Abb, 3), Die Beobachtung der Prdparation er-
folgt von unten durch eine Aussparung im Kiihlblock und durch

den Glasboden der Versuchskammer, Uber die Feintriebe des Mikro-
skoptischs ist eine Bewegung des Kiihlblocks und somit der Ver=
suchskammer in x,y=~Richtung m&glich,

Bis in Hthe seines Tisches wird das Mikroskop allseitig von einem



Abb, 2: Frontalansicht des Versuchsaufbaus; Erlduterungen S. 13
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Abb, 3: Versuchskammer und umgebende Teile des Aufbaus;

1) Sensor=Vorstufe; 2) Driver-Vorstufe; 3) Mikroelektroden—
Halter; 4) ?Schild’; 5) Driver~Elektrode; 6) Absaugkaniile;

7) indifferente Elektrode; 8) Temperatur-MeBfiihler; 9) Styro=-
por-Isolation; 10) Peltier-Kiihlblock; 11) Glasboden der Versuchs-
kammer; 12) Plexiglasblock der Kammer mit dem Zulauf fiir die Ver-
suchsldsungen

Abbs 2: 1) Mikroskoplampe; 2) Driver~Vorstufe; 3) Sensor-Vorstufe;
4) mikromanipulator zur Bewegung des *Schildes?; 5) Mikromanipu-
lator fir Absaugkanile und indifferente Elektrode; 6) elektrische
Entkopplung in der L&sungszufiihrung; 7) IU-Wandler; 8) Versuchs=
kammer, Mikroelektroden, ?Schild?, Absaugkaniile, Temperaturfih-
ler und indifferente Elektrode (vgl, Abb, 3); 9) Mikromanipula-
toren zur Bewegung der Vorstufen und Mikroelektroden; 10) Peltier-
Kiihltisch; 11) Metallrahmen, der die Mikromanipulatoren tragt;

12) Feintriebe des Kreuztischs; 13) inverses Mikroskop; 14) Steu-

erventil fiur den Zulauf der Versuchsl@sungen
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Metallrahmen umbgeben, Dieser ist = wie das Mikroskop = direkt
mit der Basisplatte verbunden und trédgt die Mikromanipulatoren
(520 R/L, Ernst Leitz, Wetzlar) zur Bewegung der beiden Vorstu=
fen und Elektroden, Beide Mikromanipulatoren sind leicht nach
auBen geneigt, sodaB der Winkel zwischen den Elektroden 23° be-
trdgt, Unter diesem Winkel erfolgt der Anstich mit beiden Elek=
troden bei gleichzeitiger Kontrolle durch das Mikroskop von
unten,

Auf dem hinteren Teil des Rahmens befinden sich zweil weitere
kleinere Mikromanipulatoren (Narishige, Japan). Durch den einen
wird nach erfolgtem Anstich ein senkrechtes Edelstahlblech
(*Schild?; vgl. Abschnitt 2,3.3.1) zwischen Sensor~ und Driver-
Elektrode gefiihrt; mit dem anderen wird die gemeinsame Halterung
von indifferenter Elektrode und Absaugkaniile bewegt (vgl. Abe-
schnitte 2.2.4, 2.2.6.2). |

26242 Versuchskammer

Die Versuchskammer besteht aus einem Plexiglasblock, der in der
Mitte eine fensterartige Aussparung besitzt (Abb. 3). Nach unten
ist diese Aussparung durch eine diinne Glasscheibe (0,5 mm) ver=-
schlossen, die eine einwandfreie Beobachtung der Zellen w&hrend
und nach dem Anstechen erlaubt, Dieser Boden der Versuchskammer
steigt zur linken Seite leicht an., Bewegt man = nach dem Anstich
mit beiden Elektroden - die Kammer mit Hilfe des Feintriebs am
Kreuztisch in x=Richtung, so kann man den Abstand zwischen den
Elektrodenspitzen und dem Kammerboden vergridBern oder verklei-
nern, je nachdem ob eine Zelle zu stark gegen den Kammerboden
gepresst wird oder die Gefahr besteht, daB sie von den Elektroden
gleitet, Die auftretenden Scherkr&fte bleiben bei diesem Vor=-
gang klein und die Zellen werden nicht gesch&digt,

Der Zulauf der Versuchsldsungen erfolgt durch eine Bohrung

im Plexiglasblock der Kammer, Durch eine Kaniile, die mit einem
Mikromanipulator von oben in das Bad gefiihrt wird, kann Badlg-
sung abgesaugt werden (vgl. Abschnitt 2.,2.4). In eine Ausspa-
rung der Kammerwand ist ein Edelstahlblock eingelassen, der einen
Temperaturfithler enthdlt (vgl. Abschnitt 2,2.5). Je nach Lage



des Prdparats betrdgt der Abstand zur Zelle etwa 2 bis 4 mm,
24243 Optik

Die Beobachtung der Zelle wdhrend und nach dem Anstechen erfolgt
von unten durch ein umgekehrtes Mikroskop mit Binokular (Standard
UPL, Carl Zeiss, Oberkochen) bei 100facher Vergr&Berung. Eins

der beiden Okulare ist mit einer Strichplatte ausgeriistet, um

die Abmessungen der Zellen bestimmen zu k&nnen,

Die Versuchskammer wird von oben durch eine Mikroskoplampe
(Carl Zeiss, Oberkochen) beleuchtet (Abb, 2). Diese Lampe ist
mit zwel Warmeschutzfiltern versehen,

26204 FluBsystem und Ldsungswechsel

Die Apparatur ist mit einem FluBsystem ausgestattet, das eine
kontinuierliche Durchstr@mung der Versuchskammer und einen Aus-
tausch der Badlésung erlaubt (Abb. 4A), Durch eine peristalti=-
sche Pumpe (Desaga PLG=Vielfach=Schlauchpumpe 132100, Heidel-
berg) wird eine Lésung 1 aus einem VorratsgefdB zu einem Ventil
transportiert, Steht dieses Ventil in Stellung A, so gelangt

die LOsung in die Versuchskammer, nachdem sie zuvor mehrmals
durch den Peltierblock gefiihrt und so vortemperiert wurde, Die=
selbe Lsung wird dann mit Hilfe einer Edelstahlkaniile aus dem
Bad abgesaugt und durch die Pumpe in ein Sammelgef&3 beftrdert,
Die Kaniile ist gemeinsam mit der indifferenten Elektrode in ei=-
ner Halterung angeordnet (Abb. 3). Durch einen Mikromanipulator
werden beide von oben in das Bad gefiihrt, Uber die HShe der
Kaniile 148t sich der Stand der Losung im VersuchsgefidB variieren,
Durch die gemeinsame Halterung ist gewdhrleistet, daB die indif-
ferente Elektrode hierbei nicht den Kontakt zur L&sung verliert.,
Eine ebenfalls von der Pumpe an das Ventil herangefiihrte L&-

sung 2 wird in Ventilstellung A direkt ins Sammelgefinl bef&rdert,

Nach Umschalten des Ventils in Stellung B gelangt L&sung 2 in
das Versuchsgef&B, wdhrend L8sung 1 in das Sammelgef&B gefiihrt
wird, Dadurch, daB das Ventil in der Ni#he der Versuchskammer an-

geordnet ist, erfolgt der Austausch einer L&sung beschleunigt,
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Abb, 4B beschreibt die Zeitabhdngigkeit.eines Ldsungswechsels,
Aufgetragen ist der verbliebene Anteil von L&sung 1 an der Bad=-

®
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Abb, 4: FluBsystem (A) und Austauschkinetik bei einem Wechsel
der Badldsung (B). Im Ventil entsprechen die durchgezogenen
Linien der Stellung A, die gestrichelten der Stellung B (siehe
Text).



lésung nach Umschalten des Ventils auf Stellung B bei t=0 als
Funktion der Zeit, Die Zeitabhd@ngigkeit wurde in Vorversuchen
mehrmals ber den Austausch einer gefédrbten LGsung durch eine
ungefdrbte gemessen. Zu den angegebenen Zeiten wurde die L&sung
in der Versuchskammer entnommen und der verbliebene Anteil von
Losung 1 spektroskopisch bestimmt,

An den Grenzen des Faraday-K&figs wird die L8sung in allen Lei-
tungen durch geschlossene TropfgefdBe elektrisch entkoppelt
(Abb, 4A). Hierdurch wird verhindert, daB Stérungen = vor allem
durch die Pumpe - iber die Ldsungen in die N&he des Préparats
weitergeleitet werden, Eine weitere Entkopplung befindet sich
zwischen Peltierblock und Kammer. Diese Trennung ist notwendig,
weil der Peltierblock zur besseren Abschirmung auf Masse liegt,

die Ldsung in der Versuchskammer jedoch auf ?virtual ground?.

In allen Versuchen wurde mit einer Einstellung an der Pumpe von
1 Skt, gearbeitet, was einer F&rderleistung von 0,33 ml/min ent=-
spricht, Bei dieser Einstellung ist eime L8sung 1 innerhalb von
30 min bis auf 1 % durch eine L&sung 2 ersetzt (Abb, 4B),

Die Hohe der Absaugkaniile wurde konstant gehalten. Bei der gewshl-
ten Einstellung betrug das Volumen der Badldsung 0,4 ml.

Rlle Leitungen des FluBsystems bestehen aus Silikonschlauch mit
einem Innendurchmesser von 1 mm,

2.2.5 Temperaturmessung und -regelung

Die Temperatur des Kiihlblocks wird durch ein Peltier-Regelgerit
(KFA,ZEL) lber zwei Peltier~Elemente konstant gehalten., Als
Fihler dient ein geeichter NTC-Widerstand, der in den Kiihlblock
eingelassen ist,

Zus8tzlich wird die Temperatur in der N&he des Pr3parats gemessen
(vgl. Abschnitt 2.,2.2) und von einem separaten MeBgerit (KFA,INB)
digital angezeigt, Der Fihler (AD 590 K, ANALOG DEVICES, Miinchen)
befindet sich in einem kleinen Edelstahlblock, der in direktem
Kontakt zur Badldsung steht (Abb,., 3).

Alle Versuche wurden bei 15°C durchgefihrt, Bei dieser Tempera-

tur zeigte sich in Messungen mit der Durchstrdmungsmethode die
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maximale Cat¥=Aufnahme infolge elektrischer Reizung (Martinac &
Hildebrand, 1981).

2¢240 Elektroden
2e2e641 indifferente Elektrode

Als indifferente Elektrode dient eine Agar-KCl-Briicke (Agar 2
%ig, KC1 3 M), Mit ihrem unteren Teil taucht diese Briicke in die
Badlosung, der obere Bereich steht mit einer Aussparung im Elek-
trodenhalter in Verbindung, Diese Aussparung enthdlt eine gesin-
terte Ag=-AgCl-Elektrode und ist mit 3 M KC1l gefiillt, Uber eine
kurze Zuleitung erfolgt die Verbindung zum IU-Wandler,

2.2.6.2 Mikroelektroden; Verrechnung von Spitzenpotentialen;
Konzentration von Na' und k¥ in den zellen

a) Mikroelektroden

Die Mikroelektroden werden auf einem Horizontalpuller (Industri-
al Science Associates, INC., NY, USA) aus Theta-Borosilikatglas-
Kapillaren (Hildenberg, Malsfeld) mit einem AuBendurchmesser von
1,6 mm gezogen, Der Steg in der Mitte der Glasrthrchen erhdht
die Kapillarwirkung und macht hierdurch das Fiillen mit Elekto=-
lyten einfacher.,

Die Driver-~Elektroden werden mit 2 M KaliumcitratlGsung gefiillt
(He Machemer, pers, Mitteilung) die Sensor-Elektroden mit 1 M
KCl=-L&sung, Die Einstellungen am Puller wurden so gewdhlt, dai
der Widerstand der Oriver-~Elektroden 20 bis 30 MO betrdgt, der
der Sensor=Elektroden 40 bis 60 MN (gemessen in Standardlésung).

Vor dem Fillen mit Salzl@sung werden die Sensor-Elektroden mit
einer Nagellackschicht ummantelt (vgl, Abschnitte 2.,3.3.2 und
2¢3e3¢3)e Die Zeit vom Auftragen des Nagellacks bis zur Anwen-
dung der Elektroden im Versuch betr&@gt in der Regel 2,5 Stunden,
Nach dieser Zeit ist der Lack vollst&@ndig ausgehirtet,

Die Mikroelektroden werden mit speziellen Haltern (WP=Instru-
ments, INC.,, New Haven, Conn,, USA), die einen Steckkontakt be=-
sitzen, von unten an den Vorstufen befestigt (Abb. 3).



b) Verrechnung von Spitzenpotentialen

Taucht man die Spitze einer Mikroelektrode in eine L&sung, so
miBt man ein Potential, das vom Spitzendurchmesser, von der
Spitzenform, der verwendeten Glassorte, der Ionenkonzentration
und der Ionenzusammensetzung zu beiden Seiten der Spitze abh&dngt
(Richter, 1979; Machemer & Grabowski, 1980), Bei den iiblicher-
weise hohen Salzkonzentrationen in den Elektroden steigt die
Hohe des Spitzenpotentials, je weniger konzentriert die AuBenlo=-
sung ist, Bel den verwendeten Sensor-Elektroden, die mit 1 M
KCl-Losung gefiillt werden, treten in der Standardl@sung Spitzen=-
potentiale im Bereich von =10 bis =15 mV auf. Dadurch, daB die
Ionenkonzentration in der Zelle anders ist als im Bad, wird sich
auch das Spitzenpotential der Elektrode beim Einstich in die
Zelle verdndern, In der Zelle wird also ein Membranpotential ge-
messen, das um diese Anderung verfidlscht ist. Eine Korrektur ist
nach folgendem Verfahren mdglich (Machemer & Grabowski, 1980):
1) Das Spitzenpotential der Elektrode in der Versuchsl@sung (UB)
wird gemessen,

2) Nach dem Anstich erfolgt die Messung des unkorrigierten Mem=—
branpotentials (Vm’).

3) Nachdem die Elektrode wieder aus der Zelle entfernt wurde,
sollte sich das Spitzenpotential der Elektrode in der Ver-
suchslésung nicht veridndert haben (UB=UB’ ?2)e

4) Das Spitzenpotential der Elektrode in der Zelle (US) wird
dann indirekt bestimmt, indem die Elektrode in eine Simula=-
tionsldsung getaucht wird, Diese L&sung ist so gewihlt, daB
sie der Ionenzusammensetzung in der Zelle entspricht (siehe
unten).

5) Das tatsichliche Membranpotential errechnet sich dann wie
folgt:

- ’ -
Vm = VM + UB US

c) Konzentration von k¥ und nNa¥ in den zellen

Vom Zentrallabor fur chemische Analysen der KFA~Jilich wurde

aus drei Zellsuspensionen bekannter Dichte die intrazellulire

+

Konzentration von K und nat durch Atomabsorptions=Spektroskopie

bestimmt, Die Zellen befanden sich in Standardl@sung:
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[t}
N

33,6 mM s = 1,7 mM n

[*]

[wa*]; = 10,6 mn s = 3,1 mM n

]
w

(s = Standardabuweichung)
Zur Korrektur der Spitzenpotentiale wird deshalb folgende Simu=

lationsltsung verwendet:

KC1 : 35 mM NaCl : 10 mM
2.2.7 elektrophysiologische MeBanordnung
2e2e761 Prinzipschaltbild der ?voltage clamp?

In Abb., 5 ist die elektrophysiologische Mefanordnung einschlieB~-
lich Zelle und Elektroden im Ersatzschaltbild dargestellt, Die
*voltage clamp? wurde vom Elektronik-=Labor des Instituts ent-
wickelt und gebaut (R, Backbier, D, Grammig). Das regelungstech-
nische Grundkonzept entstand mit Unterstitzung des Zentrallabors
fir Elektronik (ZEL, Dr. W. Brocke) der KFA,

Die Messung des Widerstands der Sensor~Elektrode erfolgt liber

die kapazitive Ankopplung eines Testsignals: Am Eingang der Sen=
sor=Vorstufe (Impedanzwandler) liegt ein Kondensator, An diesen
Kondensator wird eine Sdgezahnspannung angelegt, die einen Strom
tiber Kondensator und Elektrodenwiderstand bewirkt., Da der Konden-
sator mit dem Elektrodenwiderstand ein Differenzierglied bildet,
liegen am Eingang der Vorstufe Rechteckpulse an, Die Amplitude
dieser Pulse ist dem Elektrodenwiderstand proportional (vgl,
Machemer & Grabowski, 1980). Nach diesem Verfahren kann der Wider=-
stand der Elektrode auch nach dem Anstechen einer Zelle gemes=
sen werden, Gleichzeitig ist eine Kontrolle der Kapazitdts-
Kompensation mdglich: Nur wenn die Streukapazitdt der Sensor-

Elektrode ausreichend kompensiert ist, sind die Pulse rechteckig.

Auf den Impedanzwandler folgt der Differenzverstdrker, Am nicht-
invertierenden Eingang liegt die Membranspannung an (VM)’ am in=
vertierenden Eingang die Kommandospannung (VK; vgl. Abschnitt
202.7¢2)0

Nach einem variablen TiefpaB als Filter folgen PID-=Regler (IDS
15, Baur=Elektronik, Meerbusch) und Hochspannungsverstidrker, Im
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Versuch lassen sich I=- und D=Anteil des Reglers jedoch nicht ver-
wenden. Beide Komponenten verschlechtern die Spannungsausrege-
lung.

Bei offenem clamp=Relais (freie Membran), kann auch mit dem
Driver das Membranpotential gemessen werden, In dieser Relais-
stellung erfolgt auch die Widerstandsmessung von Driver-Elek=
trode (RD) vor dem Anstich und Membran (RM): Uber eine Konstant-
stromquelle wird ein Strom von 1 nA durch die Driver~Elektrode
geleitet, Der gemessene Spannungsabfall lber der Elektrode ist
ihrem Widerstand proportional. Nach dem Anstechen mit der
Driver~-Elektrode bewirkt die Strominjektion eine Verschiebung
des Membranpotentials in negative Richtung. Der Grad dieser Hy-
perpolation - mit dem Sensor gemessen -~ ist ein MaB fiir den Mem-
branwiderstand,

Um das Versuchsbad auch bei schnellen und groBen Anderungen des
Membranstroms zuverldssig auf ?virtual ground’ zu halten, wurde
fir den IU=Wandler ein breitbandiger Invertier-Verstdrker ver-
wendet (BB 3550, Burr-Brown, Filderstadt).

2¢2¢762 Programm=Einheit

Die Programm=Einheit der ’voltage~clamp’ liefert die Kommando-
spannung V, fiir den Differenzverstidrker (Abb. 5).

Das Ruhepotential von Paramecium weist stdndige Fluktuationen
von £ 1 bis 4 mV auf, Es empfiehlt sich deshalb, die Zelle vor
Beginn einer Melserie auf das mittlere Ruhepotential zu klemmen
und zwischen den Spannungspulsen auf diesem Potential zu belas-

Abb, 5: C.: Membranspannung, ~widerstand, =kapazitét

Vs Rys Cpy

RS : Widerstand der Sensor=Elektrode

RD : Widerstand der Driver=Elektrode

CE :+ Elektroden-Streukapazitédten

V'< : Kommandospannung

\lI ¢ Spannung proportional zum Membranstrom

M
weitere Erlduterungen im Text
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Abb, 6: Schema zu den Bereichen, in denen Haltepotential, Span~
nung im Vorpuls und Hauptpuls, sowie der Abstand zwischen Vor-
und Hauptpuls variiert werden k&nnen. Erl&duterungen im Text,

sen, Dieses Haltepotential (VH in Abb, B6) 138t sich von O bis
-390 mV wdhlen, Beili der Abschdtzung des Ruhepotentials bleibt ein
Fehler ohne nennenswerten EinfluB auf die Hdhe des Ca++-8tr0ms,
solange er kleiner bleibt als 5 mV (Satow & Kung, 1979),

Vom Haltepotential aus erfolgen Anderungen der Kommandospannung

in Form (nahezu) rechteckiger Spannungsspriinge (Abb, 6). Die ab-
solute Amplitude ist beim Hauptpuls von =890 bis +90 mV wihlbar
(VHp) beim Vorpuls (vgl. Abschnitte 2.5.2 und 3,1,1) von O bis

+90 mV (va). Die Dauer dieser Spannungsd@nderungen kann in folgen-
den Bereichen variiert werden:

Vorpuls: 2 bis 60 ms Hauptpuls: 5 bis 220 ms

Der Pulsabstand ist zwischen 5 und 220 ms einstellbar,

Die Ldnge des Hauptpulses betrug in allen Versuchen 60 ms., In
den Doppelpulsversuchen wurde mit einem Pulsabstand von 40 ms
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oder 60 ms und mit Vorpulsen von 40 ms Dauer gearbeitet,
2e2e763 Schwingschutz

Eine optimale Spannungsausregelung ist nur bei kritischer Ein-
stellung des Regelkreises gegeben (vgl. Abschnitt 2,3.1). Bei
dieser Einstellung geniigen kleinste fnderungen (z.B.) der Streu=-
kapazitdten oder des Membranwiderstands, um eine ungedampfte
Schuwingung des Systems auszulsen, Hierdurch wird eine Zelle in
kurzer Zeit zerstort,

Als sehr hilfreich erwies sich deshalb eine Schaltung (D.Grammig,
Te foermanns), die die Zelle dadurch schitzt, daB sie im Fall
einer Schwingung das clamp=-Relais offnet. Die Schaltung besteht
im wesentlichen aus einem Frequenz/Spannungs-Wandler und einem
Komparator, an dem eine variable Spannung anlieqt, Uber die

Hihe dieser Spannung 1dB8t sich die Frequenz einstellen, oberhalb
der der Regelkreis unterbrochen werden soll. Eine ungedé@mpfte
Schwingung hat eine sehr viel hdhere Frequenz als die normaler-
weise gemessenen Membranvorgidnge. Es 188t sich deshalb eine Ein-
stellung finden, bei der die Schaltung eine Schwingung aus-
schlieBt, dabei aber nicht die Messung behindert,

2.2.8 Anzeige und Aufzeichnung

Die Beobachtung und Aufzeichnung der Signale (Vm, VIM; vgle

Abb, 5) erfolgt mit Hilfe eines 4~Kanal=Speicher=0szilloskops
(Tektronix 5111, Beaverton, Oregon, USA), Der Bildschirm des Os=
zilloskops wird von einer automatischen Kamera (Recordine 164,
Ténnies, Freiburg) mit elektronischem VerschluB (Prontor, Calm=
bach) iiber ein Spiegelsystem abfotografiert, Parallel hierzu er-
folgt die Aufzeichnung durch einen Thermoschreiber (Helco-
scriptor HE=17, Hellige, Freiburg).

26249 Ablaufsteuerung

Die zentrale Timer/Triggereinheit (Eigenbau, INB) steuert zu=
ndchst die Compur-Automatik (Eigenbau, INB) an, die daraufhin
den KameraverschluB &ffnet (Abbe. 1). Danach erfolgt gleichzei=-
tig die Triggerung von 0Oszilloskop und Programm=Einheit der
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’voltage clamp?, Durch das SchlieBen des Fotoverschlusses wird
der Filmtransport der Kamera ausgeldst (?winder?-Betrieb),

243 Spannungsausregelung
2.3,1 theoretische Aspekte

Zur Kontrolle des Membranpotentials ist die Erfillung zweier
Grundvoraussetzungen notwendig (Katz & Schwartz, 1974): Zum
einen muB die Zelle als elektrische Einheit reagieren, d.h. iber
alle Teile der untersuchten Membran muB stets dasselbe Potential
liegen, Eckert und Naitoh (1970) zeigten, daB bei der Messung
von Aktionspotentialen an P, caudatum die Lage der MeBelektroden
in der Zelle unerheblich und das Cytoplasma somit zu jeder Zeit
(nahezu) isopotential ist, Der Spannungsabfall iiber die Ldnge
einer Cilie ist ebenfalls vernachlissigbar (Dunlap, 1877; Brehm,
Eckert & Tillotson, 1980; vgl, Hagiwara & Byerly, 1981), Die
erste Voraussetzung ist also wahrscheinlich erfillt,

Zum anderen muB fir eine Untersuchung der Ionenstréme, die auf
einen Spannungssprung hin erfolgen, die Ausregelung auf das

neue Membranpotential erfolgt sein, bevor diese Stridme einsetzen.
Die als Folge einer Spannungsdnderung auftretenden kapazitiven

Strome sollten zu diesem Zeitpunkt ebenfalls voriiber sein.

Nach Katz und Schwartz ist fiUr eine optimale Spannungsausrege-
lung (’critical damping®?) das Verhdltnis zweier Zeitkonstanten
im Regelkreis wichtig, Die erste ist die des Reglers (T), die
zweite ist die des Pri#parats (TL), die sich wie folgt zusammen-
setzt:

1 1

T Ts T4

wobei Té = R, * C

T; =Ry * Gy

RM ist der Membranwiderstand, C, die Membrankapazitit, R, ent=-

M D
entspricht im Paramecien=Pré&parat dem Widerstand der Driver-
Elektrode (Abb, 5). Alle Verstdrker werden als ideal betrachtet;

die Bandbreite des Reglers sei allein durch die einstellbare
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Zeitkonstante T bestimmt,

Um ?critical damping? zu erreichen, ist Voraussetzung, daB die
Differenz zwischen T’und‘fL groB ist, Die absolute GrdBe beider

Parameter ist zundchst ohne Bedeutung:

T LI
L >>T? T -
T
oder TL «T; :E:C = 43K
) T3
wobei B = %§~:1F;
SENSOR IU-WANDLER DRIVER

3.3 pF/

640pF |
Rpl /22M0

Abb, 7: Ersatzschaltbild eines Parameciums und der beiden Mikro-
elektroden (?Dummy? ohne spannungsabhingige Erhshungen

der Membranleitfdhigkeit)

Vm, RM’ Cm : Membranpotential, =-widerstand, -kapazitédt
RS : Widerstand der Sensor-Elektrode
RD : Widerstand der Driver~Elektrode
C : Streukapazitdten der Elektroden

E
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K ist die ’open-loop-Verstdrkung? des Reglers., Typische Werte
eines Paramecien-Prdparats (Abb, 7) sind:

10,56 ms

]

T
8

0,75

FGr die beiden mdglichen Grenzfille, die ’critical damping’ er-
lauben, ergeben sich fir verschiedene Regelverstédrkungen K fol=-
gende Werte fUrT :

K T(furT» T ) T(furT« T )
200 6,3 s 17,6 ps
500 15,8 s 7,0 us

1000 31,7 s 3,5 ps
2000 63,4 s 148 pus

Man kann weiterhin berechnen, nach welchen Zeiten bei einem Span=-
nungssprung 90 % des Enduwertes erreicht worden ist (t907):

t 7,78 T3 T, »T

90% L

t 7.78 'TL; T » T

0% =
Fir die obigen Verstdrkungen bedeutet das:

K tgc% (fur T »T) tgo% (furT« TL)
200 136,9 s
500 54,5 pus

8
1000 212 ms 27,2 ps
2000 14,0 us

Am Paramecium treten spannungsabhingige Leitfdhigkeits&nderungen
im Bereich weniger Millisekunden nach Beginn einer Depolarisation
auf (Eckert & Brehm, 19789). Deren Untersuchung ist also nur mit
einer ?voltage~clamp? méglich, fiUr die gilt:

TLT
2¢3e2 Spannungsausregelung am Dummy

Man versucht normalerweise mit einer m&glichst hohen Verstirkung
K zu arbeiten, um auch wdhrend erregungsbedingter Str&éme das
Membranpotential m&glichst konstant zu halten., In den Versuchen

wurde deshalb bei konstantem T die Verstdrkung jeweils soweit er=-
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héht, bis eine dptimale Spannungsausregelung erreicht war. UmT
méglichst niedrig zu halten, wurde ohne Filter gearbeitet; in
diesem Fall wird die Zeitkonstante des Reglers nur durch die
Zeitabhdngigkeiten der Schaltung bestimmt (nicht ideale Verst&r-
ker). Hinzu kommt als verlangsamende Komponente die Zeitkonstan-
te der Sensor-Elektrode, deren Kapazitdt nur im Idealfall zu

Null kompensierbar ist, Die Verstadrkung kann dann auf den maximal

méglichen Wert erhdht werden,

Auf diese Weise lassen sich am Dummy Werte fir tQD% bis hinab zu
200 ps erreichen (bei einem Spannungssprung von 80 mV), Vollstidn-
dige Ausregelung der Membranspannung ist in diesem Fall nach ca.
250 ps erreichbar, Fir die Untersuchung spannungsabhéngiger Leit-
fadhigkeitsdnderungen bei P, caudatum wdren diese Zeiten hinrei-
chend klein,

2.3.3 Spannungsausregelung in der Zelle

In der Zelle traten jedoch Einschwingzeiten des Regelkreises von

—

_[_.

Abb, 8: Einschwingen des Regelkreises in einer Zelle (ohne
?Schild?, Elektroden nicht ummantelt),
Kalibrierung: 20 mV/10 nA; 10 ms
obere Spur : Membranspannung

untere Spur : Membranstrom
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10 bis 20 ms auf (Abb. 8). Obwohl fir den Bau des Dummy typische
Werte gewdhlt wurden, stimmt dieser offenbar nicht mit einem
Prédparat Uberein, Variationen der Werte fir RD, RS, sowie fUr
die Streukapazitdten der Elektroden (normalerweise 1 pF/mm Ein-
tauchtiefe) verinderten das Zeitverhalten des Regelkreises mit

Dummy nicht wesentlich und scheiden somit fir eine Erkldrung aus.

Rls Ursache fir die beobachtete Diskrepanz wurden zwei M&glich-
keiten in Betracht gezogen:

1) Bekanntlich zeigt Paramecium (im Gegensatz zum Dummy) span-
nungs- und zeitabhdngige Anderungen der Membranleitf&higkeit und
stellt somit ein System h&herer Ordnung dar, Der Regler ist fir
Systeme 1, Ordnung geeignet, nicht aber fiir Systeme htherer Ord-
nunge.

2) Es besteht eine Kopplung zwischen Driver und Sensor auBerhalb
der Zelle, Bei den hohen Spannungen, die am Driver auftreten
kdnnen (maximal % 100 V), und dem geringen Abstand zwischen den
Elektroden, kdnnten diese hohen Feldstidrken die Spannungsmessung
durch den Sensor beeinflussen, Smith, Barker, Smith und Colburn
(1980) beschreiben eine kapazitive Kopplung zwischen Driver und
Sensor oberhalb der Badldsung. In der Ldsung sollte eine solche

Kopplung nicht moglich sein, da das Bad auf ?vitual ground’ lieqgt,
2434341 kapazitive Kopplung auBerhalb der L&sung

Eine deutliche Verkiirzung der Ausregelungszeiten auf ca. 2 bis 4
ms wurde durch ein senkrecht angeordnetes Edelstahlblech erreicht,
das mit Hilfe eines Mikromanipulators zwischen die Elektroden ge-
fihrt wird (Abbe. 3), Dieser Schild reicht bis kurz iiber die Bad-
lsung herab und wird durch eine Schaltung (’driven shield?) zu
jeder Zeit auf dem gleichen Potential gehalten wie die Sensor-
Elektrode., Zus&tzlich zur Abschirmung gegen die Driver-Elektro-
de wird durch diese Schaltung erreicht, daB die neu entstandene
Kapazitdt zwischen Sensor-Elektrode und Schild ohne EinfluB auf
den Sensor bleibt,

Die Ausregelungszeiten in der Zelle mit dem Schild zwischen den
Elektroden waren jedoch immer noch nicht ausreichend kurz, Die
Annahme lag nah, daB die Kopplung zwischen beiden Elektroden
durch den Schild nur teilweise beseitigt wird, zumal der Schild



den Bereich kuftz iiber der Badldsung nicht erreicht, wo der Elek-
trodenabstand sehr klein ist,

Es wurde deshalb versucht, die Wirkung dieser vermuteten Rest-
kapazitdt durch eine Schaltung zu kompensieren (R. Backbier),

11
I
IU-Wandler L ppp—— -
P\\\\\* Kompensations -

+ ;E

|
|
pe
l Schaltung
[
[
|
|
|
|
|
I
l

Abb, 9: Ersatzschaltbild zur kapazitiven Kopplung zwischen
Sensor- und Driver-Elektrode (oberhalb der L6sung) und die
Schaltung zur Kompensation dieser Kopplung. Alle Bezeichnun=-

gen wie in Abb. 5.
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Abb. 9 zeigt im Prinzipschaltbild die kapazitive Kopplung zwi=-
schen den beiden Elektroden und die Schaltung zur Kompensation
dieser Kopplunge. Durch diese Schaltung wurde jedoch keine wei-
tere Verbesserung erreicht., Die Kopplung zwischen den Elektroden
oberhalb der Ldsung scheint also durch den Schild in ausreichen-
dem MaBe verhindert zu werden, Als Ursache fiUr den verbleibenden
Faktor 10, um den die Ausregelungszeit in der Zelle langsamer
war als die am Dummy, scheidet diese Kopplung sehr wahrscheine
lich aus.

2036342 Kopplung in der Badldsung

Neben der Vermutung, daB der Regler fir Systeme htherer Ordnung
ungeeignet ist, verblieb die Méglichkeit einer uneruwiinschten
Kopplung im Bad. Diese kinnte sowohl ohmscher Natur sein (vgl.
Hamill, Marty, Neher, Sakmann & Sigworth, 1981), als auch kapa-
zitiv, Eine kapazitive Kopplung zwischen den Elektroden im Bad
sollte zwar dadurch ausgeschlossen sein, daB das Bad auf ?virtual
ground? liegt. Durch den Serienwiderstand der L&sung, der im Be~
reich von 10 bis 20 kN liegt, ist der Punkt zwischen den Mikro-
elektroden jedoch nicht immer exakt auf dem Potential der indif-
ferenten Elektrode, Diese Unterschiede im Potential kdnnten eine
kapazitive Kopplung ermdglichen,

Weiterhin kdnnte die Streukapazitdt der Sensor-Elektrode zu einer
Verlangsamung des Systems fiihren, Die Wirkung dieser Kapazitit
wird zwar durch eine Schaltung weitgehend kompensiert (Abb. 5),
bleibt aber unvollsténdig, da sich nach Cornwall und Thomas
(1981) durch den Lingswiderstand in der Elektrodenspitze immer
ein Teil der Elektrodenkapazitidt einer Kompensation entzieht
(System hdherer Ordnung, Abb, 10).

Die Kapazitdt einer Glasmikroelektrode 133t sich dadurch ver-
ringern, daB maﬁ durch Auftragen eines Stoffes mit miglichst
niedriger Dielektrizitétskonstante den AuBenradius der Elektrode
nachtrédglich verqgrdBert:
2T E €,

T2

ln;1—

C =

(zylindrische Niherung)
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€ = Dielektrizitdtskonstante eines nicht leitenden Stoffes
Eb= Influenzkonstante

4= Innenradius einer Elektrode

T 5= AuBenradius einer Elektrode

Da es sich bei solchen Stoffen um Isolatoren handelt, wird

gleichzeitig der Widerstand der Elektrodenwand erhdht,

Die Glaselektroden wurden deshalb nach dem Fillen mit Salzl@sung
fir wenige Sekunden in fliissiges Dentalwachs getaucht und so mit
einem diinnen Wachsfilm liberzogen (Sachs & McGarrigle, 1980). Es
empfiehlt sich, die Temperatur des Wachses so zu wdhlen, daB sie
kurz oberhalb des Schmelzpunkts liegt. Die Oberfldchenspannung
des fliissigen Wachses ist hier am grdBten und die Elektroden
bleiben im Abstand von 10 bis 20 um zur Spitze unbedeckt. Weiter-
hin wird durch die hthere Viskositdt eine dickere Wachsschicht
gebildet als bei htheren Temperaturen.

Mit so behandelten Elektroden sind in der Zelle bei einem Span-
nungssprung Ausregelungszeiten bis herab auf ca., 500 us er=-
reichbar,

Ob die Kopplung in der Badl@sung haupts&d@chlich ohmscher oder ka=-
pazitiver Natur war, 138t sich nicht definitiv sagen., Zwei Grin-

de machen jedoch eine ohmsche Kopplung wahrscheinlicher:

Abb, 10: Ersatzschaltbild einer Glas-

mikroelektrode, RE = Elektrodenwider=-

stand; CE = Streukapazitdt, Durch den

R oF hohen Lingswiderstand der Elektrode (R1)

kann ein Teil der Streukapazitat (CZ)
elektronisch nicht kom=

pensiert werden (System
/ l h&herer Ordnung).

- CE=C1+C2
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1) Der Teil der Streukapazit#dt, der sich durch einen hohen Lings-
widerstand einer Kompensation entzieht, ist auf die #uBerste
Elektrodenspitze beschrédnkt und somit im Vergleich zur Gesamt-
kapazitdt der Elektrode sehr klein.

2) Eine Verringerung des Abstands zwischen indifferenter Elek=-
trode und Priparat um den Faktor 5 bleibt ohne EinfluB auf die
Spannungsausregelung., Der Ldngswiderstand der L&sung scheint

also vernachlédssigbar klein zu sein, Ohne diesen ist eine kapazi-
tive Kopplung zwischen den Mikroelektroden innerhalb des Bades
jedoch nicht denkbar,

2eJe3a3 das ?coaten? von Glaselektroden

Neben der Methode von Sachs und McGarrigle wurde eine Reihe an-
derer Verfahren untersucht, Allen gemeinsam ist, daB der Isolator
mit einem feinen Pinsel oder Glasstab unter einem binokularen
Mikroskop aufgetragen wird., Die Elektroden werden erst nach dem
;coaten’ mit Salzldsung gefiillt,

1) Wachse in cci, (Cornwall & Thomas, 1981) erwiesen sich wegen
langer Trocknungszeiten als ungeeignet.

2) ?Stabilit~Express? (Henkel, Diisseldorf), Mit Hilfe dieses Kle=
bers als Elektrodenmantel wurde eine geringfiigig schnellere
Spannungsausregelung erreicht als mit Dentalwachs, Das schnel-
le Abbinden des Klebstoffs macht diese Technik jedoch sehr
aufwendig, Das gleiche gilt fir

3) ?UHU=Plus=-Sofortfest? (Lingner & Fischer, Biihl).

4) Als ideale Kombination erwies sich Nagellack (Margret Astor
*Ultradiamant?, Farbnummern 54 und 88) in Verbindung mit dem
zugehirigen Verdiinner, Die Viskositdt 188t sich sehr genau
einstellen; die Trockenzeiten sind relativ kurz. Mit wenig
Ubung lassen sich Elektroden bis auf 30 bis 40 Mm Spitzenab-
stand coaten, Verwendet man so behandelte Elektroden, so las-
sen sich in der Zelle Ausregelungszeiten von weniger als 300
js erreichen (Abb. 11),

264 LOsungen

Alle verwendeten Substanzen (erck, Darmstadt) mit Ausnahme des
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Abb., 11: Erlduterungen auf S, 35




SrCl, (reinst; Ca**: 0,1 %; Ba™™: 0,01 %) sind von analytischem
Reinheitsgrad, Durch Kombination entsprechender Mengen aus Stamm-
l6sungen werden Standardldsung und Testlésungen angesetzt, Der
pH=Wert der Ldsungen wird mit 1 normaler HCl auf 7,2 bis 7,4 ein=-
gestellt., Alle verwendeten Testldsungen und die Standardldsung
enthalten Tris und KCl (jeweils 1 mM). Die Lésungen unterschei-
den sich nur durch die zweiwertigen Ionen, die sie enthalten,
bzw. durch deren Konzentration, (Wird in Versuchen die Gesamt-
konzentration an zweiwertigen Ionen verdndert, so &ndert sich
allerdings auch die Konzentration an Cl -Ionen.)

In den ’Substitutionsversuchen’ (vgl. Kapitel 3,2) wird das Ca'”

in der Badldsung bis auf einen bestimmten Rest durch ein anderes
*+omg*t, mn*t, co*t). pDie ce-

samtkonzentration an zweiwertigen Ionen bleibt konstant 1 mM,

zueiwertiges Ton ersetzt (Sr*t, Ba

Anders ist es in den ?Additionsversuchen’ (vgl., Kapitel 3.3).
Hier wird die Standardldsung im Bad durch eine Testl@sung er=-
setzt, die neben ca*tt (1 mMm) ein anderes zweiwertiges Ion ent-
halt (mn*t, co™*, NitTF)

betrdgt maximal 500 M.

. Die Konzentration dieses zweiten Ions

In einer anderen Versuchsreihe (Abschnitt 3.4.1) wurde die Stan-
dardldsung durch Testl@sungen ersetzt, deren Ca**=Konzentratio-
nen 0,33, 0,5 oder 2 mM betrugen.

Bei der Untersuchung der Skorpion=Toxine (Abschnitt 3,1.3) er=-
folgte deren Zugabe mit Hilfe einer Mikroliter-Pipette direkt in
die Badltsung. Die hierbei auftretende Verdiinnung der Standard-

18sung um den Faktor 0,83 wurde vernachldssigt. Die Toxine be-

Abb, 11: Spannung§ausregelung in der Zelle (Schild zwischen den
Elektroden, Sensorelektrode mit Nagellack gecoatet),

obere Spur : Membranspannung

untere Spur: Membranstrom

Die Zahlen geben die Amplitude des jeweiligen Spannungssprungs

in mV an, Die Empfindlichkeit der Stromspuren ist in allen Re=
gistrierungen gleich, die der Spannungsspuren ist bei den Depola-

risationen um 35 und 45 mV um den Faktor 2 hther als bei den an-
deren,
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fanden sich in wdBriger L8sung (entsalzte Pufferldsung; Maelicke,
pers, Mitteilung).

2.5 Versuchsdurchfiithrung
2.5.1 das Anstechen der Zellen

Wenige Zellen werden in einem kleinen Tropfen Standardldsung auf
den Glasboden der Versuchskammer gegeben., Man wartet, bis der
Tropfen soweit evaporiert ist, daB die Paramecien durch die Ober-
flidchenspannung leicht gegen den Kammerboden gedriickt werden,
Durch das Anstecheﬁ mit der ersten Elektrode wird die Zelle
fixiert und die Versuchskammer sofort geflutet, Es ist danach
moglich, mit weiteren Elektroden anzustechen (vgl. Naitoh &
Eckert, 1972).

In den Versuchen wird nicht mit einer speziellen Halteelektrode
fixiert, sondern direkt mit der Driver-Elektrode. Nach dem Fluten
der Kammer wird dann mit der Sensor~Elektrode angestochen, nach=-
dem das Spitzenpotential dieser Elektrode in der Badl&sung elek=
tronisch zu Null abgeglichen wurde,

Nach Messung des Membranwiderstands an der freien Membran (val.
Abschnitt 2.2.7.1) kann mit dem eigentlichen Versuch begonnen

werden,
2542 Reizprogramm

Wihrend der Messungen fir eine Strom/Spannungs~Beziehung bleibt
die Zelle auf das Ruhepotential geklemmt., Von diesem Haltepo-
tential aus erfolgen die Spriinge auf die an der Programmeinheit
vorgewshlten Spannungen (Abschnitt 2,2.7.2). Der Abstand zwischen
diesen Pulsen betrdgt in allen Versuchen 15 s, In einem Teil der
Versuche in Standardl@sung wurde der Ca**-Kanal durch einen Vor-
puls inaktiviert, um wdhrend des Hauptpulses den reinen Kt
Auswirtsstrom zu messen (vgl. Abschnitt 3,1.1). Bei der folgenden
Depolarisation wird der Vorpuls weggelassen und man mift bei
gleicher Amplitude des Hauptpulses den Summenstrom (ICa+IK).

Durch Subtraktion 13Bt sich dann der reine Catt=~Einusrtsstrom
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selbst in einem Spannungsbereich darstellen, in dem der K=
Strom bereits ein Vielfaches des Ca’’-Stroms betragt, Die Zeit

zwischen beiden Messungen betrdgt auch hier 15 s,
2563 Versuchsablauf

In den Substitutions-, Additions-= und Toxin=Versuchen wurden zu-
nichst die Messungen fir eine Strom/Spannungs-Charakteristik in
Standardldsung durchgefihrt (Vorperiode), ebenso in den Experi=-
menten zur verinderten Ca’ f=Konzentration im AuBenmedium. Nach
dem Losungswechsel erfolgt in der Hauptperiode eine entsprechende
Serie in der jeweiligen Testldsunge. Wenn mdglich wird in einer

Nachperiode zur Kontrolle erneut in Standardldsung gemessen.

In den Doppelpulsversuchen und in den Experimenten mit der Mutan-
te CNR wurde nur jeweils eine MeBreihe in Standardldsung durch=
gefihrt,

2.6 Auswertung

In allen Serien wurde aus der Strom/Spannungs-Charakteristik der
maximale Ca’ =Einwdrtsstrom ermittelt (Icayay)e Da der Kt
Auswirtsstrom im entsprechenden Spannungsbereich (Depolarisa-
tionen zwischen 30 und 35 mV) noch klein ist und dort auch sehr
viel langsamer aktiviert wird als der Ca++-8tr0m, eriibrigt sich
das Subtraktionsverfahren (vgl. Abschnitt 2.5.2) in den meisten
Versuchen,

+ ++
y Co 7y

mnt* und Nitt tritt der maximale Ca’ ' =Strom in Standardldsung

In den Additions-= oder Substitutionsversuchen mit Mg+

wie in Testltsung bei der gleichen absoluten Membranspannung auf,
obwohl das Ruhepotential durch einen Teil dieser Kationen in

positive Richtung verschoben wird.,

Bei Depolarisationen grdBer als 35 mV ist die Beziehung zwischen
k*-Strom (gegen Ende des B0 ms dauernden Pulses) und Membran-—
spannung linear, Verdndert sich die Steiqung dieser Geraden
(=?slope conductance?’), so ist dies ein indirektes MaB fir eine
verdnderte K'=lLeitfahigkeit (gK=’chord conductance? ), Auch nach

Verschiebungen des Ruhepotentials (s.o.) erfolgt die Aktivierung
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der K+-Leitféhigkeit in etwa bei der gleichen absoluten Membran-
spannung (A\Im maximal 3 bis 4 mV). Unter dieser Voraussetzung
und wegen der linearen Beziehung zwischen K*-Strom und Depolari-
sation bei hdheren Spannungen ist eine Ver&dnderung der ?slope
conductance? (bei hBheren Depolarisationen) gleich einer Verin-
derung der K+-Leitféhigkeit. AgK wurde deshalb der Einfachheit
halber jeweils iiber Ver&dnderungen der ’slope conductance’ be-

stimmt, Diese Bestimmung erfolgte in fast allen Versuchen,

Im Subtraktionsverfahren lassen sich die als Folge einer Depo=
larisation auftretenden Ca'’= und K*=Stréme voneinander trennen
(vgl. Abschnitt 2.,5.2). Die Subtraktionen werden mit Hilfe ei-
nes Basic-=Programms (J. Heinen) an einem Rechner durchgefiihrt
(9845 B, Hewlett-Packard). Hierfir missen die zu verrechnenden
Registrierungen zundchst digitalisiert werden, Ein Schreiber
(9872 A, HP) liefert schlieBlich die Differenzkurve, die die
Zeitabhingigkeit des reinen Ca’*- (oder Sr**-) Stroms bei einer

bestimmten Depolarisation zeigt.

Unter der Voraussetzung, daB sich die kK*-Stréme zweier Zellen
bei gleicher Depolarisation nur in ihrer Amplitude, nicht aber
in ihrer Aktivierungskinetik unterscheiden, lassen sich auch Re-
gistrierungen aus unterschiedlichen Versuchen miteinander ver-

rechnen (vgl. Sr*7)

. Hierbei erfolgt zundchst eine Normierung,
bei der sich der Normierungsfaktor aus dem Amplitudenverhdlt-
nis der K'-Stréme beider Zellen am Ende der Depolarisation er-

gibto

In allen Versuchen wurden die Cat*-Strtme um die Leckstrtme und

die K+-Leitféhigkeiten um die Ruheleitf&dhigkeiten korrigiert,
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3 Ergebnisse

3.1 Strommessungen in Standardl@sung (ca*™)

Wie in der Einleitung dargestellt, kann die Bestimmung der catt-
Komponente in den gemessenen Summenstrdmen im Prinzip auf zwei
Wegen erfolgen: Zum einen kann man versuchen, den K*-Strom durch
geeignete Substanzen zu hemmen, um dann direkt den reinen ca*t-
Strom zu messen., Aus diesem Grund wurde die Wirkung eines Skorpi=-
on-Toxins aus dem Gift von Centruroides noxius (Hoffmann) unter-
sucht, das am Squid-Axon die Leitf&@higkeit der spannungsabh&dngi-
gen k*-Kandle stark reduziert (Carbone, Wanke, Prestipino,
Possani & Maelicke, 1982).

Ein indirektes Verfahren besteht darin, den reinen K*-Strom

zu bestimmen, Dieser wird dann vom zuvor gemessenen Summenstrom

subtrahiert und man erh#lt als Differenz den reinen catt-strom.

Zur Bestimmung des k*-Stroms wurden verschiedene Verfahren ge-

testet:

1) Vor der eigentlichen Messung wird ein kurzer Puls gegeben,
der eine Inaktivierung des Ca++-, nicht aber des K+-Systems
bewirkt (Brehm & Eckert, 1978b; Naitoh, 1979)

2) Messungen an einer Mutante von P, caudatum (CNR), der eine
spannungsabhingige Ca'f-Leitfihigkeit fehlt (Takahashi &
Naitoh, 1978).

3) Herabsetzung der Ca++-LeitFéhigkeit durch ein weiteres Toxin

von'C., noxius (Maelicke, pers. Mitteilung).
3.1.1 \ Inaktivierung des Ca++-5ystems durch Vorpulse

Abb., 12 zeigt auf der linken Seite die Membranstrtme, die als
Folge von schnellen Verdnderungen des Membranpotentials um +3

bis +105 mV auftreten, Mit zunehmender Depolarisation beobachtet
man zundchst einen Ca++-Strom, der etwa bei AV = 35 mV sein Maxi=-
mum erreicht, Bereits bei Depolarisationen um 25 mV tritt zu-
sitzlich ein K =Strom auf, der bei htheren Spannungen schnell
gréBer wird. Beide Strdme liberlagern sich und machen so eine In-
terpretation der Membranvorgidnge bei stdrkeren Depolarisationen
schwierig (Eckert & Brehm, 1973),



- 40 -

i

23 —

— t
-f’ - 13 s st—
' a

Yo

34 e —

T

44 -—b o

~ =
—f e —
__V o —

-— ~— 75

—-; -~ 85 -—
i

—— '—- 95 —

- "_ 105 -

Abb, 12: Erlduterungen auf S, 41



- 41 -

Abb, 12: Membranstrtme als Folge von schnellen Anderungen des
Membranpotentials, Die Zahlen geben die Amplitude der jeweiligen
Spannungsspriinge in mV an, In B treten keine meBbaren Einwdrts-
strome auf, Das Ca++-System wurde jeweils durch einen Vorpuls in-

aktiviert,

Abb, 12 B zeigt die Membranstrdme bei denselben Depolarisationen
wie in Abb, 12 A, jedoch nach Inaktivierung des Ca++-5ystems
durch einen Vorpuls von 40 ms Dauer und einer Amplitude von 50 mV
relativ zum Ruhepotential. Der Abstand zwischen Vor=- und Haupt-
puls betrug 40 ms, Wie Brehm und Eckert (18978a) zeigtén, 188t
sich der Cat*~Strom im Hauptpuls durch solche Vorpulse bis auf

5 % des Vergleichswertes reduzieren., Setzt man voraus, daB die
Inaktivierung des Ca++-5ystems unabhdngig von der Hohe der De-
polarisation im Hauptpuls ist, so stellen die Registrierungen in
ARbb, 12 B mit einem kleinen Fehler die reinen K'=Stréme dar. Tat-

sdchlich treten in Serie B keine meBSbaren Einwdrtsstrdme auf,.

Die Endamplituden der K¥-Stréme in beiden Serien sind identisch.
Der KT=Strom scheint also durch die Vorpulse nicht beeinfluBt zu

werdene.

Beide Serien wurden an derselben Zelle gemessen, Die Zeit zuwi-
schen einer Messung mit und ohne Vorpuls betrug bei jeder Span-
nung 15 s,

Im Subtraktionsverfahren (vgl., Abschnitt 2.6) wurden von den Sum-
menstrémen in Abb., 12 A die K'=Stréme (Abb. 12 B) abgezogen. Die
Differenz zwischen den Registrierungen beider Serien ist in

Abb, 13 dargestellt, Bis zu Depolarisationen von 105 mV relativ

zum Ruhepotential treten CatT-strome auf,

Bei Depolarisationen von 60 bis 100 mV zeigt sich in allen Ver-
suchen eine Auswidrtskomponente, die ihr Maximum im Bereich
zwischen 70 und 80 mV hat, Mit zunehmender Depolarisation er-

scheint dieser Auswdrtsstrom spdter.,

In Versuchen an CNR=Mutanten (Abschnitt 3.1.2) wurde dieses
Phdanomen nie beobachtet, Hier war bei der Verrechnung von Serien
mit und ohne Vorpuls die Differenz bei allen Spannungen stets
gleich Null,
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risation dargestellt., W&dhrend der friihe Strom bereits bei +65 mV
seine Richtung umkehrt, &ndert der Ca**-strom im gesamten MeBbe~

reich sein Vorzeichen nicht,

Im Bereich von +35 mV ist der K'=Strom noch klein und wird auch
deutlich langsamer aktiviert als der Ca’ '=Strom (Abb. 12). Sein
EinfluB auf die Amplitude des maximalen Ca’t=Stroms ist deshalb
gering; Ca**-Strom und frither Strom sind bis zu dieser Spannung
(fast) identisch,

Mit steigender Depolarisation wird das Subtraktionsverfahren un-
genauer, Der k*-Strom wird stetig groBer und seine Aktivierung
erfolgt schneller, wdhrend sich der Ca**-Strom verkleinert, Re-
lativ geringe Verdnderungen bei den K*-Strémen kénnen so zu
deutlichen Streuungen bei der Bestimmung der cat*~strime fihren.
Weiterhin fiihren Depolarisationen gréBer als 90 bis 100 mV
leicht zur Zerstorung der Zellen,

Bei einer Ca’*=Konzentration von 1 mM im AuBenmedium und 5 10-8
M in der Zelle (Hildebrand & Dryl, im Druck) liegt das theoreti-
sche Gleichgewichtspotential fir Ca’t bei +123 mV. Bei einem
mittleren Ruhepotential von =32 mV miiBte man eine Zelle also um
155 mV depo'arisieren, um das Gleichgewichtspotential zu errei-
chen, Der Bereich zuverldssiger Messurgen endet jedoch :a, 50

bis 70 mV unterhalb ieser Spannung. Abb. 15 zeigt die Spannung.-
abhdngigkeit der Ca**-Stréme von 5 Zellen im Vergleich., Im Gegen=
satz zu den friihen Str&men zeigen die‘Ca++-Str6me keine Tendenz,
innerhalb des MeBbereichs ihre Richtung umzukehren,

36142 Messungen an der Defektmutante CNR

In Abb, 16 ist eine MeBreihe an einer CNR-Mutante dargestellt,
MeBbare Einwdrtsstrome treten nicht auf; die k*~Strome sind in
der Regel kleiner als beim Wildtyp. Letzteres erklirt sich da-
durch, daB die Zellen des Wildtyps im Mittel gréBer sind als die
Mutanten (L&nge der CNR-=Zellen : 160 pmo* 10 %; Ldnge der Wild-
typ-Zellen : im Mittel 200 pm; vgl. Abschnitt 2,1,3), Uber die
Normierung mit dem Computer-Programm (vgl. Abschnitt 2,6) ist
eine Subtraktion jedoch auch dann durchfiihrbar, wenn sich die

Stromamplituden zweier Zellen bei gleicher Depolarisation von-
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einander unterscheiden.,

Rbb, 17 zeigt das Ergebnis einer solchen Subtraktion, Subtrahiert
wurden die Stréme einer Mutante (Abb, 16) von denen einer Wild=

typ-Zelle (Abb, 12A), Einen direkten Vergleich dieses Verfahrens
mit dem in Abschnitt 3.1,1 dargestellten ermfglicht Abb, 18, Bis
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Abb, 17: Einudrtsstréme nach Subtraktion der K'=Stréme einer
CNR=Zelle (Abb, 16) von den Summenstrdmen einer Wildtyp~Zelle
(Abb. 12A). Die Zahlen geben die Depolarisation der Wildtyp~
Zelle in mV an, Subtrahiert wurden die CNR-Str&me, die als Fol=-
ge einer Depolarisation um 0, 10, 20, 30, 40, 50 und 60 mV auf-

traten,

zu einer Depolarisation von 44 mV liefern beide Methoden dhnli-
che Ergebnisse, Oberhalb dieses Bereichs streuen die Einzelwer-
te, die durch Subtraktion der CNR=-Membranstrdme ermittelt wurden,
deutlich stdrker als die aus den Vorpulsversuchen, Das Doppel=-
pulsverfahren, bei dem Strtme derselben Zelle in die Berechnung

eingehen, liefert offenbar genauere Ergebnisse,



AV
0 10 20 30 40 50 60 mV
Or ©
)
-5} o
3 o
T -10F e
o
o °
= o
8 °
_15-
°
-20-

Abb, 18: Vergleich der Ergebnisse aus beiden Subtraktionsverfah-
ren, Von den Summenstromen einer Zelle (Abb, 12A) wurden einmal
die K¥-Strdme subtrahiert, die in einer Vorpulsserie (Abb, 12B)
an derselben Zelle gemessen wurden (O ; vgl. Abb., 14), zum ande-
ren die K'=Stréme einer CNR-Zelle (@ ; Abb. 16).

3.1.3 Versuche mit Skorpion=Toxinen

Beli der Bestimmung des Ca*t-Stroms mit Hilfe der Doppelpulsme=-
thode fiihrt das unglinstige Verhdltnis zwischen ca**- und k*-
Strémen bei hoheren Depolarisationen zu einer starken Streuung
der Ergebnisse, Durch eine spezifische Hemmung der kT=Stréme
sollte sich diese Streuung verringern., Eventuell liefle sich dann

auch der Mefbereich zu htheren Depolarisationen erweitern.,

Der Einflud des Toxins II=11 (vgl. Abschnitt 3.1.1) auf die K'=
Leitfidhigkeit ist jedoch gering. Bei einer Konzentration von

1070
duziert (Carbone, Wanke, Prestipino, Possani & Maelicke, 1982),

M, die am Squid=Axon die spdten Auswdrtsstrtme um 75 7 re-

zeigt sich bei Paramecium kaum eine Wirkung (Abb. 19 A).
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auf den maximalen Ca’ '=Strom und die K+-Leitféhigkeit zu ver-

schiedenen Zeiten nach Zugabe, Es wurde auf die Werte der Vorpe-

riode in Standardldsung = 100 % normiert,

A: Fraktion II-11:
B: Fraktion II-~ 9:

6 M
6 m
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Messungen bei htheren Konzentrationen wurden aus folgenden Grin-
den nicht durchgefiihrte. Zum einen ist die Gewinnung des Toxins
extrem aufwendig (Maelicke, pers, Mitteilung). Zum anderen
scheint es nicht spezifisch zu wirken; bei der untersuchten Kon=-
zentration ist die Hohe des maximalen Ca**=Stroms in etwa glei=
chem MaBe reduziert wie die K'-Leitfihigkeit (Abb,. 18A),

Khnliche Ergebnisse lieferten die Versuche mit der Fraktion II-S,
Von diesem Toxin wird vermutet, daB es spezifisch Cattekanile
blockiert (Maelicke, pers, Mitteilung). Die Messung reiner K*=
Strome nach Vergiftung der Ca**-Kandle wire fir das Subtraktions-
verfahren interessant (vgl, Abschnitt 3.1.1). Bei einer Konzen=
tration des Toxins von 10-S M wird der maximale Ca'*=Strom je=-
doch nur um ca, 15 % reduziert. Auch dieses Toxin wirkt nicht
spezifisch: Die K+~Leitféhigkeit wird etwa um den gleichen Pro=-
zentsatz reduziert wie der Ca**-Strom,

Versuche bei hdheren Toxin-Konzentrationen sind nicht mdglich,

da die Zellen oberhalb 10-5 M sehr schnell zerstdrt werden,

Die Wirkung des Toxins II=9 auf die Amplitude des maximalen
Cat*~Stroms und auf die K'-Leitfahigkeit ist voll reversibel.

3.2 Membranstrme nach Substitution wvon Ca++ im AuBenmedium

Eine Verringerung der Cat*-Konzentration im AuBenmedium unter
10“5 M fihrt zu einer schnellen Zerstérung der Zellen, Die untere
0 = 10~3 M) durch
eine Testldsung ohne catt ausgetauscht werden kann, liegt somit
bei 1 %

Grenze, bis zu der die Standardldsung ([ca**]

Zusdtzlich zur Abnahme der Ca'*-Konzentration werden die Zellen
bei einem L&sungswechsel durch die steigende Konzentration des
zu testenden zweiwertigen Ions belastet, Ordnet man die unter=-
suchten Ionen entsprechend ihrer Vertrdglichkeit, so ergibt sich
folgende Reihenfolge:

catt = mg**t 2 sc*t > (Ba*t) > cott > mntt o» Nt

++

Ba ist in Klammern gesetzt, weil der Grad seiner Toxizit&dt davon

abhdngt, wie die Zelle mit diesem Ion in Berlihrung kommt, Nur

wenn das Membranpotential wdhrend des Losungswechsels auf den



Ruhewert geklemmt bleibt, wird verhindert, daB die Zelle durch
spontane Depolarisationen von mehreren Sekunden Dauer in kurzer
Zeit zersttrt wird (vgl, DePeyer & Deitmer, 1980),

Durch die Vertrédglichkeit der getesteten Ionen wird vorgegeben,
bis zu welchem Grad Ca*™t ausgetauscht werden kann, Nur im Fall

++ ++

von Mg*t, sr™ und Ba** war der Austausch bis auf 1 % méglich,

Das Membranpotential von P, caudatum hdngt sehr von der &uBeren
Kationen-Konzentration ab (Kamada, 1934; Naitoh & Eckert, 1968a;
Naitoh, Eckert & Friedman, 1972). Hierbei scheint die Abschir-
mung negativer Ladungen auf der Zelloberfl&dche eine entscheiden=-
de Rolle zu spielen (Hook & Hildebrand, 1879; 1980; Eckert &
Brehm, 19739), Ein Vorteil des Substitutionsverfahrens besteht
deshalb darin, daB die Konzentration an zweiwertigen Ionen im
AuBenmedium konstant bleibt., Hierdurch sollten sich gréBere Ver=-
schiebungen des Ruhepotentials vermeiden lassen, die eine Inter=-
pretation der Versuchsergebnisse sehr erschweren wiirden (vogl,
Hagiwara, 1873),

Weiterhin ist es fir die Untersuchung permeierender Ionen wiin=
schenswert, wenn die &duBere Cat*=Konzentration méglichst weit
herabgesetzt wird,

Ein Nachteil des Verfahrens zeigt sich bei der Untersuchung von
Kationen, die den Einwdtsstrom zu hemmen scheinen: Es 188t sich
schwer trennen, inwieweit die Herabsetzung des Ca®*=Stroms in
einer Testltsung auf der Verminderung von Ladungstrdgern oder auf
einer Hemmung durch das Testion beruht. Vergleichsmessungen ohne
Testion bei entsprechend erniedrigten Ca**=Konzentrationen helfen
nicht weiter, Das Membranpotential widre = im Gegensatz zu den
Substitutionsversuchen = stark in negative Richtung verschoben
(Naitoh, 1874) und ein Vergleich der Ergebnisse schuwierig.

3.2,1 srtt

Bei der Uberfihrung der Zellen in die Sr**=-L&sung &ndern sich
Ruhepotential und Membranwiderstand kaum (Avm = = 1,2 mV; Stan=
dardabweichung = s = 5,3 mV; ARy = -3,5 %; s = 30 %; n = 3).
Eine Verschlechterung des Gesamtzustands tritt auch nach l&nge=-
rer Verweildauer (>1/2 h) nicht ein,
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In Abbe 20 sind die Membranstrome einer Zelle in Standardldsung
und in Sr++-Lﬁsung gegeniibergestellt, In der HShe der Einwdrtse
stréme unterscheiden sich beide Serien wenig. Die Endamplituden
der Auswidrtsstrime stimmen ebenfalls gut liberein, Die Aktivie=
rung der Einwdrtsstrdme scheint in Sr++-Lﬁsung etwas langsamer
zu erfolgen als in Standardlésung (Saimi & Kung, 1982), Der auf=-
fdlligere Unterschied besteht jedoch in der Dauer der Einwdrts-
stréme, Bei Depolarisationen um 30 mV lassen sich die Zeitab=
hdngigkeiten am besten miteinander vergleichen: Wdhrend der Ein=
wdrtsstrom in Ca++-Lasung bereits nach B bis 10 ms voriiber ist,
hdlt der in Sr't-Ltsung etwa um den Faktor 4 linger an (Eckert &
Brehm, 1879),

Das Fehlen von ’tail currents? (vgl. Abschnitt 3.2.2) in der Srtt-
Lsung ist ein sicheres Zeichen dafiir, daB am Ende des Spannungs-
sprungs keine meBbare Leitfd@higkeit des spannungsabhdgigen cat*-
Kanals besteht, Dies ist Voraussetzung fir die Anwendung des

Subtraktionsverfahrens (SeUe)e

Der direkte Vergleich von Einwdrtsstrdmen ist bei hSheren Depo=-
larisationen nur nach Subtraktion der K¥=Stréme derselben Zelle
mégliche Eine Vorpulsserie kdnnte méglicherweise auch in srtta
Ldsung die hierfiir notwendigen Auswirtsstréme liefern, obwohl
der Ca't=Kanal in dieser Ldsung nicht in gleichem MaBe inakti=
vierbar ist, wie in der Standardldsung (Brehm & Eckert, 1978b;
Eckert & Brehm, 1979), Sicher ist die Messung reiner k*=Strime
aber in der Vorperiode von sr¥*=versuchen (in Standardldsung)
miglich, Da Versuche mit Vorpulsen jedoch erst zu einem spdteren
Zeitpunkt durchgefiihrt werden konnten, liegen entsprechende Er-
gebnisse nicht vor,

Die Verrechnung von Strtmen, die an verschiedenen Zellen gemes=-
sen wurden, fiihrt leicht zu fehlerhaften Ergebnissen (vgl, Ab=-
schnitt 3,1.2)s Offenbar gibt es auch bei gleicher Depolarisa=
tion zellspezifisch Unterschiede in der Kinetik, mit der die Ak=-
tivierung der k*=Stréme erfolgts. Um einen Fehler mdglichst gering
zu halten, wurde deshalb folgendermaBen verfahren: Aus den Ver=-
suchen in Standardldsung, in denen Vorpulsserien gemessen wurden,
wurde jeweils der Versuch ausgewdhlt, dessen Summenstrtme am
besten mit denen aus der Vorperiode (in Standardl&sung) eines
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srt**-Versuches iibereinstimmten, Fir 2 der 3 durchgefiihrten srtta
Versuche fanden sich auf diese Weise (fast) deckungsgleiche Re=-
gistrierungen. Von den Strémen der Vorperiode (Ca*') und der

Hauptperiode (Sr++) wurde dann jeweils der Strom der Vorpulsse=

rie des passenden Versuchs subtrahiert, Auf diese Weise wurden
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Abb, 22: Einwdrtsstréme in Ca++-Lasung (ausgefiillte Symbole)
und Sr++-Lﬁsung (of fene Symbole) von drei Zellen im Vergleich,

. s e . . ++ . ++ .
die Einwdrtsstrime in Ca = und in Sr =LOsung errechnet,

In Abbe 21 sind die Strdme einer MeBreihe in Sr++~Lﬁsung dar=
gestellt, die nach dem oben geschilderten Verfahren bestimmt
wurden, Die Einwdrtsstrdme halten fast bis zum Ende des 60 ms=
dauernden Pulses an, In den ersten Millisekunden treten gelegent=-
lich kleine Auswédrtsstrdme auf, bei denen es sich jedoch sehr
wahrscheinlich um Streuungs=Artefakte handelt (sS.0.)e

Wahrend der friihe Strom in Sr++-Lﬁsung bei einer Depolarisation
von 60 mV bereits seine Richtung umgekehrt hat, treten berechnete
st t*=Stréme tber den gesamten MeBbereich auf.

Abb, 22 zeigt die reinen Einwdrtsstrime in ca**= und in sr*t-
Lésung von drei Zellen im Vergleich, Obwohl die Werte der Sr*'-
Serien im oberen Spannungsbereich stédrker streuen als die der
Ca++-Serien, ergibt sich anndhernd die gleiche Verteilunge Ins=—

besondere in Bezug auf Amplitude und Lage der maximalen Einwdrts—



strome unterscheiden sich die entsprechenden Serien kaum (vgl,
Saimi & Kung, 1982).

3.2.2 Ba++

In den Versuchen mit Ba++

blieben die Paramecien beim LOsungs=
wechsel zwischen Vor= und Hauptperiode auf das Ruhepotential ge=
klemmt, Die spannungsabhdngigen Cat*=Kansle kinnen sich so nicht
offnen, Auf diese Weise kann man verhindern, daB die Zellen
durch spontane Depolarisationen zerstort werden, die sich in Ge=
genwart von Bat" (iber mehrere Sekunden hinziehen k&nnen. Angaben
iiber Ruhepotential und =widerstand in Ba++-Lﬁsung sind deshalb

jedoch nicht mtglich,

Die Membranstréme einer Zelle in Ca**- und in Ba++-Lﬁsung sind in
Abb. 23 gegeniibergestellt, Wie man an den Registrierungen in
Standardlésung sieht, ist bei einer Depolarisation um 25 mV der
Auswidrtsstrom noch relativ klein, Unter der Annahme, daB sich
daran in Ba++-Lﬁsung nichts &dndert, lassen sich die Einwdrts—
stréme in beiden LOGsungen bei dieser Spannung direkt miteinander
vergleichen, Man sieht, daB der Ba**-Strom bis zum Ende des 60 ms
dauernden Pulses anhdlt und seine Amplitude bis dahin kaum ver-
ringert (vgl., Eckert & Brehm, 1978),

Flir eine deutliche Ba++-LeitFéhigkeit gegen Ende der Pulse spree-
chen auch die ?tail currents?, die in allen Ba**-Serien nach
Repolarisation auf das Haltepotential auftreten. In Standardlt=-
sung werden weder Einwdrts= noch Auswédrts-’tail-currents? gemes-
sen, Bei den einwdrts gerichteten ?tail currents? in Ba++-Lﬁsung
sollte es sich also um Ba'’=Stréme handeln, Die zeitliche Ab=
nahme der ?tail currents? erfolgt exponentiell mit einer Zeit=-
konstanten zwischen 6 und 8 ms, die unabhdngig von der H&he der
vorangegangenen Depolarisation ist, Da nach jedem-Spannungspuls
auf dasselbe Haltepotential repolarisiert wird, ist die treibende
Kraft fiur die Ba*t*-?tail currents? (EBa - Vm) konstant und unab=
hdngig von der Spannungsamplitude des vorangegangenen Pulses,

( Fir eine konstante Ba++-Konzentration im Innern der Zelle und
somit einen konstanten Wert fir EBa spricht die Tatsache, daB sich
die Amplitude der BatT=Strome im Verlauf einer Depolarisation
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Abb, 24: Abhingigkeit der Ba*t-Leitfihigkeit (gg,) von der Hshe
einer Depolarisation, Drei Versuche, gleiche Symbole bei Mes=
sungen an derselben Zelle., Normiert wurde auf die Werte zwischen
55 und 70 mV, bzw. auf den Wert bei 49 mV als gg_ max® Kurvenan=
passung von Hand. Weitere Erl&@uterungen im Text,

nicht wesentlich verringert., Weiterhin fiihren wiederholte, glei=-
che Depolarisationen zu Ba*t=Einudrtsstrimen konstanter Ampli-
tude. ) Die Hohe der Ba'’=?tail currents’ sollte also der Ba'*-

Leitfdhigkeit zu Ende des Spannungspulses direkt proportional

Abbe, 23: Vergleich der Membranstrtme einer Zelle in Standard-
1ssung (links) und in Ba' '=L&sung (rechts). Die Zahlen geben die
Hohe der Depolarisationen in mV in beiden Serien an, Mit der
Rickkehr auf das Ruhepotential nach Depolarisationen gréBer als
15 mV treten in der Ba++-Lﬁsung deutliche ’tail currents? (Pfeil)

auf .
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Abbe 25: Einudrtsstréme in Ca’*-L8sung (ausgefiillte Symbole)
und in Ba++-Lﬁsung (offene Symbole) von drei Zellen im Ver-

gleich, Weitere Erl&duterungen im Text,

sein (IBa tail = %a ° (EBa - Vm) = gg, ° c)e In Abb. 24 ist die
Beziehung dieser Leitfdhigkeit zur Hohe der Depolarisation wihe
rend des vorangegangenen Pulses dargestellt, Die Amplitude der
Ba**=?tail currents? wurde 3 ms nach Ende der Pulse gemessen, um
Einflisse kapazitiver Strome gering zu halten, Es wurde jeweils
auf die Werte bei den hdchsten Depolarisationen (=1) normiert.
Bei Depolarisationen von 30 bis 35 mV, bei denen in Standarde-
18sung der maximale Ca’ f=Strom auftritt, betrigt die Ba'*=Leit-
féhigkeit 80 bis 80 % und ndhert sich bei h@heren Spannungen
langsam dem maximalen Wert, Bei einer Depolarisation um 20 mV
ist etwa 50 % der Ba’ T-Leitfihigkeit aktiviert. In Standardlésung
ist etwa bei dieser Spannung der halbmaximale Catt=Strom zu be=-
obachten (Abb. 15).



Die Aktivierung der Einwdrtsstrtme zu Beginn einer Depolarisa=-
tion erfolgt in Ba++-Lﬁsung deutlich langsamer als in CatteLit=
sung (Saimi & Kung, 1882).

Die Spannung, bei der der frihe Strom seine Richtung umkehrt,
ist in Ba++-L65ung im Mittel 15 mV negativer als in Standard=-
l8sung,

Dadurch, daB der Ba**=Strom bis zum Ende des Pulses offenbar
nicht (vollstidndig) inaktiviert ist, liegen keine Informationen
tiber die HOhe des kt-Stroms zu diesem Zeitpunkt vor, Ein Sub-
traktionsverfahren ist deshalb nicht mdglich, Mit den Amplitu-
den der K'=Stréme aus der Vorperiode (Standardlésung) kann man
aus folgendem Grund nicht arbeiten: Ba*? ist auch dann relativ
toxisch fir die Zellen, wenn das Membranpotential konstant ge-
halten wird, und bereits eine leichte Schd@digung der Zelle setzt
erf ahrungsgemdB den k*-Strom erheblich herab, Die KY=Strdme der
Hauptperiode sind also mdglicherweise von denen der Vorperiode
verschieden,

In Abb, 25 wird eine Abschd@tzung der Ba*t=Strame versucht, Die
ausgefillten Symbole geben die Hohe des Ca**-Stroms aus den Vor-
perioden an, Die offenen Symbole stellen die Amplitude des Batt-
Stroms unter der Annahme dar, daB sich die k*-Stréme in Vor= und
Hauptperiode nicht unterscheiden, Der tatsdchliche Einwdrtsstrom
liegt mit Sicherheit zwischen diesen Werten und den entsprechen=-
den Summenstrtmen, da der k*-Strom nicht kleiner als Null sein
kann, Diese Spanne ist durch die senkrechten Balken gekennzeich=
net, Man sieht, daB nur in dem Bereich sichere Aussagen méglich
sind, in dem die Auswdrtsstrtme viel kleiner sind als die Ein=-
wdrtsstrdime, deh. bis maximal +30 mV, Bis zu dieser Spannung
sind die Ba''-Stréme oft groBer als die Ca't=Strime (Saimi &
Kung, 1982), Dadurch, daB die Maxima der Strdme in Ba'*=L&sung
jedoch zu einem viel spdteren Zeitpunkt auftreten, als die in
der Ca++-Lﬁsung, ist ein Vergleich der Ergebnisse und damit eine
Interpretation schwierig.

3.2.3 mgt?t

Beim Ubergang von Standardl&sung auf Mg++-Ldsung dndern sich

Ruhepotential und -widerstand im Mittel nicht (AVM = =1 mV;



- Abb, 26: Der maximale Einwdrtse
strom in Standardldsung (S1 =
100 Vorperiode, S3 = Nachperiode)

und Mg**=Lésung (52 = Hauptpe~
riode). Es wurde auf die Werte
der Vorperiode (= 100 %) nor=-

miert, Die Zahlen an der Basis
der Balken fur 52 und S3 geben
die Anzahl der Messungen an.

H 0,
ICO max in %
n
o

S1 S2 S3

s =7 mV; ARy, = + 0,5 %:; s = 13 %; n = 6), Die Mg**=L&sung wird
von den Zellen ebensogut vertragen wie die Standardl@sunge

In den meisten Versuchen tritt in MQ++-Lﬁsung kein meBbarer Ein-
wirtsstrom auf (vgl. Oertel, Schein & Kung, 1977). Im Mittel ist
dieser Strom im Vergleich zur Vorperiode auf 1,5 % reduziert
(Abb. 26). Dieser Effekt ist voll reversibel,

In den meisten Versuchen erfolgt die Aktivierung der kT=-Stréme
in Mg++-Lﬁsung bereits beli kleineren Depolarisationen als in
Standardldsung. Auch die Amplitude der K¥=Stréme ist in mg**=
Losung meist erhtht, Die Streuung der Ergebnisse aus verschiede-
nen Versuchen ist jedoch fir eine gesicherte Aussage zu gro@,

Abb. 27 zeigt, wie sich die HGhe des maximalen Einuwdrtsstroms

Mit dem Verh&dltnis von Mg**/ca*t im AuBenmedium Zndert. In diesem
Einzelversuch wurde zundchst Ca’ ' durch MQ++ ersetzt und wihrend
des Austauschs zu verschiedenen Zeiten der maximale Einwdrtse
strom bestimmt (ausgefiillte Kreise; normiert wurde auf den Wert
der Vorperiode)., Nachdem die Standardldsung bis auf 1,5 % ausge=-
tauscht war ([D’Ig++]O = 0,985 mM), erfolgte ein erneuter L&sungs=-

wechsel von Mg t=Lésung auf Standardlsung (offene Kreise),

In den ersten 5 Minuten nach Umschalten auf die neue L&sung sind
zuverldssige Angaben zum Konzentrationsverhdltnis wegen der
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rasch erfolgenden Anderungen (Abbe. 4B) nur bedingt méigliche Nach
dieser Zeit ist eine L&sung jedoch bis auf etwa 15 % ausgetauscht.
Fiir den mittleren Konzentrationsbereich liegen deshalb keine

Werte vor,

3.2.4 Co't

In den Versuchen mit Co’*t wurde die Wirkung von zwei Testldsun=
gen untersucht, Bei der einen ist die H&lfte des ca*t durch cott
ersetzt (L&sung A), bei der anderen 90 % (L&sung B). Das Ionen=
verhdltnis in L@sung B stellt die obere Grenze dar, bis zu der

ca** durch Co** ersetzt werden kann, ohne daB die Zellen zerstort
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Abb, 27: Der maximale Einwdrtsstrom in Abhdngigkeit vom Verhdlt-
nis [MQ++]O/[Ca++]O. Im gleichen MaB, wie sich die Konzentration
von Mg*t erhsht, nimmt die Konzentration von Ca** ab ([X++]D =
conste = 1mM),



100

I in %
Camax

n

O

100

gK in %
wn
o

S1

S2

S1

S2

1 2 1]
S3 St S2 S3
1 2 L1

S3 S1 S2 S3

Abb, 28: Erl&uterungen auf S. 64
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Abb, 28: Die Wirkung von zuwei Co++-Ca++-Lﬁsungen auf den maxima=
len Einwsrtsstrom (A und C) und die K'-Leitfihigkeit (B und D),
Es wurde jeweils auf die Werte der Vorperiode (= 100 %) normiert,
51 und S3: Messungen in der Vor-~ und Nachperiode, 52: Hauptperio-
de (Testlésungen: [Ca**]  und [Co++]0 jeweils 0,5 mM in A und B;
[Ca++]° = 0,1 mM und [Co +]0 = 0,9 mM in C und D), Die Zahlen an
der Basis der Balken geben die Anzahl der Messungen an,

werden,

In Ldsung A und B ist das Ruhepotential deutlich positiver als
in Standardlésung (L8sung A: Avm = +10 mV in beiden Versuchen;
Losung B: Avm
bel, Allerdings konnte zu beiden Testldsungen nur jeweils in

= +9,5 und +12 mV). Diese Verschiebung ist reveri=-

einem Versuch eine Nachperiode (in Standardldsung) gemessen

werden,

Der Membranwiderstand ist in Ldsung A erhdht (ARm = +33 und

+58 %) Dieser Effekt ist reversibel (Einzelversuch), Die Wider=-
standswerte in L8sung B weichen fiir eine gesicherte Aussage zu
stark voneinander ab (ARM = =31 und +6 %)

In Ldsung A ist der Einwdrtsstrom im Vergleich zur Standardlo=-
sung um die H&dlfte reduziert, in Ldsung B tritt kein meBbarer
Einwdrtsstrom auf (Abb, 28).

Losung A reduziert die K+-Leitféhigkeit im mittel auf etwa 60 %,
Losung B auf ca, 50%.,

Der EinfluB der Losungen A und B auf den Einwdrtsstrom ist (fast
vollstdndig) reversibel, Das gleiche gilt fir die Reduktion der
K+-Leitf§higkeit in Ldsung A, Die durch Ldsung B herabgesetzte
K+~Leitféhigkeit erholt sich in der Nachperiode jedoch nichte.

3.2.5 mntt

In Abbe 29 ist die Wirkung einer Ca*’=Mn*'=L&sung auf den maxi=
malen Einwdartsstrom und die K+-Leitf§higkeit dargestellt, Die
Konzentration beider Ionen in dieser Ldsung betrug 0,5 mMe Der
Einwdrtsstrom ist auf etwas Uber 50 %, die K+-Leitf§higkeit auf
cae 70 % reduziert, ‘
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Abbe 29: Einzelversuch zur Wirkung einer Ca++-Mn++-Lﬁsung (Kon=
zentration beider Ionen = 0,5 mM) auf den maximalen Einwdrtse
strom und die K'=Leitf&higkeit.

S1: Vorperiode in Standardldsung

S2: Hauptperiode in Ca++-Mn++-Lﬁsung

Es wurde jeweils auf den Wert der Vorperiode (= 100 %) normiert.

Eine Substitution von Ca*' uber das angegebene Verhdltnis hinaus
ist nicht méglich, ohne die Zellen in kiirzester Zeit zu zersto-

++-Mn++-Lﬁsung fiihrte bei fast allen

ren, Auch die verwendete Ca
Zellen zu einer schnellen Zerstérunge Zu matt liegt deshalb auch
nur ein einzelner Substitutionsversuch vor, Die Messung einer

Nachperiode gelang in diesem Versuch nicht,

Wie in den Co**=versuchen verschob sich das Ruhepotential beim
Ubergang auf die Testldsung um 10 mV in positive Richtungs Der
Ruhewiderstand war im Vergleich zur Vorperiode um 23 % erhidhte.

3.2.6 nit*

Die Toxizitdt von Ni*t* ist noch deutlich héher als die von Mn++.



In den Additionsversuchen (vgle Abschnitt 3,3,3) stellte sich
spdter heraus, daB die obere Ni++-Konzentration, die von den
Paramecien in den Versuchen vertragen wird, bei 50 uM liegt,
Selbst bei dieser geringen Konzentration missen Lésungswechsel
und die anschlieBenden Messungen schnell erfolgen, um einer
Schddigung der Zellen zuvorzukommenR,

Im Substitutionsverfahren wurde versucht, die Standardldsung

. + .+
durch eine Ca +--NJ.

~L6sung zu ersetzen (Konzentration jeweils
0,5 mM), Die Zersttirung der Zellen war jedoch auch dadurch nicht
zu verhindern, daB die Membran wdhrend des Ldsungswechsels auf
das Ruhepotential geklemmt blieb (vgle. Ba**; Abschnitt 3.2.2).

++

Zur Wirkung von Ni liegen deshalb keine Versuche nach dem Sub=

stitutionsverfahren vor,

3e3 Membranstrome nach Addition zweiwertiger Ionen zur
Standardlsung

Bei der Mehrzahl der untersuchten Ionen zeigt sich im Substitu-
tionsversuch eine deutliche Herabsetzung des Einwdrtsstroms. In
Versuchen mit verschiedenen Kationen ist dieser Strom bei glei=-
chem Austausch von Ca®t unterschiedlich stark reduziert, Die Ver-
mutung lag daher nahe, daB als Ursache hierfir = neben der Ver-
ringerung der treibenden Kraft - eine (unterschiedlich starke)
Hemmung des Ca**-Stroms in Frage kommt,

Um diese Hemmung zu untersuchen, wurde die Wirkung der betreffen=
den Ionen auf den Einwdrtsstrom bei verschiedenen Konzentratio
nen getestet, wdhrend die Anzahl an Ladungstrdgern konstant

blieb ([Ca++]0 = 1 mM), Die Konzentration der getesteten Ionen
betrug maximal 0,5 mM, Hierdurch sollten Verschiebungen des Mem=
branpotentials klein gehalten werden,

Bei quantitativen Untersuchungen zeigt sich, daB der Cat*-strom

in vielen Systemen nicht linear mit der Anzahl an Ca**-Ionen im
AuBenmedium steigt (Hagiwara & Byerly, 1981; Satow & Kung, 1979).
‘Vielmehr sdttigt dieser Strom bei steigender Cat*~Konzentration
mit einer Abh&ngigkeit, die sich am Balanus=Muskel durch einen
Michaelis=Menten=Ausdruck beschreiben 1#8t (Hagiwara & Takahashi,
1967). Hierbei werden Ca**=pore und -Ionen wie ein Enzym=Substrat=-



Komplex behandelt, Man hat die Vorstellung, da@ Ca++‘(und andere
Ionen) vor dem Durchtritt durch die Pore zundchst an der AuBen-
seite gebunden werden muB (siehe Hagiwara, 1875):

I 9 = 1. Max , C
Ca =~ “Ca ’
C + KCa
C ist die Catt=Konzentration im AuBenmedium und Icamax stellt
den Grenzwert von ICa, bei hohen catt=Konzentrationen dar. KCa,

ist die Bindungskonstante fir catt an die Pore und entspricht

der Ca++-Konzentration, bei der gilt:

_ max
ICa, = 1/2 ICa

Geht man von einer kompetitiven Hemmung aus, so l&dBt sich der
Einwdrtsstrom in Gegenwart eines Inhibitors durch folgenden Aus=
druck beschreiben (Hagiwara & Takahashi, 1967):

I - 1 Mmax L
Ca -~ "Ca

M
m— ?
cC + (1 + ) Kca

Ko

M entspricht der Konzentration des Inhibitors, K, seiner Bindungs=

M
konstantene.

Bei gleicher Ca**=Konzentration 148t sich fur das Verhiltnis der
Ca**=Stréme ohne und mit Inhibitor folgende Beziehung errechnen:

9
ICa m
= 1 4 ———
9
ICa KM
Hierbei ist
C
* Y [
Ca

(Hagiwara & Takahashi, 1967).

Aus praktischen Erwdgungen wird im folgenden eine leicht verdn-
derte Symbolik benutzt:



maximaler Einwdrtsstrom aus der Strom=Spannungs=

Ca max
Kennlinie einer Zelle

ICa max = maximaler Einwdrtsstrom der gleichen Zelle in Gegen=
wart eines Inhibitors

[M++]O = Konzentration des Inhibitors

Km = Bindungskonstante des Inhibitors an den Ca**=Kanal

[Ca++]D = Ca*t-Konzentration

KCa = Bindungskonstante fir ca** an den Kanal

Es gilt also:

++
ICa maxo [M ]o
=1 +
9
ICa max KM
[ca™]
_ )
Ky? = Ky (1 + - )
Ca
Trégt man das Verhdltnis I, maxo/ICa max 9€0en die Inhibitor=-

Konzentration auf, so sollte man also im Fall einer kompetitiven
Hemmung eine Gerade erhalten, Bei der Inhibitor=Konzentration O

ist I = 1, Die Steigung der Geraden entspricht dem

Ca maxO/ICa max
Wert fir Km’. Diese GroBe enthdlt neben der tatsdchlichen Bine
]

dungskonstanten den Ausdruck (1 + [Ca* o/KCa)‘ Ohne Kenntnis

von KCa ist die absolute GroBe von K, also nicht bestimmbar,.

M

3.3.,1 Cott

Mit steigender CoClz-Konzentration wird das Ruhepotential zuneh-
mend positiver, Bel 0,5 mM betr&gt die Verschiebung etwa 12,5 mv
(10,5 und 14,5 mV),

Der Membranwiderstand bei dieser Konzentration ist im Mittel
gegeniiber der Vorperiode erhsht (+21 %; s = 40 %; n = 3), Diese
Erhthung ist jedoch nicht signifikant,

In Abbe 30 ist das Verhdltnis I, maxo/ICa max L0 Abh&@ngigkeit

von der CoClz-Konzentration dargestellt, Die Beziehung ist linear,
Der Korrelationskoeffizient ist 0,87, Aus der Steigung der Re=-
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Abbe 30: Abhdngigkeit des maximalen Cat*=Einuwértsstroms von der

CoCl,~Konzentration ([Ca++]o = 1 mM), Gleiche Symbole bei Mes=

sungen an derselben Zelle, Weitere Erlduterungen im Text,

gressionsgeraden 1ldBt sich

Ka ? = 0,7 mM

Co
bestimmen,

Zum EinfluB von Co*t auf die K+~Leitf5higkeit bei Erregung wird
auf Abschnitt 3,2.4 verwiesen, ebenso zur Reversibilitdt seiner
Wirkung auf Membranstrome, Ruhewiderstand und =potential,

3.3e2 Mn*t

Abbe 31 zeigt den EinfluB von MnC12 auf den Ca**=Einuwirtsstrom.
Die Werte streuen stidrker als die aus den Co++-Versuchen. Die
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Abbe 31: EinfluB von MnCl2 verschiedener Konzentration auf den
maximalen Ca*t=Einwsdrtsstrom (gleiche Auftragung wie in Abb. 30;
[ca*™]_ = 1 mm). Gleiche Symbole bei Messungen an derselben Zelle.

100 _“
X
.Ex Abb, 32: Einzelversuch zur
g 5ok Reversibilitidt der Mnttawir-
(3 kung auf den maximalen Eine-
[

wdrtsstrome In S1 und S3
Standardldsung, in S2 Stan=-
dardldsung + MnCl, (0,5 mM),
I 1 1 Es wurde auf den Wert der

S1 S2 S3 Vorperiode (= 100 %) normiert,




Ursache liegt vermutlich in der htheren allgemeinen Toxizité&t

der Substanz (vgl. Abschnitt 3.2.5)e Durch ihre relativ schwache
Wirkung im Additionsversuch ist die Messung bei kleineren Kon=
zentrationen jedoch nicht sinnvoll. Die Steigung der Regressions=
geraden (Korrelationskoeffizient = 0,70) ergibt

s _
Kyn? = 1518

In Gegenwart von 0,5 mM MnCl2 ist das Ruhepotential in positive
Richtung verschoben (Avm = +8,5 und +10 mV), Der Membranwider=-
stand ist leicht erhtht (ARm = +14 und +31 %).

Die Herabsetzung des Cat*~Einwdrtsstroms durch 0,5 mM MnCl2 ist
voll reversibel (Abb. 32). Das gleiche gilt fir die Verschiebung
des Ruhepotentials (Einzelversuch),
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Abbe 33: Abh&ngigkeit des maximalen Ca**=Einudrtsstroms von der
NiCl

(catf

~Konzentration (gleiche Auftragung wie in Abb. 30 und 31;
]0 = 1 mM), Alle Messungen erfolgten an verschiedenen Zellen.
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Abbe 34: EinfluB von NiCl2 verschiedener Konzentrationen auf
die K+-Leitf§higkeit. Es wurde auf den Wert der Vorperiode
(= 100 %) normiert, Die Zahlen an der Basis der Balken geben
die Anzahl der Messungen an,

3.3,3 Nitt

Bis zur maximalen untersuchten Konzentration von 50 pm wird der
Ruhewiderstand durch NiCl2 nicht beeinfluBt,

Mit steigender Konzentration tritt eine leichte Verschiebung des
Ruhepotentials in positive Richtung auf (20 uM: 0 und =1,5 mV;
35 uM: +2 und +2 mV; 50 uM: +6,5 und +3 mV),

Abbe 33 zeiqt die Abh&ngigkeit des Einwdrtsstroms von der &duBe=~
ren NiClz-Konzentration. Aus der Steigung der Regressionsgeraden
(Korrelationskoeffizient = 0,96) ergibt sich der Wert

Kys? = 0,24 mM

Ni
Im untersuchten Konzentrationsbereich zeigt NiCl2 keinen deutli-
chen EinfluB auf die K*=Leitfihigkeit (Abb. 34),

Zur Reversibilitdt der Wirkung von NiC12 sind keine Angaben mig=
lich, Selbst bei der kleinsten getesteten Konzentration (20 FFD



verschlechterte sich der Zustand der Zellen zusehends, Auch eine
schnelle Riickfiihrung in Standardlésung blieb ohne Erfolg: Die
Messung einer Nachperiode gelang nicht,.

364 Bindungskonstanten

Wie in den Abschnitten 3.3.1 bis 3,3,3 dargestellt, wurden fir

Co++, mn** und nNitTt folgende Km’-werte bestimmt:
s
KCO = 0,7 mM
r -
KMn = 1,19 mM
Kyi? = 0s24 mM

Dadurch, daB der Faktor (1 + [Ca++]O/KCa) in allen Additionsver-
suchen identisch ist, ist das Verhdltnis der K -Werte gleich dem

der KM’-werte:

Kys ¢ K

Ni : K =1 ¢ 3 : 5

Co Mn

Die absoluten Werte sind nur bei Kenntnis der Bindungskonstanten
. ++
fir Ca berechenbar,

3ebe1 Abh&dngigkeit des Einuwdrtsstroms von der Ca**-Konzentra=-

tion im AuBenmedium

Um die Bindungskonstante fur catt zu bestimmen, wurde in einer
Versuchsserie die Abhingigkeit des maximalen Einwdrtsstroms von
der suBeren Ca’t=Konzentration untersucht. Die ca*t-Kkonzentra-
tion wurde nur in einem engen Bereich von 0,33 bis 2 mM variiert,
Hierdurch sollten Verschiebungen des Ruhepotentials mdglichst
klein gehalten werden, Diese lagen zwischen =6,5 und +4 mV im
untersuchten Bereich (Abb, 36) und stimmen somit genau mit den
Werten von Naitoh (1974) Uberein.

Bei Ver&@nderungen der Cat*=Konzentration verschieben sich die
Strom=Spannungs~Kennlinien um (fast) den gleichen Betrag wie das
Ruhepotential (Eckert & Brehm, 1979; Satow & Kung, 1979).

Die Bestimmung der Bindungskonstanten ist nur unter der Annahme
sinnvoll, daB der EinfluB auf den maximalen Catt=Einudrtsstrom

im untersuchten Konzentrationsbereich nicht, oder nur zu einem
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Abbe 35: Lineweaver=Burk=Diagramm zur Abh&dngigkeit des maximalen

. . .. + . ..
Einwdrtsstroms von der &duBeren Cat*=-Konzentration, Erlduterungen
im Text,
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Abb, 36: Anderungen des Ruhepotentials in Abhdngigkeit von der
CaClz-Konzentration. Normiert wurde auf die VM-Werte in Standard=
1ldsung (A\Im = 0), Die durchgezogene Linie ist die berechnete Re=
gressionsgerade, Die unterbrochene Linie gibt an, wie sich im
untersuchten Konzentrationsbereich das theoretische Gleichge=
wichtspotential fir Ca’t (ECa) dndert, Auch hier wurde auf den
Wert in Standardldsung normiert,

geringen Teil auf einer Abschirmung von Oberflachenladungen be-
ruht (Hagiwara, 1973; siehe Abschnitt 4.4).

Entsprechend der Behandlung nach Michaelis=Menten wurden die Er=-
gebnisse im Lineweaver-Burk-Diagramm dargestellt (Abb, 35). Auf=
getragen ist der Kehrwert des maximalen Einwd@rtsstroms nach Nor-
mierung auf den Wert der Vorperiode (= 1) gegen den Kehrwert

der Ca't=Konzentration in mMe In dieser Darstellung ldBt sich

die Bindungskonstante durch Extrapolation auf die Y=~Achse bestime
men, Die beiden Hyperbel-Aste umschlieBen den 95% Vertrauensbe-
reich (Sachs, 1874)., Mit dieser Wahrscheinlichkeit liegt die tat-

++

sdchliche Bindungskonstante fiir Ca zwischen 128 MM (entspre=



chend =7,8 mM"1)'und 37 pm (=27,1 mm'1). Der Schnittpunkt der Re-

gressionsgeraden mit der Y-Achse ergibt den Wert KCa = 78 uM,

3ebe2 die Bindungskonstante fir Mg++

mit Mg++ wurden keine Additionsversuche durchgefiihrt, Die Bin=
dungskonstante wurde deshalb ndherungsweise aus zwei Substitu=-
tionsversuchen bestimmt, in denen Messungen bei kleinen Mg++-
Konzentrationen durchgefihrt wurden, desh, bei wenig verdnderter
Cat*-Konzentration, Betrachtet wird der Bereich bis zu einer
MQ++-Konzentration von 145 uMm (vgl. Abb. 27), Die Abnahme der
treibenden Kraft fur den Ca'’=Einwirtsstrom um 1,6 % (bei einer

auf 855 uM herabgesetzten Ca++-Konzentration) wird vernachlédssigt,

In Abb, 37 ist der EinfluB von Mg++ auf den Catt=Einuwirtsstrom
dargestellt, Die Regressionsgerade ist unterbrochen gezeichnet,

wel i i re Beziehung zwischen
eil nur dann eine linea ) Iea maxo/ICa max
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Abbe 37: EinfluB von Mg+
(2 Versuche: gleiche Auftragung wie in Abb. 30, 31 und 32),

[Ca++]0 ist nicht konstant (siehe Text).



und [Mg besteht, wenn die Ca**=Konzentration unverindert
bleibt. Dies ist nur ndherungsweise der Fall, Die Steigung der
Geraden (Korrelationskoeffizient = 0,87) ergibt

]
a)

ng = 1,61 mM

Wegen der versnderten Ca’t=Konzentration kann dieser Wert nicht
direkt in Bezug zu KCO’, KMn, und KNi, gesetzt werden, Da in die
Berechnung der absoluten Bindungskonstanten (s.u.) jedoch die

Ca**=Konzentration eingeht, ist der Vergleich mit de K ~Werten

M
der anderen Ionen méglich,

++

Die Bindungskonstante fir Mg wurde mit einem N&herungsverfahren

bestimmt, Zur Unterscheidung werden deshalb die folgenden Angaben

zu Ng++

in Klammern gesetzt,
3eled Co++, Mn++, Ni++, mg** und cat*: Vergleich ihrer Kone

kurrenz am spannungsabhdngigen ca*t=Kanal

Um die absoluten Werte der Bindungskonstanten zu berechnen, wer-
den die in Abschnitt 3,4,1 bestimmten Grenzwerte fir KCa (sowie
der mittlere Wert) herangezogen. Die Berechnung erfolgt nach der
Gleichung

9
K, = n
M- ++
1+ [ca™] /K,
(Abschnitt 3,3).
Annahme : KCa = 36,9 uM KCa = 78,1 uM KCa = 128,2 uM
daraus folgt: KCo = 24,8 uM KCo = 50,7 um KCo = 79,2 uM
KMn = 42,4 oM Kmn = 86,2 uM KMn = 135,4 um
KNi = 8,6 uM Kyi = 1744 M KNi = 27,3 uM
(ng = 66,6 /uM)(ng = 134,8 ,um)(ng = 210,0 pum

Obwohl sich die Grenzwerte fur KCa und somit auch die absoluten
KM-Werte der anderen Ionen etwa um den Faktor 3,5 unterscheiden,
wirkt sich dies auf die relativen Bindungskonstanten kaum aus,

Normiert man auf KNi = 1, so liegt Keg zwischen 4,3 und 4,7, Die

Beziehung zwischen KNi und KCo’ sowie KNi und KMn ist von KCa un=
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abhsngig (Abschnitt 3,4)s Es ergibt sich folgendes Verhiltnis:

Kyi : Koo  ° Keg ¢ Ky (s Mg) =

1 : 3 4,5 : 5 (

8 )

365 Hemmung des Ca*t=Einwdrtsstroms durch Co** und mn**: ver=
gleich der Ergebnisse aus Substitutions= und Additions=
versuchen

Sind die Bindungskonstanten bekannt, so 143t sich die Herabset=-
zung des Einwdrtsstroms durch hemmende Ionen auch fir Substitu=
tionsversuche berechnen, Die Ergebnisse aus einem Teil dieser
Versuche werden im folgenden mit errechneten Werten verglichen,
Die Berechnungen werden jeweils mit den minimalen und maximalen
Werten fur die Bindungskonstanten durchgefiihrt (Abschnitt 3.4.3).

Bei Co™*= und Ca™*-Konzentrationen von Jjeweils 0,5 mM wdre ein
Rest=Einwdrtsstrom von 42 bis 44 % zu erwartens In den Substitu=
tionsversuchen wurden die Werte 42 % und 52 % gemessen (Abb, 28),

Im Fall von Mn*™ (0,5 mm; [ca*™] = 0,5 mM) errechnet sich eine
Herabsetzung des Einwdrtsstroms im Vergleich zur Vorperiode auf
55 bis 57 %. Gemessen wurden 53 %.

Durch die Substitution verdnderte sich das Ruhepotential in bei-
den F&dllen um etwa +10 mVe Da der maximale Einwdrtsstrom in den
Testldsungen jedoch bei der gleichen absoluten Membranspannung
auftritt wie in Standardldsung (vgle. Abschnitt 2,6), ist diese
Verschiebung des Ruhepotentials ohne EinfluB auf die treibende
Kraft, Durch die Herabsetzung der Ca**=-Konzentration auf 0,5 mM
wird die treibende Kraft jedoch um etwa 7 % herabgesetzt, Die

gute Ubereinstimmung von errechneten und gemessenen Werten spricht
dafiir, daB der Ca**=Einuwdrtsstrom hierdurch vergleichsweise we~
nig beeinfluBt wird,

Fur die Co®"=L8sung B (Co*™* = 0,9 mm; ca*t = 0,1 mm) ist eine
solche N&herung offenbar nicht mehr zuldssig: Vernachldssigt man
die Abnahme der treibenden Kraft um 23 % in dieser L&sung, so
wdre ein Rest=Einwdrtsstrom von 9 bis 13,5 % zu erwarten. IR den
Versuchen tritt jedoch kein meBbarer Einwdrtsstrom auf,



4 Diskussion
441 Trennung von Einwdrts- und Auswdrtsstrtmen bei Erregung

Der Vorteil des Doppelpulsverfahrens bei der Trennung von Mem=
branstrdmen besteht darin, dal alle Messungen an derselben Zelle
erfolgen, Schwierigkeiten durch zellspezifische Unterschiede in
der Kinetik der Ca'*= und K*¥-Strdme werden hierdurch ausgeschlos=
sen, Weiterhin lassen sich in Standardldsung Summenstrom und K=
Strom im Abstand von nur wenigen Sekunden messen, Mgliche Ver=
dnderungen eines Pré&parats im Verlauf eines Versuchs bleiben so
ohne EinfluB auf das Ergebnis der Subtraktion,

*+_ und Kt=Strdmen nach dem Doppelpulsverfah=

Die Trennung von Ca
ren ist nur unter zwei Voraussetzungen zuldssig, Zum einen darf

der kt=Strom im Hauptpuls durch den Vorpuls nicht veré&ndert wer=
den. Zum anderen darf der Inaktivierungszustand des Ca++-5yst8ms

nicht von der Hohe der Depolarisation im Hauptpuls abhdngen.

Die Hohe des K'=Stroms am Ende einer Depolarisation wird durch
Vorpulse nicht beeinfluBt, In Versuchen mit der Mutante CNR

zeigt sich weiterhin, daB auch die Kinetik der k*-Stréme durch
einen Vorpuls nicht verdndert wird: Beli allen Depolarisationen
erhdlt man jeweils mit und ohne Vorpuls deckungsgleiche Registrie=-
rungen, Die erste Voraussetzung ist also erfillt,

Eckert, Tillotson und Brehm (1981) stellten in Doppelpulsversu=-
chen an Aplysia=Neuronen eine Abnahme der Inaktivierung mit
steigender Depolarisation im Hauptpuls fest. In diesen Versuchen
betrug der Abstand zwischen Vor= und Hauptpuls jedoch 400 ms und
die Inaktivierung des Ca**-kanals war auch bei kleineren Depola-
risationen (AV bis +40 mV) unvollstdndige. LZnge und Amplitude
des Vorpulses, sowie der Abstand zum Hauptpuls, wurde in den ei-
genen Versuchen so gewdhlt, daB eine mdglichst vollsté@ndige In-
aktivierung des Ca++-8ystems erfolgt. Bis zu einer Depolarisation
von etwa 30 mV im Hauptpuls bleibt der Grad der Inaktivierung

of fenbar vollsté@ndig (siehe Abbe 12)e In Messungen ohne Vorpuls
tritt bei dieser Spannung der maximale Ca**aStrom auf (Abbe 14).
Eine Verdnderung des Inaktivierungszustands bei Depolarisationen
groBer als 35 mV im Hauptpuls wdre mdgliche Die tatsdchlichen



Ca” =-Strtme wiren dann gréBer als die Einwirtsstréme, die mit

dem Doppelpulsverfahren bestimmt wurden, Ein deutlicher Einwdrtse=
strom bei hdheren Spannungen ist wegen der hohen Effektivitit

der Vorpulse bis zu Depolarisationen von 35 mV im Hauptpuls je=
doch sehr unwahrscheinliche In jedem Fall stellen die Einwdrtse
strime, die mit dem Doppelpulsverfahren bestimmt wurden, die un=
tere Grenze der tatsichlich auftretenden Ca't=Stréme dar,

Die Messung von Summenstrom und k*-Strom im Abstand von wenigen
Sekunden ist wohl mit keinem anderen Verfahren zu erreichen,
Die Methode ist auch bei Depolarisationen zwischen 80 und 890 mV
noch recht genau, wenn man bedenkt, daB das Verh&dltnis IK/ICa
bei diesen Spannungen bereits zwischen 15 und 25 liegt,

Wie die Auswertung der stt*-versuche zeigte, ist die Verwendung
von Membranstrdmen verschiedener Zellen fir das Subtraktionse
verfahren problematisch, Wenn man von den Summenstr&men des
Wildtyps die k*-Stréme der CNR=-Mutanten subtrahiert, so kommt er-
schwerend hinzu, daB die K+-Leitféhigkeit der Mutanten in der
Regel schneller aktiviert wird, als die des Wildtyps., Die Mem=
branstréme von CNR=Mutanten sind deshalb fir die Berechnung
schneller Strdme bei Depolarisationen gréBer als 40 bis 50 mV
unbrauchbar,

Oertel, Schein und Kung (1877) und Satow (1982) verwendeten die
Mutante "pawn", die der CNR=Mutante von P, caudatum entspricht,
fir die Berechnung des ca**t-stroms von P, tetraurelia, jedoch nur
bis zu Depolarisationen von 20 bzw, 40 mV. Ansonsten sind Sub=
traktionsverfahren mit Strémen von Ca'’=Defektmutanten nur fiir
die Untersuchung langsamer Membranprozesse beschrieben worden,
die im Bereich von Sekunden ablaufen (Satow & Kung, 1980a; b;
Satow, 1982),

Eine zuverldssige Trennung der errequngsbedingter Membranstrome
scheint somit bei h&heren Depolarisationen nur mit Hilfe von
Messungen an derselben Zelle méglich zu sein, Die selektive
Blockierung der Ca**= oder der k*-Kandle durch Hemmstoffe wire
eine Mdglichkeit der Trennunge Aus diesem Grund wurden die Ver=
suche mit den Fraktionen II=S9 und II=11 aus dem Gift des Skorpi-
ons Cetruroides noxius durchgefiithrt, Die Wirkung beider Toxine
auf den erregungsbedingten Ca**~ bzwe K'=Strom ist an Paramecium



jedoch schwach und unspezifisch,

Injektion eines Cs~TEA=Gemisches in die Zelle ist zur Zeit das
wirksamste Verfahren zur Herabsetzung der K+~Leitféhigkeit am
Paramecium (Eckert & Brehm, 1979). Mit dieser Technik 1#B8t sich
9k auf etwa 25 % reduzieren, wdhrend der Ca**=Strom unbeeinfluBt
bleibt (Brehm, Eckert & Tillotson, 1980). Die Kombination dieser
Technik mit dem Doppelpulsverfahren kdnnte eine deutliche Erweie=
terung des MeBbereichs fir ICa in Richtung auf das Cat*=Gleich=
gewichtspotential ermdglichen,

442 Membranstrtme in Standardl@sung
44261 Catt=Strom

Wie ein Vergleich der Einwd@rtsstrtme zeigt, ist die Spannungsab=-
h&ngigkeit, mit der der Ca**=Kanal seine Leitfihigkeit dndert,

in Cat*= und in Ba**=Ltésung nahezu gleich (Abb. 25; vgle Saimi &
Kung, 1982; Satow, 1982). Unter dieser Voraussetzung lassen sich
die Leitfadhigkeiten des Cat*=Kanals fur Ba** in direkten Bezug
zu den Messungen in Standardldsung bringene In Abb. 24 ist die
relative Leitfdhigkeit der Zellmembran fur Ba'® in Abhingigkeit

von der Hhe einer Depolarisation dargestellt,

Abb, 15 zeigt, daB bei Depolarisationen von etwa 20 mV der halb=-
maximale Ca' t=Strom auftritt. In guter Ubereinstimmung hiermit
steht das Ergebnis, daB die catt-kandle bei dieser Spannung etwa
zur HHlfte aktiviert sind (Abb. 24), Die Abnahme der treibenden
Kraft (= Vy = ECa) um etwa 10 % bei dieser Depolarisation scheint
sich nicht auf den Ca'*=Strom auszuwirken,

Bei Depolarisationen zwischen 30 und 35 mV tritt in Standardlo-
sung der maximale Einwdrtsstrom auf, Die Leitf&@higkeit des Cat*=
Systems hat bei dieser Spannung 80 bis 80 % ihres maximalen
Wertes erreicht; die treibende Kraft ist um etwa 17 % reduziert.

Der weitere Kurvenverlauf im Strom=Spannungs=Diagramm (Abb, 15)
scheint im wesentlichen von der Abnahme der treibenden Kraft be=
stimmt zu werden, Von geringerer Wirkung ist offenbar, daB sich
die Leitfahigkeit des Ca++-Systems mit steigender Depolarisation

langsam an den maximalen Wert anndhert,



Um das theoretische Gleichgewichtspotential fur ca*t zu erreichen,
miBte eine Zelle um 155 mV depolarisiert werden (siehe Abschnitt
3¢1e1)e Wie Abbe 15 zeigt, nimmt die Amplitude der Einwdrtse
strme oberhalb AV = 30 mV mit zunehmender Depolarisation in
Richtung auf ECa ab, Die Strom=Spannungs=Beziehung oberhalb 30 mV
ist dabei nicht linear, dehe sie 1&Bt sich nicht durch den Aus=
druck I, = gp, * (\Im - ECa) beschreiben, Die Streuung der Er=
gebnisse bei htheren Spannungen ist sicher zu klein, um die Ab-
weichung von dieser linearen Beziehung zu erkl&ren,

Eine Kurvenanpassung entsprechend der ?constant=field?=Gleichung
(Hodgkin & Katz, 1949) ist ebenfalls nicht erfolgreich, da diese
Funktion zu steil verlduft, Die Einbeziehung von Oberfl&dchenpo=
tentialen in die Gleichung (Meves & Vogel, 1973; Reuter & Scholz,
1977; DePeyer & Deitmer, 1980) fibrt zu keinem wesentlich verbes-
serten Ergebnis, Bei Depolarisationen oberhalb von 60 mV erfolgt
die Abnahme der Ca’t=Stréme deutlich flacher als zwischen 35 und
60 mVe Abhd@ngig von den eingesetzten Werten fir Permeabilitat

und Oberfl&dchenpotential wird entweder der Bereich zwischen 35
und 60 mV gut beschrieben (dann verlduft die Funktion im oberen
Bereich zu steil), oder aber der Bereich oberhalb von 60 mV

(dann ist die Funktion bei kleineren Spannungen zu flach), Die
vollstdndige Anpassung einer Funktion an die Werte zwischen 35
und 105 mV ist also mit Hilfe der erweiterten ?constant=field?-
Gleichung ebenfalls nicht mdglich,

In verschiedenen Prdparaten ist der Cat*-kanal fur k*- und Cs*-
Ionen permeabel (Reuter & Scholz, 1977; Fenwick, Marty & Neher,
1982; Lee & Tsien, 1982), Der Strom durch den Ca**=Kanal kehrt
hierdurch seine Richtung bei Spannungen um, die 50 bis 70 mV
unterhalb des Gleichgewichtspotentials fir cat? liegen. Da in den
eigenen Versuchen bis zur oberen Grenze des MeBbereichs keine
Tendenz zur Umkehr des Ca**=Stroms (wesentlich unterhalb von ECa)
zu erkennen ist, scheint der spannungsabh&ngige Ca**=Kanal von
Paramecium fUr kt=Ionen nicht permeabel zu sein,

bele2 Inaktivierung des Ca++-8ystems

Es ist auffédllig, daB die maximale Inaktivierung des Ca++-8ystems
durch Vorpulse erreicht wird, die die Membran um 50 bis 60 mV de=-



polarisieren (Brehm & Eckert, 1978a; b; Brehm, Eckert & Tillot=-
son, 1980), wihrend der maximale cat*=strom bei Depolarisationen
zwischen 30 und 35 mV auftritt, Brehm, Eckert und Tillotson (1980)
diskutieren in diesem Zusammenhang, daB der maximale Cat*=strom
moglicherweise erst bei hdheren Depolarisationen (50 bis 60 mV)
auftritt und in diesem Bereich durch einen entgegengerichteten
k*-Strom scheinbar reduziert wird, Eckert und Tillotson (1981)
zeigten an Aplysia=Neuronen, daB der Grad der Inaktivierung dem
eingestromten Ca™ direkt proportional ist., E£s 1l&B8t sich ab-
schdtzen, daB der tats&dchliche Ca**-Strom von Paramecium unter
dieser Voraussetzung bei einer Depolarisation um 60 mV das 4=-
fache des Wertes betragen miBte, der mit Hilfe des Subtraktions=
verfahrens fir diese Spannung errechnet wurde. Die Inaktivierung
des Ca++-Systems miBte hierzu von 100 % bei AV = 35 mV auf 25 %
bei AV = 60 mV abnehmen, Diese Mdglichkeit erscheint nicht sehr
wahrscheinlich,

Der maximale CatTwsStrom tritt bei kleineren Depoclarisationen auf
als die maximale Inaktivierung (se.0e.)e Eine Erklidrung fir diesen
Befund ist unter der Annahme mdglich, daB die vollsténdige In=-
aktivierung des Ca++-5ystems nur dann erfolgen kann, wenn das
System zuvor maximal aktiviert war, Diese Annahme wird dadurch
gestiitzt, daB die Maxima von Leitfdhigkeit (Abbe. 24) und Inakti=
vierung (Brehm & Eckert, 1978a; b; Brehm, Eckert & Tillotson,
1980) bei der gleichen Depolarisation erreicht werden (AV etuwa
60 mV). Hiernach wire der Einstrom von ca™ bei Errequng fur die
Inaktivierung ein notwendiges aber nicht hinreichendes Krite=
riume Erst bei Depolarisationen gréBer als 60 mV, dehe bei maxie
maler Leitf&higkeit des Ca++-Systems, wdre die Inaktivierung
ausschlieBlich vom Ca't=Einudirtsstrom abhdngig,

Im Subtraktionsverfahren wurde neben den maximalen Einwdrtsstrio-
men jeweils das Zeit=Integral der Strtme bestimmt, deh. die La=
dung, die wdhrend einer Depolarisation in die Zelle gelangt, Die
Ergebnisse aus diesen Berechnungen streuen wesentlich stdrker
als die Maxima der Einwdrtsstrdme, in Standardlésung zeigt sich
jedoch eine &hnliche Abh&ngigkeit von der Membranspannung, Die
Menge eingestriomter Catt=Ionen ist dabei als Folge von Depolari=
sationen um 35 bis 40 mV am groBten und nimmt bei hdheren Spane
nungen = wie die Maxima der Ca*t=stréme - schnell ab, Die Mig=



lichkeit, daB die maximale Inaktivierung bei Depolarisationen
um 60 mV aftritt, weil bei dieser Spannung die Menge eingestrdme
ter Ca*t=Ionen am gréBten ist, kann deshalb ausgeschlossen werden.

Uele3 'Auswdrtskomponente?

In allen Vefsuchen, die mit Zellen des Wildtyps in Standardli-
sung durchgefihrt wurden, ist auch nach Subtraktion des k*=Stroms
beil Depolarisationen von 60 bis 100 mV eine Auswirtskomponente

im Strom sichtbar (Abbe. 13), die ihr Maximum zwischen 70 und 80
mV hat, Dieses Phdnomen tritt in Doppelpulsversuchen mit CNR=
Mutanten nicht auf, Eine Verdnderung des spannungsabhdngigen KFe
Stroms durch Vorpulse ist deshalb als Ursache auszuschlieBen,

er \lergleich mit den CNR=Versuchen macht es sehr wahrscheinlich,
++

die Auswidrtskomponente =~ direkt oder indirekt « auf dem Ca

s t om des Wildtyps beruht, Die Mdglichkeit, daB es sich um Sube=

\ =¢r ktionsartefakte handelt, die bei hSheren Spannungen im Haupte=

\‘ﬁﬁls durch abnehmende Inaktivierung des cat -Systems entstehen,

scheidet aus: Es ist zwar nicht sicher auszuschlieBen, daB die
Berechnung auf diese Weise Werte liefert, die kleiner sind als
die tats&dchlichen Einwdrtsstrtme; Auswidrtsstrime kdnnen hier=
durch jedoch sicher nicht auftreten.

Satow und Kung (1980a; b) berichten von einem Ca'*=abhingigen
k*=Strom (IK(C )), der bei 1angen Depolarisationen von mehreren
Sekunden auftritt., Dieser K'=Strom wurde berechnet, indem von den
Auswdrtsstrtmen des Wildtyps die Auswidrtstrime einer CNR-=Mutante
(pw ASDO) subtrahiert wurden, In den eigenen Versuchen sind die
Amplituden der Auswdrtsstrtme am Ende gleicher Depolarisationen
(t = 60 ms) bei allen Spannungen nahezu identisch und unabhingig
davon, ob es sich um Registrierungen mit oder ohne Vorpuls han=-

delt (Abbe 12). Der in den Versuchen beobachtete -Auswdrtsstrom
ist also eine vergleichsweise schnelle Komponente, die sicher
keinen Bezug zu dem langsamen IK(Ca) hat, der von Satow und Kung
beschrieben wird,

Obwohl der beobachtete Auswdrtsstrom sehr wahrscheinlich Cat*
abh&ngig ist, tritt er erst bei deutlich hdheren Depolarisatio=-
nen auf als der hichste Ca‘t=Strom, Die Mdglichkeit, daB er be=
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reits bei kleineren Spannungen aktiviert und dort vom Ca T=Ein-
wdrtstrom verdeckt wird, erscheint nicht wahrscheinlich, weil
beide Strtme zu verschiedenen Zeiten auftreten. Die Aktivierung
der Auswdrtskomponente scheint also sowochl vom CattwEinuirts-
strom als auch von der Depolarisation abhidngig zu sein,

Meech und Standen (1975) beschreiben die Ca*-abhingige Kompo=-
nente im K'=Strom von Helix=Neuronen und folgern, daB die An=
nahme eines separaten K+-Kanals, der durch Ca®*=Ionen aktiviert
wird, zur Erkl&rung ihrer Ergebnisse nicht notwendig ist, Ebenso=
gut wdre eine Modifizierung der spannungsabhingigen kt=Kansle
durch Ca*t denkbar, die die K'-Leitf&higkeit erhitht.

Die Injektion von Ca* in ein Paramecium setzt den Membranwider=
stand herab, wdhrend die Injektion von EGTA den entgegengesetzten:
Effekt hat (Satow, 1978; Brehm, Dunlap & Eckert, 1978), Wenn die=
se Herabsetzung des Membranwiderstands durch ca*t schnell genug
erfolgt, so wdre dies eine mdgliche Erkldrung flir den beobachte=~
ten Auswidrtsstrom, Das Ansteigen der Amplitude bis zu Depolari=-
sationen von 60 bis 80 mV wdre durch die Spannungsabhidngigkeit
der Auswdrtskomponente erkldrbar, die Abnahme bei hdheren Span-
nungen durch ihre Ca++-Abhéngigkeit.

443 Ca++-, sr**= und Ba**=Stréme im Vergleich

Im folgenden wird im wesentlichen ein Vergleich der eigenen Er=
gebnisse aus den sr**= und BatT- Versuchen mit der zwischenzeit-
lich versffentlichten Arbeit von Saimi und Kung (1982) vorgenom=
-mene In dieser Arbeit wird die Aktivierung der Einwdrtsstriéme,
die Inaktivierung wdhrend einer Depolarisation, sowie die ?De=
aktivierung? (Saimi & Kung) nach Repolarisation in Ca++-, srtta
und Ba++-Lﬁsung mit der Spannungsklemme untersucht, Die Unter-
suchung der Deaktivierung erfolgt hierbei durch Messung von
*tail=-currents? nach Spannungspulsen von 2 ms L&dnge, Die Versuche
wurden an P, caudatum durchgefiihrt (T = ZDOC). Die Konzentration

++ ++
von Ca ', Sr

oder Ba't im AuBenmedium, sowie die k*=-Konzentra=
tion betrdgt 1 mM, Neben einem Puffer enthalten die L&sungen
5 mM TEACl, um die k*=-Stréme herabzusetzen. Die Zellen werden vor

den Spannungspulsen um 10 mV hyperpolarisiert, Hierdurch soll
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die Inaktivierung der Cat*=kanile verringert werden,

Die eigenen Ergebnisse stimmen in folgenden Punkten mit denen

von Saimi und Kung {iberein:

- Die Aktivierung der Einwdrtsstréme erfolgt in Sr++-Lﬁsung
etwas und in Ba++-Lasung deutlich langsamer als in Ca++-Lﬁsung.

- Die Schuwellen=Depolarisation fir die Aktivierung der Strome
ist in den drei L&sungen gleich.

- Die Sr**=Striéme halten etwa um den Faktor 4 lénger an als die
Ca++-8tr5me. In Ba++-Lﬁsung ist auch bei l&ngeren Depolarisa=-
tionen (in den eigenen Versuchen bis 60 ms) keine oder nur eine
sehr geringe Inaktivierung der Einwdrtsstrme zu beobachten,

Es zeigen sich jedoch folgende Abweichungen in den Ergebnissen:

+ . .
**. und Batt-Stréme treten in den Messungen

-~ Die Maxima der Sr
von Saimi und Kung bei Depolarisationen auf, die 5 bis 10 mV
unterhalb der Spannung liegen, die zum maximalen Cat*=strom
fiihrts Eine solche Verschiebung der Maxima wird in den eigenen
Versuchen beim Ubergang von Catt= auf sr**=l&sung nicht beob=
achtet, (Flr die Berechnung der Ba**=Strome konnte das Subtrake
tionsverfahren nicht angewendet werden (siehe Abschnitt 3.2.2).
Eine sichere Aussage iiber die Lage des maximalen Ba**~Stroms
im Strom=Spannungs=Diagramm ist deshalb fir die eigenen Versu=
che nicht méglich,)

-~ Bei den Messungen von Saimi und Kung sind die maximalen Eine
wirtsstrome in Srtt= und in Ba++-Lﬁsung um 60 % gréBer als in
Ca++-Lasung. Die eigenen Versuche zeigen keine Unterschiede in
den Amplituden von Catta und Sr++-5trﬁmen. In Ba++-Lﬁsung sind
die Einwd@rtsstrome im Vergleich zu Standardldsung bis zu einer
Depolarisation von 20 mV meist deutlich erhthte. Zwischen 20
und 30 mV sind die Ba**-Stréme jedoch nur maximal 5 bis 20 %
griBer als die Ca++-5tr6me.

- Die zeitliche Abnahme der Ba++—’tail-currents’ erfolgt exponen-=
tiell, Wahrend Saimi und Kung eine Zeitkonstante von 0,86 ms
fiir diese Abnahme angeber., wurde aus den eigenen Versuchen ein
Wert zwischen 7 und 8 ms bestimmt,

- In den Versuchen von Saimi und Kung kehrt der maximale Einwdrtse
strom in Sr++-Lﬁsung vei einer Depolarisation von 50 mV seine
Richtung ume In den eigenen Versuchen betrédgt der sr*tastrom
bei einer Depolarisation von 60 mV noch 25 % des Maximalwertes,



In den eigenen Versuchen sind die Amplituden der Einwdrtsstrime
nach Ubergang von Ca*t= zu sr**- (oder Ba**-~) Lésung nicht oder
nur sehr wenig vergréBert, Dieser Unterschied zu den Messungen
von Saimi und Kung erkldrt sich sehr wahrscheinlich durch die Zu=
sammensetzung der verwendeten Badldsungen. Hagiwara, Fukuda und
Eaton (1974) verglichen die Stréme von Ca**, sr*t und Ba*™ am
Balanusmuskel, Die HB8he der Einwdrtsstrdme in den entsprechenden
Lésungen ist I, >Ic a&I.,. Nach Zugabe von Co*" ist das Verhdlt-
nis jedoch verdndert: ICa >ISr >IBa‘ Eine Verdnderung dieses Ver=
hdltnisses kann im Prinzip durch jedes Ion erfolgen, das in der
Lage ist, an den Ca'*=Kanal zu binden (Hagiwara & Byerly, 1981),
Es ist deshalb moglich, daB in Gegenwart von 5 mM TEA (Saimi &
Kung) ein anderes Amplitudenverhdltnis auftritt als ohne diese

Substanz,

Das Auftreten des maximalen Einwdrtsstroms bei kleineren Span=-
nungen in Sr++~Lﬁsung beruht mdglicherweise auf einem &hnlichen
Mechanismus: Es ist denkbar, daB das Verhdltnis der ?stabili-

+

zing action? von ca** und s&** in Gegenwart von TEA ver&dndert

ist,

DePeyer und Deitmer (1980) untersuchten die Einwdrtsstréme in
++ ++

Ca =

tritt der maximale Einwdrtsstrom bei derselben Depolarisation

auf (AV = 35 mV). Die Amplituden der Ca**-, sr**= und Ba**-

Stréme sind bei dieser Spannung gleich, Die Ldsungen, in denen

y ST = und Ba++-L65ung an Stylonychias In allen Ldsungen

die Messungen durchgefiihrt wurden, haben die gleiche Zusammen=

setzung und Konzentrationen wie die Ldsungen der eigenen Versuche,

Der Unterschied zwischen den Zeitkonstanten der Ba++-’tail-

currents? hat sehr wahrscheinlich zwei Ursachen:

Zum einen hdngt die Zeitkonstante sehr von der Spannung ab, auf
die die Membran repolarisiert wird. Saimi und Kung berichten,
daB die Zeitkonstante der Ba®t=?tail-currents’ um den Faktor 2,5
kleiner wird, wenn nach dem Spannungssprung eine Repolarisation
auf =50 statt auf =40 mV erfolgt. In den eigenen Versuchen sind
die Zellen in der Zeit zwischen den Pulsen auf das Ruhepotential
geklemmt (in Mittel =32 mV), Es ist zu erwarten, daB aus diesem
Grund eine vergriBerte Zeitkonstante auftritt,
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Zum anderen wurden die Versuche von Saimi und Kung bei etwa 20°C
durchgefiihrt, die eigenen jedoch beil 15°C. Martinac und Hilde-
brand (1981) berichten von einem hohen Temperaturkoeffizienten
fir den gating=Mechanismus des Ca++-Kanals. Der Temperaturunter-
schied von 5°9C ist also wahrscheinlich fur die hhere Zeitkon-
stante in den eigenen Versuchen mitverantwortlich,

Durch 5 mM TEA im AuBenmedium 148t sich der K¥=Strom bis auf 25 %
reduzieren (Saimi & Kung, 1982). In den Versuchen von Saimi &

+ .
= ynd in

Kung schneidet die Strom=Spannungs=Kennlinie in sr*
Ba++-Lasung bei Depolarisationen von 50 mV die Spannungsachse.

In den eigenen srt*-versuchen treten jedoch (nach Subtraktion der
K+-Str6me) bis zu Depolarisationen von 60 mV deutliche Einwdrts=
stréme auf, Die Stromumkehr in den Messungen von Saimi und Kung

beruht deshalb sehr wahrscheinlich auf einem Rest-K+-Strom.

Saimi und Kung schlieBen aus ihren Ergebnissen auf eine Ionen=
abhdngigkeit des gating=Mechanismus am spannungsabhdngigen catta
Kanal, Dabei wird eine Analogie zu einer Substrat- (oder Cofaktor=-)

Enzym=Beziehung diskutiert,

In diesem Zusammenhang ist interessant, daB Ca++, sttt und Ba™t
bei ihrem erregungsbedingten Einstrom in die Zelle miteinander zu

133, _++

konkurrieren scheinen, So ist die Aufnahme von Ba in Gegen=

wart von Ca*¥ herabgesetzt (Ling & Kung, 1980), Der Ca*teEin-

t+ oder Ba++

strom bei Errequng 18t sich durch Sr hemmen (Brow-
ning & Nelson, 1976), Wird bei konstanter &uBerer Ba**=Konzentra=
tion die Ca**=-Konzentration erhoht, so verkiirzt sich die Dauer
eines Aktionspotentials, Andererseits wird ein Aktionspotential
verldngert, wenn bei konstanter Ca**=Konzentration die Konzentra=-
tion von Ba't erhtht wird, Fiur konstante Verhdltnisse von
Ba++/Ca++ bleibt die Dauer eines Aktionspotentials bei steigenden
Konzentrationen unver#dndert (Naitoh & Eckert, 1968b), Hildebrand

(1975) berichtet von einer Konkurrenz zwischen Catt und Ba™*

SI‘++

wegungsreaktionen von Euplotes vannus,

bzwe,
bei der Steuerung der Empfindlichkeit fir UV=-ausgeldste Be=-

44,4 kompetitive Hemmung des Ca*"=Stroms durch Mg++, Co++, mntt

s
und Ni

Fur den Fall einer kompetitiven Hemmung des Einwdrtsstroms durch



mg**

Stroms gegen die Konzentration dieser Ionen eine lineare Bezie=

’ Co++, mn** und Ni** ist bei reziproker Auftragung des Ca'*-

hung zu erwarten (vgl, Abschnitt 3,3), Die iiberwiegend hohen Kor=-

relationskoeffizienten (0,7 fir Mn++; 0,87 fur co** und MQ++-

b
. < qs . .
0,96 fur Ni ') bei linearer Regression machen es sehr wahrschein-

lich, daB in der Tat eine kompetitive Hemmung vorliegt,

Durch Zugabe von Co*" oder Mn*™ in den Additionsversuchen wird
das Ruhepotential in positive Richtung verschoben., Unabh&ngig da-
von tritt der maximale Ca't=Strom jedoch in allen L&sungen bei
derselben absoluten Membranspannung auf, Eine Verdnderung der
treibenden Kraft als (teilweise) Ursache fiir den herabgesetzten
cat*=strom in Gegenwart dieser Ionen kann somit ausgeschlossen
werden,

Satow und Kung (19879) untersuchten die Abhingigkeit des Cat*=
Stroms von der suBeren Ca‘*-Konzentration zwischen 0,38 und 5,6

mM an Paramecium tetraurelia, Oberhalb von 0,91 mM trat keine
weitere Erhdhung des Cat*-stroms auf, Die Verschiebung der Strom=
Spannungs=Beziehung liber mehr als 40 mV macht eine Interpretation
jedoch schwierig, Es ist nicht bekannt, inwieweit der ’stabilizing
effect? von Ca’t fir diese Sdttigung verantwortlich ist,

In den eigenen Versuchen wurde die Ca**~Konzentration deshalb in
einem engeren Bereich variiert (0,33 bis 2 mM), Auch unter diesen
Bedingungen ist die Bestimmung einer Bindungskonstanten fir ca*t
jedoch nur unter der Voraussetzung sinnvoll, daB die beobachtete
Sdttigung tatsdchlich eine Eigenschaft der Ca**-Pore darstellt

und nicht - oder nur zu einem geringen Teil =~ auf der Abschirmung
von Oberfl&dchenladungen beruht, Es ist denkbar, daB sich die Ca*ta
Konzentration an der AuBenseite der Zellmembran nicht in gleichem
MaBe erhdht wie die Konzentration im AuBenmedium, wenn ca*t zu-
nehmend negative Ladungen an der Membran abschirmt (Hagiwara,
18973), Inwieweit diese Abschirmung negativer Ladungen bei der
Sattigung des Ca**=Stroms eine Rolle spielt, ist schwer zu sagen,
Die folgenden Griinde machen jedoch eine Bindung an die Membran

als Ursache fir die Sdttigung wahrscheinlich:

1) Obwohl in den Substitutionsversuchen die Konzentration zwei=

wertiger Kationen konstant gehalten wird, verringert sich das

Ruhepotential der Zellen in den Versuchen mit Cott und Mn++.



Sehr wahrscheinlich ist hierbei eine Ver&@nderung des Oberfl&e-
chenpotentials beteiligt (Hook & Hildebrand, 13878; 1980;
Eckert & Brehm, 1879). Nach der ’Gouy-Chapman’-Gleichung, die
die Abschirmung von Oberfl&dchenladungen beschreibt, sollten
beim ?!screening effect? (MclLaughlin, Szabo & Eisenman, 1971)
keine Unterschiede zwischen verschiedenen zweiwertigen Katio=-
nen auftreten (Ohmori & Yoshii, 1977). Es findet also wahr-
scheinlich eine (im Vergleich zum Ca®t unterschiedliche) Bin-

dung an die Membran statt,

2) Die untersuchten nicht-permeierenden Kationen unterscheiden
sich bei gleicher Konzentration in der Effektivitdt, mit der
sie den Ca't=-Strom hemmen, Dies ist ebenfalls nur mit einer
Bindung an die Membran zu erklé&ren,

3) Wie die Additionsversuche zeigen, ist eine kompetitive Hemmung
des Catt=Stroms durch die untersuchten Kationen sehr wahre
scheinliche Die Grundvoraussetzung fir diese Art der Hemmung
ist aber, daB ein s#ttigendes System vorliegt (Abschnitt 3.3).

Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, daB die Sattigung des
Einwdrtsstroms mit steigender Ca**-Konzentration zum Teil auf ei-
nem ?screening effect? beruht, Dies wirde bedeuten, daB die tat-
sdchliche Bindungskonstante grodBer ist und mdglicherweise noch
unterhalb des Konfidenzbereichs von 95 % aus Abb, 35 liegte Ente
sprechend wiirden sich auch die absoluten Werte der anderen Bin=

dungskonstanten dndern,

Mit dem Wert fuf KCa dndert sich das Verhdltnis zu den Konstanten
der anderen Ionen jedoch nur wenig (Abschnitt 3,4,3). Selbst bei
angenommenen Werten von 10 und 250 pMm fir die Ca++-Bindungskon-
stante bleibt das Verh&ltnis KCa/KNi weitgehend konstant (4,2
bzwe 5,42) KCa 188t sich also relativ zuverldssig in die Sequenz
KNi : KCo : KMn : ng einordnen, Das Verhdltnis dieser Werte ist
ohnehin konstant und unabhdngig vom absoluten Wert der catt-
Bindungskonstante, Die Zuverldssigkeit der Angaben iliber die re-
lativen Bindungskonstanten zeigt sich auch beim Vergleich der
Ergebnisse aus Substitutions-~ und Additionsversuchen (Abschnitt
3,5): Die errechneten Werte stimmen gut mit den gemessenen Uber=-
eine Auch in diesen Berechnungen wirkt sich vor allem das Ver=

hdltnis der Bindungskonstanten zueinander aus und nicht ihre ab=



solute GroRe,

Die Werte fur K, (40 bis 130 jM) liegen etwa zwei GréBenordnun-
gen unterhalb von denen, die z.B. fiir den Ca**~kanal am Balanus-
Muskel berechnet wurden (KCa< 15 mM, Hagiwara & Takahashi, 1967),
Die niedrigen Salzkonzentrationen, denen ein SliBwasser=Ciliat in
der Regel ausgesetzt ist, lassen jedoch eine vergleichsweise hohe
Affinitdat erwarten, damit die Erregbarkeit sichergestellt ist.

Die Ca"*=Konzentrationen im AuBenmedium beider 0Objekte unterschei-
den sich in &hnlicher Weise wie die Ca++-Bindungskonstanten
([Ca++]O am Balanus-Muskel = 20 mM, Hagiwara & Takahashi, 1967;
[Ca++]D = 1 mM fUr Paramecium),

Wird die Ca' ~Konzentration im AuBenmedium variiert, so verschie=
ben sich Ruhepotential, der berechnete Wert fir ECa und die Span=
nung, bei der der maximale Cat*=Strom auftritt (Vmax)’ jeweils in
die gleiche Richtung (vgle. Abb, 38), Wihrend sich die Verschie-
bungen von ECa und Ruhepotential im Betrag unterscheiden (Abb. 36),

sind die von ECa und Vm in allen LGsungen exakt gleich, Bei der

ax
auftretenden Sattigung des Ca**=stroms ist eine Verdnderung der

treibenden Kraft (\Im - ECa) deshalb sicher nicht beteiligt.

ax
Obwohl in den Additionsversuchen das Ruhepotential durch Co™t und
mp*t deutlich in positive Richtung verschoben wird, tritt der
maximale Ca*¥=Strom in allen L8sungen bei der gleichen absoluten
Membranspannung auf, Das heiBt, auch hier bleibt die treibende

Kraft fir den Einwdrtsstrom konstant,

In der Literatur ist eine Reihe von (guantitativen) Untersuchune
gen beschrieben, die sich mit der Hemmung des Ca++-Stroms durch

3+ und HY befassen, Dabei zeigen

zweiwertige Kationen, sowie La
sich an den verschiedenen 0Objekten Unterschiede in der absoluten
und relativen Affinit&t der Ca++-Bindungsstellen fir die unter=-
suchten Ionen, In der Wirksamkeit, mit der verschiedene Kationen
den Ca**=Strom herabsetzen, ergibt sich fiur die untersuchten

Ca*t=Kanile folgendes Bild:

a) Balanus=Muskel (Hagiwara & Takahashi, 1967):
La>*, g, ™ > zn**, co™F, Fettr Mty Nitt s catt s mgtt

b) Muskeln von Insektenlarven (Fukuda & Kawa, 1977):
++ ++ . ++
Co > Mn > Ni
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c) Tunicaten-=Eizellen (Okamoto, Takahashi & Yoshii, 1976):
Wt sitadt scott > matt > catt ymgtt

d) glatte Muskulatur von Sdugetieren (VanBreemen, Farinas,
Casteels, Gerba, Wuytack & Deth, 1973):
Las* > nitt > co™ > matt > mgtt

e) Schnecken=Neurone (Akaike, Lee & Brown, 1978):
Nitt > Ladt s cott oy mgtt

Ein Vergleich der verschiedenen Pré&parate ist schuwierig, weil
nicht in allen F&@llen die gleichen Ionen getestet wurden, Prédpa=
rat ¢ ist deshalb nicht von den anderen Prédparaten zu unterschei=
den, Die Prd@parate a und b stimmen ebenfalls miteinander Uberein.
Sie unterscheiden sich von den Prédparaten d und e in der relati=-
ven Effektivitit von Co™ und mn*t im Vergleich zu Ni**, d und e
unterscheiden sich in der Affinitdt zu Nitt und La3+. Bezogen

auf die Sequenz

++

++ ++

Nit*t > cott > catt > mntt o mg

entspricht Paramecium den Prdparaten d und e,

Die in den Substitutions= und Additionsversuchen gemessene Hem=

mung des Ca**-Stroms durch Co++, ma*t T

und Mg steht teilweise
im Widerspruch zu den Messungen von Naitoh, Eckert und Friedman
(seUe)y in denen der EinfluB dieser Ionen auf das Aktionspoten=-

tial von Paramecium untersucht wurde:

Aktionspotentiale lassen sich bei Paramecium z.B. dufch mechani-
sche Reizung des Vorderendes oder Injektion depolarisierender
Stréme lber Mikroelektroden auslésen, Naitoh und Eckert (18968a;
b) arbeiteten mit konstanten Strémen kleiner Amplituden (bis

5 « 10~10 A), die 50 bis 300 ms lang injiziert wurden, wihrend
Naitoh, Eckert und Friedman (1972) Aktionspotentiale durch kurze
Pulse (1 bis 2 ms) wesentlich htherer Amplitude ausl&sten. Bei
Aktionspotentialen infolge kleiner, anhaltender Stréme setzt Mg++
den aktiven Ca'’=Anteil an der Depolarisation herab; der Membran=-
widerstand wird erhtht (Naitoch & Eckert, 1968a), Ein durch glei=-
che Reizung ausgelistes Ca++-8a++-Aktionspotential zeigt nach
Zugabe von Mg++ eine hthere Schwelle und einen verringerten
*overshoot?, Mn'* erhsht die Schwelle ebenfalls und bewirkt eine

Verlédngerung der Anstiegs= und Abfallphase des Catt-Ba™=Aktions=



potentials (Naitoh & Eckert, 1968b),

Naitoh, Eckert und Friedman (1972) untersuchten die Wirkung ver-
schiedener Ionen auf das Ca++-Aktionspotential, das sie durch
+ ++ .

und Co ist

der ?overshoot? erhdht, Durch beide Ionen wird das Ruhepotential

kurze Strompulse ausltsten, In Gegenwart von Mg+

noch starker in positive Richtung verschoben, Die relative Ampli-
tude des Aktionspotentials wird so insgesamt kleiner, Nach Zu=-
gabe von Mnt* bleibt die relative Gréfe unverédndert, weil ?over-
shoot? und Ruhepotential parallel zu positiveren Spannungen ver=-
schoben werden,

Bei der Untersuchung von Aktionspotentialen infolge mechanischer

Reizung wurde eine solche parallele Verschiebung durch ma*t und
++

Mg

héchsten untersuchten Konzentration (8 mM) waren ?overshoot? und

hervorgerufen (Eckert, Naitoh & Friedman, 1972), Bei der

Ruhepotential in Gegenwart von Mn++ jedoch um 20 mV positiver

als nach Zugabe von Mg++.

pa mg*t, ¢

sung gegeben wurden, scheint der EinfluB dieser Ionen auf das

o™ und Mt zum Teil in groBem UberschuB zur Ca'f={i=-

Aktionspotential von Paramecium gering zu sein, Aus den oben be=
schriebenen Ergebnissen wird deshalb geschlossen, daf mQ++, cot?
und Mn** den spannungsabh&dngigen Ca**=Strom nicht oder nur sehr

wenig hemmen (Brehm, Dunlap & Eckert, 1978; Eckert & Brehm, 1979

Brehm, Eckert & Tillotson, 1980), Bisher lagen keine ’voltage=-

-e

clamp’=Messungen iiber die Wirkung dieser Ionen vor,

Es ist schwierig, die Ergebnisse aus den ’constant-current?=Ver=-
suchen mit den eigenen Messungen zu vergleichen, Versuche mit
der ?voltage~clamp?=Technik stellen sicher das direktere Verfahe-
ren zur Messungen von Membranstrdmen dar, das auch mit weniger
Fehlerquellen behaftet ist, So wirkt sich in ?constant-current?’=
Versuchen z.,B. eine ErhShung des Membranwiderstands direkt auf
die HOohe einer Depolarisation aus:

Naitoh und Eckert (1968a; b) injizierten Strdme mit Amplituden
bis 0,25 nA. Ein Strom dieser St&drke fiihrt bei einem (angenomme=-
nen) Membranwiderstand von 60 bis 70 MO zu einer Depolarisation
von 15 bzwe 17,5 mV. Durch solche Depolarisationen wird der Catt-
Strom nur etwa zur H&lfte aktiviert, Eine Erhdhung des Membran=

widerstands bei konstanter Stromstidrke wiirde iiber eine vergriBer=-
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te passive Komponente im Aktionspotential zu einer vermehrten
Aktivierung spannungsabhdngiger Cat*=Kansle fihren., Auf diese
Weise k&nnte eine gleichzeitige Herabsetzung der Ca++-Leitféhig-
keit durch ein hemmendes Ion ausgeglichen und verdeckt werden,

In den eigenen Versuchen wird eine deutliche Erhdhung des Membran=

++

widerstands durch Co und mntt gemessen, Naitoh und Eckert

(1968a) berichten, daB der Membranwiderstand nach Zugabe von mgtt

ebenfalls erhht ist,

Auf &hnliche Weise lieBe sich auch fir die Versuche von Naitoh,
++, co** und mn™*

scheinbar ohne EinfluB auf die Ca++-Leitféhigkeit sinde Auch wenn

Eckert und Friedman (s.o0.,) erkldren, daB Mg

kurze und hohe Strompulse fiur die Reizung verwendet werden, hat
der tatsdchliche Reizstrom durch die hohen Zeitkonstanten von
Elektrode und Membran eine wesentlich kleinere Amplitude und

hdlt lidnger an (Naitoh, Eckert & Friedman, 1972), so daB im Prine
zip eine &hnliche Reizung erfolgt wie in den Versuchen von

Naitoh und Eckert (1968a; b),

In den Versuchen von Eckert, Naitoh und Friedman (1972) wird eine
quantitative Aussage durch die schlechte Reproduzierbarkeit der
mechanischen Reizung erschwert, Weiterhin geht die Ionenabhén=
gigkeit des Ca++-Rezeptorstroms als zusdtzliche Unbekannte in das
System ein,

+ ++ ++

Die Hemmung des Ca**-Stroms durch MQ+ s CO "y Mn +

und NitY in
den eigenen Versuchen stimmt gqut mit den Ergebnissen der FluBex-

perimente von Browning und Nelson (1976) Ubereines In diesen Un=

tersuchungen mit dem Radioisotop 45Ca++

Ca”*=Einstrom in Gegenwart von Mg++, Co

ist der erregungbedingte
A T+ und Ni*Yt ebenfalls

von den anderen Katio=-

s Mn
gehemmt, Hierbeil unterscheidet sich Mg++
nen durch seine geringere Effektivitdt. Bei Stylonychia ist nach
Zugabe von mn** (1 mM) zur ’Standard-Ca++-Lasung’ (CaClz, KC1,

TRIS, jeweils 1 mM, pH 7,2 bis 7,4) die spannungsabhidngige catt-
Leitfdhigkeit herabgesetzt. Die Zugabe von Mg™* (1 mM) zeigt kei-
nen signifikanten Effekt (DePeyer & Deitmer, 1980), Nach neueren
Untersuchungen (Deitmer, 1983) besitzt Stylonychia zwei verschie=
dene spannungsabhidngige Ca++~Kanéle. Die Ca**=Stréme durch beide

Kandle sind in Gegenwart von cot?t (unterschiedlich stark) herab-
gesetzt,



- 95

+ . .
+ bereits in sehr

Der Cilienschlag von Paramecium wird durch Ni
kleinen Konzentrationen gehemmt, Dies ermdglicht eine nicht=-

letale Immobilisierung der Zellen (Gelei, 1935), Die Wirkung von
Tha
Andrivon, 1868). Ruhepotential und Erregungsmechanismus sind

nach einer kurzen Nit*-Behandlung nicht beeinfluBt (Naitoh, 1966).

auf den Cilienschlag ist reversibel (Ku%Znicki, 1963;

Andrivon (1868; 1970a; b) schlieBt aus seinen Ergebnissen, daB
Ni*tt in die zellen eindringen muB, um auf die Cilienbewegung zu
wirken, Die Geschwindigkeit der Nit*=Aufnahme hdngt hierbei von
der duBeren Konzentration dieses Ions ab: Im Lineweaver-Burke
Diagramm zeigt sich eine lineare Beziehung, dehe die Aufnahme er=
folgt mit einer Michaelis=Menten=-Kinetik (Andrivon, 1970b; 1972),
ca** und mg** hemmen die Aufnahme von Ni** (Ku%nicki, 1963),
Andrivon (1970b; 1972) beschreibt eine kompetitive Hemmung die-
ser Aufnahme durch Ca’™ und Co** und nimmt deshalb an, daB der

Einstrom von Ca*® und Ni*t durch den gleichen Kanal erfolgt (1974),

Es wdre denkbar, daB nitt infolge spontaner Depolarisationen
durch den spannungsabhdngigen Ca*t=Kkanal in die zelle gelangt.
Die Hemmung des Cat*-Kanals durch Ni"r.+ schlieBt diese Mdglichkeit
nicht aus: Es 1&d8t sich nicht unterscheiden, ob ein Kanal, der
eine hohe Affinitat fir ein Ion besitzt, fir dieses Ion wenig
oder nicht permeabel ist (vgl, Hagiwara & Byerly, 1981),

In den eigenen Versuchen blieben die Zellen beim Austausch der
Standardlésung durch die Ni++-Lﬁsungen zum Teil auf das Ruhepo=
tential geklemmt, Die Immobilisierung der Cilien und die Zer=

st6rung der Zellen durch nitt

konnte hierdurch jedoch nicht ver=-
zogert werden (vgl,. Bat™: Abschnitt 3¢2)e Aus diesem Ergebnis
138t sich sicher nicht schlieBen, daB der spannungsabh&ngige
Ca++-Kanal fur nNitt impermeabel ist, Es zeigt aber, daB andere
Mechanismen in der Membran vorliegen, die den Einstrom von nitt
ermdglichen, und daB der Ni**<Einstrom durch den spannungsabhén=-
gigen catt=Kanal im Vergleich zum Gesamteinstrom zumindest klein
sein muB, Wegen der kompetitiven Hemmung der Ni**=Aufnahme durch
Ca™ und Co** bleibt die Wahrscheinlichkeit groB, dai Nit durch
Ca++~spezifische Kandle in die Zelle gelangt, Diese Kandle sind

jedoch sicher nicht spannungsabh&ngig,



445 Beziehungen zwischen cat*- und K+-5trom, Ruhepotential
und =widerstand in verschiedenen L&sungen

Ein Teil der untersuchten Kationen hat neben der Wirkung auf den
errequnagsbedingten Cat**~Strom und die erregungsbedingte K'=Leit=
fahigkeit einen EinfluB auf das Ruhepotential und den Ruhewider-
stand der Zellen, Eine quantitative Analyse dieses Einflusses ist
wegen der Streuung der Werte schwierige Eine qualitative Betrach-
tung zeigt aber, daB eine Herabsetzung der erregungsbedingten Kt
Leitfahigkeit in fast allen Fdllen gleichzeitig mit einer Erhg=-
hung des Ruhewiderstands und einer Verschiebung des Ruhepoten=
tials in positive Richtung auftritt, Eine direkte Beziehung zum
Ca**=Strom wird nicht sichtbar,

Aufgrund der Lage des Ruhepotentials bezogen auf die theoretischen

Werte fur ECa und EK 148t sich nach der Beziehung

gCa gK
+ E
8ca * 9 9%a * 9%

Ve, = E

Ca

ein Verhdltnis gK/gCa = 2,7 fur die unerregte Zelle in Standarde
1l6sung berechnen, Die Ruheleitf&dhigkeit der Membran besteht also
hauptsdchlich aus einer Leitfidhigkeit fir K* (vgle Naitoh &
Eckert, 1968a; Eckert, Naitoh & Machemer, 1976; Satow & Kung,
1876). Dies erklidrt, weshalb eine Erhéhung des Ruhewiderstands
zusammen mit einer Verschiebung des Ruhepotentials in positive
Richtung auftritt,

Die gute Ubereinstimmung zwischen den spannungsabhingigen K*=
Kandlen und den Ruhekandlen der Membran in der Ionenabhdngigkeit
beruht mGglicherweise auf ihrer funktionellen Ahnlichkeit,

Es ist wahrscheinlich, daB neben dem ?screening effect’ vor allem
die Bindung zweiwertiger Kationen an die negativ geladene Oberfli=-

*w und Kt=5trtme bei Erre-

che der Membran fiir die verdnderten Ca’
gung und die Ver&@nderung des Membranpotentials und =widerstands
der Zellen in Ruhe verantwortlich ist (Abschnitt 4.4), Hierbei
ist nicht bekannt, inwieweit diese Effekte auf der Bindung an
spezialisierte Bereiche der Zelloberfldche beruhen (vgl, Eckert &

Brehm, 1879)., Aus der Hemmung des Ca**=Stroms kann z.B. nicht



notwendigerweise geschlossen werden, daB eine Bindung des hem=
menden Ions direkt an den Kanal erfolgt, Ebensogut widre die Bine=
dung an andere Strukturen und eine Herabsetzung der Leitf&dhigkeit
auf indirektem Wege denkbar, Insbesondere die Nit*-versuche

zeigen jedoch, daB die Hemmung des Ca**=Stroms einerseits und die
Verénderung des Ruhepotentials, des Ruhewiderstands und der erre-
gungsbedingten K+-Leitféhigkeit andererseits weitgehend unabh&gngig
voneinander erfolgen, Es existieren deshalb sehr wahrscheinlich
zumindest zweil verschiedene funktionelle Komponenten der Zelle
oberfladche, die sich in ihrer Affinitat fir Mg++ Co++, Mn++,

?
. ++ + 4 .
Ni und Ca unterscheiden,
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Zusammenf assung

Methoden:

1)

4)

5)

Der errequngsbedingte Einwd@rtsstrom von Paramecium caudatum
++ ++ ++ ++ ++ ++
sy Sr ', Ba 'y Mg 4 Co

mit der voltage~clamp=Methode untersucht,

wurde in Gegenwart von Ca
.+t
Ni

y Mn und

Im Gegensatz zum bisher Ublichen Verfahren werden die Zellen
von oben angestochen, wdhrend die Beobachtung dieses Vorgangs
von unten erfolgt, Auf diese Weise k&nnen gerade Mikroelek=
troden verwendet werden, die einfacher herzustellen sind als
die bisher benutzten hakenartigen Elektroden,

Mit Hilfe einer Ummantelung der Elektrodenspitzen und einer
Abschirmung der Spannungselektrode konnte die Zeit, die fur
eine Verdnderung des Membranpotentials benttigt wird, auf etwa
300 Ms herabgesetzt werden,

Durch Depolarisationen, die das Ca++-5ystem vor der eigentli=-
chen Messung inaktivieren, und ein anschlieBendes Subtraktions-
verfahren gelang die Trennung der erregungsbedingten ca**= und
k*=-Strome (?Doppelpulsverfahren?).

Tn ?Substitutions’=Versuchen wurde das Ca’ " im AuBenmedium
durch das jeweils untersuchte Kation ersetzt, In ?Additions’-
Versuchen wurde die Ca’t=Konzentration konstant gehalten und

das getestete Kation zugegeben,

Ergebnisse:

1)

2)

mit Hilfe des Doppelpulsverfahrens konnten die reinen Cat*-

strtme bei Erregung bis zu einer Depolarisation von AV = 100 mV
dargestellt werden. Bei Spannungen oberhalb AV = 35 mV nimmt
die Hthe der Ca''=Strome im Strom=Spannungs=Diagramm in Rich=
tung auf das theoretische Ca++-Gleichgewichtspotential ( ECa

= 123 mV bei AV = 155 mV) ab, Diese Abnahme erfolgt nicht li=
near und 1dB8t sich nicht durch die ?constant=field?=Gleichung
beschreiben, Bis zu AV = 100 mV zeigen die Ca**=Strime keine
Tendenz, ihre Richtung umzukehren,

Bei Messungen in Ca++-Lﬁsung tritt bei Depolarisationen von

60 bis 100 mV auch nach Subtraktion des Kt=-Stroms eine Aus—



3)

5)

6)

7)

8)

wadrtskomponente im Strom auf,

Die Trennung der cat*= und k*=stréme durch Vergleichsmessungen
an einer Ca’t=Defektmutante und durch Zugabe von Skorpion-
Toxinen war nicht mGgliche.

Nach Substitution von Ca++ durch sttt oder Ba™* treten deut=

liche Einw&rtsstrome auf. Die Verteilung im Strom=Spannungse

diagramm ist dhnlich wie in Ca++-Lﬁsung; die Amplitude der
++

Ba

leicht erhtht, Aktivierung und Inaktivierung der Strdme erfole

~Strtme ist im Vergleich zu den Ca**= und st =Strimen

gen in Sr++-Lasung etwas und in Ba++-Lﬁsung wesentlich langsa=
mer als in Ca++-Lﬁsung. In Ba++-Lﬁsung treten bei der Repola=
risation deutliche ’tail-currents? auf, Diese Strdme ermigli=-
chen eine Aussage iUber die Spannungsabh&ngigkeit des catt-

kanals,

t* tritt kein Einwdrtsstrom

++

Nach Substitution des Ca™t durch Mg
auf, Nach teilweiser Substitution durch Co oder Mn't ist der
Ca™t=Strom herabgesetzt, Die Ergebnisse lassen eine Hemmung
des Ca''=Stroms vermuten,

Diese Hemmung wurde in Additions-Versuchen quantitativ unter-
sucht, Es zeigt sich, daB Mg++, Co++, mnt* und Ni** den Catt-
Strom kompetitiv hemmen, Hierbeli ist das Verh&ltnis der Bin=

dungskonstanten

Ky o0 K t K

Ni Co : K : K =1 ¢ 3 :4,5: 5 : 8

Ca Mn Mg

++

Die absolute Bindungskonstante fur Ca liegt sehr wahrschein=-

lich zwischen 40 und 130 pM.

In einem gquantitativen Vergleich mit Hilfe der absoluten Bine
dungskonstanten zeigt sich, daB die Ergebnisse aus den Substi-
tutions=Versuchen sehr gut mit denen der Additions=Versuche
{ibereinstimmen,

Ein Teil der untersuchten Kationen hat neben der Wirkung auf
den Cat™=Strom einen EinfluB auf die erregungsbedingte K'eLeit=
fdhigkeit, das Ruhepotential und den Ruhewiderstand, Eine Her=
absetzung der K+-Leitféhigkeit bei Errequng tritt hierbei in
fast allen F&dllen gemeinsam mit einer Erhdhung des Ruhewider=
stands und einer Verschiebung des Ruhepotentials in positive
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Richtung auf, Eine direkte Beziehung zum Ca**=strom wird nicht
sichtbar,

Diskussion:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Die Trennung der Caf+- und K'=Strdme bei Erregung ist bei hoe
heren Depolarisationen nur anhand von Messungen an derselben
Zelle miglich, Es zeigt sich, daB das Doppelpulsverfahren fir
die Bestimmung des Ca**=Stroms bis zu Depolarisationen zwi-
schen 90 und 100 mV angewendet werden kanne Bei diesen Membran-
spannungen liegt das Verh&dltnis IK/ICa bereits zwischen 15

und 20,

Ein Vergleich der Depolarisationen, bei denen der maximale
Ca**=Strom bzw, die maximale Inaktivierung des Ca++-8ystems
erfolgt, 188t darauf schlieBen, daB fir eine vollstédndige In=
aktivierung (neben einer Erh8hung der inneren Ca**=Konzentra=
tion) zuvor eine vollsti#ndige Aktivierung der Ca’t=Leitfihige
keit erfolgt sein muB.

Die beobachtete ?Auswdrtskomponente? beruht mdglicherweise auf
einer (leichten) Modifizierung der K'-Leitfshigkeit durch ein=-

gestrtmtes Ca++.

Aus den Sttt und Ba*t=versuchen 138t sich auf eine Ionenabhine
gigkeit des ’gating?’«Mechanismus am spannungsabhingigen catt-
Kanal schlieBen (vgl, Saimi & Kung, 1882).

Es ist wahrscheinlich, daB neben einem ’screening=effect? vor

allem die Bindung zweiwertiger Kationen an die Membran flr die
veridnderten Ca’t= und k¥=Strome bei Errequng und die Verdnde=

rung von Ruhepotential und =widerstand verantwortlich ist,.

Die Hemmung des Cat*=Stroms einerseits und die Verdnderung des
Ruhepotentials, des Ruhewiderstands und der erregungsbedingten
K+—Leitféhigkeit andererseits erfolgen weitgehend unabh&ngig
voneinander, Es scheinen somit zumindest zwei verschiedene
Komponenten der Zelloberfldche zu existieren, die sich in ih=
rer Affinitdat fir zweiwertige Katiocnen unterscheiden,
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