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Summary :

Methods :

IV

1) The voltage-dependent inward current in Paramecium caudatum

was studied under voltage clamp-conditions in the presence of

Ca++ Sr ++ Ba++ M ++ Co++ Mn++ and Ni++ .

2) 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 .

3) The time required to set up a certain membrane potential could

be reduced to 300ps by coating the electrode-tips and by

shielding the sensor-electrode .

4) By depolarizing prepulses that inactivate the Ca++_channel

and by a subtraction-procedure the Ca++_ and K +-currents during

excitation could be separated (double pulse-technique) .

5) In 'substitution-experiments' Ca++ in the outer medium was ex-

changed by the tested cation . In 'addition-experiments' the

Ca++-concentration was kept constant while the tested cation

was added .

Results :

1) By means of the double puls-technique it was possible to show

the pure Ca++-currents 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 Ca = 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++_currents

show no tendency to reverse sign .

2) After subtraction of the K +-currents there remained an 'out-

ward-component' at depolarizations between 60 and 100 mV in

Ca++_solution .

3) The separation of Ca++- and K +-currents by the aid of the

Ca++-channel mutant CNR and by addition of scorpion-toxins

was not successful .



4) After the exchange of Ca++ by Sr ++ or Ba++ distinct inward
currents appeared . The voltage-dependency was quite the same
as in Ca++-solution ; the
slightly higher than the
currents . Activation and
slower in Sr++-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 .

5) After exchange of Ca++ by ß'1g ++ no inward-currents occurred .
After partial substitution of Ca++ by Co ++ or Mn++ the Ca++-
current was reduced . The results indicate an inhibition of the
Ca++_ current .

6) This inhibition was analysed quantitatively in addition-
experiments, The results show that Mg++ I Co++, Mn++, and Ni++

inhibit the Ca++-current in a competitive manner . The relative
binding constants were found to be

The absolute value for K Ca is most probably between 40 and
130 )um.

7) A quantitative 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 addition-
experiments,

8) Beside the inhibition of the Ca++-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 :
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amplitude of the Ba++-currents was
amplitude of the Ca++_ and Sr ++-

inactivation of the currents was

3 . 4 9 5 . 5
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1) The separation of Ca++_ and K+-currents upon membrane depo-
larization is possible only when all measurements are taken



VI

from the same cell . Up to depolarizations between 90 and
100 mV the double pulse-technique is practicable for the spe-
cification of the Ca++-currents . At these membrane-voltages
the ratio I K/I Ca already lies between 15 and 20 .

2) The maximum Ca++-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 Ca++
concentration) a complete activation of the Ca++_ conductance
is necessary for complete inactivation .

3) The occuring 'outward component' may be due to a modification
of the K +-conductance by Ca++ that enters the cell during
excitation.

4) The experiments in Sr++- and Ba++-solution indicate that the
gating mechanism of the voltage-dependent Ca++-channel is ion-
dependent (cf . Saimi & Kung, 1982) .

5) Probably besides a 'screening effect' the binding of divalent
cations to negative binding sites on the membrane causes the
changes of Ca++_ and K+-currents during excitation and the
changes in resting potential and resting conductance .

6) 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 p there seem to be at least
two different sites of the cell surface that can be distin-
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 . Für die unerregte Zelle resultiert
hieraus ein Vorwärtsschwimmen in einer linksgewundenen Spirale
bei gleichzeitiger Rotation um die Körperlängsachse . Trifft ein
Individuum bei seiner Vorwärtsbewegung auf ein Hindernis, so wird
infolge dieses Reizes die Richtung, in der der Ruderschlag der
Cilien erfolgt, vorübergehend umgekehrt . Die Zelle schwimmt eini-
ge Körperlängen rückwärts und findet dann nach Kegelschwingungen
um das Hinterende und nach Vorwärtsschwimmen in stetig größer
werdenden Kreisen zur ursprünglichen Fortbewegung in einer neuen
Richtung zurück . mit Hilfe dieser 'avoiding reaction' (Jennings,
1904) sind die Zellen in der Lage, Hindernissen auszuweichen
oder ungünstige Bereiche wie starke Salz- oder Säurekonzentratio-
nen zu meiden .

Der spannungsabhängige Ca++-Kanal stellt bei dieser stereotypen
Reaktion ein wichtiges Bindeglied in der Rezeptor-Effektor-
Beziehung dar . Wird ein Paramecium an seinem Vorderende mecha-
nisch gereizt, so entsteht zunächst ein Ca ++-Rezeptorstrom
(Ogure & Machemer, 1980), der die Membran lokal depolarisiert
(Eckert, Naitoh & Friedman, 1972) . Dieses Rezeptorpotential brei-
tet sich elektrotonisch (passiv) über die gesamte Zellmembran
aus (Eckert & Naitoh, 1970) . Bei genügender Amplitude öffnen sich
spannungsabhängig Ca++-Kanäle, die sich in der Cilienmembran be-
finden (Ogura & Takahashi, 1976 ; Dunlap, 1977 ; Ogura & Machemer,
1979) . Der folgende Ca ++-Einwärtsstrom bewirkt zusammen mit einem
verzögert aktivierten K +-Auswärtsstrom ein graduiertes Aktions-
potential (Naitoh & Eckert, 1968a ; Naitoh, Eckert & Friedman,
1972) . Das Aktionspotential breitet sich mit einer Geschwindig-
keit von etwa 100jum/ms über die gesamte Zellmembran aus (Eckert &
Naitoh, 1970) .

Im Ruhezustand beträgt die freie Ca++-Konzentration im Innern
der Cilien S " 10-8 M (Hildebrand & Dryl, im Druck) . Die Außenkon-
zentration liegt in der Regel im Bereich von wenigen mmol/1 .
Bei Erregung strömt Ca ++ entsprechend seines elektrochemischen



Gradienten in die Zelle ein . Es läßt sich abschätzen, daß die

Ca++-Konzentration in den Cilien infolge eines Aktionspotentials
auf ca . 10-5 M ansteigt (Eckert, 1972) . Bei Konzentrationen

größer als 10-6 M erfolgt die beschriebene Umkehr des Cilien-

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

abhängigen Umkehr ist noch nicht geklärt .

Für die Repolarisation der Membran wird neben dem K+-Auswärts-
strom eine Verminderung der Ca++-Leitfähigkeit verantwortlich ge-
macht (Eckert & Brehm, 1979) .

Die zeitabhängige Renormalisierung der Fortbewegung im Anschluß
an eine Erregung läßt auf eine Herabsetzung der Ca++-Konzentra-
tion im Innern der Zelle schließen, 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 Einwärtsstrom
durch den spannungsabhängigen Ca++-Kanal in Gegenwart verschie-
dener zweiwertiger Kationen zu untersuchen . Hierfür stellt die
voltage-clamp-Methode das direkteste Verfahren dar .

Paramecium caudatum ist für voltage-clamp-Untersuchungen gut ge-
eignet (vgl . Hagiwara & Byerly, 1981) . Die Zellen sind ausrei-

chend groß (Länge ca . 200jum, Durchmesser ca . 40jum) und im Cyto-

plasma isopotential (Eckert & Naitoh, 1970; Satow & Kung, 1979) .
Die Längskonstante eines Ciliums beträgt sehr wahrscheinlich ein
Vielfaches seiner Länge (Dunlap, 1977 ; Brehm, Eckert & Tillotson,
1980), sodaß über alle Bereiche der Zellmembran - einschließlich
der Cilienmembran - stets dasselbe Potential liegt . Es ist weiter-

hin möglich, das Membranpotential zu verändern, bevor spannungs-
abhängige Änderungen der Leitfähigkeit auftreten (vgl . Kapitel

2 .3) .

Bei Depolarisationen größer als 10 mV tritt ein Ga++-Einwärts-
strom auf, der je nach Temperatur, Ionenzusammensetzung und
-konzentration des Außenmediums sein Maximum in 2 bis 5 ms er-
reicht . Die Dauer des Ca ++-Stroms beträgt 5 bis 10 ms . Der maxima-
le Einwärtsstrom ist bei Depolarisationen um 30 bis 35 mV zu be-
obachten und beträgt zwischen 5 und 20 nA (Naitoh & Eckert, 1974 ;
Oertel, Schein & Kung, 1977 ; Naitoh, 1979 ; Eckert & Brehm, 1979 ;



Satow & Kung, 1979) . Die Abnahme des Stroms während einer Depo-
larisation beruht sehr wahrscheinlich auf einer Inaktivierung des
Ca++-Systems . Im Gegensatz zu Na+-Systemen (Hodgkin & Huxley,
1952c ; meves, 1978) ist diese Inaktivierung nicht spannungsabhän-
gig, sondern erfolgt auf Erhöhung der Ca++-Konzentration im Zell-
innern (Brehm & Eckert,

	

1978a ;

	

b ;

	

Eckert & Brehm,

	

1979 ;

	

Eckert &
Tillotson, 1980) .

Bei Depolarisationen um 20 bis 30 mV tritt zusätzlich ein K +-Aus-
wärtsstrom auf, der im Gegensatz zum Ca++-Strom nicht inaktiviert
(Naitoh & Eckert, 1974 ; Oertel, Schein & Kung, 1977 ; Brehm &
Eckert, 1978b ; Satow & Kung, 1979) . Der Auswärtsstrom wird bei
höheren Spannungen schnell größer und zeigt von Depolarisationen
um 40 bis 45 mV an aufwärts eine lineare Abhängigkeit von der
Membranspannung . In den Versuchen wurden Werte zwischen 1 und 2
/iS als 'slope conductance' bei maximaler Aktivierung gemessen . Im
oberen Spannungsbereich führt eine Erhöhung der Depolarisation um
10 mV somit zu einem um 10 bis 20 nA vergrößerten Auswärtsstrom .

Der frühe Einwärtsstrom, den man zu Beginn einer Depolarisation
mißt, kehrt seine Richtung bei Spannungen um, die weit unterhalb
des Gleichgewichtspotentials für Ca++ liegen (Abschnitt 3 .1 .1) .
Eine mögliche Erklärung für diesen Befund wäre, daß sich beide
Ströme mit steigender Spannung zunehmend überlagern, und der K+-
Strom so den Ca++-Strom verdeckt . Tatsächlich scheint der K +-Strom
bei höheren Spannungen schneller aktiviert zu werden (vgl . Eckert
& Brehm, 1979) .

Bisher wurden für Paramecium im wesentlichen zwei Verfahren be-
schrieben, nach denen die Trennung beider Ströme versucht wurde .
Das eine besteht in der Subtraktion der Ströme einer Defektmu-
tante, der eine spannungsabhängige Ca++-Leitfähigkeit fehlt, von
den Membranströmen des Wildtyps (Oertel, Schein & Kung, 1977 ;
Satow, 1982) ; im anderen Verfahren wurde die K +-Leitfähigkeit
durch Injektion eines Cs +-TEA-Gemisches in die Zelle reduziert
(Brehm & Eckert, 1978b) . Die Zugabe von TEA ins Außenmedium ist
weniger effektiv (Eckert & Brehm, 1979) . Das erste Verfahren
fand nur für 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 führt zur Messung
eines deutlich höheren Ca++-Stroms .

Die Bestimmung des reinen Ca++-Stroms bei höheren Spannungen ist
bei allen bisher untersuchten Ca++-Systemen schwierig (siehe Hagi-
wara & Byerly, 1981) . Die Ca++-Konzentrationen im Zellinnern
sind in der Regel etwa um den Faktor 10 5 kleiner als im Außenme-
dium und das Gleichgewichtspotential für Ca++ liegt somit bei
Werten weit oberhalb +100 mV . In diesem Bereich treten sehr große
K +-Ströme auf, während damit zu rechnen ist, daß die Ca++-Ströme -
nach Erreichen der maximalen Leitfähigkeit - in Richtung auf
E Ca stetig kleiner werden .

Die Trennung der Ca++- und K+-Anteile am Membranstrom sollte im
Prinzip auf folgende Weise möglich sein : Man mißt vor und nach
einer experimentellen Herabsetzung entweder des Ca++- oder des
K +-Stroms und verrechnet dann beide Messungen miteinander . Für
dieses Verfahren müssen jedoch folgende Voraussetzungen erfüllt
sein (vgl . Hodgkin & Huxley, 1952a) :

a) Bei der Manipulation muß eine der beiden zu trennenden Kompo-
nenten unbeeinflußt bleiben .

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

c) Es muß 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 erfüllen diese Voraussetzungen nicht (Hagiwara &
Byerly, 1981) : Auch in Systemen, in denen kein Ca++-abhängiger
K +-Strom auftritt, beeinflussen die untersuchten anorganischen
und organischen Ca++-Blocker gleichzeitig den K+-Strom . Anderer-
seits gibt es zwar eine Reihe von Verf anren, die den K +-Strom
herabsetzen und dabei ohne Einfluß auf den Ca++-Strom sind ; alle
verändern aber die Kinetik des K +-Stroms . Die vollständige Eli-
minierung des K +-Stroms scheint nicht möglich zu sein .

Nach Meinung von Hagiwara und Byerly (1981) ist E Ca mit elektro-



physiologischen Methoden nicht bestimmbar . Das schließt ebenfalls
die Möglichkeit aus, Permeabilitätsverhältnisse für Ionen zu be-
rechnen, für die der Ca++-Kanal durchlässig ist (vgl . Hille,
1971 ; 1972 ; 1973 ; Dwyer, Adams & Hille, 1980 ; Adams, Dwyer &
Hille, 1980) .

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einwärtsstrom in Gegenwart
von Ca++

	

Sr++	Ba++

	

M9
++

s

	

Co ++

	

Mn++ und Ni ++ untersucht . Für
die Ströme permeierender Ionen wurde versucht, den Meßbereich auf
möglichst hohe Spannungen auszudehnen . Hierzu wurden auch Ver-
suche mit Toxinen durchgeführt, die die Leitfähigkeit des span-
nungsabhängigen Ca++- oder K+-Kanals herabsetzen sollten . Messun-
gen des reinen K +-Stroms wurden zum einen an Defektmutanten
durchgeführt, denen eine spannungsabhängige Ca++-Leitfähigkeit
fehlt, zum andern am Wildtyp nach Inaktivierung des Ca++-Kanals
durch eine vorangehende Depolarisation .

In einer Reihe von Versuchen wurde Ca++ im Außenmedium durch das
zu untersuchende Kation ersetzt (Substil utionsversuche) . Die Ge-
samtkonzentration zweiwertiger Ionen bleibt dabei konstant, um
Verschiebungen des Ruhepotentials gering zu halten . Für die Un-
tersuchung der Permeabilität eines Ions ist eine möglichst weit-
gehende Substitution von Ca++ wünschenswert . In den Versuchen mit
Sr ++ ,

	

Ba++ und Mg++ gelang ein Austausch bis auf

	

1 %.

	

Im Fall
von Co++ und Mn++ betrug die restliche Ca++-Konzentration 10 bzw .
50 % . Substitutionsversuche mit Ni ++ gelangen wegen der Toxizität
dieses Ions nicht .

Die Ergebnisse aus den Substitutionsversuchen lassen auf eine
Hemmung des Ca++-Stroms durch verschiedene Ionen schließen . Die-
se Hemmung wurde in einer Versuchsreihe quantitativ untersucht,
in der die Ca++- Konzentration konstant blieb,

	

während das zu
testende Ion in unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben wur-
de (Additionsversuche) . Die maximale Konzentration betrug hierbei
0,5 mM, um das Ruhepotential möglichst wenig zu verändern . Gemes-
sen wurde jeweils der Einfluß 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, daß 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 Einwärtsströme messen . Die Aktivie-
rung erfolgt dabei in Sr ++- und in Ba++-Lösung deutlich später
als in Gegenwart von Ca++, sie setzt jedoch in allen Lösungen bei
etwa der gleichen Depolarisation ein . Die Amplituden der Sr ++-

und Ba++-Ströme sind im Vergleich zu den Ca++-Strömen leicht er-
höht (Saimi & Kung, 1982) . Während der Einwärtsstrom in Ca++-

Lösung nach maximal 10 ms vorüber ist, hält der Strom in Sr ++-

Lösung etwa 4 mal so lange an . In Ba ++-Lösung bleibt die Ampli-
tude des Einwärtsstroms auch bis zum Ende längerer Depolarisa-
tionen weitgehend konstant . Als Ursache für dieses unterschied-
liche Zeitverhalten wurde oft ein Ca++-abhängiger K+-Strom disku-
tiert, der von Sr ++ schlechter und von Ba++ nicht aktiviert wird
(Eckert, Naitoh & machemer, 1976 ; Brehm, Dunlap & Eckert, 1978 ;
Satow, 1978) . Inzwischen gibt es jedoch Hinweise dafür, daß 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 Sr ++ oder Ba++ zur Ca++-Lösung verwandelt das vorher
graduierte Aktionspotential in eine Alles-oder-Nichts-Antwort
(Kinosita, Dryl & Naitoh, 1964 ; Naitoh & Eckert, 1968b ; Naitoh,
Eckert & Friedman, 1972) .

Die erregungsbedingte Aufnahme von Ba++ konnte mit Hilfe des
Radioisotops 133 Ba++ direkt nachgewiesen werden (Ling & Kung,
1980) .

Nach Substitution von Ca++ durch Mg ++ trat in voltage-clamp-
Versuchen kein Einwärtsstrom auf (Oertel, Schein & Kung, 1977 ;
DePeyer & Deitmer, 1980 an Stylonychia) . Das gleiche gilt für
Messungen an Stylonychia nach Substitution von Ca+l+ durch Mn++

(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 Einfluß von Mg++,

	

Co++ und Mn++ auf das
Ca++-(Ba++-) Aktionspotential scheint jedoch gering zu sein,



zumal diese Ionen zum Teil in großem Überschuß zur Ca++-(Ba++~)

Lösung gegeben wurden . Daraus wird geschlossen, daß Mg ++, Co ++

und Mn++ den spannungsabhängigen Ca++-Strom nicht oder nur sehr
wenig hemmen (Brehm, Dunlap & Eckert, 1978 ; Eckert & Brehm, 1979 ;
Brehm, Eckert & Tillotson, 1980) . Der spannungsabhängige Ca++-

Kanal von Paramecium würde sich in dieser Hinsicht deutlich von
entsprechenden Ca++-Kanälen anderer-Objekte unterscheiden (vgl .
Hagiwara & Byerly, 1981) . Andererseits beschreiben Browning &
Nelson (1976) eine starke Herabsetzung der erregungsbedingten
Ca++-Aufnahme durch Mg ++ ,Co++ und Mn ++4,

Ni ++ im Außenmedium hemmt bereits in sehr kleinen Konzentrationen
den Cilienschlag von Paramecium (Gelei, 1935 ; Kuznicki, 1963) .
Andrivon (1968 ; 1970a ; b) schließt aus seinen Ergebnissen, daß
Ni ++ hierzu in die Zellen eindringen muß ;

	

dabei ist über den Weg
des Kations nichts bekannt . Eine Möglichkeit wäre der Einstrom
durch den spannungsabhängigen Ca++-Kanal bei spontanen Depolari-
sationen der Zellmembran .

Direkten Bezug zu den eigenen Untersuchungen hat eine zwischen-
zeitlich veröffentlichte Arbeit von Saimi und Kung (1982), die
sich mit der Wirkung von Sr ++ und Ba++ befaßt .
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Material und Methoden

2,1 Versuchsobjekt

2 .1 .1 Zellkulturen

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

2 .1 .2

	

Reinigung der Zellsuspension

Nach einer kurzen Zentrifugation (bei 170 g ; Laborzentrifuge UJ1,
Heraeus Christ GmbH) wird das Zellpellet in Standardlösung über-
führt (CaC1 2 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 ausschließlich im oberen Be-
reich der Lösung . Mit diesem zusammen können die Zellen leicht
abgenommen werden . Mehrmalige Anwendung des Verfahrens erlaubt
eine starke Verdünnung der ursprünglichen, nicht definierten Kul-
turlösung .

Alle Versuche wurden bei 150C durchgeführt, Da die Zellen sehr
empfindlich auf plötzliche Temperaturänderungen reagieren, wurden
die gereinigten Suspensionen vor Versuchsbeginn 3 bis 4 Stunden
in einem Kühlraum vortemperiert,

2 .1 .3

	

die verwendeten Zellen

Die durchschnittliche Länge der Zellen, die für die Versuche
verwendet wurden, betrug 200 )um (±15 Mm) . Es wurde nur an sol-
chen Zellen gemessen, die in der Standardlösung eine Membran-
widerstand von mindestens 50 MQ besaßen . Sank der Widerstand
während eines Versuchs um mehr als 25 % des Anfangswerts, so
wurde die Messung nicht ausgewertet . Versuche mit Zellen, die
gequollen und deren pulsierenden Vakuolen vergrößert waren, wur-
den ebenfalls nicht berücksichtigt, (Dieser Verschlechterung
des Gesamtzustands geht jedoch meist eine Herabsetzung des Mein-



branwiderstands 'voraus .)

2 .2 Versuchsapparatur

Das übliche Verfahren bei intrazellulären Messungen an Paramecium

Abb, 1 " Blockschaltbild der Apparatur . Nicht eingezeichnet ist

das Mikroskop zur optischen Kontrolle des Präparats .



besteht seit langem darin, die Zellen zunächst in einem kleinen
Tropfen auf die Unterseite eines beschwerten Deckglases zu brin-
gen und dann von unten mit hakenartig gebogenen Glas-Mikroelek-
troden anzustechen . Die Kontrolle des Vorgangs durch ein Mikro-
skop erfolgt von oben (siehe Naitoh & Eckert, 1968a ; 1972) .

Der Aufwand bei der Herstellung der gebogenen Mikroelektroden
ist nicht unerheblich . Beim Aufbau der im folgenden beschriebe-
nen Apparatur wurde deshalb ein verändertes Verfahren zugrunde
gelegt . Hiernach wird mit geraden Elektroden von oben angestochen ;
die Beobachtung des Präparats erfolgt von unten durch ein umge-
kehrtes Mikroskop .

Bedingt durch den veränderten Aufbau traten zunächst 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 .

2 .2 .1 mechanischer Aufbau

Der gesamte Aufbau (Abb . 2) befindet sich auf einer Stahlplatte
mit den Abmessungen 60 cm " 100 cm " 2 cm . Über Schwingungs-
dämpfer ist diese Platte auf einer Stahlkonstruktion gelagert,
die ihrerseits an der Betonwand des Meßr aums befestigt ist . Mit
Ausnahme der auf den Experimentator gerichteten Fläche, ist die-
se Anordnung allseitig von einem Faraday-Käfig umgeben . In der
Mitte der Stahlplatte ist ein umgekehrtes Mikroskop befestigt
(Standard UPL, Carl Zeiss, Oberkochen), auf dessen Tisch sich
ein Peltier-Kühlblock befindet (vergleiche Abschnitt 2 .2 .5) . In
eine Aussparung dieses Kühlblocks ist die eigentliche Versuchs-
kammer eingepaßt (Abb . 3) . Die Beobachtung der Präparation er-
folgt von unten durch eine Aussparung im Kühlblock und durch
den Glasboden der Versuchskammer . Über die Feintriebe des Mikro-
skoptischs ist eine Bewegung des Kühlblocks und somit der Ver-
suchskammer in x,y-Richtung möglich .

Bis in Höhe seines Tisches wird das Mikroskop allseitig von einem



Abb . 2 : Frontalansicht des Versuchsaufbaus ; Erläuterungen S . 13



Abb . 3 : Versuchskammer und umgebende Teile des Aufbaus ;
1) Sensor-Vorstufe ; 2) Driver-Vorstufe ; 3) Mikroelektroden-
Halter ; 4) 'Schild' ; 5) Driver-Elektrode ; 6) Absaugkanüle ;
7) indifferente Elektrode ; 8) Temperatur-Meßfühler ; 9) Styro-
por-Isolation ; 10) Peltier-Kühlblock ; 11) Glasboden der Versuchs-
kammer ; 12) Plexiglesblock der Kammer mit dem Zulauf für die Ver-
suchslösungen

Abb,. 2 : 1) Mikroskoplampe ; 2) DriverrVorstufe ; 3) Sensor-Vorstufe ;
4) Mikromanipulator zur Bewegung des 'Schildes' ; 5) Mikromanipu-
lator für Absaugkanüle und indifferente Elektrode ; 6) elektrische
Entkopplung in der Lösungszuführung ; 7) IU-Wandler ; 8) Versuchs-
kammer, Mikroelektroden, 'Schild', Absaugkanüle, Temperaturfüh-
ler und indifferente Elektrode (vgl . Abb . 3) ; 9) Mikromanipula-
toren zur Bewegung der Vorstufen und Mikroelektroden ; 10) Peltier-
Kühltisch ; 11) Metallrahmen, der die Mikromanipulatoren trägt ;
12) Feintriebe des Kreuztischs ; 13) inverses Mikroskop ; 14) Steu-
erventil für den Zulauf der Versuchslösungen



Metallrahmen umgeben . Dieser ist - wie das Mikroskop - direkt
mit der Basisplatte verbunden und trägt die Mikromanipulatoren
(520 R/L, Ernst Leitz, Wetzlar) zur Bewegung der beiden Vorstu-
fen und Elektroden . Beide Mikromanipulatoren sind leicht nach
außen geneigt, sodaß der Winkel zwischen den Elektroden 23 0 be-
trägt . 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 zwei 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 geführt ; mit dem anderen wird die gemeinsame Halterung
von indifferenter Elektrode und Absaugkanüle bewegt (vgl . Ab-
schnitte 2 .2 .4, 2 .2 .6 .2) .

2 .2 .2 Versuchskammer

Die Versuchskammer besteht aus einem Plexiglasblock, der in der
Mitte eine fensterartige Aussparung besitzt (Abb . 3) . Nach unten
ist diese Aussparung durch eine dünne Glasscheibe (0,5 mm) ver-
schlossen, die eine einwandfreie Beobachtung der Zellen während

und nach dem Anstechen erlaubt . Dieser Boden der Versuchskammer
steigt zur linken Seite leicht an . Bewegt man - nachdem 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 vergrößern oder verklei-
nern, je nachdem ob eine Zelle zu stark gegen den Kammerboden
gepresst wird oder die Gefahr besteht, daß sie von den Elektroden
gleitet . Die auftretenden Scherkräfte bleiben bei diesem Vor-
gang klein und die Zellen werden nicht geschädigt .

Der Zulauf der Versuchslösungen erfolgt durch eine Bohrung
im Plexiglasblock der Kammer . Durch eine Kanüle, die mit einem
Mikromanipulator von oben in das Bad geführt wird, kann Badlö-
sung abgesaugt werden (vgl . Abschnitt 2 .2 .4) . In eine Ausspa-
rung der Kammerwand ist ein Edelstahlblock eingelassen, der einen
Temperaturfühler enthält (vgl . Abschnitt 2 .2 .5) . Je nach Lage



des Präparats beträgt der Abstand zur Zelle etwa 2 bis 4 mm,

2 .2 .3 Optik

Die Beobachtung der Zelle während und nach dem Anstechen erfolgt
von unten durch ein umgekehrtes Mikroskop mit Binokular (Standard
UPL, Carl Zeiss, Oberkochen) bei 100facher Vergrößerung, Eins
der beiden Okulare ist mit einer Strichplatte ausgerüstet, um
die Abmessungen der Zellen bestimmen zu können .

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

2,2 .4

	

Flußsystem und Lösungswechsel

Die Apparatur ist mit einem Flußsystem ausgestattet, das eine
kontinuierliche Durchströmung der Versuchskammer und einen Aus-
tausch der Badlösung erlaubt (Abb . 4A), Durch eine peristalti-
sche Pumpe (Desaga PLG-Vielfach-Schlauchpumpe 132100, Heidel-
berg) wird eine Lösung 1 aus einem Vorratsgefäß zu einem Ventil
transportiert, Steht dieses Ventil in Stellung A, so gelangt
die Lösung in die Versuchskammer, nachdem sie zuvor mehrmals
durch den Peltierblock geführt und so vortemperiert wurde . Die-
selbe Lösung wird dann mit Hilfe einer Edelstahlkanüle aus dem
Bad abgesaugt und durch die Pumpe in ein Sammelgefäß befördert,
Die Kanüle ist gemeinsam mit der indifferenten Elektrode in ei-
ner Halterung angeordnet (Abb . 3), Durch einen Mikromanipulator
werden beide von oben in das Bad geführt, Über die Höhe der
Kanüle läßt sich der Stand der Lösung im Versuchsgefäß variieren .
Durch die gemeinsame Halterung ist gewährleistet, daß die indif-
ferente Elektrode hierbei nicht den Kontakt zur Lösung verliert .
Eine ebenfalls von der Pumpe an das Ventil herangeführte Lö-
sung 2 wird in Ventilstellung A direkt ins Sammelgefäß befördert,

Nach Umschalten des Ventils in Stellung B gelangt Lösung 2 in
das Versuchsgefäß, während Lösung 1 in das Sammelgefäß geführt
wird . Dadurch, daß das Ventil in der Nähe der Versuchskammer an-
geordnet ist, erfolgt der Austausch einer Lösung beschleunigt .



Abb . 48 beschreibt die Zeitabhängigkeit-eines Lösungswechsels,
Aufgetragen ist der verbliebene Anteil von Lösung 1 an der Bad-
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Abb, 4 : Flußsystem (A) und Austauschkinetik bei einem Wechsel

der Radlösung (B), Im Ventil entsprechen die durchgezogenen

Linien der Stellung A, die gestrichelten der Stellung B (siehe

Text),



lösung nach Umschalten des Ventils auf Stellung B bei t=0 als
Funktion der Zeit, Die Zeitabhängigkeit wurde in Vorversuchen
mehrmals über den Austausch einer gefärbten Lösung durch eine
ungefärbte gemessen . Zu den angegebenen Zeiten wurde die Lösung
in der Versuchskammer entnommen und der verbliebene Anteil von
Lösung 1 spektroskopisch bestimmt .

An den Grenzen des Faraday-Käfigs wird die Lösung in allen Lei-
tungen durch geschlossene Tropfgefäße elektrisch entkoppelt
(Abb . 4A), Hierdurch wird verhindert, daß Störungen - vor allem
durch die Pumpe - über die Lösungen in die Nähe des Präparats
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 Lösung in der Versuchskammer jedoch auf 'virtual ground',

In allen Versuchen wurde mit einer Einstellung an der Pumpe von
1 Skt . gearbeitet, was einer Förderleistung von 0,33 ml/min ent-
spricht . Bei dieser Einstellung ist eine Lösung 1 innerhalb von
30 min bis auf 1 % durch eine Lösung 2 ersetzt (Abb . 4B) .

Die Höhe der Absaugkanüle wurde konstant gehalten . Bei der gewähl-
ten Einstellung betrug das Volumen der Badlösung 0,4 ml .

Alle Leitungen des Flußsystems bestehen aus Silikonschlauch mit
einem Innendurchmesser von 1 mm,

2 .2 .5 Temperaturmessung und -regelung

Die Temperatur des Kühlblocks wird durch ein Peltier-Regelgerät
(KFA,ZEL) über zwei Peltier-Elemente konstant gehalten, Als
Fühler dient ein geeichter NTC-Widerstand, der in den Kühlblock
eingelassen ist .

Zusätzlich wird die Temperatur in der Nähe des Präparats gemessen
(vgl . Abschnitt 2 .2 .2) und von einem separaten Meßgerät (KFA,INB)
digital angezeigt . Der Fühler (AD 590 K, ANALOG DEVICES, München)
befindet sich in einem kleinen Edelstahlblock, der in direktem
Kontakt zur Badlösung steht (Abb . 3),

Alle Versuche wurden bei 15 0 C durchgeführt, Bei dieser Tempera-
tur zeigte sich in Messungen mit der Durchströmungsmethode die



maximale Ca++-Aufnahme infolge elektrischer Reizung (Martinac &
Hildebrand,

	

1981 ) .

2 .2 .6 Elektroden

2 .2 .6 .1

	

indifferente Elektrode

Als indifferente Elektrode dient eine Agar-KCl-Brücke (Agar 2
%ig, KC1 3 M) . mit ihrem unteren Teil taucht diese Brücke in die
Badlösung, der obere Bereich steht mit einer Aussparung im Elek-
trodenhalter in Verbindung . Diese Aussparung enthält eine gesin-
terte Ag-AgCl-Elektrode und ist mit 3 M KC1 gefüllt . Über 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 Außendurchmesser von
1,6 mm gezogen . Der Steg in der Mitte der Glasröhrchen erhöht
die Kapillarwirkung und macht hierdurch das Füllen mit Elekto-
lyten einfacher .

Die Driver-Elektroden werden mit 2 M Kaliumcitratlösung gefüllt
(H . Machemer, pers . Mitteilung) die Sensor-Elektroden mit 1 M
KC1-Lösung . Die Einstellungen am Puller wurden so gewählt, daß
der Widerstand der Driver-Elektroden 20 bis 30 Mfl beträgt, der
der Sensor-Elektroden 40 bis 60 M11 (gemessen in Standardlösung) .

Vor dem Füllen mit Salzlösung werden die Sensor-Elektroden mit
einer Nagellackschicht ummantelt (vgl . Abschnitte 2 .3 .3 .2 und
2 .3 .3 .3) . Die Zeit vom Auftragen des Nagellacks bis zur Anwen-
dung der Elektroden im Versuch beträgt in der Regel 2,5 Stunden .
Nach dieser Zeit ist der Lack vollständig ausgehärtet .

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 Lösung, so
mißt man ein Potential, das vom Spitzendurchmesser, von der
Spitzenform, der verwendeten Glassorte, der Ionenkonzentration
und der Ionenzusammensetzung zu beiden Seiten der Spitze abhängt
(Richter, 1979 ; Machemer & Grabowski, 1980) . Bei den üblicher-
weise hohen Salzkonzentrationen in den Elektroden steigt die
Höhe des Spitzenpotentials, je weniger konzentriert die Außenlö-
sung ist, Bei den verwendeten Sensor-Elektroden, die mit 1- M
KCl-Lösung gefüllt werden, treten in der Standardlösung Spitzen-
potentiale im Bereich von -10 bis -15 mV auf . Dadurch, daß die
Ionenkonzentration in der Zelle anders ist als im Bad, wird sich
auch das Spitzenpotential der
Zelle verändern . In der Zelle
messen, das um diese Änderung
nach folgendem Verfahren möglich (Machemer & Grabowski, 1980) :
1) Das Spitzenpotential der Elektrode in der Versuchslösung (UB)

wird gemessen .
Nach dem Anstich erfolgt die Messung des unkorrigierten Mem-
br anpotentials

	

(VM9 ) .
Nachdem die Elektrode wieder aus der Zelle entfernt wurde,
sollte sich das Spitzenpotential der Elektrode in der Ver-
suchslösung nicht verändert haben (U B =U B

' ?) .
Das Spitzenpotential der Elektrode in der Zelle (US ) wird
dann indirekt bestimmt, indem die Elektrode in eine Simula-
tionslösung getaucht wird . Diese Lösung ist so gewählt, daß
sie der Ionenzusammensetzung in der Zelle entspricht (siehe
unten) .
Das tatsächliche Membranpotential errechnet sich dann wie
folgt :

2)

3)

4)

5)

V M = VM ' + U B - US

c) Konzentration von K+ und Na+ in den Zellen

Elektrode beim Einstich in die
wird also ein Membranpotential ge-
verfälscht ist . Eine Korrektur ist

Vom Zentrallabor für chemische Analysen der KFA-Jülich wurde
aus drei Zellsuspensionen bekannter Dichte die intrazelluläre
Konzentration von K + und Na+ durch Atomabsorptions-Spektroskopie
bestimmt . Die Zellen befanden sich in Standardlösung :



[K+]i = 33,6 mM

	

s = 1,7 mM

	

n = 3

[ Na+ ] i = 10 9 6 MM

	

s - 3,1

	

mM

	

n = 3

(s = Standardabweichung)
Zur Korrektur der Spitzenpotentiale wird deshalb folgende Simu-
lationslösung verwendet :

KC1 : 35 mM

	

Nacl : 10 MM

2 .2 .7

	

elektrophysiologische Meßanordnung

2 .2 .7 .1

	

Prinzipschaltbild der 'voltage clamp'

In Abb . 5 ist die elektrophysiologische Meßanordnung einschließ-
lich Zelle und Elektroden im Ersatzschaltbild dargestellt . Die
'voltage clamp' wurde vom Elektronik-Labor des Instituts ent-
wickelt und gebaut (R . Backbier, D . Gr ammig) . Das regelungstech-
nische Grundkonzept entstand mit Unterstützung des Zentrallabors
für Elektronik (ZEL, Dr . W . Brocke) der KFA .

Die Messung des Widerstands der Sensor-Elektrode erfolgt über
die kapazitive Ankopplung eines Testsignals : Am Eingang der Sen-
sor-Vorstufe (Impedanzwandler) liegt ein Kondensator . An diesen
Kondensator wird eine Sägezahnspannung angelegt, die einen Strom
über 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 Kapazitäts-
Kompensation möglich : Nur wenn die Streukapazität der Sensor-
Elektrode ausreichend kompensiert ist, sind die Pulse rechteckig .

Auf den Impedanzwandler folgt der Differenzverstärker . Am nicht-
invertierenden Eingang liegt die Membranspannung an (VM ), am in=
vertierenden Eingang die Kommandospannung (V K ; vgl . Abschnitt
2 .2 .7 .2) .

Nach einem variablen Tiefpaß als Filter folgen PID-Regler (IDS
15, Baur-Elektronik, Meerbusch) und Hochspannungsverstärker . Im



Abb . 5 : Ersatzschaltbild von 'voltage clamp', Zelle und Mikro-
elektroden in der Meßanordnung . Erläuterungen auf S . 22 .



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 (R D ) vor dem Anstich und Membran (RM ) : Über eine Konstant-
stromquelle wird ein Strom von 1 nA durch die Driver-Elektrode
geleitet . Der gemessene Spannungsabfall über 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 Maß für den Mem-
branwiderstand .

Um das Versuchsbad auch bei schnellen und großen Änderungen des
Membranstroms zuverlässig auf 'virtual ground' zu halten, wurde
für den IU-Wandler ein breitbandiger Invertier-Verstärker ver-
wendet (BB 3550, Burr-Brown, Filderstadt) .

2 .2 .7 .2 Programm-Einheit

Die Programm-Einheit der 'voltage-clamp' liefert die Kommando-
spannung V K für den Differenzverstärker (Abb . 5) .

Das Ruhepotential von Paramecium weist ständige Fluktuationen
von ± 1 bis 4 mV auf . Es empfiehlt sich deshalb, die Zelle vor

Beginn einer Meßserie auf das mittlere Ruhepotential zu klemmen
und zwischen den Spannungspulsen auf diesem Potential zu belas-

Abb . 5 : V M , RM, C M : Membranspannung, -widerstand, -kapazität
R S

	

: Widerstand der Sensor-Elektrode
R D

	

: Widerstand der Driver-Elektrode
C E

	

: Elektroden-Streukapazitäten
V K

	

: Kommandospannung
V I

	

*. Spannung proportional zum Membranstrom

weitere Erläuterungen 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 können . Erläuterungen im Text,

sen, Dieses Haltepotential

	

(VH in Abb . 6) läßt sich von 0 bis
-90 mV wählen, Bei der Abschätzung des Ruhepotentials bleibt ein
Fehler ohne nennenswerten Einfluß auf die Höhe des Ca++-Stroms,
solange er kleiner bleibt als 5 mV (Satow & Kung, 19?9),

Vom Haltepotential aus erfolgen Änderungen der Kommandospannung
in Form (nahezu) rechteckiger Spannungssprünge (Abb . 6), Die ab-
solute Amplitude ist beim Hauptpuls von -90 bis +90 mV wählbar
(V HP)

	

beim Vorpuls

	

(vgl,

	

Abschnitte 2 .5 .2 und 3,1,1) von 0 bis
+90 mV (V VP ), Die Dauer dieser Spannungsänderungen 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,Länge des Hauptpulses betrug in allen Versuchen 60 ms, In
den Doppelpulsversuchen wurde mit einem Pulsabstand von 40 ms
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2 .2 .7 .3 Schwingschutz
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oder 60 ms und mit Vorpulsen von 40 ms Dauer gearbeitet .

Eine optimale Spannungsausregelung ist nur bei kritischer Ein-
stellung des Regelkreises gegeben (vgl . Abschnitt 2 .3 .1) . Bei
dieser Einstellung genügen kleinste Änderungen (z .B .) der Streu-
kapazitäten oder des Membranwiderstands, um eine ungedämpfte
Schwingung des Systems auszulösen . Hierdurch wird eine Zelle in
kurzer Zeit zerstört .

Als sehr hilfreich erwies sich deshalb eine Schaltung (D .Grammig,
T . Offermanns), die die Zelle dadurch schützt, daß sie im Fall
einer Schwingung das clamp-Relais öffnet . Die Schaltung besteht
im wesentlichen aus einem Frequenz/Spannungs-Wandler und einem
Komparator, an dem eine variable Spannung anliegt . Über die
Höhe dieser Spannung läßt sich die Frequenz einstellen, oberhalb
der der Regelkreis unterbrochen werden soll . Eine ungedämpfte
Schwingung hat eine sehr viel höhere Frequenz als die normaler-
weise gemessenen Membranvorgänge . Es läßt sich deshalb eine Ein-
stellung finden, bei der die Schaltung eine Schwingung aus-
schließt, dabei aber nicht die Messung behindert .

2 .2 .8

	

Anzeige und Aufzeichnung

Die Beobachtung und Aufzeichnung der Signale (VM, VJ, ; vgl .
Abb . 5) erfolgt mit Hilfe eines 4-Kanal-Speicher-Oszillbskops
(Tektronix 5111, Beaverton, Oregon, USA) . Der Bildschirm des Os-
zilloskops wird von einer automatischen Kamera (Recordine 164,
Tönnies, Freiburg) mit elektronischem Verschluß (Prontor, Calm-
bach) über ein Spiegelsystem abfotografiert . Parallel hierzu er-
folgt die Aufzeichnung durch einen Thermoschreiber (Helco-
scriptor HE-17, Hellige, Freiburg) .

2 .2 .9 Ablaufsteuerung

Die zentrale Timer/Triggereinheit (Eigenbau, IMB) steuert zu-
nächst die Compur-Automatik (Eigenbau, INIB) an, die daraufhin
den Kameraverschluß öffnet (Abb . 1) . Danach erfolgt gleichzei-
tig die Triggerung von Oszilloskop und Programm-Einheit der



'voltage clamp' . Durch das Schließen des Fotoverschlusses wird
der Filmtransport der Kamera ausgelöst ('winden'-Betrieb) .

2 .3 Spannungsausnegelung
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2 .3 .1

	

theoretische Aspekte

Zur Kontrolle des Membranpotentials ist die Erfüllung zweier
Grundvoraussetzungen notwendig (Katz & Schwartz, 1974) : Zum
einen muß die Zelle als elektrische Einheit reagieren, d .h . über
alle Teile der untersuchten Membran muß stets dasselbe Potential
liegen . Eckert und Naitoh (1970) zeigten, daß bei der Messung
von Aktionspotentialen an P . caudatum die Lage der Meßelektroden
in der Zelle unerheblich und das Cytoplasma somit zu jeder Zeit
(nahezu) isopotential ist . Der Spannungsabfall über die Länge
einer Cilie ist ebenfalls vernachlässigbar (Dunlap, 1977 ; Brehm,
Eckert & Tillotson, 1980 ; vgl . Hagiwara & Byerly, 1981) . Die
erste Voraussetzung ist also wahrscheinlich erfüllt .

Zum anderen muß für eine Untersuchung der Ionenströme, die auf
einen Spannungssprung hin erfolgen, die Ausregelung auf das
neue Membranpotential erfolgt sein, bevor diese Ströme einsetzen .
Die als Folge einer Spannungsänderung auftretenden kapazitiven
Ströme sollten zu diesem Zeitpunkt ebenfalls vorüber sein .

Nach Katz und Schwartz ist für eine optimale Spannungsausrege-
lung ('critical damping') das Verhältnis zweier Zeitkonstanten
im Regelkreis wichtig . Die erste ist die des Reglers (T), die
zweite ist die des Präparats (TL ), die sich wie folgt zusammen-
setzt :

1 1 + 1
TL

-
TS

	

Ti

wobei

	

T'S

	

=

	

RD

	

"

	

C

Ti - RM C M

R M ist der Membranwiderstand, CM die Membrankapazität, R D ent-
entspricht im Paramecien-Präparat dem Widerstand der Driver-
Elektrode (Abb . 5) . Alle Verstärker werden als ideal betrachtet ;
die Bandbreite des Reglers sei allein durch die einstellbare



Zeitkonstante T bestimmt .

Um 'critical damping' zu erreichen, ist Voraussetzung, daß die
Differenz zwischen r und TL groß ist . Die absolute Größe beider
Parameter ist zunächst ohne Bedeutung :

oder

	

T'L « T ;

	

'ZT-,

	

= 4ß K
L

Ti

SENSOR

	

IU-WANDLER

	

DRIVER
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T
TL » T' ;

	

=

	

4B K

Ti + TS

Abb . 7 : Ersatzschaltbild eines Parameciums und der beiden Mikro-
elektroden ('Dummy' ohne spannungsabhängige Erhöhungen
der Membranleitfähigkeit)
U M , R,l , C~, : Membranpotential, -widerstand, -kapazität
R S : Widerstand der Sensor-Elektrode
R D : Widerstand der Driver-Elektrode
C E : Streukapazitäten der Elektroden



K ist die 'open-loop-Verstärkung' des Reglers, Typische Werte
eines Parameciun-Präparats (Abb . 7) sind :

= 10 .56 ms

B = 0975

Für die beiden möglichen Grenzfälle, die 'critical
lauben, ergeben sich für verschiedene Regelverstärkungen

200
500

1000
2000

t g0% = 7,78 - T ; TL » T

t 90% = 7 .78 - T L ;

	

T » TL
Für die obigen Verstärkungen bedeutet das :

K

	

1t90% (fürT »TL)

	

I t 90%

Span-treten

82,2 ms

T « TL

2 .3 .2

	

Spannungsausregelung am Dummy

Man kann weiterhin berechnen, nach welchen Zeiten bei einem
nungssprung 90 % des Endwertes erreicht worden ist (t 90%) :

(fürT« TL )

136,9 )us
54,5 )us
27, 2 ps
14,0 ps

Am Paramecium
im Bereich weniger Millisekunden nach Beginn einer
auf (Eckert & Brehm, 1979) . Deren Untersuchung ist
einer 'voltage-clamp' möglich, für die gilt :

damping' er-
K f o1-

spannungsabhängige Leitfähigkeitsänderungen
Depolarisation
also nur mit

Man versucht normalerweise mit einer möglichst hohen Verstärkung
K zu arbeiten, um auch während erregungsbedingter Ströme das
Membranpotential möglichst konstant zu halten . In den Versuchen
wurde deshalb bei konstantem T die Verstärkung jeweils soweit er-

gende Werte fürT :

K I T(fOrT»TL ) I T(fOrTK TL )

200 6,3 s 17 9 6 ps
500 15 .8 s 7,0 ps

1000 31,7 s 3, 5 )us
2000 63,4 s 1 9 8 Ps



höht, bis eine dptimale Spannungsausregelung erreicht war . Um r
möglichst niedrig zu halten, wurde ohne Filter gearbeitet ; in
diesem Fall wird die Zeitkonstante des Reglers nur durch die
Zeitabhängigkeiten der Schaltung bestimmt (nicht ideale Verstär-
ker) . Hinzu kommt als verlangsamende Komponente die Zeitkonstan-
te der Sensor-Elektrode, deren Kapazität nur im Idealfall zu
Null kompensierbar ist . Die Verstärkung kann dann auf den maximal
möglichen Wert erhöht werden .

Auf diese Weise lassen sich am Dummy Werte für t go% bis hinab zu
200 )us erreichen (bei einem Spannungssprung von 80 mV) . Vollstän-
dige Ausregelung der Membranspannung ist in diesem .Fall nach ca .
250 aus erreichbar . Für die Untersuchung spannungsabhängiger Leit-
fähigkeitsänderungen bei P . caudatum wären 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 : Nembranstrom



10 bis 20 ms auf (Abb . 8) . Obwohl für den Bau des Dummy typische
Werte gewählt wurden, stimmt dieser offenbar nicht mit einem
Präparat überein . Variationen der Werte für RD, R S , sowie für
die Streukapazitäten der Elektroden (normalerweise 1 pF/mm Ein-
tauchtiefe) veränderten das Zeitverhalten des Regelkreises mit
Dummy nicht wesentlich und scheiden somit für eine Erklärung aus .

Als Ursache für die beobachtete Diskrepanz wurden zwei Möglich-
keiten in Betracht gezogen :
1) Bekanntlich zeigt Paramecium (im Gegensatz zum Dummy) span-
nungs- und zeitabhängige Änderungen der Membranleitf ähigkeit und
stellt somit ein System höherer Ordnung dar . Der Regler ist für
Systeme 1 . Ordnung geeignet, nicht aber für Systeme höherer Ord-
nung .
2) Es besteht eine Kopplung zwischen Driver und Sensor außerhalb
der Zelle . Bei den hohen Spannungen, die am Driver auftreten
können (maximal ± 100 V), und dem geringen Abstand zwischen den
Elektroden, könnten diese hohen Feldstärken die Spannungsmessung
durch den Sensor beeinflussen . Smith, Barker, Smith und Colburn
(1980) beschreiben eine kapazitive Kopplung zwischen Driver und
Sensor oberhalb der Badlösung . In der Lösung sollte eine solche
Kopplung nicht möglich sein, da das Bad auf 'vitual ground' liegt .

2 .3 .3 .1 kapazitive Kopplung außerhalb der Lösung

Eine deutliche Verkürzung der Ausregelungszeiten auf ca . 2 bis 4
ms wurde durch ein senkrecht angeordnetes Edelstahlblech erreicht,
das mit Hilfe eines Mikromanipulators zwischen die Elektroden ge-
führt wird (Abb . 3) . Dieser Schild reicht bis kurz über die Rad-
lösung herab und wird durch eine Schaltung ('driven shield') zu
jeder Zeit auf dem gleichen Potential gehalten wie die Sensor-
Elektrode . Zusätzlich zur- Abschirmung gegen die Driver-Elektro-
de wird durch diese Schaltung erreicht, daß die neu entstandene
Kapazität zwischen Sensor-Elektrode und Schild ohne Einfluß 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, daß die Kopplung zwischen beiden Elektroden
durch den Schild nur teilweise beseitigt wird, zumal der Schild
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den Bereich kurz über der Badlösung nicht erreicht, wo der Elek-
trodenabstand sehr klein ist .

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

Zelle

RS

unerwünschte Kopplung

R ler

14r404
r~~

Vorstufe

1

Kompensations -
I Schaltung

Abb . 9 : Ersatzschaltbild zur kapazitiven Kopplung zwischen
Sensor- und Driver-Elektrode (oberhalb der Lösung) und die
Schaltung zur Kompensation dieser Kopplung . Alle Bezeichnun-
gen wie in Abb . 5 .



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

2 .3 .3 .2

	

Kopplung in der Badlösung

Neben der Vermutung, daß der Regler für Systeme höherer Ordnung
ungeeignet ist, verblieb die Möglichkeit einer unerwünschten
Kopplung im Bad . Diese könnte 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, daß das Bad auf °virtual
ground' liegt . Durch den Serienwiderstand der Lösung, der im Be-
reich von 10 bis 20 kA liegt, ist der Punkt zwischen den Mikro-
elektroden jedoch nicht immer exakt auf dem Potential der indif-
ferenten Elektrode . Diese Unterschiede im Potential könnten eine
kapazitive Kopplung ermöglichen .

Weiterhin könnte die Streukapazität der Sensor-Elektrode zu einer
Verlangsamung des Systems führen . Die Wirkung dieser Kapazität
wird zwar durch eine Schaltung weitgehend kompensiert (Abb . 5),
bleibt aber unvollständig, da sich nach Cornwall und Thomas
(1981) durch den Längswiderstand in der Elektrodenspitze immer
ein Teil der Elektrodenkapazität einer Kompensation entzieht
(System höherer Ordnung, Abb . 10) .

Die Kapazität einer Glasmikroelektrode läßt sich dadurch ver-
ringern, daß man durch Auftragen eines Stoffes mit möglichst
niedriger Dielektrizitätskonstante den Außenradius der Elektrode
nachträglich vergrößert :

2YEEC
C =

	

r o

	

(zylindrische NNherung)
2ln T
1



= Dielektrizitätskonstante eines nicht leitenden Stoffes
= Influenzkonstante

r 1 = Innenradius einer Elektrode
r 2 = Außenradius einer Elektrode

Da es sich bei solchen Stoffen um Isolatoren handelt, wird
gleichzeitig der Widerstand der Elektrodenwand erhöht,

Die Glaselektroden wurden deshalb nach dem Füllen mit Salzlösung
für wenige Sekunden in flüssiges Dentalwachs getaucht und so mit
einem dünnen Wachsfilm überzogen (Sacks & McGarrigle, 1980), Es
empfiehlt sich, die Temperatur des Wachses so zu wählen, daß sie
kurz oberhalb des Schmelzpunkts liegt . Die Oberflächenspannung
des flüssigen Wachses ist hier am größten und die Elektroden
bleiben im Abstand von 10 bis 20 )um zur Spitze unbedeckt . Weiter-
hin wird durch die höhere Viskosität eine dickere Wachsschicht
gebildet als bei höheren 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 Badlösung hauptsächlich ohmscher oder ka-
pazitiver Natur war, läßt sich nicht definitiv sagen, Zwei Grün-
de machen jedoch eine ohmsche Kopplung wahrscheinlicher :

R 2

-32-

C2 1 RE=Rl+R2

CE = Cl+C2

Abb . 10 : Ersatzschaltbild einer Glas-
mikroelektrode . R E = Elektrodenwider-
stand ; C E = Streukapazität . Durch den
hohen Längswiderstand der Elektrode (R 1 )
kann ein Teil der Streukapazität (C 2 )

elektronisch nicht kom-
pensiert werden (System
höherer Ordnung) .



1) Der Teil der Streukapazität, der sich durch einen hohen Längs-
widerstand einer Kompensation entzieht, ist auf die äußerste
Elektrodenspitze beschränkt und somit im Vergleich zur Gesamt-
kapazität der Elektrode sehr klein .
2) Eine Verringerung des Abstands zwischen indifferenter Elek-
trode und Präparat um den Faktor 5 bleibt ohne Einfluß auf die
Spannungsausregelung . Der Längswiderstand der Lösung scheint
also vernachlässigbar klein zu sein . Ohne diesen ist eine kapazi-
tive Kopplung zwischen den Mikroelektroden innerhalb des Bades
jedoch nicht denkbar .

2 .3 .3 .3

	

das 'coaten' von Glaselektroden

Neben der Methode von Sachs und McGarrigle wurde eine Reihe an-
derer Verfahren untersucht . Allen gemeinsam ist, daß der Isolator
mit einem feinen Pinsel oder Glasstab unter einem binokularen
Mikroskop aufgetragen wird . Die Elektroden werden erst nach dem
'coaten' mit Salzlösung gefüllt .
1) Wachse in CC1 4 (Cornwall & Thomas, 1981) erwiesen sich wegen

langer Trocknungszeiten als ungeeignet .
2) 'Stabilit-Express' (Henkel, Düsseldorf), Mit Hilfe dieses Kle-

bers als Elektrodenmantel wurde eine geringfügig schnellere
Spannungsausregelung erreicht als mit Dentalwachs . Das schnel
le Abbinden des Klebstoffs macht diese Technik jedoch sehr
aufwendig . Das gleiche gilt für

3) 'UHU-Plus-Sofortfest' (Lingner & Fischer, Bühl) .
4) Als ideale Kombination erwies sich Nagellack (Margret Astor

'Ultradiamant', Farbnummern 54 und 88) in Verbindung mit dem
zugehörigen Verdünner . Die Viskosität läßt sich sehr genau
einstellen ; die Trockenzeiten sind relativ kurz . Mit wenig
Übung lassen sich Elektroden bis auf 30 bis 40)um Spitzenab-
stand coaten, Verwendet man so behandelte Elektroden, so las-
sen sich in der Zelle Ausregelungszeiten von weniger als 300
aus erreichen (Abb . 11),

2,4 Lösungen

Alle verwendeten Substanzen (Verck, Darmstadt) mit Ausnahme des
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SrC1 2 (reinst ;

	

Ca++ :

	

0,1 % ;

	

Ba++ :

	

0,01 %) sind von analytischem
Reinheitsgrad . Durch Kombination entsprechender Mengen aus Stamm-
lösungen werden Standardlösung und Testlö'sungen angesetzt . Der

pH-Wert der Lösungen wird mit 1 normaler HC1 auf 7,2 bis 7,4 ein-
gestellt . Alle verwendeten Testlösungen und die Standardlösung
enthalten Tris und KC1 (jeweils 1 mM) . Die Lösungen unterschei-
den sich nur durch die zweiwertigen Ionen, die sie enthalten,

bzw . durch deren Konzentration . (Wird in Versuchen die Gesamt-
konzentration an zweiwertigen Ionen verändert, so ändert sich

allerdings auch die Konzentration an Cl -Ionen .)

In den 'Substitutionsversuchen'

	

(vgl . Kapitel 3 .2) wird das Ca++

in der Badlösung bis auf einen bestimmten Rest durch ein anderes

zweiwertiges Ion ersetzt

	

(Sr++ ,

	

Ba++,

	

Mg++,

	

Mn++ 9	Co++). Die Ge-
samtkonzentration an

Anders ist es
Hier wird die Standardlösung
setzt, die neben Ca++ (1 mM)
hält (Mn++ , Co ++ , Ni++ ) . Die
beträgt maximal 500 )uM .

in mV an . Die
gistrierungen
risationen um
deren,

zweiwertigen Ionen bleibt konstant 1 mM .

in den 'Additionsversuchen' (vgl . Kapitel 3 .3) .

im Bad durch eine Testlösung

ein anderes zweiwertiges Ion
Konzentration dieses zweiten

In einer anderen Versuchsreihe (Abschnitt 3 .4 .1) wurde die Stan-

dardlösung durch Testlösungen ersetzt, deren Ca++-Konzentratio-

nen 0,33, 0,5 oder 2 mM betrugen .

Bei der Untersuchung der Skorpion-Toxine (Abschnitt 3 .1 .3)

folgte deren Zugabe mit Hilfe einer Mikroliter-Pipette direkt in

die Badlösung . Die hierbei auftretende Verdünnung der Standard-

lösung um den Faktor 0,83 wurde vernachlässigt . Die Toxine be-

Abb . 11 : Spannungsausregelung in der Zelle (Schild zwischen
Elektroden, Sensorelektrode mit Nagellack gecoatet) .
obere Spur : Plembranspannung
untere Spur : Membranstrom
Die Zahlen geben die Amplitude des jeweiligen

Empfindlichkeit
gleich, die der
35 und 45 mV um

er-
ent-
Ions

er-

den

Spannungssprungs
ist in allen Re-
ist bei den Depola-

der Stromspuren
Spannungsspuren
den Faktor 2 höher als bei den an-



fanden sich in wäßriger Lösung (entsalzte Pufferlösung ; Maelicke,
pers . Mitteilung) .

2 .5 Versuchsdurchführung

2 .5 .1

	

das Anstechen der Zellen

Wenige Zellen werden in einem kleinen Tropfen Standardlösung auf
den Glasboden der Versuchskammer gegeben . Man wartet, bis der

Tropfen soweit evaporiert ist, daß die Paramecien durch die Ober-

flächenspannung leicht gegen den Kammerboden gedrückt werden .

Durch das Anstechen mit der ersten Elektrode wird die Zelle
fixiert und die Versuchskammer sofort geflutet . Es ist danach

möglich, mit weiteren Elektroden anzustechen (vgl . Naitoh &

Eckert, 1972) .

In den Versuchen wird nic-ht 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 Badlösung elek-

tronisch zu Null abgeglichen wurde .

Nach Messung des Membranwiderstands an der freien Membran (vgl .

Abschnitt 2 .2 .7 .1) kann mit dem eigentlichen Versuch begonnen

werden .

2 .5 .2 Reizprogramm

Während der Messungen für eine Strom/Spannungs-Beziehung bleibt

die Zelle auf das Ruhepotential geklemmt . Von diesem Haltepo-

tential aus erfolgen die Sprünge auf die an der Programmeinheit

vorgewählten Spannungen (Abschnitt 2 .2 .7 .2) . Der Abstand zwischen
diesen Pulsen beträgt in allen Versuchen 15 s . In einem Teil der

Versuche in Standardlösung wurde der Ca++-Kanal durch einen Vor-

puls inaktiviert, um während des Hauptpulses den reinen K+-
Auswärtsstrom zu messen (vgl . Abschnitt 3 .1 .1) . Bei der folgenden
Depolarisation wird der Vorpuls weggelassen und man mißt bei

gleicher Amplitude des Hauptpulses den Summenstrom (I Ca+I K ) .
Durch Subtraktion läßt sich dann der reine Ca++-Einwärtsstrom



selbst in einem Spannungsbereich darstellen, in dem der K+-
Strom bereits ein Vielfaches des Ca++-Stroms beträgt . Die Zeit
zwischen beiden Messungen beträgt auch hier 15 s .

2 .5 .3 Versuchsablauf

In den Substitutions-, Additions- und Toxin-Versuchen wurden zu-
nächst die Messungen für eine Strom/Spannungs-Charakteristik in
Standardlösung durchgeführt (Vorperiode), ebenso in den Experi-
menten zur veränderten Ca++-Konzentration im Außenmedium . Nach
dem Lösungswechsel erfolgt in der Hauptperiode eine entsprechende
Serie in der jeweiligen Testlösung . Wenn möglich wird in einer
Nachperiode zur Kontrolle erneut in Standardlösung gemessen .

In den Doppelpulsversuchen und in den Experimenten mit der Mutan-
te CNR wurde nur jeweils eine Meßreihe in Standardlösung durch-
geführt .

2 .6 Auswertung

In allen Serien wurde aus der Strom/Spannungs-Charakteristik der
maximale Ca++-Einwärtsstrom ermittelt (ICamax) . Da der K +-
Auswärtsstrom im entsprechenden Spannungsbereich (Depolarisa-
tionen zwischen 30 und 35 mV) noch klein ist und dort auch sehr
viel langsamer aktiviert wird als der Ca++-Strom, erübrigt sich
das Subtraktionsverfahren (vgl . Abschnitt 2 .5 .2) in den meisten
Versuchen .

In den Additions- oder Substitutionsversuchen mit Mg++,

	

Co++,

Mn++ und Ni ++ tritt der maximale Ca ++-Strom in Standardlösung
wie in Testlösung bei der gleichen absoluten Membranspannung auf,
obwohl das Ruhepotential durch einen Teil dieser Kationen in
positive Richtung verschoben wird .

Bei Depolarisationen größer als 35 mV ist die Beziehung zwischen
K +-Strom (gegen Ende des 60 ms dauernden Pulses) und Mlembran-
spannung linear . Verändert sich die Steigung dieser Geraden
(='slope conductance'), so ist dies ein indirektes Maß für eine
veränderte K +-Leitfähigkeit (g �='chord conductance') . Auch nach
Verschiebungen des Ruhepotentials (s .o .) erfolgt die Aktivierung



der K+-Leitfähigkeit in etwa bei der gleichen absoluten Membran-
spannung (AV, maximal 3 bis 4 mV) . Unter dieser Voraussetzung
und wegen der linearen Beziehung zwischen K +-Strom und Depolari-
sation bei höheren Spannungen ist eine Veränderung der 'slope
conductance' (bei höheren Depolarisationen) gleich einer Verän-
derung der K+-Leitfähigkeit . AgK wurde deshalb der Einfachheit
halber jeweils über Veränderungen 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 +-Ströme voneinander trennen
(vgl . Abschnitt 2 .5 .2) . Die Subtraktionen werden mit Hilfe ei-
nes Basic-Programms (J, Heinen) an einem Rechner durchgeführt
(9845 B, Hewlett-Packard) . Hierfür müssen die zu verrechnenden
Registrierungen zunächst digitalisiert werden, Ein Schreiber
(9872 A, HP) liefert schließlich die Differenzkurve, die die
Zeitabhängigkeit des reinen Ca++- (oder Sr ++ -) Stroms bei einer
bestimmten Depolarisation zeigt .

Unter der Voraussetzung, daß sich die K+-Ströme 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 ++ ) . Hierbei erfolgt zunächst eine Normierung,
bei der sich der Normierungsfaktor aus dem Amplitudenverhält-
nis der K+-Ströme beider Zellen am Ende der Depolarisation er-
gibt .

In allen Versuchen wurden die Ca++-Ströme um die Leckströme und
die K + -Leitfähigkeiten um die Ruheleitfähigkeiten korrigiert .
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3 .1

	

Strommessungen in Standardlösung (Ca++ )

Wie in der Einleitung dargestellt, kann die Bestimmung der Ca++-

Komponente in den gemessenen Summenströmen 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++-

Strom zu messen . Aus diesem Grund wurde die Wirkung eines Skorpi-
on-Toxins aus dem Gift von Centruroides noxius (Hoff mann) unter-

sucht, das am Squid-Axon die Leitfähigkeit der spannungsabhängi-
gen K+-Kanäle 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 erhält als Differenz den reinen Ca++-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
spannungsabhängige Ca++-Leitfähigkeit fehlt (Takahashi &
Naitoh, 1978) .

3) Herabsetzung der Ca++ -Leitfähigkeit durch ein weiteres Toxin
von',C . noxius (Maelicke, pers . Mitteilung) .

3 .1 .1 ` Inaktivierung des Ca ++-Systems durch Vorpulse

Abb . 12 zeigt auf der linken Seite die Membranströme, die als
Folge von schnellen Veränderungen des Membranpotentials um +3
bis +105 mV auftreten . Mit zunehmender Depolarisation beobachtet
man zunächst einen Ca++-Strom, der etwa bei AV = 35 mV sein Maxi-

mum erreicht . Bereits bei Depolarisationen um 25 mV tritt zu-
sätzlich ein K +-Strom auf, der bei höheren Spannungen schnell
größer wird . Beide Ströme überlagern sich und machen so eine In-
terpretation der Membranvorgänge bei stärkeren Depolarisationen
schwierig (Eckert & Brehm, 1979) .
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als Folge von schnellen Änderungen des
Zahlen geben nie Amplitude der jeweiligen
an . In B treten keine meßbaren Einwärts

in-

Abb . 12 : Membranstr6me
Membranpotentials . Die
Spannungssprünge in mV
ströme auf . Das Ca++ -System wurde jeweils durch einen Vorpuls
aktiviert .

Abb . 12 B zeigt die Membranströme bei denselben Depolarisationen
wie in Abb . 12 A, jedoch nach Inaktivierung des Ca++-Systems

durch einen
relativ zum
puls betrug
sich der Ca++-Strom im Hauptpuls durch solche Vorpulse bis auf
5 % des Vergleichswertes reduzieren .
Inaktivierung des Ca++-Systems unabhängig von
polarisation im Hauptpuls ist, so stellen die
Abb . 12 B mit einem kleinen Fehler die reinen
sächlich treten in Serie B keine meßbaren Einwärtsströme auf .

Vorpuls von 40 ms Dauer und einer Amplitude von 50 mV
Ruhepotential . Der Abstand zwischen Vor- und Haupt-
40 ms . Wie Brehm und Eckert (1978a) zeigten, läßt

Setzt man voraus, daß die
der Höhe der De-
Registrierungen in
K+-Ströme dar . Tat-

Die Endamplituden der K+-Ströme in beiden Serien sind identisch .
Der K +-Strom scheint also durch die Vorpulse nicht beeinflußt zu

werden .

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

Im Subtraktionsverfahren (vgl . Abschnitt 2 .6) wurden von den Sum-
menströmen in Abb . 12 A die K +-Ströme (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 Ca++-Ströme auf .

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

In Versuchen an CNR-Mutanten (Abschnitt 3 .1 .2) wurde dieses
Phänomen 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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In Abb . 14 ist die Abhängigkeit des späten K+-Stroms, des frühen
Stroms und des errechneten Ca ++ -Stroms von der Höhe der Depola-
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risation dargestellt . Während der frühe Strom bereits bei +65 mV
seine Richtung umkehrt, ändert der Ca++-Strom im gesamten Meßbe-
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
Einfluß auf die Amplitude des maximalen Ca++-Stroms ist deshalb
gering ; Ca++ -Strom und früher Strom sind bis zu dieser Spannung
(fast) identisch .

Mit steigender Depolarisation wird das Subtraktionsverfahren un-
genauer . Der K +-Strom wird stetig größer und seine Aktivierung
erfolgt schneller, während sich der Ca++-Strom verkleinert . Re-
lativ geringe Veränderungen bei den K +-Strömen können so zu
deutlichen Streuungen bei der Bestimmung der Ca++-Ströme führen .
Weiterhin führen Depolarisationen größer als 90 bis 100 mV
leicht zur Zerstörung der Zellen .

Bei einer Ca++-Konzentration von 1 mM im Außenmedium und 5 " 10-8
M in der Zelle (Hildebrand & Dryl, im Druck) liegt das theoreti-
sche Gleichgewichtspotential für Ca++ bei +123 mV . Bei einem
mittleren Ruhepotential von -32 mV müßte man eine Zelle also um
155 mV depo'_arisieren, um das Gleichgewichtspotential zu errei-
chen . Der Bereich zuverlässiger Messungen endet jedoch :a . 50
bis 70 mV unterhalb ieser Spannung . Abb . 15 zeigt die bpannungi-
abhängigkeit der Ca++-Ströme von 5 Zellen im Vergleich . Im Gegen-
satz zu den frühen Strömen zeigen die Ca++-Ströme keine Tendenz,
innerhalb des Meßbereichs ihre Richtung umzukehren .

3 .1 .2

	

Messungen an der Defektmutante CNR

In Abb . 16 ist eine Meßreihe an einer CNR-Mutante dargestellt .
Meßbare Einwärtsströme treten nicht auf ; die K+-Ströme sind in
der Regel kleiner als beim Wildtyp . Letzteres erklärt sich da-
durch, daß die Zellen des Wildtyps im Mittel größer sind als die
Mutanten (Länge der CNR-Zellen : 160 )um ± 10 % ; Länge der Wild-

Stromamplituden zweier Zellen bei gleicher Depolarisation von-

typ-Zellen : im Mittel 200 )um ; vgl . Abschnitt 2 .1 .3) . Über die
Normierung mit dem Computer-Programm (vgl . Abschnitt 2 .6) ist
eine Subtraktion jedoch auch dann durchführbar, wenn sich die
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Abb . 16 : membranströme einer
CNR- Zelle, Die Zahlen geben
die Höhe der Depolarisation
in mV an .

Abb . 17 zeigt das Ergebnis einer solchen Subtraktion . Subtrahiert
wurden die Ströne einer hutante (Abb . 16) von denen einer Wild-
typ-Zelle (Abb . 12A), Einen direkten Vergleich dieses Verfahrens
mit dem in Abschnitt 3 .1 .1 dargestellten ermöglicht Abb . 18, Bis
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Abb . 17 : Einwärtsströme nach Subtraktion der K + -Ströme einer
CNR-Zelle (Abb . 16) von den Summenströmen einer Wildtyp-Zelle
(Abb . 12A), Die Zahlen geben die Depolarisation der Wildtyp-
Zelle in mV an . Subtrahiert wurden die CNR-Ströme, die als Fol-
ge einer Depolarisation um 0, 10, 20, 30, 40, SO und 60 mV auf-
traten,

zu einer Depolarisation von 44 mV liefern beide Methoden ähnli-
che Ergebnisse . Oberhalb dieses Bereichs streuen die Einzelwer-
te, die durch Subtraktion der CNR-Membranströme ermittelt wurden,
deutlich stärker als die aus den Vorpulsversuchen, Das Doppel-
pulsverfahren, bei dem Ströme derselben Zelle in die Berechnung
eingehen, liefert offenbar genauere Ergebnisse .
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3 .1 .3

	

Versuche mit Skorpion-Toxinen

0

Abb . 18 : Vergleich der Ergebnisse aus beiden Subtraktionsverfah-
ren . Von den Summenströmen einer Zelle (Abb . 12A) wurden einmal
die K+-Ströme subtrahiert, die in einer Vorpulsserie (Abb . 12B)
an derselben Zelle gemessen wurden (p ; vgl . Abb . 14), zum ande-
ren die K +-Ströme einer CNR-Zelle ( 0 ; Abb . 16) .

Bei der Bestimmung des Ca++-Stroms mit Hilfe der Doppelpulsme-
thode führt das ungünstige Verhältnis zwischen Ca++- und K +-
Strömen bei höheren Depolarisationen zu einer starken Streuung
der Ergebnisse . Durch eine spezifische Hemmung der K +-Ströme
sollte sich diese Streuung verringern . Eventuell ließe sich dann
auch der meßbereich zu höheren Depolarisationen erweitern .

Der Einfluß des Toxins II-11 (vgl . Abschnitt 3 .1 .1) auf die K +-
Leitfähigkeit ist jedoch gering . Bei einer Konzentration von
10-6 M g die am Squid-Axon die späten Auswärtsströme um 75 % re-
duziert (Carbone, Wanke, Prestipino, Possani & Maelicke, 1982),
zeigt sich bei Paramecium kaum eine Wirkung (Abb . 19 A) .
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Abb, 19 : Wirkung der Skorpion-Toxine II-11 (K+ ) und II-9 (Ca++
auf den maximalen Ca++-Strom und die K+-Leitfähigkeit zu ver-
schiedenen Zeiten nach Zugabe . Es wurde auf die Werte der Vorpe-
riode in Standardlösung = 100 % normiert .



Messungen bei höheren Konzentrationen wurden aus folgenden Grün-
einen ist die Gewinnung des Toxins
pers . Mitteilung) . Zum anderen
zu wirken ; bei der untersuchten Kon-
maximalen Ca++-Stroms in etwa glei-
K+-Leitfähigkeit (Abb . 19A) .

den nicht durchgeführt . Zum
extrem aufwendig (Maelicke,
scheint es nicht spezifisch
zentration ist die Höhe des
chem Maße reduziert wie die

Ähnliche Ergebnisse lieferten die Versuche mit der Fraktion II-9 .

Von diesem Toxin wird vermutet, daß es spezifisch Ca++-Kanäle

blockiert (Maelicke, pers . Mitteilung) . Die Messung reiner K +-
Ströme nach Vergiftung der Ca++-Kanäle wäre für das Subtraktions-
verfahren interessant (vgl . Abschnitt 3 .1 .1) . Bei einer Konzen-
tration des Toxins von 10-6 M wird der maximale Ca++-Strom je-
doch nur um ca . 15 % reduziert . Auch dieses Toxin wirkt nicht
spezifisch : Die K+-Leitfähigkeit wird etwa um den gleichen Pro-
zentsatz reduziert wie der Ca++-Strom .

Versuche bei höheren Toxin-Konzentrationen sind nicht möglich,
da die Zellen oberhalb 10-6 M sehr schnell zerstört werden .

Die Wirkung des Toxins II-9 auf die Amplitude des maximalen
Ca++-Stroms und auf die K+-Leitfähigkeit ist voll reversibel .

3 .2

	

Membranstr6me nach Substitution von Ca++ im Außenmedium

Eine Verringerung der Ca++-Konzentration im Außenmedium unter
10-5 M führt zu einer schnellen Zerstörung der Zellen . Die untere

Grenze, bis zu der die Standardlösung ([Ca++ 1 o = 10-3 M) durch
eine Testlösung ohne Ca++ ausgetauscht werden kann, liegt somit
bei 1 %*

Zusätzlich zur Abnahme der Ca++-Konzentration werden die Zellen
bei einem Lösungswechsel durch die steigende Konzentration des
zu testenden zweiwertigen Ions belastet . Ordnet-man die unter-
suchten Ionen entsprechend ihrer Verträglichkeit, so ergibt sich
folgende Reihenfolge :

Ca++ = Mg++ > Sr ++	> (Ba++ )

	

> Co++ > Mn++ » Ni++

Ba++ ist
abhängt,
wenn das

in Klammern gesetzt, weil der Grad seiner Toxizität davon

wie die Zelle mit diesem Ion in Berührung kommt . Nur
Membranpotential während des Lösungswechsels auf den



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

Durch die Verträglichkeit der getesteten Ionen wird vorgegeben,
bis zu welchem Grad Ca++ ausgetauscht werden kann . Nur im Fall
von Mg++,

	

Sr++ und Ga++ war der Austausch bis auf

	

1 % möglich .

Das Membranpotential von P . caudatum hängt sehr von der äußeren
Kationen-Konzentration ab (Kamada, 1934 ; Naitoh & Eckert, 1968a ;
Naitoh, Eckert & Friedman, 1972) . Hierbei scheint die Abschir-
mung negativer Ladungen auf der Zelloberfläche eine entscheiden-
de Rolle zu spielen (Hook & Hildebrand, 1979 ; 1980 ; Eckert &
Brehm, 1979) . Ein Vorteil des Substitutionsverfahrens besteht
deshalb darin, daß die Konzentration an zweiwertigen Ionen im
Außenmedium konstant bleibt . Hierdurch sollten sich größere Ver-
schiebungen des Ruhepotentials vermeiden lassen, die eine Inter-
pretation der Versuchsergebnisse sehr erschweren würden (vgl .
Hagiwara, 1973) .

Weiterhin ist es für die Untersuchung permeierender Ionen wün-
schenswert, wenn die äußere Ca++-Konzentration möglichst weit
herabgesetzt wird .

Ein Nachteil des Verfahrens zeigt sich bei der Untersuchung von
Kationen, die den Einwätsstrom zu hemmen scheinen : Es läßt sich
schwer trennen, inwieweit die Herabsetzung des Ca++-Stroms in
einer Testlösung auf der Verminderung von Ladungsträgern oder auf
einer Hemmung durch das Testion beruht . Vergleichsmessungen ohne
Testion bei entsprechend erniedrigten Ca ++-Konzentrationen helfen
nicht weiter . Das Membranpotential wäre - im Gegensatz zu den
Substitutionsversuchen - stark in negative Richtung verschoben
(Naitoh, 1974) und ein Vergleich der Ergebnisse schwierig .

3 .2 .1 Sr ++

Bei der Überführung der Zellen in die Sr ++-Lösung ändern sich
Ruhepotential und Membranwiderstand kaum (OV M = - 1,2 mV ; Stan-
dardabweichung = s = 5,3 mV ; AR M = -9,5 % ; s = 30 % ; n = 3) .
Eine Verschlechterung des Gesamtzustands tritt auch nach länge-
rer Verweildauer (>1/2 h) nicht ein .
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In Abb, 20 sind die membranströme einer Zelle in Standardlösung
und in Sr ++-Lösung gegenübergestellt, In der Höhe der Einwärts-
ströme unterscheiden sich beide Serien wenig . Die Endamplituden
der Auswärtsströme stimmen ebenfalls gut überein . Die Aktivie
rung der Einwärtsströme scheint in Sr ++-Lösung etwas langsamer
zu erfolgen als in Standardlösung (Saimi & Kung, 1982) . Der auf-
fälligere Unterschied besteht jedoch in der Dauer der Einwärts-
ströme . Bei Depolarisationen um 30 mV lassen sich die Zeitab-
hängigkeiten am besten miteinander vergleichen : Während der Ein-
wärtsstrom in Ca++-Lösung bereits nach 8 bis 10 ms vorüber ist,
hält der in Sr ++-Lösung etwa um den Faktor 4 länger an (Eckert &
Brehm, 1979),

Das Fehlen von 'tail currents' (vgl . Abschnitt 3,2 .2) in der Sr ++ -

Lösung ist ein sicheres Zeichen dafür, daß am Ende des Spannungs-
sprungs keine meßbare Leitfähigkeit des spannungsabhägigen Ca
Kanals besteht, Dies ist Voraussetzung für die Anwendung des
Subtraktionsverfahrens (s .u .) .

Der direkte Vergleich von Einwärtsströmen ist bei höheren Depo-
larisationen nur nach Subtraktion der K+-Ströme derselben Zelle
möglich . Eine Vorpulsserie könnte möglicherweise auch in Sr ++-
Lösung die hierfür notwendigen Auswärtsströme liefern, obwohl
der Ca++-Kanal in dieser Lösung nicht in gleichem maße inakti-
vierbar ist, wie in der Standardlösung (Brehm & Eckert, 1978b ;
Eckert & Brehm, 1979) . Sicher ist die Messung reiner K +-Ströme
aber in der Vorperiode von Sr ++-Versuchen (in Standardlösung)
möglich . Da Versuche mit Vorpulsen jedoch erst zu einem späteren
Zeitpunkt durchgeführt werden konnten, liegen entsprechende Er-
gebnisse nicht vor,

Die Verrechnung von Strömen, die an verschiedenen Zellen gemes-
sen wurden, führt leicht zu fehlerhaften Ergebnissen (vgl . Ab-
schnitt 3,1,2), Offenbar gibt es auch bei gleicher Depolarisa-
tion zellspezifisch Unterschiede in der Kinetik, mit der die Ak-
tivierung der K+-Ströme erfolgt, Um einen Fehler möglichst gering
zu halten, wurde deshalb folgendermaßen verfahren : Aus den Ver-
suchen in Standardlösung, in denen Vorpulsserien gemessen wurden,
wurde jeweils der Versuch ausgewählt, dessen Summenströme am
besten mit denen aus der Vorperiode (in Standardlösung) eines



4e_j

r

20 ms

40 nA

r

r

Abb . 20 : Vergleich der membranströme einer Zelle in Standard-
lösung (links) und Sr++-Lösung (rechts) . Die Zahlen geben die
Höhe der Depolarisation in mV an .
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Sr ++-Versuches übereinstimmten . Für 2 der 3 durchgeführten Sr ++-

Versuche fanden sich auf diese Weise (fast) deckungsgleiche Re-
gistrierungen . Von den Strömen 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 : Einwärtsströme in Ca++-Lösung (ausgefüllte Symbole)
und Sr ++-Lösung (offene Symbole) von drei Zellen im Vergleich,

die Einwärtsströme in Ca++- und in Sr ++-Lösuno errechnet,

In Abb . 21 sind die Ströme einer Meßreihe in Sr ++-Lösung dar-
gestellt, die nach dem oben geschilderten Verfahren bestimmt
wurden . Die Einwärtsströme halten fast bis zum Ende des 60 ms-
dauernden Pulses an, In den ersten Millisekunden treten gelegent-
lich kleine Auswärtsströme auf, bei denen es sich jedoch sehr
wahrscheinlich um Streuungs-Artef ekte handelt (s .o .) .

Während der frühe Strom in Sr ++-Lösung bei einer Depolarisation
von 60 mV bereits seine Richtung umgekehrt hat, treten berechnete
Sr ++-Ströme über den gesamten Meßbereich auf .

Abb . 22 zeigt die reinen Einwärtsströme in Ca++- und in Sr ++-

Lösung von drei Zellen im Vergleich . Obwohl die Werte der Sr ++-

Serien im oberen Spannungsbereich stärker streuen als die der
Ca++-Serien, ergibt sich annähernd die gleiche Verteilung . Ins-
besondere in Bezug auf Amplitude und Lage der maximalen Einwärts-



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

3,2,2

	

Ba++

-56-

In den Versuchen mit Ba++ blieben die Paramecien beim Lösungs-
zwischen Vor- und Hauptperiode auf das Ruhepotential ge-
Die spannungsabhängigen Ca++-Kanäle können sich so nicht
Auf diese Weise kann man verhindern, daß die Zellen

sich in Ge-
können . Angaben

Wechsel
kl emmt,
öffnen,
durch spontane Depolarisationen zerstört werden, die
genwart von Ba++ über mehrere Sekunden hinziehen
über Ruhepotential und -widerstand in Ba++-Lösung sind deshalb
jedoch nicht möglich .

Die Membranströme einer Zelle in Ca++- und in Ba++-Lösung sind
Abb . 23 gegenübergestellt, Wie man an den Registrierungen in
Standardlösung sieht, ist bei einer Depolarisation um 25 mV der
Auswärtsstrom noch relativ klein . Unter der Annahme, daß sich
daran in Ba ++-Lösung nichts ändert, lassen sich die Einwärts-
ströme in beiden Lösungen bei dieser Spannung direkt miteinander
vergleichen, man sieht, daß der Ba++-Strom bis zum Ende des 60 ms
dauernden Pulses anhält und seine Amplitude bis dahin kaum
ringert (vgl . Eckert & Brehm, 19?9),

ver-

in

Für eine deutliche Ba++-Leitfähigkeit gegen Ende der Pulse spre-
chen auch die 'tail currents', die in allen Ba++-Serien nach
Repolarisation auf das Haltepotential auftreten . In Standardlö-
sung werden weder Einwärts- noch Auswärts-'tail-currents' gemes-
sen . Bei den einwärts gerichteten 'tail currents' in Ba++-Lösung
sollte es sich also um Ba++-Ströme handeln, Die zeitliche Ab-
nahme der 'tail currents' erfolgt exponentiell mit einer Zeit-
konstanten zwischen 6 und 8 ms, die unabhängig von der Höhe der
vorangegangenen Depolarisation ist . Da nach jedem-Spannungspuls
auf dasselbe Haltepotential repolarisiert wird, ist die treibende
Kraft für die Ba++-'tail currents'

	

(EBa - U m ) konstant und unab-
hängig von der Spannungsamplitude des vorangegangenen Pulses .
( Für eine konstante Ba++-Konzentration im Innern der Zelle und
somit einen konstanten Wert für E Ba spricht die Tatsache, daß sich
die Amplitude der Ba++-Ströme im Verlauf einer Depolarisation
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Abb . 24 : Abhängigkeit der Ba++-Leitfähigkeit (gB a ) von der Höhe
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 gBa max, Kurvenan-
passung von Hand . Weitere Erläuterungen im Text .

nicht wesentlich verringert . Weiterhin führen wiederholte, glei-
che Depolarisationen zu Ba ++-Einwärtsströmen konstanter Ampli-
tude . ) Die Höhe der Ba++-'tail currents' sollte also der Ba++-

Leitfähigkeit zu Ende des Spannungspulses direkt proportional

Abb . 23 : Vergleich der membranströme einer Zelle in Standard-
lösung (links) und in Ba++-Lösung (rechts) . Die Zahlen geben die
Höhe der Depolarisationen in mV in beiden Serien an, mit der
Rückkehr auf das Ruhepotential nach Depolarisationen größer als
15 mV treten in der Sa++-Lösung deutliche 'tail currents' (Pfeil)
auf .
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Abb . 25 : Einwärtsströme in Ca++-Lösung (ausgefüllte Symbole)
und in Sa++-Lösung (offene Symbole) von drei Zellen im Ver-
gleich . Weitere Erläuterungen im Text .
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Beziehung dieser Leitfähigkeit zur Höhe der Depolarisation wäh-
rend des vorangegangenen Pulses dargestellt . Die Amplitude der
Ba++-'tail currents' wurde 3 ms nach Ende der Pulse gemessen, um
Einflüsse kapazitiver Ströme gering zu halten . Es wurde jeweils
auf die Werte bei den höchsten Depolarisationen (=1) normiert .
Bei Depolarisationen von 30 bis 35 mV, bei denen in Standard-
lösung der maximale Ca++-Strom auftritt, beträgt die Ba++-Leit-
fähigkeit 80 bis 90 % und nähert sich bei höheren Spannungen
langsam dem maximalen Wert . Bei einer Depolarisation um 20 mV
ist etwa 50 % der Ba++-Leitfähigkeit aktiviert . In Standardlösung
ist etwa bei dieser Spannung der halbmaximale Ca++-Strom zu be-
obachten (Abb . 15) .



In Abb . 25 wird eine Abschätzung der Ba++-Ströme versucht . Die
ausgefüllten Symbole geben die Höhe des Ca++-Stroms aus den Vor-
perioden an . Die offenen Symbole stellen die Amplitude des Ba++-

Stroms unter der Annahme dar, daß sich die K +-Ströme in Vor- und
Hauptperiode nicht unterscheiden . Der tatsächliche Einwärtsstrom
liegt mit Sicherheit zwischen diesen Werten und den entsprechen-
den Summenströmen, da der K +-Strom nicht kleiner als Null sein
kann . Diese Spanne ist durch die senkrechten Balken gekennzeich-
net, man sieht, daß nur in dem Bereich sichere Aussagen möglich
sind, in dem die Auswärtsströme viel kleiner sind als die Ein-
wärtsströme, d .h . bis maximal +30 mV, Bis zu dieser Spannung
sind die Ba++-Ströme oft größer als die Ca++-Ströme (Saimi &
Kung, 1982) . Dadurch, daß die Maxima der Ströme in Ba++-Lösung
jedoch zu einem viel späteren Zeitpunkt auftreten, als die in
der Ca++-Lösung, ist ein Vergleich der Ergebnisse und damit eine
Interpretation schwierig,

3 .2 .3 Mg++

- 60 -

Die Aktivierung der Einwärtsströme zu Beginn einer Depolarisa-
tion erfolgt in Ba++-Lösung deutlich langsamer als in Ca++-Lö-
sung (Saimi & Kung, 1982) .

Die Spannung, bei der der frühe Strom seine Richtung umkehrt,
ist in Ba++-Lösung im mittel 15 mV negativer als in Standard-
lösung .

Dadurch, daß der Ba++-Strom bis zum Ende des Pulses offenbar
nicht (vollständig) inaktiviert ist, liegen keine Informationen
über die Höhe des K+-Stroms zu diesem Zeitpunkt vor . Ein Sub-
traktionsverfahren ist deshalb nicht möglich . (fit den Amplitu-
den der K+-Ströme aus der Vorperiode (Standardlösung) kann man
aus folgendem Grund nicht arbeiten : Ba++ ist auch dann relativ
toxisch für die Zellen, wenn das membranpotential konstant ge-
halten wird, und bereits eine leichte Schädigung der Zelle setzt
erfahrungsgemäß den K+-Strom erheblich herab . Die K+-Ströme der
Hauptperiode sind also möglicherweise von denen der Vorperiode
verschieden .

Beim Übergang von Standardlösung auf mg++-Lösung ändern sich
Ruhepotential und -widerstand im mittel nicht (AV M = -1 mV ;
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Abb, 26 : Der maximale Einwärts-
strom in Standardlösung (S1 =
Vorperiode, S3 = Nachperiode)
und Mg ++-Lösung (S2 = Hauptpe-
riode), Es wurde auf die Werte
der Vorperiode (= 100 %) nor-
miert, Die Zahlen an der Basis
der Balken für S2 und S3 geben
die Anzahl der Messungen an,

s = 7 mV ; AR M = + 0,5 % ; s = 13 % ; n = 6), Die Mg++-Lösung wird
von den Zellen ebensogut vertragen wie die Standardlösung .

In den meisten Versuchen tritt in Mg++-Lösung kein meßbarer Ein-
wärtsstrom 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 K+-Ströme
in Mg ++-Lösung bereits bei kleineren Depolarisationen als in
Standardlösung . Auch die Amplitude der K+-Ströme ist in Mg++-

Lösung meist erhöht . Die Streuung der Ergebnisse aus verschiede-
nen Versuchen ist jedoch für eine gesicherte Aussage zu groß .

Abb . 27 zeigt, wie sich die Höhe des maximalen Einwärtsstroms
Mit dem Verhältnis von Mg++ /Ca ++ im Außenmedium ändert . In diesem
Einzelversuch wurde zunächst Ca++ durch Mg++ ersetzt und während
des Austauschs zu verschiedenen Zeiten der maximale Einwärts-
strom bestimmt (ausgefüllte Kreise ; normiert wurde auf den Wert
der Vorperiode) . Nachdem die Standardlösung bis auf 1,5 % ausge-
tauscht war ( [ Mg++ ] o = 0 9 985 mM ),

	

erfolgte ein erneuter Lösungs-
wechsel von Mg ++-Lösung auf Standardlösung (offene Kreise),

In den ersten 5 Minuten nach Umschalten auf die neue Lösung sind
zuverlässige Angaben zum Konzentrationsverhältnis wegen der



rasch erfolgenden Änderungen (Abb . 4B) nur bedingt möglich . Nach
dieser Zeit ist eine Lösung jedoch bis auf etwa 15 % ausgetauscht,
Für den mittleren Konzentrationsbereich liegen deshalb keine
Werte vor,

3,2 .4

	

Co++

In den Versuchen mit Co++ wurde die Wirkung von zwei Testlösun-
gen untersucht . Bei der einen ist die Hälfte des Ca++ durch Co ++

ersetzt (Lösung A), bei der anderen 90 % (Lösung B) . Das Ionen-
verhältnis in Lösung B stellt die obere Grenze dar, bis zu der
Ca++ durch Co++ ersetzt werden kann, ohne daß die Zellen zerstört
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Abb . 27 : Der maximale Einwärtsstrom in Abhängigkeit vom Verhält-
nis [Mg ++] 0/[Ca++] 0 . Im gleichen maß e wie sich die Konzentration

von Mg++ erhöht,

	

nimmt die Konzentration von Ca++ ab ([X ++] o =
const, = 1mM) .
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S1 und S3 : Messungen in der Vor- und Nachperiode, S2 : Hauptperio-
de (Testlösungen : [Ca++ ] und [Co++ ] o jeweils 0,5 mM in A und B ;
[ Ca++ ] o

	

= 0,1

	

mM

	

und

	

[ Co'+ ] o

	

= 0,9 mM

	

in C

	

und D) .

	

Die

	

Zahlen an
der Basis der Balken geben die Anzahl der Messungen an,

werden,

In Lösung A und B ist das Ruhepotential deutlich positiver als
in Standardlösung (Lösung A : AV M = +10 mV in beiden Versuchen ;
Lösung B : AV M = +9,5 und +12 mV) . Diese Verschiebung ist reveri-
bel . Allerdings konnte zu beiden Testlösungen nur jeweils in
einem Versuch eine Nachperiode (in Standardlösung) gemessen
werden .

Der Membranwiderstand ist in Lösung A erhöht (AR M = +33 und
+58 %) . Dieser Effekt ist reversibel (Einzelversuch) . Die Wider-
standswerte in Lösung B weichen für eine gesicherte Aussage zu
stark voneinander ab (AR M = -31 und +6 %),

In Lösung A ist der Einwärtsstrom im Vergleich zur Standardlö-
sung um die Hälfte reduziert, in Lösung B tritt kein meßbarer
Einwärtsstrom auf (Abb . 28) .

Lösung A reduziert die K+-Leitfähigkeit im Mittel auf etwa 60 %,
Lösung B auf ca . 50%,

Der Einfluß der Lösungen A und B auf den Einwärtsstrom ist (fast
vollständig) reversibel, Das gleiche gilt für die Reduktion der
K+- Leitfähigkeit in Lösung A, Die durch Lösung B herabgesetzte
K+- Leitfähigkeit erholt sich in der Nachperiode jedoch nicht .

3,2 .5

	

Mn++

In Abb . 29 ist die Wirkung einer Ca++-Mn ++-Lösung auf den maxi-
malen Einwärtsstrom und die K+-Leitfähigkeit dargestellt . Die
Konzentration beider Ionen in dieser Lösung betrug 0,5 mM . Der
Einwärtsstrom ist auf etwas über 50 %, die K +-Leitfähigkeit auf
ca. 70 % reduziert .

Abb . 28 : Die Wirkung von zwei Co ++-Ca ++-Lösungen auf den maxima-
len Einwärtsstrom (A und C) und die K+-Leitfähigkeit (B und D),
Es wurde jeweils auf die Werte der Vorperiode (= 100 %) normiert,
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Abb, 29 : Einzelversuch zur Wirkung einer Ca++-mit++-Lösung (Kon-
zentration beider Ionen = 0,5 mm) auf den maximalen Einwärts-
strom und die K+- Leitfähigkeit,
S1 : Vorperiode in Standardlösung
S2 : Hauptperiode in Ca++-Mn++-Lösung
Es wurde jeweils auf den Wert der Vorperiode (= 100 %) normiert,

Eine Substitution von Ca++ über das angegebene Verhältnis hinaus
ist nicht möglich, ohne die Zellen in kürzester Zeit zu zerstö-
ren . Auch die verwendete Ca++-Mn++-Lösung führte bei fast allen
Zellen zu einer schnellen Zerstörung . Zu Mn++ 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
Übergang auf die Testlösung um 10 mV in positive Richtung . Der
Ruhewiderstand war im Vergleich zur Vorperiode um 23 % erhöht .

3,2 .6

	

Ni++

Die Toxizität von Ni++ ist noch deutlich höher als die von Mn ++ .



In den Additionsversuchen (vgl, Abschnitt 3,3,3) stellte sich
später heraus, daß die obere Ni++-Konzentration, die von den
Paramecien in den Versuchen vertragen wird, bei 50 NM liegt,
Selbst bei dieser geringen Konzentration müssen Lösungswechsel
und die anschließenden Messungen schnell erfolgen, um einer

Schädigung der Zellen zuvorzukommen,

Im Substitutionsverf ahren wurde versucht, die Standardlösung
durch eine Ca++-Ni++-Lösung zu ersetzen (Konzentration jeweils
0,5 mM), Die Zerstörung der Zellen war jedoch auch dadurch nicht

zu verhindern, daß die Membran während des Lösungswechsels auf
das Ruhepotential geklemmt blieb (vgl . Ba++ ; Abschnitt 3,2,2),
Zur Wirkung von Ni ++ liegen deshalb keine Versuche nach dem Sub-
stitutionsverfahren vor .

3,3

	

Membranströme nach Addition zweiwertiger Ionen zur
Standardlösung

Bei der Mehrzahl der untersuchten Ionen zeigt sich im Substitu-

tionsversuch eine deutliche Herabsetzung des Einwärtsstroms . In
Versuchen mit verschiedenen Kationen ist dieser Strom bei glei-
chem Austausch von Ca++ unterschiedlich stark reduziert, Die Ver
mutung lag daher nahe, daß als Ursache hierfür - 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 Einwärtsstrom bei verschiedenen Konzentratio-
nen getestet, während die Anzahl an Ladungsträgern konstant
blieb ([Ca++ ] o = 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, daß der Ca++-Strom
in vielen Systemen nicht linear mit der Anzahl an Ca++-Ionen im
Außenmedium steigt (Hagiwara & Byerly, 1981 ; Satow & Kung, 1979) .
Vielmehr sättigt dieser Strom bei steigender Ca++-Konzentration
mit einer Abhängigkeit, die sich am Balanus-Muskel durch einen
Michaelis-Menten-Ausdruck beschreiben läßt (Hagiwara & Takahashi,
1967), Hierbei werden Ca++ -Pore und -Ionen wie ein Enzym-Substrat-
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Komplex behandelt . Man hat die Vorstellung, daß Ca++(und andere
Ionen) vor dem Durchtritt durch die Pore zunächst an der Außen-
seite gebunden werden muß (siehe Hagiwara, 1975) :

IC .'

	

=

	

ICa
max

	

" C

C

	

+

	

KCat

C ist die Ca++-Konzentration im Außenmedium und ICamax stellt
den Grenzwert von I ' bei hohen Ca++-Konzentrationen dar . KCa

	

Ca
ist die Bindungskonstante für Ca++ an die Pore und entspricht
der Ca++-Konzentration, bei der gilt :

m ax
ICa = 1/2 ICa

Geht man von einer kompetitiven Hemmung aus, so läßt sich der
Einwärtsstrom in Gegenwart eines Inhibitors durch folgenden Aus-
druck beschreiben (Hagiwara & Takahashi, 1967) :

I Ca

	

-
_

	

ICa
max

	

"

M entspricht der Konzentration des Inhibitors, K m seiner Bindungs-
konstanten .

Bei gleicher Ca++-Konzentration läßt sich für das Verhältnis der
Ca++-Ströme ohne und mit Inhibitor folgende Beziehung errechnen :

Hierbei ist

(Hagiwara & Takahashi, 1967) .

M
C

	

+

	

(1

	

+

	

)

	

KCa 'Km

KCa

C

Aus praktischen Erwägungen wird im folgenden eine leicht verän-
derte Symbolik benutzt :



= maximaler Einwärtsstrom aus der Strom-Spannungs-
Kennlinie einer Zelle

= maximaler Einwärtsstrom der gleichen Zelle in Gegen-
wart eines Inhibitors

[m++]0

	

= Konzentration des Inhibitors
Km	= Bindungskonstante des Inhibitors an den Ca++-Kanal

I Ca max

I Ca max

0

[Ca++ ] 0

	

= Ca++-Konzentration
K Ca

	

= Bindungskonstante für Ca++ an den Kanal

Es gilt also :

3 .3 .1

	

Co++

I

	

[Ca max

	

m++] o
° = 1 +-

L Ca++1 0Km~
= Km( 1+ )

KCa

Trägt man das Verhältnis I Ca max /I Ca max gegen die Inhibitor-
0

Konzentration auf, so sollte man also im Fall einer kompetitiven
Hemmung eine Gerade erhalten . Bei der Inhibitor-Konzentration 0
ist I Ca max / I Ca max 1 . Die Steigung der Geraden entspricht dem

0
Wert für KM ' . Diese Größe enthält neben der tatsächlichen Bin-
dungskonstanten den Ausdruck (1 + [Ca++]0/KCa) . Ohne Kenntnis
von K Ca ist die absolute Größe von Km also nicht bestimmbar .

mit steigender CoC1 2-Konzentration wird das Ruhepotential zuneh-
mend positiver . Bei 0,5 mm beträgt die Verschiebung etwa 12,5 mV
(10,5 und 14,5 mV) .

Der membranwiderstand bei dieser Konzentration ist im mittel
gegenüber der Vorperiade erhöht (+21 % ; s = 40 % ; n = 3) . Diese
Erhöhung ist jedoch nicht signifikant .

In Abb . 30 ist das Verhältnis I Ca max ./ I Ca max in Abhängigkeit

von der CoC12Konzentration dargestellt . Die Beziehung ist linear .
Der Korrelationskoeffizient ist 0,87 . Aus der Steigung der Re-
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Abb . 30 : Abhängigkeit des maximalen Ca++-Einwärtsstroms von der
00012Konzentration ([Ca++ ] o = 1 mM) . Gleiche Symbole bei Mes-
sungen an derselben Zelle . Weitere Erläuterungen im Text,

gressionsgeraden läßt sich

K C . ,

	

=

	

0,7

	

mm

Zum Einfluß von Co++ auf die K +-Leitfähigkeit bei Erregung wird
auf Abschnitt 3,2 .4 verwiesen, ebenso zur Reversibilität seiner
Wirkung auf membranströme, Ruhewiderstand und -potential .

Abb . 31

	

zeigt den Einfluß von mnC1 2 auf den Ca ++-Einwärtsstrom .
Die Werte streuen stärker als die aus den Co++-versuchen . Die
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Abb . 32 : Einzelversuch zur
Reversibilität der Mn++-Wir-
kung auf den maximalen Ein-
wärtsstrom, In S1 und S3
Standardlösung, in S2 Stan-
dardlösung + MnCl 2 (0,5 mm),
Es wurde auf den Wert der

S1

	

S2

	

S3

	

Vorperiode (= 100 %) normiert,

Abb . 31 : Einf luß von MnC1 2 verschiedener Konzentration auf den

maximalen Ca++-Einwärtsstrom (gleiche Auftragung wie in Abb, 30 ;
[Ca++ l o = 1 mM), Gleiche Symbole bei Messungen an derselben Zelle .



Ursache liegt vermutlich in der höheren allgemeinen Toxizität
der Substanz (vgl . Abschnitt 3 .2 .5) . 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

KMn ' = 1, 19

In Gegenwart von 0,5 mM MnC1 2 ist das Ruhepotential in positive
Richtung verschoben (AV M = +8,5 und +10 mV) . Der Membranwider-
stand ist leicht erhöht (AR M = +14 und +31 %)

Die Herabsetzung des Ca++-Einwärtsstroms durch 0,5 mM MnC1 2 ist

voll reversibel (Abb . 32) . Das gleiche gilt für die Verschiebung
des Ruhepotentials (Einzelversuch) .

0UH

0 10 20 30 40 50,uM
[ NiCl2 ] o

Abb . 33 : Abhängigkeit des maximalen Ca++-Einwärtsstroms von der
NiCl 3-Konzentration (gleiche Auftragung wie in Abb . 30 und 31 ;
[Ca+ ] o = 1 mM) . Alle Messungen erfolgten an verschiedenen Zellen .



3 .3 .3

	

Ni++

c
Y

100

50

0
0

	

20

	

35

	

50 jiM (NiC121 0

Abb . 34 : Einfluß von N'C1 2 verschiedener Konzentrationen auf
die K+-Leitfähigkeit . Es wurde auf den Wert der Vorperiode
(= 100 %) normiert, Die Zahlen an der Basis der Balken geben
die Anzahl der Messungen an,

Bis zur maximalen untersuchten Konzentration von 50 MM wird der
Ruhewiderstand durch N'C1 2 nicht beeinflußt .

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

Abb . 33 zeigt die Abhängigkeit des Einwärtsstroms von der äuße-
ren NiC12Konzentration, Aus der Steigung der Regressionsgeraden
(Korrelationskoeffizient = 0,96) ergibt sich der Wert

K Ni ' = 0,24 mM

Im untersuchten Konzentrationsbereich zeigt NiC1 2 keinen deutli-
chen Einfluß auf die K+-Leitfähigkeit (Abb . 34),

Zur Reversibilität der Wirkung von NiC1 2 sind keine Angaben mög-
lich, Selbst bei der kleinsten getesteten Konzentration (20 MM)



verschlechterte sich der Zustand der Zellen zusehends . Auch eine

schnelle Rückführung in Standardlösung blieb ohne Erfolg : Die
Messung einer Nachperiode gelang nicht .

3 .4 Bindungskonstanten

Wie in den Abschnitten 3 .3 .1 bis 3 .3 .3 dargestellt, wurden für

Co++, Mn++ und Ni ++ folgende KM '-Werte bestimmt :

K 'Co

KMn
K Ni..'

- 7 3 -

0,7 mM

1 9 19 mM

0, 24

	

mM

Dadurch, daß der Faktor (1 + [Ca++ ] o/KCa ) in allen Additionsver-
suchen identisch ist, ist das'Verhältnis der KM-Werte gleich dem
der KM '-Werte :

K Ni

	

:

	

KCo

	

:

	

KMn

	

=

	

1

	

:	3

	

:	5

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

3 .4 .1

	

Abhängigkeit des Einwärtsstroms von der Ca++-Konzentr a-

tion im Außenmedium

Um die Bindungskonstante für Ca++ zu bestimmen, wurde in einer
Versuchsserie die Abhängigkeit des maximalen Einwärtsstroms von
der äußeren Ca++-Konzentration untersucht . Die Ca++-Konzentra-

tion wurde nur in einem engen Bereich von 0,33 bis 2 mM variiert .

Hierdurch sollten Verschiebungen des Ruhepotentials möglichst
zwischen -6,5 und +4 mV im
stimmen somit genau mit den

klein gehalten werden . Diese lagen
untersuchten Bereich (Abb . 36) und
Werten von Naitoh (1974) überein .

Bei Veränderungen der Ca++-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, daß der Einfluß auf den maximalen Ca++-Einwärtsstrom

im untersuchten Konzentrationsbereich nicht, oder nur zu einem
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Abb, 35 : Lineweaver-Burk-Diagramm zur Abhängigkeit des maximalen
Einwärtsstroms von der äußeren Ca++-Konzentration . Erläuterungen
im Text .
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Abb, 36 : Änderungen des Ruhepotentials in Abhängigkeit von der
Cac1 2-Konzentration . Normiert wurde auf die V m-Werte in Standard-
lösung (OVM = 0), Die durchgezogene Linie ist die berechnete Re-
gressionsgerade . Die unterbrochene Linie gibt an, wie sich im
untersuchten Konzentrationsbereich das theoretische Gleichge-
wichtspotential für Ca++ (E Ca) ändert, Auch hier wurde auf den
Wert in Standardlösung normiert,

geringen Teil auf einer Abschirmung von Oberflächenladungen 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 Einwärtsstroms nach Nor-
mierung auf den Wert der Vorperiode (= 1) gegen den Kehrwert
der Ca++-Konzentration in mm, In dieser Darstellung läßt sich
die Bindungskonstante durch Extrapolation auf die Y-Achse bestim-
men . Die beiden Hyperbel-Äste umschließen den 95% Vertrauensbe-
reich (Sachs, 1974), mit dieser Wahrscheinlichkeit liegt die tat-
sächliche Bindungskonstante für Ca++ zwischen 128 MM (entspre-



chend -7,8 mm-1 ) und 37 MM (-27,1 mM-1 ) . Der Schnittpunkt der Re-
gressionsgeraden mit der Y-Achse ergibt den Wert K Ca = 78)uM .

3,4 .2

	

die Bindungskonstante für Mg++

Mit Mg++ wurden keine Additionsversuche durchgeführt, Die Bin-
dungskonstante wurde deshalb näherungsweise aus zwei Substitu-
tionsversuchen bestimmt, in denen Messungen bei kleinen Mg++-

Konzentrationen durchgeführt wurden, d .h . bei wenig veränderter
Ca

	

Konzentration . Betrachtet wird der Bereich bis zu einer
Mg

	

Konzentration von 145 MM (vgl . Abb . 27) . Die Abnahme der
treibenden Kraft für den Ca++-Einwärtsstrom um 1,6 % (bei einer
auf 855 MM herabgesetzten Ca++-Konzentration) wird vernachlässigt,

In Abb . 37 ist der Einfluß von Mg++ auf den Ca++-Einwärtsstrom
dargestellt, Die Regressionsgerade ist unterbrochen gezeichnet,
weil nur dann eine lineare Beziehung zwischen I

0
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Abb . 37 : Einfluß von Mg ++ auf den maximalen Ca++-Einwärtsstrom
(2 Versuche ; gleiche Auftragung wie in Abb . 30, 31 und 32) .
[Ca++ 1 o ist nicht konstant (siehe Text) .
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und [Mg+1 o besteht, wenn die Ca++-Konzentration unverändert
bleibt, Dies ist nur näherungsweise der Fall . Die Steigung der
Geraden (Korrelationskoeffizient = 0,87) ergibt

K
mg

' = 1,61 mM

Wegen der veränderten Ca++-Konzentration kann dieser Wert nicht
direkt in Bezug zu K Co ',

	

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 m-Werten
der anderen Ionen möglich .

Die Bindungskonstante für Mg ++ wurde mit einem Näherungsverfahren
bestimmt . Zur Unterscheidung werden deshalb die folgenden Angaben
zu mg ++ in Klammern gesetzt,

3 .4 .3

	

Co++, Mn++9

	

Ni++9 Mg++ und Ca++ :

	

Vergleich ihrer Kon-
kurrenz am spannungsabhängigen Ca++-Kanal

Um die absoluten Werte der Bindungskonstanten zu berechnen, wer-
den die in Abschnitt 3 .4.1 bestimmten Grenzwerte für K Ca (sowie
der mittlere Wert) herangezogen . Die Berechnung erfolgt nach der
Gleichung

Km

Obwohl sich die Grenzwerte für K Ca und somit auch die absoluten
K m-Werte der anderen Ionen etwa um den Faktor 3,5 unterscheiden,
wirkt sich dies auf die relativen Bindungskonstanten kaum aus .
Normiert man auf K Ni = 1, so liegt KCa zwischen 4,3 und 4,7, Die
Beziehung zwischen K Ni und K Co , sowie K Ni und Kmn ist von K Ca un-

m
1 + [ Ca++ ] /KCa

(Abschnitt 3,3),

Annahme K Ca 36 .9 Nm I K Ca 78,1 MM =
1 KCa 128 9 2 MM

daraus folgt : K Co 24 � 8 MM K Co = 50 9 7 MM KCo 79 1,2 MM
Km n 42 9 4 ~uM Kmn

= 86 9 2 MM K mn 135,4 MM

K Ni 8 9 6 )UM K Ni 17,4 )uM K Ni 27, 3 ~MM
( KM g 6 6 5,6 )um ) (KMg

= 134 9 8 MM) (KMg 210 � 0 MM



abhängig (Abschnitt 3 .4) . Es ergibt sich folgendes Verhältnis :

K Ca

	

:

	

Kmn

	

( :

	

mg)

	

=

4,5 :

	

5 ( : 8 )
KNi
1

nig beeinflußt wird .

3

3 .5

	

Hemmung des Ca++-Einwärtsstroms durch Co ++ und mit++ : Ver-
gleich der Ergebnisse aus Substitutions- und Additions-
versuchen

Sind die Bindungskonstanten bekannt, so läßt sich die Herabset-
zung des Einwärtsstroms durch hemmende Ionen auch für 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 für die Bindungskonstanten durchgeführt (Abschnitt 3 .4 .3) .

Bei Co ++- und Ca ++-Konzentrationen von jeweils 0,5 mm wäre ein
Rest-Einwärtsstrom von 42 bis 44 % zu erwarten . In den Substitu-
tionsversuchen wurden die Werte 42 % und 52 % gemessen (Abb . 28) .

Im Fall von mit++ (0,5 mm ; [Ca++ ] = 0,5 mm) errechnet sich eine
Herabsetzung des Einwärtsstroms im Vergleich zur Vorperiode auf
55 bis 57 % . Gemessen wurden 53 %.

Durch die Substitution veränderte sich das Ruhepotential in bei-
den Fällen um etwa +10 mV . Da der maximale Einwärtsstrom in den
Testlösungen jedoch bei der gleichen absoluten membranspannung
auftritt wie in Standardlösung (vgl . Abschnitt 2 .6), ist diese
Verschiebung des Ruhepotentials ohne Einfluß 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 Übereinstimmung von errechneten und gemessenen Werten spricht
dafür, daß der Ca++-Einwärtsstrom hierdurch vergleichsweise we-

Für die Co ++-Lösung B

	

(Co++ = 0,9 mm ;

	

Ca++ = 0,1

	

mm)

	

ist eine
solche Näherung offenbar nicht mehr zulässig : Vernachlässigt man
die Abnahme der treibenden Kraft um 23 % in dieser Lösung, so
wäre ein Rest-Einwärtsstrom von 9 bis 13,5 % zu erwarten . In den
Versuchen tritt jedoch kein meßbarer Einwärtsstrom auf .



4 Diskussion
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4 .1

	

Trennung von Einwärts- und Auswärtsströmen bei Erregung

Der Vorteil des Doppelpulsverfahrens bei der Trennung von Mem-
branströmen besteht darin, daß alle Messungen an derselben Zelle
erfolgen . Schwierigkeiten durch zellspezifische Unterschiede in
der Kinetik der Ca++- und K +-Ströme werden hierdurch ausgeschlos-
sen . Weiterhin lassen sich in Standardlösung Summenstrom und K +-
Strom im Abstand von nur wenigen Sekunden messen . Mögliche Ver-
änderungen eines Präparats im Verlauf eines Versuchs bleiben so
ohne Einfluß auf das Ergebnis der Subtraktion .

Die Trennung von Ca ++- und K+-Strömen nach dem Doppelpulsverf ah-
ren ist nur unter zwei Voraussetzungen zulässig . Zum einen darf
der K+-Strom im Hauptpuls durch den Vorpuls nicht verändert wer-
den . Zum anderen darf der Inaktivierungszustand des Ca++-Systems
nicht von der Höhe der Depolarisation im Hauptpuls abhängen .

Die Höhe des K+-Stroms am Ende einer Depolarisation wird durch
Vorpulse nicht beeinflußt . In Versuchen mit der Mutante CNR
zeigt sich weiterhin, daß auch die Kinetik der K +-Ströme durch
einen Vorpuls nicht verändert wird : Bei allen Depolarisationen
erhält man jeweils mit und ohne Vorpuls deckungsgleiche Registrie-
rungen . Die erste Voraussetzung ist also erfüllt .

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) unvollständig . Länge und Amplitude
des Vorpulses, sowie der Abstand zum Hauptpuls, wurde in den ei-
genen Versuchen so gewählt, daß eine möglichst vollständige In-
aktivierung des Ca++-Systems erfolgt . Bis zu einer Depolarisation
von etwa 30 mV im Hauptpuls bleibt der Grad der Inaktivierung
offenbar vollständig (siehe Abb . 12) . In Messungen ohne Vorpuls
tritt bei dieser Spannung der maximale Ca++-Strom auf (Abb . 14) .
Eine Veränderung des Inaktivierungszustands bei Depolerisationen
größer als 35 mV im Hauptpuls wäre möglich . Die tatsächlichen



Ca' - "-Ströme wären dann größer als die Einwärtsströme, die mit
dem Doppelpulsverf ahnen bestimmt wurden . Ein deutlicher Einwärts-
strom bei höheren Spannungen ist wegen der hohen Effektivität
der Vorpulse bis zu Depolarisationen von 35 mV im Hauptpuls je-
doch sehr unwahrscheinlich . In jedem Fall stellen die Einwärts-
ströme, die mit dem Doppelpulsverf ahnen bestimmt wurden, die un-
tere Grenze der tatsächlich auftretenden Ca++-Ströme 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 90 mV
noch recht genau, wenn man bedenkt, daß das Verhältnis I K /I Ca
bei diesen Spannungen bereits zwischen 15 und 25 liegt .

Wie die Auswertung der Sr ++-Versuche zeigte, ist die Verwendung
von Membranströmen verschiedener Zellen für das Subtraktions-
verfahren problematisch . Wenn man von den Summenströmen des
Wildtyps die K+-Ströme der CNR-Mutanten subtrahiert, so kommt er-
schwerend hinzu, daß die K +-Leitfähigkeit der Mutanten in der
Regel schneller aktiviert wird, als die des Wildtyps, Die Mem-
branströme von CNR-Mutanten sind deshalb für die Berechnung
schneller Ströme bei Depolarisationen größer als 40 bis 50 mV
unbrauchbar .

Oertel, Schein und Kung (1977) und Satow (1982) verwendeten die
Mutante "pawn", die der CNR-Mutante von P, caudatum entspricht,
für die Berechnung des Ca++-Stroms von P, tetraurelia, jedoch nur
bis zu Depolarisationen von 20 bzw . 40 mV . Ansonsten sind Sub-
traktionsverfahren mit Strömen von Ca++-Defektmutanten nur für
die Untersuchung langsamer Membranprozesse beschrieben worden,
die im Bereich von Sekunden ablaufen (Satow & Kung, 1980a ; b ;
Satow, 1982),

Eine zuverlässige Trennung der erregungsbedingten Membranströme
scheint somit bei höheren Depolarisationen nur mit Hilfe von
Messungen an derselben Zelle möglich zu sein . Die selektive
Blockierung der Ca++- oder der K+-Kanäle durch Hemmstoffe wäre
eine Möglichkeit der Trennung . Aus diesem Grund wurden die Ver-
suche mit den Fraktionen II-9 und II-11 aus dem Gift des Skorpi-
ons Cetruroides noxius durchgeführt, Die Wirkung beider Toxine
auf den erregungsbedingten Ca++- bzw . K+-Strom ist an Paramecium



4 .2 .1 Ca++-Strom

jedoch schwach und unspezifisch .

Injektion eines Cs-TEA-Gemisches in die Zelle ist zur Zeit das
wirksamste Verfahren zur Herabsetzung der K+-Leitfähigkeit am
Paramecium (Eckert & Brehm, 1979) . Mit dieser Technik läßt sich
g K auf etwa 25 % reduzieren, während der Ca++-Strom unbeeinflußt
bleibt (Brehm, Eckert & Tillotson, 1980) . Die Kombination dieser
Technik mit dem Doppelpulsverf ahren könnte eine deutliche Erwei-
terung des Meßbereichs für I Ca in Richtung auf das Ca++-Gleich-
gewichtspotential ermöglichen .

4 .2

	

Membranströme in Standardlösung

Wie ein Vergleich der Einwärtsströme zeigt, ist die Spannungsab-
hängigkeit, mit der der Ca++-Kanal seine Leitfähigkeit ändert,
in Ca++- und in Ba++-Lösung nahezu gleich (Abb . 25 ;

	

vgl . Saimi &
Kung, 1982 ; Satow, 1982) . Unter dieser Voraussetzung lassen sich
die Leitfähigkeiten des Ca++-Kanals für Ba++ in direkten Bezug

zu den Messungen in Standardlösung bringen . In Abb . 24 ist die
relative Leitfähigkeit der Zellmembran für Ba++ in Abhängigkeit
von der Höhe einer Depolarisation dargestellt .

Abb . 15 zeigt, daß bei Depolarisationen von etwa 20 mV der halb-

maximale Ca++-Strom auftritt . In guter Übereinstimmung hiermit
steht das Ergebnis, daß die Ca++-Kanäle bei dieser Spannung etwa
zur Hälfte aktiviert sind (Abb . 24) . Die Abnahme der treibenden
Kraft (= V M - E Ca ) um etwa 10 % bei dieser Depolarisation scheint
sich nicht auf den Ca++-Strom auszuwirken .

Bei Depolarisationen zwischen 30 und 35 mV tritt in Standardlö-
sung der maximale Einwärtsstrom auf . Die Leitfähigkeit des Ca
Systems hat bei dieser Spannung 80 bis 90 % 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, daß sich
die Leitfähigkeit des Ca++-Systems mit steigender Depolarisation
langsam an den maximalen Wert annähert .



Um das theoretische Gleichgewichtspotential für Ca++ zu erreichen,
müßte eine Zelle um 155 mV depolarisiert werden (siehe Abschnitt
3 .1 .1) . Wie Abb . 15 zeigt, nimmt die Amplitude der Einwärts-
ströme oberhalb AV = 30 mV mit zunehmender Depolarisation in
Richtung auf E Ca ab . Die Strom-Spannungs-Beziehung oberhalb 30 mV
ist dabei nicht linear, d .h . sie läßt sich nicht durch den Aus-
druck I Ca = gca "

	

( VM - ECa) beschreiben . Die Streuung der Er-
gebnisse bei höheren Spannungen ist sicher zu klein, um die Ab-
weichung von dieser linearen Beziehung zu erklären .

Eine Kurvenanpassung entsprechend der 9 constant-field'-Gleichung
(Hodgkin & Katz, 1949) ist ebenfalls nicht erfolgreich, da diese
Funktion zu steil verläuft . Die Einbeziehung von Oberflächenpo-
tentialen in die Gleichung (Meves & Vogel, 1973 ; Reuter & Scholz,
1977 ; DePeyer & Deitmer, 1980) führt zu keinem wesentlich verbes-
serten Ergebnis . Bei Depolarisationen oberhalb von 60 mV erfolgt
die Abnahme der Ca++-Ströme deutlich flacher als zwischen 35 und
60 mV . Abhängig von den eingesetzten Werten für Permeabilität
und Oberflächenpotential wird entweder der Bereich zwischen 35
und 60 mV gut beschrieben (dann verläuft 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
vollständige Anpassung einer Funktion an die Werte zwischen 35
und 105 mV ist also mit Hilfe der erweiterten 'constant-field'-
Gleichung ebenfalls nicht möglich .

In verschiedenen Präparaten ist der Ca++-Kanal für 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 für Ca++ liegen . Da in den
eigenen Versuchen bis zur oberen Grenze des Meßbereichs keine
Tendenz zur Umkehr des Ca++-Stroms (wesentlich unterhalb von E Ca)
zu erkennen ist, scheint der spannungsabhängige Ca++-Kanal von
Paramecium für K+-Ionen nicht permeabel zu sein .

4 .2 .2

	

Inaktivierung des Ca++-Systems

Es ist auffällig, daß die maximale Inaktivierung des Ca++-Systems
durch Vorpulse erreicht wird, die die Membran um 50 bis 60 mV de-
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polarisieren (Brehm & Eckert, 1978a ; b ; Brehm, Eckert & Tillot-
son, 1980), während der maximale Ca++-Strom bei Depolarisationen
zwischen 30 und 35 mV auftritt . Brehm, Eckert und Tillotson (1980)
diskutieren in diesem Zusammenhang, daß der maximale Ca++-Strom
möglicherweise erst bei höheren 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, daß der Grad der Inaktivierung dem
eingeströmten Ca++ direkt proportional ist . Es läßt sich ab-
schätzen, daß der tatsächliche Ca++-Strom von Paramecium unter
dieser Voraussetzung bei einer Depolarisation um 60 mV das 4-
fache des Wertes betragen müßte, der mit Hilfe des Subtraktions-
verfahrens für diese Spannung errechnet wurde . Die Inaktivierung
des Ca

	

Systems müßte hierzu von 100 % bei AV = 35 mV auf 25
bei OV = 60 mV abnehmen . Diese Möglichkeit erscheint nicht sehr
wahrscheinlich .

Der maximale Ca++-Strom tritt bei kleineren Depolarisationen auf
als die maximale Inaktivierung (s .o .) . Eine Erklärung für diesen
Befund ist unter der Annahme möglich, daß die vollständige In-
aktivierung des Ca ++-Systems nur dann erfolgen kann, wenn das
System zuvor maximal aktiviert war . Diese Annahme wird dadurch
gestützt, daß die Maxima von Leitfähigkeit (Abb . 24) und Inakti-
vierung (Brehm & Eckert, 1978a ; b ; Brehm, Eckert & Tillotson,
1980) bei der gleichen Depolarisation erreicht werden (OV etwa
60 mV) . Hiernach wäre der Einstrom von Ca++ bei Erregung für die
Inaktivierung ein notwendiges aber nicht hinreichendes Krite-
rium . Erst bei Depolarisationen größer als 60 mV, d .h . bei maxi-
maler Leitfähigkeit des Ca++-Systems, wäre die Inaktivierung
ausschließlich vom Ca++-Einwärtsstrom abhängig .

Im Subtraktionsverfahren wurde neben den maximalen Einwärtsströ-
men jeweils das Zeit-Integral der Ströme bestimmt, d .h . die La-
dung, die während einer Depolarisation in die Zelle gelangt . Die
Ergebnisse aus diesen Berechnungen streuen wesentlich stärker
als die Maxima der Einwärtsströme, in Standardlösung zeigt sich
jedoch eine ähnliche Abhängigkeit von der Membrenspannung . Die
Menge eingeströmter Ca++-Ionen ist dabei als Folge von Depolari-
sationen um 35 bis 40 mV am größten und nimmt bei höheren Span-
nungen - wie die Maxima der Ca++-Ströme - schnell ab . Die Mög-
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lichkeit, daß die maximale Inaktivierung bei Depolarisationen
um 60 mV aftritt, weil bei dieser Spannung die Menge eingeström-
ter Ca++-Ionen am größten ist, kann deshalb ausgeschlossen werden .

4 .2 .3 OAusw5rtskomponente'

In allen Versuchen, die mit Zellen des Wildtyps in Standardlö-
sung durchgeführt wurden, ist auch nach Subtraktion des K +-Stroms
bei Depolarisationen von 60 bis 100 mV eine Auswärtskomponente
im Strom sichtbar (Abb . 13), die ihr Maximum zwischen 70 und 80
mV hat . Dieses Phänomen tritt in Doppelpulsversuchen mit CNR
Mutanten nicht auf . Eine Veränderung des spannungsabhängigen K +-
Stroms durch Vorpulse ist deshalb als Ursache auszuschließen .
er Vergleich mit den CNR-Versuchen macht es sehr wahrscheinlich,

die Auswärtskomponente - direkt oder indirekt - auf dem Ca++-
om des Wildtyps beruht . Die Möglichkeit, daß es sich um Sub-
ktionsartef akte handelt, die bei höheren Spannungen im Haupt-x

"`uls durch abnehmende Inaktivierung des Ca"-Systems entstehen,
scheidet aus : Es ist zwar nicht sicher auszuschließen, daß die
Berechnung auf diese Weise Werte liefert, die kleiner sind als
die tatsächlichen Einwärtsströme ; Auswärtsströme können hier-
durch jedoch sicher nicht auftreten .

Satow und Kung (1980a ; b) berichten von einem Ca ++-abhängigen
K+-Strom (IK(Ca))' der bei langen Depolarisationen von mehreren
Sekunden auftritt . Dieser K+-Strom wurde berechnet, indem von den
Auswärtsströmen des Wildtyps die
(pw A500 ) subtrahiert wurden . In
Amplituden der Auswärtsströme am
(t = 60 ms) bei allen Spannungen
davon, ob es sich um Registrierungen mit oder ohne Vorpuls han-
delt (Abb . 12) . Der in den Versuchen beobachtete-Auswärtsstrom
ist also eine vergleichsweise schnelle Komponente, die sicher
keinen Bezug zu dem langsamen IK(Ca) hat, der von Satow und Kung
beschrieben wird .

Auswärtströme einer CNR-Mutante
den eigenen Versuchen sind die
Ende gleicher Depolarisationen
nahezu identisch und unabhängig

Obwohl der beobachtete Auswärtsstrom sehr wahrscheinlich Ca ++-

abhängig ist, tritt er erst bei deutlich höheren Depolarisatio-
nen auf als der höchste Ca++-Strom . Die Möglichkeit, daß er be-



reits bei kleineren Spannungen aktiviert und dort vom Ca++-Ein-
wärtstrom verdeckt wird, erscheint nicht wahrscheinlich, weil
beide Ströme zu verschiedenen Zeiten auftreten . Die Aktivierung
der Auswärtskomponente scheint also sowohl vom Ca++-Einwärts-
strom als auch von der Depolarisation abhängig zu sein .

Meech
nente
nahme
wird �

die Ca++-abhängige Kompo-
und folgern, daß die An-
durch Ca++-Ionen aktiviert
nicht notwendig ist . Ebenso

gut wäre eine Modifizierung der spannungsabhängigen K+-Kanäle
durch Ca++ denkbar, die die K+- Leitfähigkeit erhöht,

und Standen (1975) beschreiben
im K+-Strom von Helix-Neuronen
eines separaten K +-Kanals, der
zur Erklärung ihrer Ergebnisse

Die Injektion von Ca ++ in ein Paramecium setzt den Membranwider-
stand herab, während die Injektion von EGTA den entgegengesetzten
Effekt hat (Satow, 1978 ; Brehm, Dunlap & Eckert, 1978), Wenn die-
se Herabsetzung des Membranwiderstands durch Ca++ schnell genug
erfolg+, so wäre dies eine mögliche Erklärung für den beobachte-
ten Auswärtsstrom . Das Ansteigen der Amplitude bis zu Depolari-
sationen von 60 bis 80 mV wäre durch die Spannungsabhängigkeit
der Auswärtskomponente erklärbar, die Abnahme bei höheren Span-
nungen durch ihre Ca

	

-Abhängigkeit .

4,3

	

Ca++- 9 Sr++- und Ba++-Ströme im Vergleich

Im folgenden wird im wesentlichen ein Vergleich der eigenen Er-
gebnisse aus den Sr++- und Ba++- Versuchen mit der zwischenzeit-
lich veröffentlichten Arbeit von Saimi und Kung (1982) vorgenom-
men . In dieser Arbeit wird die Aktivierung der Einwärtsströme,
die Inaktivierung während einer Depolarisation, sowie die 'De-
aktivierung' (Saimi & Kung) nach Repolarisation in Ca++- e Sr++-

und Ba++-Lösung mit der Spannungsklemme untersucht, Die Unter-
suchung der Deaktivierung erfolgt hierbei durch Messung von
'tail-currents' nach Spannungspulsen von 2 ms Länge, Die Versuche
wurden an P . caudatum durchgeführt (T = 20 0 C) . Die Konzentration
von Ca++ 9 Sr ++ oder Ba++ im Außenmedium, sowie die K +-Konzentra-
tion beträgt 1 mM, Neben einem Puffer enthalten die Lösungen
5 mM TEAC1, um die K +-Ströme herabzusetzen . Die Zellen werden vor
den Spannungspulsen um 10 mV hyperpolarisiert . Hierdurch soll
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die Inaktivierung der Ca++-Kanäle verringert werden .

Die eigenen Ergebnisse stimmen in folgenden Punkten mit denen
von Saimi und Kung überein :
- Die Aktivierung der Einwärtsströme erfolgt in Sr ++-Lösung

etwas und in Ba++-Lösung deutlich langsamer als in Ca++- Lösung .
- Die Schwellen-Depolarisation für die Aktivierung der Ströme

ist in den drei Lösungen gleich,
- Die Sr ++-Ströme halten etwa um den Faktor 4 länger an als die

Ca++-Ströme, In Sa++-Lösung ist auch bei längeren Depolarisa-
tionen (in den eigenen Versuchen bis 60 ms) keine oder nur eine
sehr geringe Inaktivierung der Einwärtsströme zu beobachten .

Es zeigen sich jedoch folgende Abweichungen in den Ergebnissen :
- Die Maxima der Sr ++- und Ba ++-Ströme treten in den Messungen

von Saimi und Kung bei Depolarisationen auf, die 5 bis 10 mV
unterhalb der Spannung liegen, die zum maximalen Ca++-Strom
führt, Eine solche Verschiebung der Maxima wird in den eigenen
Versuchen beim Übergang von Ca++- auf Sr ++-Lösung nicht beob-
achtet, (Für die Berechnung der Ba++-Ströme konnte das Subtrak-
tionsverfahren nicht angewendet werden (siehe Abschnitt 3 .2,2) .
Eine sichere Aussage über die Lage des maximalen Ba++-Stroms
im Strom-Spannungs-Diagramm ist deshalb für die eigenen Versu-
che nicht möglich,)

- Bei den Messungen von Saimi und Kung sind die maximalen Ein-
wärtsströme in Sr ++- und in Ba++-Lösung um 60 % größer als in
Ca++-Lösung, Die eigenen Versuche zeigen keine Unterschiede in
den Amplituden von Ca++- und Sr++-Strömen, In Ba++-Lösung sind
die Einwärtsströme im Vergleich zu Standardlösung bis zu einer
Depolarisation von 20 mV meist deutlich erhöht . Zwischen 20
und 30 mV sind die Ba++-Ströme jedoch nur maximal 5 bis 20 %
größer als die Ca++-Ströme .

- Die zeitliche Abnahme der Ba++-'tail-currents' erfolgt exponen-
tiell, Während Saimi und Kung eine Zeitkonstante von 0,86 ms
für diese Abnahme angeben, wurde aus den eigenen Versuchen ein
Wert zwischen 7 und 8 ms bestimmt,

- In den Versuchen von Saimi und Kung kehrt der maximale Einwärts-
strom in Sr++-Lösung gei einer Depolarisation von 50 mV seine
Richtung um . In den eigenen Versuchen beträgt der Sr ++-Strom
bei einer Depolarisation von 60 mV noch 25 % des Maximalwertes .
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In den eigenen Versuchen sind die Amplituden der Einwärtsströme
nach Übergang von Ca++- zu Sr ++- (oder Ba++-) Lösung nicht oder
nur sehr wenig vergrößert . Dieser Unterschied zu den Messungen
von Saimi und Kung erklärt sich sehr wahrscheinlich durch die Zu-
sammensetzung der verwendeten Badlösungen . Hagiwar a, Fukuda und
Eaton (1974) verglichen die Ströme von Ca++, Sr++ und Ba++ am
Balanusmuskel . Die Höhe der Einwärtsströme in den entsprechenden
Lösungen ist IBa >I Sr N IC a' Nach Zugabe von Co ++ ist das Verhält-
nis jedoch verändert : I Ca >ISr >IBa " Eine Veränderung dieses Ver-
hältnisses kann im Prinzip durch jedes Ion erfolgen, das in der
Lage ist, an den Ca++ -Kanal zu binden (Hagiwara & Byerly, 1981) .
Es ist deshalb möglich, daß in Gegenwart von 5 mm TEA (Saimi &
Kung) ein anderes Amplitudenverhältnis auftritt als ohne diese
Substanz .

Das Auftreten des maximalen Einwärtsströms bei kleineren Span-
nungen in Sr ++-Lösung beruht möglicherweise auf einem ähnlichen
Mechanismus : Es ist denkbar, daß das Verhältnis der 'stabili-
zing action' von Ca++ und Sr ++ in Gegenwart von TEA verändert
ist .

DePeyer und Deitmer (1980) untersuchten die Einwärtsströme in
Ca++-, Sr ++- und Ba++-Lösung an Stylonychia . In allen Lösungen
tritt der maximale Einwärtsstrom bei derselben Depolarisation
auf (OV = 35 mV) . Die Amplituden der Ca++-, Sr ++- und Sa++-

Ströme sind bei dieser Spannung gleich . Die Lösungen, in denen
die Messungen durchgeführt wurden, haben die gleiche Zusammen-
setzung und Konzentrationen wie die Lösungen der eigenen Versuche,

Der Unterschied zwischen den Zeitkonstanten der Ba++-'tail-
currents' hat sehr wahrscheinlich zwei Ursachen :

Zum einen hängt die Zeitkonstante sehr von der Spannung ab, auf
die die Membran repolarisiert wird . Saimi und Kung berichten,
daß die Zeitkonstante der Ba ++-'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, daß aus diesem
Grund eine vergrößerte Zeitkonstante auftritt .



Zum anderen wurden die Versuche von Saimi und Kung bei etwa 20 0C
durchgeführt, die eigenen jedoch bei 15 0C . Martinac und Hilde-
brand (1981) berichten von einem hohen Temperaturkoeffizienten
für den gating-Mechanismus des Ca++-Kanals, Der Temperaturunter-
schied von 5 0C ist also wahrscheinlich für die höhere Zeitkon-
stante in den eigenen Versuchen mitverantwortlich .

Durch 5 mM TEA im Außenmedium läßt sich der K +-Strom bis auf 25
reduzieren (Saimi & Kung, 1982) . In den Versuchen von Saimi &
Kung schneidet die Strom-Spannungs-Kennlinie in Sr ++- und in
Ba++-Lösung bei Depolarisationen von 50 mV die Spannungsachse .
In den eigenen Sr ++-Versuchen treten jedoch (nach Subtraktion der
K +-Ströme) bis zu Depolarisationen von 60 mV deutliche Einwärts-
ströme auf . Die Stromumkehr in den Messungen von Saimi und Kung
beruht deshalb sehr wahrscheinlich auf einem Rest-K+-Strom .

Saimi und Kung schließen aus ihren Ergebnissen auf eine Ionen-
abhängigkeit des gating-Mechanismus am spannungsabhängigen C,++_

Kanal . Dabei wird eine Analogie zu einer Substrat- (oder Cof aktor-)
Enzym-Beziehung diskutiert .

In diesem Zusammenhang ist interessant, daß Ca ++, Sr ++ und Ba++

bei ihrem erregungsbedingten Einstrom in die Zelle miteinander zu
konkurrieren scheinen . So ist die Aufnahme von 133 Ba++ i n Gegen-
wart von Ca++ herabgesetzt (Ling & Kung, 1980) . Der Ca++-Ein-
strom bei Erregung läßt sich durch Sr ++ oder Ba++ hemmen (Brow-
ning & Nelson, 1976) . Wird bei konstanter äußerer Ba++-Konzentra-
tion die Ca++-Konzentration erhöht, so verkürzt sich die Dauer
eines Aktionspotentials . Andererseits wird ein Aktionspotential
verlängert, wenn bei konstanter Ca ++-Konzentration die Konzentra-
tion von Sa++ erhöht wird . Für konstante Verhältnisse von
Ba++/Ca++ bleibt die Dauer eines Aktionspotentials bei steigenden
Konzentrationen unverändert (Naitoh & Eckert, 1968b) . Hildebrand
(1975) berichtet von einer Konkurrenz zwischen Ca++ und Sa++ bzw .
Sr ++ bei der Steuerung der Empfindlichkeit für UV-ausgelöste Be-
wegungsreaktionen von Euplotes vannus .

4 .4

	

kompetitive Hemmung des Ca++-Stroms durch Mg++ , Co ++ , Mn ++

und Ni++

Für den Fall einer kompetitiven Hemmung des Einwärtsstroms durch



Mg ++9 Co++, Mn ++ und Ni++ ist bei reziproker Auftragung des Ca++-

Stroms gegen die Konzentration dieser Ionen eine lineare Bezie-
hung zu erwarten (vgl . Abschnitt 3 .3) . Die überwiegend hohen Kor-
relationskoeffizienten (0,7 für Mn++Y

	

0,87 für Co++ und Mg++
;

0,96 für Ni ++ ) bei linearer Regression machen es sehr wahrschein-
lich, daß in der Tat eine kompetitive Hemmung vorliegt .

Durch Zugabe von Co++ oder Mn ++ in den Additionsversuchen wird
das Ruhepotential in positive Richtung verschoben . Unabhängig da-
von tritt der maximale Ca++-Strom jedoch in allen Lösungen bei
derselben absoluten Membranspannung auf . Eine Veränderung der
treibenden Kraft als (teilweise) Ursache für den herabgesetzten
Ca++ -Strom in Gegenwart dieser Ionen kann somit ausgeschlossen
werden .

Satow und Kung (1979) untersuchten die Abhängigkeit des Ca++-

Stroms von der äußeren Ca++-Konzentration zwischen 0,38 und 5,6
mM an Paramecium tetraurelia . Oberhalb.von 0,91 mM trat keine
weitere Erhöhung des Ca++ -Stroms auf . Die Verschiebung der Strom-
Spannungs-Beziehung über mehr als 40 mV macht eine Interpretation
jedoch schwierig . Es ist nicht bekannt, inwieweit der 'stabilizing
effect' von Ca++ für diese Sättigung 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 für Ca ++

jedoch nur unter der Voraussetzung sinnvoll, daß die beobachtete
Sättigung tatsächlich eine Eigenschaft der Ca++-Pore darstellt
und nicht - oder nur zu einem geringen Teil - auf der Abschirmung
von Oberflächenladungen beruht . Es ist denkbar, daß sich die Ca++-
Konzentration an der Außenseite der Zellmembran nicht in gleichem
maße erhöht wie die Konzentration im Außenmedium, wenn Ca++ zu-
nehmend negative Ladungen an der Membran abschirmt (Hagiwara,
1973) . Inwieweit diese Abschirmung negativer Ladungen bei der
Sättigung des Ca ++-Stroms eine Rolle spielt, ist schwer zu sagen .
Die folgenden Gründe machen jedoch eine Bindung an die Membran
als Ursache für die Sättigung wahrscheinlich ;

1) Obwohl in den Substitutionsversuchen die Konzentration zwei-
wertiger Kationen konstant gehalten wird, verringert sich das
Ruhepotential der Zellen in den Versuchen mit Co++ und Mn 4,



Sehr wahrscheinlich ist hierbei eine Veränderung des Oberflä-
chenpotentials beteiligt (Hook & Hildebrand, 1979 ; 1980 ;
Eckert & Brehm, 1979) . Nach der 'Gouy-Chapman'-Gleichung, die
die Abschirmung von Oberflächenladungen beschreibt, sollten
beim 'screening effect' (McLaughlin, Szabo & Eisenman, 1971)
keine Unterschiede zwischen verschiedenen zweiwertigen Katio-
nen auftreten (Ohmori & Yoshii, 1977) . Es findet also wahr-
scheinlich eine (im Vergleich zum Ca++ unterschiedliche) Bin-
dung an die Membran statt,

2) Die untersuchten nicht-permeierenden Kationen unterscheiden
sich bei gleicher Konzentration in der Effektivität, mit der
sie den Ca++-Strom hemmen . Dies ist ebenfalls nur mit einer
Bindung an die Membran zu erklären,

3) Wie die Additionsversuche zeigen, ist eine kompetitive Hemmung
des Ca++-Stroms durch die untersuchten Kationen sehr wahr-
scheinlich, Die Grundvoraussetzung für diese Art der Hemmung
ist aber, daß ein sättigendes System vorliegt (Abschnitt 3,3),

Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, daß die Sättigung des
Einwärtsstroms mit steigender Ca++-Konzentration zum Teil auf ei-
nem 'screening effect' beruht, Dies würde bedeuten, daß die tat-
sächliche Bindungskonstante größer ist und möglicherweise noch
unterhalb des Konfidenzbereichs von 95 % aus Abb . 35 liegt . Ent-
sprechend würden sich auch die absoluten Werte der anderen Bin-
dungskonstanten ändern,

Mit dem Wert füf K Ca ändert sich das Verhältnis zu den Konstanten
der anderen Ionen jedoch nur wenig (Abschnitt 3 .4,3) . Selbst bei
angenommenen Werten von 10 und 250 NM für die Ca++-Bindungskon-
stante bleibt das Verhältnis K Ca/K Ni weitgehend konstant (4,2
bzw . 5,2),

	

KCa läßt sich also relativ zuverlässig in die Sequenz

K Ni

	

:

	

KCo

	

:

	

KMn

	

:

	

K
mg

einordnen .

	

Das Verhältnis d-Iaser Werte ist
ohnehin konstant und unabhängig vom absoluten Wert der Ca ++-

Bindungskonstante, Die Zuverlässigkeit der Angaben über 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 über-
ein . Auch in diesen Berechnungen wirkt sich vor allem das Ver-
hältnis der Bindungskonstanten zueinander aus und nicht ihre ab-



solute Größe .

Die Werte für K Ca (40 bis 130)uM) liegen etwa zwei Größenordnun-
gen unterhalb von denen, die z .B . für den Ca++-Kanal am Belanus-
Muskel berechnet wurden (KCa < 15 mm, Hagiwara & Takahashi, 1967) .
Die niedrigen Salzkonzentrationen, denen ein Süßwasser-Ciliat in
der Regel ausgesetzt ist, lassen jedoch eine vergleichsweise hohe
Affinität erwarten, damit die Erregbarkeit sichergestellt ist .
Die Ca ++-Konzentrationen im Außenmedium beider Objekte unterschei-
den sich in ähnlicher Weise wie die Ca ++-Bindungskonstanten
([Ca++ ] o am Balanus-Muskel _ 20 mM, Hagiwara & Takahashi,

	

1967 ;
[Ca++ ] o = 1

	

MM für

	

Paramecium ) .

Wird die Ca ++-Konzentration im Außenmedium variiert, so verschie-
ben sich Ruhepotential, der berechnete Wert für E Ca und die Span-
nung, bei der der maximale Ca++-Strom auftritt (Vmax)' jeweils in
die gleiche Richtung (vgl . Abb . 36) . Während sich die Verschie
bungen von E Ca und Ruhepotential im Betrag unterscheiden (Abb . 36),
sind die von E Ca und Vmax in allen Lösungen exakt gleich . Bei der
auftretenden Sättigung des Ca++-Stroms ist eine Veränderung der
treibenden Kraft ( V max - ECa) deshalb sicher nicht beteiligt .

Obwohl in den Additionsversuchen das Ruhepotential durch Co++ und
Mn ++ deutlich in positive Richtung verschoben wird, tritt der
maximale Ca ++-Strom in allen Lösungen bei der gleichen absoluten
Membranspannung auf . Das heißt, auch hier bleibt die treibende
Kraft für den Einwärtsstrom konstant .

In der Literatur ist eine Reihe von (quantitativen) Untersuchun-
gen beschrieben, die sich mit der Hemmung des Ca++-Stroms durch
zweiwertige Kationen, sowie La3+ und H + befassen . Dabei zeigen
sich an den verschiedenen Objekten Unterschiede in der absoluten
und relativen Affinität der Ca++-Bindungsstellen für die unter-
suchten Ionen . In der Wirksamkeit, mit der verschiedene Kationen
den Ca++-Strom herabsetzen, ergibt sich für die untersuchten
Ca ++-Kanäle folgendes Bild :

a) Balanus-Muskel (Hagiwara & Takahashi, 1967) :
La3 + ,	UO2++ > Zn ++ ,

	

Co++,

	

Fe++ > Mn ++ > Ni ++ > Ca++ > Mg++

b) Muskeln von Insektenlarven (Fukuda & Kawa, 1977) :
Co ++ > Mn++ > Ni ++



Ni ++ > La3+ > Co++ > Mg++
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c) Tunicaten-Eizellen (Okamoto, Takahashi & Yoshii, 1976) :
H+ > La3+ > Co++ > Mn++ > Ca++ > Mg++

d) glatte Muskulatur von Säugetieren (Vanßreemen, Farinas,
Casteels, Gerba, Wuytack & Deth, 1973) :
La3+>Ni++>Co++>Mn++>Mg++

e) Schnecken-Neurone (Akaike, Lee& Brown, 1978) :

Ein Vergleich der verschiedenen Präparate ist schwierig, weil
nicht in allen Fällen die gleichen Ionen getestet wurden . Präpa-
rat c ist deshalb nicht von den anderen Präparaten zu unterschei-
den . Die Präparate a und b stimmen ebenfalls miteinander überein .
Sie unterscheiden sich von den Präparaten d und e in der relati-
ven Effektivität von Co ++ und Mn++ im Vergleich zu Ni ++, d und e
unterscheiden sich in der Affinität zu Ni++ und La3+ . Bezogen
auf die Sequenz

N i++ > C O++ > Ca++ > Mn++ >
mg

++

entspricht Paramecium den Präparaten d und e .

Die in den Substitutions- und Additionsversuchen gemessene Hem-
mung des Ca++-Stroms durch Co++, Mn++ und Mg ++ steht teilweise
im Widerspruch zu den Messungen von Naitoh, Eckert und Friedman
(s,u,), in denen der Einfluß dieser Ionen auf das Aktionspoten-
tial von Paramecium untersucht wurde :

Aktionspotentiale lassen sich bei Paramecium z .B . durch mechani-
sche Reizung des Vorderendes oder Injektion depolarisierender
Ströme über Mikroelektroden auslösen. Naitoh und Eckert (1968a ;
b) arbeiteten mit konstanten Strömen kleiner Amplituden (bis
5 " 10-10 A), die 50 bis 300 ms lang injiziert wurden, während
Naitoh, Eckert und Friedman (1972) Aktionspotentiale durch kurze
Pulse (1 bis 2 ms) wesentlich höherer Araplitude auslösten . Bei
Aktionspotentialen infolge kleiner, anhaltender Ströme setzt Mg++

den aktiven Ca++-Anteil an der Depolarisation herab ; der Membran-
widerstand wird erhöht (Naitoh & Eckert, 1968a), Ein durch glei-
che Reizung ausgelöstes Ca++-Ba++-Aktionspotential zeigt nach
Zugabe von Mg ++ eine höhere Schwelle und einen verringerten
9 overshoot' . Mn++ erhöht die Schwelle ebenfalls und bewirkt eine
Verlängerung der Anstiegs- und Abfallphase des Ca++-Ba++-Aktions-
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potentials (Naitoh & Eckert, 1968b),

Naitoh, Eckert und Friedman (1972) untersuchten die Wirkung ver-
schiedener Ionen auf das Ca++-Aktionspotential, das sie durch
kurze Strompulse auslösten, In Gegenwart von Mg ++ und Co++ ist
der 'overshoot' erhöht, Durch beide Ionen wird das Ruhepotential
noch stärker in positive Richtung verschoben, Die relative Ampli-
tude des Aktionspotentials wird so insgesamt kleiner, Nach Zu-
gabe von Mn++ bleibt die relative Größe unverändert, 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 Mn ++ und
Mg++ hervorgerufen (Eckert,

	

Naitoh & Friedman,

	

1972), Bei der
höchsten untersuchten Konzentration (8 mm) waren 'overshoot' und
Ruhepotential in Gegenwart von Mn++ jedoch um 20 mV positiver
als nach Zugabe von Mg ++,

Da Mg ++, Co ++ und mit++ zum Teil in großem Überschuß zur Ca++-Lö-
sung gegeben wurden, scheint der Einfluß dieser Ionen auf das
Aktionspotential von Paramecium gering zu sein . Aus den oben be-
schriebenen Ergebnissen wird deshalb geschlossen, daß Mg ++, Co ++

und Mn++ den spannungsabhängigen Ca++-Strom nicht oder nur sehr
wenig hemmen (Brehm, Dunlap & Eckert, 1978 ; Eckert & Brehm, 1979 ;
Brehm, Eckert & Tillotson, 1980), Bisher lagen keine 'voltage-
clamp'-Messungen über 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 Verfah-
ren zur Messungen von Membranströmen dar, das auch mit weniger
Fehlerquellen behaftet ist . So wirkt sich in 'constant-current'-
Versuchen z .B . eine Erhöhung des Membranwiderstands direkt auf
die Höhe einer Depolarisation aus :

Naitoh und Eckert (1968a ; b) injizierten Ströme mit Amplituden
bis 0,25 nA . Ein Strom dieser Stärke führt bei einem (angenomme-
nen) Membranwiderstand von 60 bis 70 M!1 zu einer Depolarisation
von 15 bzw . 17,5 mV . Durch solche Depolarisationen wird der Ca++-

Strom nur etwa zur Hälfte aktiviert . Eine Erhöhung des Membran-
widerstands bei konstanter Stromstärke würde über eine vergrößer-



to passive Komponente im Aktionspotential zu einer vermehrten
Aktivierung spannungsabhängiger Ca++-Kanäle führen, Auf diese
Weise könnte eine gleichzeitige Herabsetzung der Ca++-Leitfähig-
keit durch ein hemmendes Ion ausgeglichen und verdeckt werden .
In den eigenen Versuchen wird eine deutliche Erhöhung des Membran-
widerstands durch Co++ und Mn++ gemessen . Naitoh und Eckert
(1968a) berichten, daß der Membranwiderstand nach Zugabe von M9 ++

ebenfalls erhöht ist .

Auf ähnliche Weise ließe sich auch für die Versuche von Naitoh,
Eckert und Friedman (s .o .) erklären, daß Mg ++ , Co ++ und Mn++

scheinbar ohne Einfluß auf die Ca++-Leitfähigkeit sind . Auch wenn
kurze und hohe Strompulse für die Reizung verwendet werden, hat
der tatsächliche Reizstrom durch die hohen Zeitkonstanten von
Elektrode und Membran eine wesentlich kleinere Amplitude und
hält länger an (Naitoh, Eckert & Friedman, 1972), so daß im Prin-
zip eine ähnliche 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 Ionenabhän-
gigkeit des Ca++ -Rezeptorstroms als zusätzliche Unbekannte in das
System ein,

Die Hemmung des Ca++-Stroms durch Mg ++,

	

Co++, Mn++ und Ni ++ in
den eigenen Versuchen stimmt gut mit den Ergebnissen der Flußex-
perimente von Browning und Nelson (1976) überein . In diesen Un-
tersuchungen mit dem Radioisotop 45 Ca++ ist der erregungbedingte
Ca++-Einstrom in Gegenwart von Mg ++, Co ++, Mn ++ und Ni++ ebenfalls
gehemmt . Hierbei unterscheidet sich Mg ++ von den anderen Katio-
nen durch seine geringere Effektivität . Bei Stylonychia ist nach
Zugabe von Mn++ (1 mM) zur 'Standard-Ca++-Lösung' (CaC1 2 , KC1,
TRIS, jeweils 1 mM, pH 7,2 bis 7,4) die spannungsabhängige Ca++-

Leitfähigkeit 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 spannungsabhängige Ca++ -Kanäle . Die Ca++-Ströme durch beide
Kanäle sind in Gegenwart von Co ++ (unterschiedlich stark) herab-
gesetzt .
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Der Cilienschlag von Paramecium wird durch Ni++ bereits in sehr
kleinen Konzentrationen gehemmt, Dies ermöglicht eine nicht-
letale Immobilisierung der Zellen (Gelei t 1935), Die Wirkung von
Ni++ auf den Cilienschlag ist reversibel (Kuznicki,

	

1963 ;
Andrivon, 1968), Ruhepotential und Erregungsmechanismus sind
nach einer kurzen Ni ++-Behandlung nicht beeinflußt (Naitoh, 1966),

Andrivon (1968 ; 1970a ; b) schließt aus seinen Ergebnissen, daß
Ni ++ in die Zellen eindringen muß, um auf die Cilienbewegung zu
wirken, Die Geschwindigkeit der Ni ++-Aufnahme hängt hierbei von
der äußeren Konzentration dieses Ions ab : Im Lineweaver-Burk-
Diagramm zeigt sich eine lineare Beziehung, d .h . die Aufnahme er-
folgt mit einer Michaelis-Menten-Kinetik (Andrivon, 1970b ; 1972),
Ca++ und Mg ++ hemmen die Aufnahme von Ni++ (KAnicki t

	

1963),
Andrivon (1970b ; 1972) beschreibt eine kompetitive Hemmung die-
ser Aufnahme durch Ca++ und Co++ und nimmt deshalb an, daß der
Einstrom von Ca++ und Ni ++ durch den gleichen Kanal erfolgt (1974),

Es wäre denkbar, daß Ni ++ infolge spontaner Depolarisationen
durch den spannungsabhängigen Ca++-Kanal in die Zelle gelangt,
Die Hemmung des Ca++-Kanals durch Ni++ schließt diese Möglichkeit
nicht aus : Es läßt sich nicht unterscheiden, ob ein Kanal, der
eine hohe Affinität für ein Ion besitzt, für dieses Ion wenig
oder nicht permeabel ist (vgl . Hagiwara & Byerly, 1981),

In den eigenen Versuchen blieben die Zellen beim Austausch der
Standardlösung durch die Ni ++-Lösungen zum Teil auf das Ruhepo-
tential geklemmt, Die Immobilisierung der Cilien und die Zer-
störung der Zellen durch Ni++ konnte hierdurch jedoch nicht ver-
zögert werden (vgl . Ba++ : Abschnitt 3 .2) . Aus diesem Ergebnis
läßt sich sicher nicht schließen, daß der spannungsabhängige
Ca++-Kanal für Ni++ impermeabel ist . Es zeigt aber, daß andere
Mechanismen in der Membran vorliegen, die den Einstrom von Ni ++

ermöglichen, und daß der Ni++-Einstrom durch den spannungsabhän-
gigen Ca++-Kanal im Vergleich zum Gesamteinstrom zumindest klein
sein muß . Wegen der kompetitiven Hemmung der Ni++-Aufnahme durch
Ca++ und Co ++ bleibt die Wahrscheinlichkeit groß, daß Ni ++ durch
Ca++ -spezifische Kanäle in die Zelle gelangt, Diese Kanäle sind
jedoch sicher nicht spannungsabhängig .
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4 .5

	

Beziehungen zwischen Ca++- und K+-Strom, Ruhepotential
und -widerstand in verschiedenen Lösungen

Ein Teil der untersuchten Kationen hat neben der Wirkung auf den
erregungsbedingten Ca++-Strom und die erregungsbedingte K+-Leit-
fähigkeit einen Einfluß auf das Ruhepotential und den Ruhewider-
stand der Zellen . Eine quantitative Analyse dieses Einflusses ist
wegen der Streuung der Werte schwierig . Eine qualitative Betrach-
tung zeigt aber, daß eine Herabsetzung der erregungsbedingten K +-
Leitfähigkeit in fast allen Fällen gleichzeitig mit einer Erhö-
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 für E Ca und E K läßt sich nach der Beziehung

gCa

	

gK
E Ca

gCa +

	

9K

	

+ EK

	

gCa
+

	

9K

ein Verhältnis g K/g Ca = 2,7 für die unerregte Zelle in Standard-
lösung berechnen . Die Ruheleitfähigkeit der Membran besteht also
hauptsächlich aus einer Leitfähigkeit für K+ (vgl, Naitoh &
Eckert, 1968a ; Eckert, Naitoh & Machemer, 1976 ; Satow & Kung,
1976) . Dies erklärt, weshalb eine Erhöhung des Ruhewiderstands
zusammen mit einer Verschiebung des Ruhepotentials in positive
Richtung auftritt .

Die gute Übereinstimmung zwischen den spannungsabhängigen K+-
Kanälen und den Ruhekanälen der Membran in der Ionenabhängigkeit
beruht möglicherweise auf ihrer funktionellen Ähnlichkeit .

Es ist wahrscheinlich, daß neben dem 'screening effect' vor allem
die Bindung zweiwertiger Kationen an die negativ geladene Oberflä-
che der Membran für die veränderten Ca++- und K+-Ströme bei Erre-
gung und die Veränderung 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 Zelloberfläche beruhen (vgl . Eckert &
Brehm, 1979) . Aus der Hemmung des Ca++-Stroms kann z .B . nicht



notwendigerweise geschlossen werden, daß eine Bindung des hem-
menden Ions direkt an den Kanal erfolgt . Ebensogut wäre die Bin-
dung an andere Strukturen und eine Herabsetzung der Leitfähigkeit
auf indirektem Wege denkbar . Insbesondere die Ni ++-Versuche
zeigen jedoch, daß die Hemmung des Ca ++-Stroms einerseits und die
Veränderung des Ruhepotentials, des Ruhewiderstands und der erre-
gungsbedingten K+-Leitfähigkeit andererseits weitgehend unabhängig
voneinander erfolgen . Es existieren deshalb sehr wahrscheinlich
zumindest zwei verschiedene funktionelle Komponenten der Zell-
oberfläche, die sich in ihrer Affinität für Mg++ , Co++, Mn++,

Ni ++ und Ca++ unterscheiden .



5 Zusammenfassung

Methoden :

1) Der erregungsbedingte Einwärtsstrom von Paramecium caudatum
wurde in Gegenwart von Ca++,

	

Sr ++9

	

Ba++9

	

Mg++9

	

Co++,

	

Mn++ und
Ni++ mit der voltage-clamp-Methode untersucht .

2) Im Gegensatz zum bisher üblichen Verfahren werden die Zellen
von oben angestochen, während die Beobachtung dieses Vorgangs
von unten erfolgt . Auf diese Weise können gerade Mikroelek
troden verwendet werden, die einfacher herzustellen sind als
die bisher benutzten hakenartigen Elektroden .

3) Mit Hilfe einer Ummantelung der Elektrodenspitzen und einer
Abschirmung der Spannungselektrode konnte die Zeit, die für
eine Veränderung des Membranpotentials benötigt wird, auf etwa
300 )us herabgesetzt werden .

4) Durch Depolarisationen, die das Ca++-System vor der eigentli-
chen Messung inaktivieren, und ein anschließendes Subtraktions-
verfahren gelang die Trennung der erregungsbedingten Ca++- und
K+-Ströme ('Doppelpulsverf ahren') .

5) In 'Substitutions'-Versuchen wurde das Ca++ im Außenmedium
durch das jeweils untersuchte Kation ersetzt . In 'Additions'-
Versuchen wurde die Ca++-Konzentration konstant gehalten und
das getestete Kation zugegeben .

Ergebnisse :

1) Mit Hilfe des Doppelpulsverf ahrens konnten die reinen Ca++-

ströme bei Erregung bis zu einer Depolarisation von OV = 100 mV
dargestellt werden . Bei Spannungen oberhalb AV = 35 mV nimmt
die Höhe der Ca++-Ströme 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 läßt sich nicht durch die 'constant-field'-Gleichung
beschreiben . Bis zu AV = 100 mV zeigen die Ca++-Ströme keine
Tendenz, ihre Richtung umzukehren .

2) Bei Messungen in Ca++-Lösung tritt bei Depolarisationen von
60 bis 100 mV auch nach Subtraktion des K +-Stroms eine Aus-



wärtskomponente im Strom auf .

3) Die Trennung der Ca++- und K+-Ströme durch Vergleichsmessungen
an einer Ca++-Defektmutante und durch Zugabe von Skorpion-
Toxinen war nicht möglich .

4) Nach Substitution von Ca++ durch Sr++ oder Ba++ treten deut-
liche Einwärtsströme auf . Die Verteilung im Strom-Spannungs-
diagramm ist ähnlich wie in Ca++-Lösung ; die Amplitude der
Ba++-Ströme ist im Vergleich zu den Ca++- und Sr ++-Strömen
leicht erhöht . Aktivierung und Inaktivierung der Ströme erfol-
gen in Sr ++-Lösung etwas und in Sa++-Lösung wesentlich langsa-
mer als in Ca++-Lösung . In Ba++-Lösung treten bei der Repola-
risation deutliche 'tail-currents' auf . Diese Ströme ermögli-
chen eine Aussage über die Spannungsabhängigkeit des Ca++-

kanals .

5) Nach Substitution des Ca++ durch Mg ++ tritt kein Einwärtsstrom
auf . Nach teilweiser Substitution durch Co++ oder Mn ++ ist der
Ca++-Strom herabgesetzt . Die Ergebnisse lassen eine Hemmung
des Ca++ -Stroms vermuten .

6) Diese Hemmung wurde in Additions-Versuchen quantitativ unter-
sucht . Es zeigt sich '	daßMg++ ,

	

Co++' Mn++ und Ni++ den Ca++-

Strom kompetitiv hemmen . Hierbei ist das Verhältnis der Bin-
dungskonstanten

K Ni
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KCo

	

:

	

KCa

	

:

	

Kmn

	

:

	

KMg

	

=

	

1

	

3

	

:

	

4 9 5

	

:

	

5

Die absolute Bindungskonstante für Ca++ liegt sehr wahrschein-
lich zwischen 40 und 130 )uM .

8

7) In einem quantitativen Vergleich mit Hilfe der absoluten Bin-
dungskonstanten zeigt sich v daß die Ergebnisse aus den Substi-
tutions-Versuchen sehr gut mit denen der Additions-Versuche
übereinstimmen .

8) Ein Teil der untersuchten Kationen hat neben der Wirkung auf
den Ca++-Strom einen Einfluß auf die erregungsbedingte K+-Leit-
fähigkeit g das Ruhepotential und den Ruhewiderstand . Eine Her
absetzung der K +-Leitfähigkeit bei Erregung tritt hierbei in
fast allen Fällen gemeinsam mit einer Erhöhung 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) Die Trennung der Ca++- und K+-Ströme bei Erregung ist bei hö-
heren Depolarisationen nur anhand von Messungen an derselben
Zelle möglich . Es zeigt sich v daß das Doppelpulsverf ahnen für
die Bestimmung des Ca++-Stroms bis zu Depolarisationen zwi-
schen 90 und 100 mV angewendet werden kann . Bei diesen Membran-
spannungen liegt das Verhältnis I K /I Ca bereits zwischen 15
und 20 .

2) Ein Vergleich der Depolarisationen g bei denen der maximale
Ca++-Strom bzw . die maximale Inaktivierung des Ca++-Systems
erfolgt, läßt darauf schließen, daß für eine vollständige In
aktivierung (neben einer Erhöhung der inneren Ca++-Konzentra-
tion) zuvor eine vollständige Aktivierung der Ca++-Leitfähig-
keit erfolgt sein muß .

3) Die beobachtete 'Auswärtskomponente' beruht möglicherweise auf
einer (leichten) Modifizierung der K +-Leitfähigkeit durch ein-
geströmtes Ca++,

4) Aus den Sr++- und Ba++-Versuchen läßt sich auf eine Ionenabhän-
gigkeit des Pgating'-Mechanismus am spannungsabhängigen Ca++-

Kanal schließen (vgl, Saimi & Kung, 1982) .

5) Es ist wahrscheinlich, daß neben einem 'screening-effect' vor
allem die Bindung zweiwertiger Kationen an die Membran für die
veränderten Ca++- und K+-Ströme bei Erregung und die Verände
rung von Ruhepotential und -widerstand verantwortlich ist .

6) Die Hemmung des Ca++-Stroms einerseits und die Veränderung des
Ruhepotentials, des Ruhewiderstands und der erregungsbedingten
K +- Leitfähigkeit andererseits erfolgen weitgehend unabhängig
voneinander . Es scheinen somit zumindest zwei verschiedene
Komponenten der Zelloberfläche zu existieren, die sich in ih-
rer Affinität für zweiwertige Kationen unterscheiden .
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