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Einleitung
Die Isolierung und spétere Synthese des weiblichen Sexuallockstoffes
von Bombyx mori L. durch A. BuTENANDT und seine Mitarbeiter bildet
die Grundlage fiir die erste quantitative Untersuchung der Physiologie
eines Lockstoffrezeptorsystems bei Insekten. Es handelt sich bei diesem
Lockstoff um das Hexadeca-dien-(10-trans, 12-cis)-ol-(1) oder Bombykol
(BuTENANDT, BECKMANN, Stamm u. Hucker, 1959; HrECOKER, 1960;
BUTENANDT, BECKMANN u. HECKER, 1961 ; BUuTENANDT, BECKMANN u.
Stamm, 1961; BurENANDT u. HECKER, 1961; BurEnanpr, Horp u.

KocH, 1961 u. 1962; BurENANDT, 1962).

Wihrend der Analyse und Synthese des Bombykols und seiner drei
moglichen geometrischen Isomeren (10-cis, 12-trans; 10-cis, 12-cis;
10-trans, 12-trans) diente ein Verhaltenstest mit ménnlichen Tieren zur
Uberpriifung der biologischen Aktivitit der gewonnenen Fraktionen. Die
auf diese Weise fiir das reine Bombykol ermittelte Reaktionschwelle lag
unter 10-1° yo Bombykol pro ml Losungsmittel, die fiir die drei Iso-
meren zwischen 102 und 1 pg pro ml (BuTENANDT u. Mitarb., s.0.).

Noch vor der Reindarstellung des Bombykols hatten sinnesphysio-
logische Experimente am Rezeptorsystem des Seidenspinner-Ménnchens
begonnen. Bereits 1955 konnten wir von der isolierten Mannchen- Antenne
bei Reizung mit angereicherten Extrakten aus Weibchendriisen langsame
elektrische Potentiale ableiten, die Elektroantennogramm (EAG) ge-
nannt worden (SCENEIDER, 1955 ; SCHNEIDER u. HEOKER, 1956; ScHNEI-
DER, 1957a u. b). Nach neueren Untersuchungen rithrt dieses EAG von
synchron ablaufenden Receptorpotentialen zahlreicher Sinneszellen her.

Spiter wurden von synthetischem Bombykol Verdiinnungsreihen
bekannter absoluter Konzentration hergestellt und ihre Wirksamkeit
gemessen (SCHNEIDER, 1961, 1962, 1963a u. b). Dabei zeigte sich dann,
daB die elektrische Reaktion im mittleren Konzentrationsbereich linear
mit dem Logarithmus der Reizstéirke, im unteren und oberen Bereich

* Herrn Prof. Dr. H. AuTRuM zum 60. Geburtstag gewidmet.
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jedoch langsamer zunimmt. Bei hohen Reizstirken stellt sich eine Art
Sattigungsniveau ein (3. Abb. 6 bzw. 9 in ScHNEIDER, 1963a u. b).

Auch bei diesen ersten elektrophysiologischen Versuchsserien wurde
beobachtet, dall lange vor dem Erreichen der eine steile Amplitudenzu-
nahme bewirkenden Reizstirke (10-2 pg) bereits EAGs auftraten, die
iiber den Kontrollwerten lagen. So zeigt die auf der Abb. 6 bei SCENEIDER
(1963a) bzw. Abb. 9 bei SceENEIDER (1963b) im Bereich der Bombykol-
konzentrationen von 10710 pg bis 10~* pg aufgetragene Reaktion einen
langsam steigenden, schwach iiberschwelligen Wert. Dieser Befund lief§
den Schluf zu, daB die elektrophysiologische Schwelle noch weit unterhalb
des steilen Kurvenanstiegs und in der GréBenordnung der von BUTE-
NANDT u. Mitarb. im Verhaltenstest ermittelten Schwelle liegen kénnte.
Eine daraus abgeleitete EAG-Schwelle bei 1010 yug wurde inzwischen in
die Literatur tbernommen (GinBErT, 1964; Hopasow, 1964, 1965;
Jacosson, 1965; Sttrorkow, 1966).

Diese Schwellenwerte lagen, auf die in der Reizquelle vorhandenen
Molekiilzahlen bezogen, weit unterhalb aller bisher bekannten Riech-
schwellen. Zur Uberpriifung dieser niederen Werte haben wir jetzt sowohl
die Verhaltensantworten als auch das Antennogramm in umfangreichen
neuen Versuchsserien mit vergleichbarer Reizgebung nochmals unter-
sucht. Hier zeigt sich nun, daB sie bei Verwendung sehr ausgedehnter und
kritischer Kontrollexperimente nicht zu sichern sind.

Die vorliegende Arbeit schlieBt die Bestimmung des Reaktionsum-
fanges des Bombykol-Rezeptorsystems fir das Elektroantennogramm
und die Schwellenbestimmung bei Verhaltensreaktionen ab. Dartiber
hinaus stellt sie erste Berechnungen der absoluten Schwellen aufgrund
von Messungen der Absolutzahl von Duftmolekiilen in der Reizluft und
am Rezeptor zur Diskussion.

Material und Methode

a) Versuchstiere. Die Tiere stammten aus deutschen Zuchten mit Ausnahme einer
Sendung im Frithsommer des Jahres 1963, die wir durch die Freundlichkeit von
Herrn Prof. Dr. M. Saro (Kumamoto, Japan) und des dortigen Seidenforschungs-
institutes erhielten. Die Puppen wurden nach einer héchstens 6wéchigen Lagerung
(bei 4°C) bei Zimmertemperatur zum Schliipfen gebracht. Die Geschlechter schliipf-
ten in verschiedenen Réumen.

b) Ableitung und Registrierung. Vou der Antenne des lebenden, mechanisch fi-
xierten Minnchens wurden langsame elektrische Potentiale (EAGs) iiber Stunden
oder Tage abgeleitet (Abb. 1). Die Methoden sind in fritheren Arbeiten bereits ein-
gehend beschrieben worden (SCENEIDER, 1957a, 1962, 1963a).

¢} Herstellung der Verdimnungsreihen des Lockstoffes. Bombykol und dessen Iso-
meren verdanken wir dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie (Prof. BuTeNaxNDT,
Prof. HECRER). Die Stammlésungen (1000 pg pro ml Petroldther vom Sdp. 40—60°C)
bewahrten wir bei —15° auf. Ausgehend von diesen Stammldsungen wurden Ver-
dimnungsreihen hergestellt, wobei jeder Verdiinnungsschritt entweder auf 1/;, oder
Y1000 der vorhergehenden Konzentration fithrte.
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Die vier Isomeren des Hexadecadienols werden in dieser Arbeit in der Folge als:

TC = trans — cis = Bombykol,

CT = cis — trans,

CC = cis — cis
bezeichnet. TT = trans — trans

d) Reizung. Zur Reizung verwendeten wir treppenartig gefaltete Filterpapiere

(Grundfliche 1,4 X 1,4 cm), die mit bestimmtben Volumina (0,01 ml) der jeweiligen
Verdiinnung betropft waren und damit bekannte Mengen des Lockstoffes, bzw. der
Lockstoffisomere enthielten. Kontrollpapiere wurden nur mit dem Lésungsmittel
beschickt und sonst wie die Testpapiere behandelt. Die Papiere kamen nach dem
Verdunsten des Losungsmittels zur elektro-
physiologischen Untersuchung in Normal-
schliff-Glashiilsen, mit einem Innendurch-
messer von ca. 6,5 mm, die auf den AuslaB
K einer Luftstromleitung paBten. In regel-
miBigen Abstinden von lmin Sffnete ein
Zeitgeber ein elektrisches Ventil, wodurch
ein Luftstromstof von 1,0 sec Dauer
iiber dasin der Glashiilse befindliche Papier
auf die Antenne gerichtet wurde. Die
Offnung der Glashiilse befand sich 5 cm von
der Antenne, die Luftmenge betrug pro
StoB 0,05 1. Zwischen dem durch einen
Thermistor registrierten Auftreffen des
Lockstoffstromes auf die Antenne und dem
Schaltartefakt des Ventils lag ein Zeit-
intervall von ca.30 msec. Dieser Wert
wurde bei den Berechnungen der Reak-
tionszeit beriicksichtigt (Abb. 1). Die Folge
der Reize war festgelegt und ging regel-
miBig von schwicheren zu hoheren Lock-
stoffkonzentrationen und auf jeder neuen
Konzentrationsstufe von der am schwéch-
__2mV  sten wirkenden Isomere TT iiber CC und
v* CT zum TC. Vor jedem Priifreiz wurde ein

75ec

Abb. 1. Bombyxr &. ZElektroantennogramme
bei Reizung mit Kontrollpapieren (XK) bzw.
verschiedenen Xonzenfrationen (von 10-2
bis 100 12g) Bombykol. Nachgezeichnete Origi-
nalregistrierungen. Die Reizdauer (1 sec) ist
durch den Balken tiber den Registrierungen
dargestellt. Mit steigender Xonzentration
nimmt nicht nur die Amplitude, sondern
auch die Anstiegsteilheit der Reaktion zu; die
Reaktionszeiten nehmen wvon 100 bis auf
ca. 20 msec ab

Kontrollreiz (s. Abb. 1) gegeben. Zwischen
zwei Reizen lag die Pause von 1 min, wih-
rend der die Glashiilse (s. 0.) ausgewechselt
und das Pridparat mit Frischluft tber-
stromt wurde.

Da den Kontrollreizungen bei der Reiz-
schwellenbestimmung eine entscheidende
Bedeutung zukommt, wurden sie jetzt
besonders sorgfiltig vorbereitet. Frither
verwarfen wir Kontrollpapiere, die eine zu

groBe EAG Amplitude zeigten und verwendeten auch Kontrollpapiere, die nicht mit
dem Losungsmittel getrinkt worden waren. Jetzt wurden alle Kontrollpapiere in
groBerer Zahl zusammen mit den Lockstoffpapieren vorbereitet (Losungsmittel,
jedoch ohne Lockstoff), wie diese aufbewahrt und oft gewechselt. Dadurch sollte
einerseits gesichert werden, da8 sich die Kontrollreize nur durch ihren Lockstoff-
gehalt von den Priifreizen unterscheiden, andererseits aber moglicherweise EAG-
wirksame und weniger fliichtige Losungsmittelreste auf Test- und Kontrollpapieren
gleichméBig vorhanden sind.
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¢) Bestimmung der absoluten Reizmengen. Zur Bestimmung des in unseren
fritheren Arbeiten mitgeteilten Reaktionsumfanges und der Anstiegskurve der EAGs
geniigte eine relative Intensititsskola. Damals und auch jetzt noch wird dabei ange-
nommen, da8 die beim Reiz-Luftstof das Papier verlassenden Lockstoffmengen der
Beladung des Papiers proportional sind. Diese Annahme erscheint zumindest fiir die
mittleren und schwicheren Reizstirken berechtigt. Versuche mit Fettsiuren
(BorckH unverdff.) zeigten z.B. erst bei hohen Beladungen der als Reizquelle die-
nenden Papiere, dafl dann weniger Molekile in den Luftstrom gehen, als es der Pa-
pierbeladung entspricht. Da es uns in der vorliegenden Untersuchung darauf ankam,
die Reaktionen zu den Molekiilzahlen in Beziehung zu setzen, die dem Rezeptor je-
weils angeboten werden, muBten wir versuchen, eine absolute Infensititsskala der
Lockstoffreize zu ermitteln.

Zur Berechnung der absoluten Mengen von Bombykol im Duftstrom bedienten
wir uns einer Abblasmethode. Dabei wurden die mit bekannten Mengen von Bomby-
kol beladenen Papiere in den Glashiilsen iiber lingere Zeit kontinuierlich einem
Luftstrom ausgesetzt, der den Bedingungen im elektrophysiologischen Versuch
entsprach. Den Bombykolverlust ermittelten wir dann mit zwei Methoden:

1. Der progressive Gewichisverlust von 100 pg tragenden Papieren wurde mit der
Mikrowaage bestimmt. Von vier Papieren wurden zwei mit je 100 ug TC und zwei
nur mit Lésungsmittel (Kontrolle) wie zum Reizversuch vorbereitet und in die Glas-
hitlsen gesteckt. Ein TC- und Kontroll-Hiilsenpaar kam dann in eine Apparatur, wo
es mit der vom physiologischen Experiment bekannten Luftstromgeschwindigkeit
dauernd iiberstromt wurde. Die beiden anderen Hiilsen (wieder mit je einem 100 pg
und einem Kontrollpapier) befanden sich bei etwa gleicher Temperatur in je einer
Petrischale. Die Gewichte aller vier Papiere wurden dann nach zuerst kurzen und
fortschreitend lingeren Zeitintervallen auf der Mikrowaage etwsa gleichzeitig be-
stimmt. Die Kurven 2a, 2b in Abb. 2 zeigen die Gewichtsverluste als Differenzkur-
ven der 100-pg-TC- und Kontrollpapiere aus zwei derartigen Experimenten. Wenn
man bedenkt, dafl im Bereich unter 100 pg solche Wigungen Schwankungen man-
nigfaltiger Art unterworfen sein miissen, so ist die Ubereinstimmung befriedigend.
Nach knapp 100 Std hat ein 100-pg-Papier etwa 80% seines Bombykols verloren.
Der weitere Verlust geht langsamer vor sich. Die nicht dem Luftstrom ausge-
setzten Bombykolpapiere halten ihre Gewichtsdifferenz gegeniiber den Kontrollen
annihernd konstant (Kurven 1a, 1b in Abb. 2). Die Kurven 3a und 3b in der Abb. 2
zeigen die Steigerung des Gewichtsverlustes bei finffach erhéhter Luftstromge-
schwindigkeit unter sonst gleichen Bedingungen. Nach weniger als 40 8td ist hier
der TC-Gehalt auf 20% des Ausgangswertes gesunken. Die Wigewerte von zwei
weiteren derartigen Experimenten schwankten so sehr, daf sie keine Bewertung ver-
dienen. Hier traten wahrscheinlich unkontrollierte Verunreinigungen auf. Von ins-
gesamt sechs Wige-Differenzversuchen waren also vier verwerthar (s. Abb. 2).

2. Um den progressiven Wirksamkeitsverlusi einer Lockstoffquelle zu erfassen,
wurde in zwei EAG-Experimenten der Abfall der physiologischen Wirksamkeit von
Papieren ermittelt, die, wie unter 1 beschrieben, dauernd mit Luft iberstromt wur-
den. Als Kontrolle dienten Papiere, die wir mit der gleichen TC-Menge beluden, je-
doch zwischen den EAG-Messungen bei —15°C in Petrischalen aufbewahrten. Im
ersten von zwei derartigen Versuchen enthielten die Papierpaare jeweils 100 pg und
0,1 pg TC. Alle Messungen in diesem Experiment erfolgten an ein und demselben
Bombyz-3, das iiber finf Tage bei unverdnderter Elektrodenlage am Leben blieb.
Die Abb. 3 zeigt den Verlauf der Messungen. Die 100 ug und 0,1 pg Kurven zeigen
aus bisher ungeklirten Griinden am zweiten Tag sowohl fir die Test- als auch fir
die Kontrollwerte ein Minimum. Eine Differenz zwischen den iiberblasenen und den
kithl gehaltenen TC-Papieren ist jedoch schon zu diesem Zeitpunkt deutlich und
nimmt bis zum 4. Tag weiter zu. Mit dem dauernd {iberblasenen 100-u.g-Papier wird
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Abb. 2. Wigeversuch. Gewicht von Filterpapieren mit Bombykol in Abhingigkeit von der Zeit. Jeder
Punkt stellt die Gewichtsdifferenz zwischen einem Testpapier (Losungsmittel mit 100 pg Bombykol)
und einem Kontrollpapier (nur Losungsmittel) dar. Die Kurvenpaare zeigen jeweils fiir zwei gleich-
artige Versuche den Gang der Gewichtsabnahme der Lockstoffquellen in stehender Luft (1a, 1b),
unter Dauerluftstrom von 150 1/h (2a, 2b) und unter Dauerluftstrom von 750 1/h (3a, 3b)
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Abb. 8. Abnahme der EAG-Wirksamkeit von je zwei 100 pg und 0,1 pg Bombykol-Quellen. Bombyz

&, chronische Elektroden. Ausgezogene Kurven : Wirksamkeit von Bombykol-Papieren, die zwischen den

EAG-Messungen nicht iiberblasen wurden. Unierbrochene Kurven: Wirksamkeit von Bombykol-

Papieren, die zwischen den EAG-Messungen dauernd tberblasen wurden (300 1/h). Uniere Kurve:
Kontrolle (Papier chne Bombykol). Weitere Erklarungen im Text
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nach vier Tagen nur noch 756% und mit dem dauernd iberblasenen 0,1-ug-Papier
nur noch 50% der EAG-Amplitude der gekiihlten Vergleichspapiere erzielt. Nach
der Charakteristik der Kurve in Abb. 4 (EAG-Amplitude als Funktion des Logarith-
mus der Reizkonzentration) entsprechen diese Werte bei dem 100-pg-Papier in vier
Tagen einem Abfall auf etwa 10 ug und bei dem 0,1-pg-Papier einem Abfall auf etwa
0,01 pg. — In einem zweiten Versuch dieser Art wurde in drei Tagen fir ein 100-pg-
Papier ein flacherer und far ein 1-pg-Papier ein relativ steilerer Abfall bestimmt. Die
TC-Verluste, wie sie in diesem Experiment bestimmt wurden, geben uns iiber die
GroBenordnung des Verlustes bei Daueriiberblasung Auskunft. Die extremen Abfall-
werte sind 90 % TC-Verlust fiir je ein 100-ug- und ein 1-pg-Papier in 24 Std. Wegen
der begrenzten Wige- und MeBgenauigkeit konnte nicht gleich nach Beginn des
Abblasens mit den Messungen begonnen werden; die erste verwertbare Messung er-
folgte 1 Std nach Abblasebeginn. Aus dem Verlauf solcher Abnahmekurven 138t
sich jedoch die zu Beginn des Abblaseversuchs von dem 100-yg-Papier abgehen-
de Molekiilzahl extrapolieren und mit 7 X 102, die von dem 1-pg-Papier abgehende
Zahl mit 7 X 10° pro sec angeben. Unter der Annahme, dafBl sich das Verhiltnis von
aufgetropfter und pro sec abgeblasener Menge Bombykol iiber mehrere Konzentra-
tionsschritte hinweg nicht wesentlich dndert, erfolgte eine weitere Extrapolation auf
die abgehenden Molekitlmengen bei den 10-2 bzw. 10~* yg-Papieren, die die Schwel-
lenreaktionen im EAG bzw. Verhalten auslésen (BorokH, ScHNEIDER und Katss-
LING, 1965).

1) Verhaltensreaktionen. Hier arbeiteten wir mit einer Methode, die im Prinzip
auf B. C. BLock (1960) zuriickgeht. Dabei befinden sich pro Versuch 20—30 Tiere frei
beweglich in kleinen offenen Papprohren in einem Gestell von 30 X 30 em (STEIN-
BRECHT, 1964). Die Testpapiere entsprechen denen im EAG-Versuch, nur waren sie
nicht in Glashiilsen eingeschlossen, sondern 50 em vor dem Gestell frei befestigt.
Zur Reizung wurde mit einem Ventilator iiber das Papier in Richtung auf das Ge-
stell geblasen. Nur die mit vollen Schwirrbewegungen reagierenden Tiere wurden
gezdhlt. Der Abstand zwischen den Reizen betrug 15 min. Vor jedem Testreiz wurde
ein Kontrollreiz gegeben, zwischen den Reizen der Raum entliiftet.

Die Arbeit wurde durch Sachbeihilfen der Deutschen Forschungsgemeinschaft
geférdert. Bei den Versuchen und den Auswertungen, besonders aber bei der mithsa-
men und gewissenhaften Herstellung der vielen Verdiinnungsreiben, halfen zu ver-
schiedenen Zeiten Frau E. SteMER-BESENTHAL, Frau U. Gramm-VoroTa, Friulein
E. Prerrrer und Friulein I. RoERSCENEIDER. Herrn Dr. K.-E. Katssrine danken
wir fir die Berechnung der absoluten Reizintensitéit und Herrn U. Warpow fiir die
Durchfithrung eines EAG-Abblaseversuchs.

Ergebnisse

1. Elekirophysiologie

Mit steigender Konzentration nehmen Amplitude und Anstiegssteil-
heit des Potentials zu, wihrend die Reaktionszeiten abnehmen (Abb. 1).
Bei hohen Reizstirken zeigte sich im EAG oft zusitzlich eine Anfangs-
racke (vgl. SCHNEIDER, 1962). Gewertet wurde nur die maximale EAG-
Amplitude innerhalb der Reizzeit von 1 sec, nicht die Anstiegssteilheit.
Auf der Abb. 4 sind die gemittelten Bombykol (TC) MeBwerte, die vor
und zwischen den TC Reizen gemessenen Kontrollwerte und die mittleren
Fehler (4- 3 m) der Mittelwerte aller Versuche des Jahres 1963 (105
MeBreihen an iiber 40 Tieren) dargestellt. Die AG-Reaktionen waren fiir
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dasselbe Préaparat voll reproduzierbar, schwankten aber stark von Tier
zu Tier. Nur Priparate, die bei Hchstkonzentrationen eine Amplitude
von 1,0 mV nicht erreichten, wurden nicht beriicksichtigt. Die kleinste
Zahl der einzelnen Messungen bei einer gegebenen Konzentration betrug
17, die grofte 203. Diese groBen zahlenmaBigen Unterschiede der Mes-
sungen bei bestimmten Konzentrationen erkliren sich daraus, daB wir
bei der Herstellung der Verdinnungsreihen nicht nur 10:1 Stufen, sondern
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Abb. 4, Bombyx 3 Elektrophysiologie. Abhéingigkeit der EAG-Amplitude von der Bombykol-Konzen-
tration. Die MeBpunkte sind Mittelwerte & 8 m. Die Kurve mit ausgefiiliten Kreisen zeigt die EAG-
Amplitude bei Bombykol-Reizung, die Kurve mit offenen Xreisen die Amplitude bei Kontrollreizen

(nur Losungsmittel). Senkrechte Balken 4= 8 m. Die jeweils vor dem Bombykol-Test ermittelte Kon-
trollreaktion ist links von dem Test-Mittelwert eingetragen. S. Text

auch 1000:1-Stufen ohne Zwischenwerte einlegten. Da jedoch diese
unterschiedliche Herstellung der Verdiinnungsreihen keinen merklichen
Einflul auf die Ergebnisse hatte, wurden die MeBwerte gemeinsam ver-
wertet. Im Bereich hoher Konzentrationen wurde insgesamt weniger ge-
messen. So wurde der 1000 pg Reiz nicht sehr oft gegeben, da er etwa
100fach stirker wirkt als eine frische Bombyxdriise (vgl. STEINBRECHT,
1964) und die Rezeptoren dann ldngere lingere Zeit zur Erholung brauch-
ten, ehe sie wieder voll reaktionsfahig waren (vgl. SCHNEIDER, 19634,
Abb. 7). Zusétzlich bestand bei den hohen Reizkonzentrationen noch die
Gefahr einer gesteigerten Verunreinigung des Préparates, MeBplatzes
und MeBraumes mit dem Lockstoff. Die Reize wurden stets in aufstei-
gender Konzentration hintereinander geboten; auch der 1000-pg-Reiz
kam stets nach einem 100-pg-Reiz. Die Bombykol-Kurve (Abb. 4) ver-
lauft bei aufsteigender Reizkonzentration von 10—22 ug bis zu etwa 104 pug
nahezu parallel zur Abszisse und steigt dann zuerst langsam und in der
Folge steil an. Bei 100 pg hat die Kurve ein vom 10-ug-Wert nicht ge-
sichert verschiedenes Maximum und ist bei 1000 pg gesichert niedriger
als bei 10 und 100 pg. Dieser Abfall der Reaktion ist die Folge einer
Adaptation des Systems auf die vorher gegebenen 100-pg-Reize. Alle
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MeBwerte zwischen 10—% pg und 10 ug sind mit statistischer Sicherheit
voneinander verschieden. Die Fehlervariation (4- 3 m) bei 10-% pg TC
gibt an, daB hier bereits die EAG-Reizschwelle tiberschritten ist.

Die Kurve der Kontrollwerte zeigt eine von links nach rechts abfal-
lende Tendenz: je hoher die Lockstoffkonzentration war, desto niedriger
ist bei den mittleren und hoheren Reizkonzentrationen der nachfolgende
Kontrollwert. Ob im Konfroll-EAG eine schwache Geruchsreaktion ent-
halten ist, die bei starken TC-Reizen adaptiert, mull noch untersucht
werden.

Auf der Abb.5a—c sind entsprechend der Abb.4 die Kontroll-
und Testreaktionskurven fiir die 3 Bombykol-Isomeren aufgetragen. Ver-
diinnungen unter 10~% pg wurden nicht gepriift, da schon in den Verhal-
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Abb. 5. Bombyxr & Elektrophysiologie. Abhingigkeit der EAG-Amplitude von der Konzentration

verschiedener Bombykol-Isomeren: a cis-trans; b cis-cis; ¢ trans-trans. Die Punkte sind Mittelwerte
+ 8 m. Darstellung wie in Abb. 4

tensversuchen die Reizschwellen fiir diese Stoffe tiber diesemz Wert lagen
(vgl. z.B. Burenanpr, HECKER, HoPP und KocH, 1961/62; HECKER,
1960). Die EAG-Reizschwellen liegen hier fiir CT unter 10— pg (10—2 pg
ist von 10~ pg signifikant different), fiir CC und TT unter 1 pg. Unter-
halb dieser Werte sind weder aufeinanderfolgende Test-, noch Test- und
Kontrollreize voneinander gesichert unterschieden. Kigentiimlicherweise
liegen die Kurven der Kontrollwerte bei allen drei Isomeren unterhalb
der Reizschwelle knapp tiber den Testkurven. Der von der Abb. 4 bereits
bekannte Abfall der Kontrollkurve bei hoheren Reizstdrken ist auch hier
sichtbar. Alle drei Isomerenkurven steigen etwas flacher an, wie die TC-
Kurven. Der schlecht gesicherte letzte Anstieg der Kurven 148t es offen,
ob mit den benutzten Reizstdrken schon ein Plateau erreicht wurde. Die
Zahl der Messungen war bei den Isomeren geringer als beim TC.

Die Abb. 6 enthilt die Mittelwertskurven der EAGs von Bombykol
und den Isomeren oberhalb der Konzentration von 10-% pg. Jetzt wird
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deutlich, daB die Reihenfolge der EAG-Wirksamkeiten TC > CT > CC =
TT ist. Dabei ist TC von allen Isomeren, aulierdem ist CT von TT ge-
sichert verschieden, wihrend CT sich nur bei einigen Werten VOD:CC,
und CC nirgends von TT statistisch gesichert trennen laft.
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Abb. 6. Bombyz 3. Elektrophysiologie. Abhiingigkeit der EAG-Amplitude von der Konzentration der
4 moglichen Isomeren des Hexadecadienols, Zusammenfassung der MeBwerte aus den Abb. 4 und 5
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Abb. 7. Bombyx & Verhalten. Variation der Reizschwelle (Schwirr-Reaktion) eines Kollektivs von 30

gleichzeitig gereizten ¢& in Abhingigkeit von Bombykol steigender Konzentration. Die ausgefiillten

Kreise geben die Zahl der auf den Bombykol-Reiz reagierenden Tiere (Ordinate) an, die offenen Kreise

gelten fiir die Reaktion auf den Kontrollreiz (nur Losungsmittel). Die MeSpunkte sind Mittelwerte
+ 3 m(vgl. Abb. 4)

2. Verhaltensreaktionen

Die Kurve der Verhaltensreaktionen auf Bombykol (TC) ist auf der
Abb. 7 dargestellt. Von TC 10-13 ug aufsteigend findet sich bis zu 10— pg
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keine statistisch gesicherte Differenz der Testreaktion von den vorher-
gehenden Kontrollreaktionen. Erstmals ist bei TC = 10-% pg die Zahl
der Reaktionen von der vorhergehenden Kontrolle gesichert verschieden.
AnschlieBend nimmt die Zah!l der reagierenden Tiere schnell zu und er-
reicht bei TC = 10~ ug etwa 50% und bei TC = 10-3 pg fast 100%,
d.h. fast alle der 30 Tiere schwirren. In den Versuchen wurden stets alle
Tiere gewertet, so dafl auch die schon den Kontrollreiz beantwortenden
und auch die auf starke Reize nicht reagierenden Tiere in die Auswertung
eingehen. Obwohl also bereits auf ein TC-Papier mit 10-° pg gesichert
mehr Tiere ansprechen als auf das Kontrollpapier, schlieBen wir uns hier
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Abb. 8. Bombyx & Verhalten. Variation der Reizschwelle (Schwirr-Reaktion)in Abhiingigkeit von der

Xonzentration zweier geometrischer Tsomeren des Bombykols (cis-trans und trans-trans, vgl. Abb. 5).
Darstellung und Versuchsbedingungen wie in Abb. 7

der bisher iiblichen Definition der Verhaltensschwelle als dem Punkt, bei
dem 50 % aller Tiere antworten, an (BUTENANDT, BECKMANN und HECKER,
1961 ; Borckr, KAIssLiNG und SCHNEIDER, 1965). Dieser Punlkt ist der
Wendepunkt der Kurve (Abb. 7), d.h. das Maximum der Variation der
Schwellen aller Tiere, deren Integral hier abgebildet ist. Im Gegensatz zu
dieser Darstellung der Variation der Verhaltensschwellen zeigte die Abb.4
die Zunahme der elektrischen Antwort des Rezeptorsystems bei steigen-
der Reizintensitit. Eine dem EAG-Zuwachs vergleichbare Abstufung der
Verhaltensreaktionen der einzelnen Tiere wurde von uns nicht unter-
sucht. Direkt vergleichbar sind in den Abb. 4 und 7 nur die Punkte, wo
mit Sicherheit die jeweiligen Reizschwellen tiberschritten sind: EAG =
10-2 pg TC (vgl. 8. 198); Verhalten = 10-% ug TC. Wegen der unter-
schiedlichen Reizgeometrie liegen diese Punkte iiber einer absoluten
Skala jedoch fiinf Zehnerpotenzen auseinander (s. Diskussion, Abb. 10).
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Die Verhaltensreaktionen auf die Bombykol-Isomeren CT und TT
zeigen ein der TC-Kurve entsprechendes Bild (Abb. 8). Die Kurve steigt
bei CT zwischen 102 und 1 pg und bei TT zwischen 10-* und 10 yg von
einem niedrigen Wert auf einen Maximalwert an. Bei T'T lassen sich dann
noch die 10-% und 10-2 pg Testwerte von ihren vorhergehenden Kontrol-
len sichern, wenn sie jeweils zusammengefafit werden.

Die bisherigen Messungen fiir CC sind widerspruchsvoll, da sie keine
der theoretisch zu erwartenden Integralkurven ergeben. Alle Werte fiir
diese Isomere liegen jedoch im Bereich von CT und TT.
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Abb. 9. Bombyxr & Verhalten. Schwellen der Schwirr-Reaktion bei Reizung mit den 4 Isomeren des
Hexadecadienols. Zusammenstellung der Werte aus den Abb. 7 und 8

Die Abb. 9 entspricht der Abb. 6. Hier sind die Verhaltenskurven zu-

sammengefal3t.
Diskussion

Die bisherigen Experimente an Bombyx konzentrierten sich auf die
Abhéngigkeit der Summenreaktion von der Reizintensitét im Elektro-
antennogramm (SCHNEIDER, 1955, 1957, 1962, 1963a und b, 1964;
ScanEIDER u. HECKER, 1956) und im Verhaltensversuch. Die jetzt vor-
gelegte Arbeit schliet diese Untersuchung an der ménnlichen Antenne
von Bombyx ab. Weitere Veroffentlichungen werden sich mit der Funk-
tion einzelner Lockstoffrezeptorzellen befassen (PrIESNER in Vorber.).

Ein wesentliches Hrgebnis der vorliegenden Untersuchung ist die
Feststellung der Reaktionsschwellen, die auch den Hauptgegenstand der
folgenden Diskussion bilden. Um die wahre Lage der Verhaltensschwelle
(Abb. 7, Mittel- bzw. Wendepunkt des Kurvenanstiegs: 10-* pg TC Pa-
pier) mit der wahren Lage der EAG-Schwelle (10-2 pg TC Papier) ver-
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gleichen zu konnen, mull man schrittweise vorgehen. Zuerst ist diese
zwei Zehnerpotenzen der TC-Konzentration betragende Ditferenz der
TC-Quellen zu beachten. Zusitzlich mufl man jedoch folgende Unter-
schiede in den Reizbedingungen in Rechnung stellen: 1. Reizzeit von
1 sec im EAG, 30 sec im Verhalten; 2. Reizabstand der Lockstoffquelle
im EAG 5 cm, im Verhalten 50 cm; 3. Luftmenge pro sec im EAG 0,05 1,
im Verhalten 40 1. Aus den unterschiedlichen Werten in (2) und (3) er-
rechneten BorcokH, KarssLing und ScHNEIDER (1965), daB bei gleichem
Bombykolgehalt der Reizquelle (Lockstoffgehalt des Papiers) die Bom-
bykolkonzentration der Reizluft am Rezeptor im Verhaltensversuch
1000fach geringer ist als im EAG-Experiment. Diese drei Zehnerpotenzen
addieren sich zu den oben genannten zwei Zehnerpotenzen, so dafl die ge-
samte Schwellendifferenz (Verhalten — EAQG) am Rezeptor finf Zehner-
potenzen der Lockstoffkonzentration betragt.

In unseren Verhaltensversuchen war die Reizschwelle der Tiere bei
einer Beladung des Filterpapiers mit 10— pug TC iberschritten. Dieser
Wert liegt mindestens 10%ach tiber dem durch BurENnanDpT u. Mitarb.
ermittelten Schwellenwert. Dort 16ste noch ein Glasstab, der in eine we-
niger als 10-1° yg TC enthaltende Losung getaucht und in stehender
Luft vor die Antenne gehalten wurde, bei mehr als 50% der manunlichen
Tiere eine Schwirr-Reaktion aus. Ein Vergleich zwischen den beiden so
unterschiedlichen Schwellenwerten wird erst moglich sein, wenn folgende
bei der Glasstabmethode bisher unbekannte GroBen bestimmt sind: 1.
wieviel Bombykol beim Eintauchen des Glasstabes aus der Duftstoff-
lésung aufgenommen wird ; 2. wieviel Bombykol wahrend der nicht niher
bestimmten Reizzeit vom Glasstab abdiffundiert; 3. welche Auswirkung
der sehr geringe Reizabstand in der ruhenden Luft hat; 4. ob die Reiz-
situation des Tieres in einem abgeschlossenen Glasgeféfl von Bedeutung
ist. — SchlieBlich bleibt offen, ob in beiden Arbeitsgruppen identische
Verhaltensreaktionen gewertet wurden.

Noch schwieriger als eine Deutung der TC-Schwellenunterschiede in
den verschieden angelegten Versuchsserien ist die Deutung der relativen
Schwellenunterschiede von TC einerseits und den Isomeren andererseits.
Bei Verwendung der Glasstabmethode (BurTENANDT w. Mitarb.) lagen
die Isomerenschwellen mindestens um den Faktor 108, in unseren Ver-
haltens- und EAG-Versuchen nur um den Faktor 10 bis 10% iiber den
TC-Schwellen. Das letztere gilt auch fiir die inzwischen gelungenen Ein-
zelzellableitungen (PriEsNER, in Vorber.).

Die hier erstmals verdffentlichten Ergebnisse orientierender Abblase-
versuche (s. S. 195) ermoglichten auf Grund des Gewichts- und Wirksam-
keitsverlustes von Bombykolpapieren eine vorldufige Bestimmung der
Anzahl von Molekiilen, welche die Reizquelle wahrend der Reizzeit ver-
lassen, und damit eine Berechnung der absoluten Konzentrationen am
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Rezeptor. Danach wurde von BoEckH, KAISSLING und SCHNEIDER (1965)
die absolute Schwellenkonzentration fiir das Verhalten mit 2 x 102, fir
das EAG mit 1x 107 Molekiilen/cm?® Reizluft an der Antenne angegeben
(Abb. 10).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Diinnschnitten durch die
als Lockstoffrezeptoren identifizierten Sensilla trichodea von Bombyx
zeigen zahlreiche Poren von etwa 150 A g in der Haarwand (STEIN-
BRECHT, unverdff.). An diesen Stellen steht vermutlich die Membran der

v vt v
Bombykol Molekiite pro cm’ Luft

Abb. 10. Bombyx 3. Reizung mit Bombykol. Lage der Verhaltensschwellen-Variation (Integral der

reagierenden Tiere) und der EAG-Intensitits-Kennlinie iiber einer absoluten Abszisse (vgl. dazu

Abb. 4 u. 7). Die Ordinate gibt die Zahl der reagierenden Tiere in Prozent des Kollektivs, bzw. die

EAG-Amplitude in Prozent des Maximums an. Der Wendepunkt der Verhaltenskurve (Pfeil I) zeigt

an, daf hier mit groBter Wahrscheinlichkeit die wahre Reaktionsschwelle iiberschritten ist. Bei fast
100% der Tiere war das EAG an der mit dem Pfeil IT markierten Stelle @iberschwellig
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Rezeptordendriten durch ein System von Microtubuli mit dem Aufien-
medium in Kontakt. Aus der Summe der Fliche aller Poren auf einem
Haar wurde die ,,rezeptorische Oberfliche® fiir eine Bombykolrezeptor-
zelle von Borcks, Kaissting und ScaNeIDER (1965) mit 0,27 p? errech-
net.

Unter Beriicksichtigung dieses Wertes, der oben genannten moleku-
laren Konzentration der Reizluft an der Antenne, und der mittleren Ge-
schwindigkeit der Molekiilbewegungen lie} sich weiter errechnen, daB bei
dem Schwellenreiz (107 Molekiile TC/em? Luft) im EAG alle Bombykol-
Rezeptorzellen jeweils maximal 90 MolekiilstoBe in dieser sec erfahren.
Dabei wurde angenommen, daf} die ankommenden Molekiile nicht bereits
beim ersten Kontakt mit der ja zum groften Teil nicht aus Poren be-
stehenden Antennencuticula adsorbiert werden. Im Verhaltensversuch
gingen wir von demjenigen MeBwert aus, der an den Wendepunkt fast
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heranreicht (s. Abb. 7). Hier betrigt die Molekiilkonzentration an der
Antenne 23x10% Molekiile TC/em® Luft. Das bedeutet in der Reizzeit
von 30 sec, dafl im Durchschnitt auf jede der 40000 Bombykolrezeptor-
zellen der Sensilla trichodea (ScHNEIDER und Karssring, 1957) 3 x 10-2
Molekiilstofe treffen. So erhalten an der Verhaltensschwelle also nur 1200
der 40000 Zellen je einen Molekiilsto3 in den 30 sec.

Die Ausgangswerte und der genaue Gang der Berechnungen finden
sich bei BorckE, KarssuiNg und ScHNETDER (1965). Die errechneten
Groflen sind als Naherungswerte zu betrachten, die erstmals einen Auf-
schluf} geben sollen, in welcher Grofenordnung von Absolutkonzentra-
tionen der Arbeitsbereich derartiger Lockstoffrezeptoren liegt. Eine
Sicherung der absoluten Molekiilzahlen durch weitere Abblaseversuche,
z.T. unter Verwendung radioaktiv markierten Bombykols, ist in Vorbe-
reitung.

Wie von BorckH, KarssLing und ScHNEIDER (1965) ausgefihrt wur-
de, sind die Queensubstance-Rezeptoren der Drohne und die Gras-Rezep-
toren von Locusta im elektrophysiologischen Versuch dhnlich empfindlich
wie die Bombykol-Rezeptoren von Bombyz. Die dort mit teilweise ver-
schiedenen Methoden ermittelten Zahlen der Molekilsto8e bei der Schwel-
lenreaktion sind ungefahr gleich.

Wir haben an der genannten Stelle vermutet, daB fiir die einzelne
Rezeptorzelle mit Wahrscheinlichkeit eine Eintreffer-Reaktion anzuneh-
men ist. Fiir die einzelne Pore steht dies schon auf Grund der GroéB8enord-
nung der von uns festgestellten Molekilzahlen aufler Zweifel: selbst
wenn, entgegen unseren Berechnungen, an der Verhaltensschwelle mehr
als nur ein Rinschlag einer TC-Partikel pro Zelle und Sekunde erfolgt,
wiirde ein solches Doppelereignis verschiedene der etwa 1000 Poren des
Sinneshaares treffen. Ob auf der anderen Seite die Aktivierung einer
Pore gentigt, um ein fir die Impulsausbildung iiberschwelliges Rezeptor-
potential der Sinneszelle auszuldsen, oder ob eine rezeptorische Summa-
tion dafiir erforderlich ist, 148t sich noch nicht schliissig beweisen. Auf
Grund der von uns an der Verhaltensschwelle ermittelten Zahl von 1 x
103 MolekilstoBen pro Zelle und Sekunde ist eine Eintreffer-Reaktion
auch fir die Zelle wahrscheinlich.

Theoretisch sollte es auch méglich sein, diese von uns geforderte und
auf nur einen Molekiilkontakt mit dem Rezeptor zuriickgehende Impuls-
meldung oder das dieser vorausgehende Rezeptorpotential an einer ein-
zelnen Zelle elektrophysiologisch zu erfassen. Es bleibt abzuwarten, ob
mit verfeinerten Ableitmethoden auch an Chemorezeptoren Ereignisse
registriert werden kdnnen, die den Miniaturpotentialen an Retinulazellen
beim Einschlag einzelner Quanten (ScHoLEs, 1965) vergleichbar sind.

Abschlieflend ist es notig darauf hinzuweisen, dafl nach den Unter-
suchungen von NrUHAUS (1953—57) am Hund und von TEICHMANN

14 Z. vergl. Physiol., Bd. b4
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(1959) beim Aal der Einschlag einiger Duftmolekiile pro Sekunde und
Rezeptorpopulation gentigt, um eine Verhaltensreaktion auszuldsen.
Auch fiir den Menschen ist, entgegen fritheren Annahmen, von STUIVER
(1958) eine bis in diesen Grenzbereich reichende Empfindlichkeit postu-
liert worden.

Zusammenfassung

1. Der Arbeitsbereich des Lockstoff-Rezeptorsystems von Bombyx
mori 33 wurde in umfangreichen Messungen unter kritischer Bewertung
von Kontrollexperimenten bestimmt. Als Reize dienten synthetisches
Bombykol sowie dessen geometrische Isomeren.

2. In elektrophysiologischen Versuchen wurde die Amplitude des
Antennogrammes (EAG) zum Lockstoffgehalt der Reizquelle in Begzie-
hung gesetzt. Die Reaktion steigt von 102 bis 100 ug an und erreicht
hier ein Plateau. BAG-Amplituden auf Reize unter 102 pg waren von
Kontroll-EAGs statistisch nicht verschieden.

3. Die ersten, von Kontrollen unterscheidbaren EAG-Reaktionen auf
die geometrischen Isomeren des Bombykols lagen fiir den cis-trans-Stoff
bei 10-1 ug, fiir cis-cis und trans-trans jeweils bei 1 pg. Die Kenn-
linien der drei Isomeren zeigen eine flachere Steigung als die des Bom-
bykols. Isomeren-EAGs erreichten auch bei den hochsten von uns be-
nutzten Reizstdrken nie die maximale Amplitude des Bombykol-EAGs.

4. Im Verhaltensversuch wurde mit einer gegeniiber dem EAG-Ex-
periment verdnderten Reizanordnung die Reaktionsschwelle bestimmt.
Auf 10-3 pg Bombykol reagierten bereits mehr Tiere mit Fliigelschwirren
als auf den Konfrollreiz. Bei 10—* g Bombykol war fir die Hilfte, bei
103 pg fiir fast 100% der Tiere die Schwelle iiberschritten. Die Verhal-
tensschwellen fiir die Isomeren lagen in der gleichen Reihenfolge und in
etwa gleichem Abstand tber der Bombykol-Verhaltensschwelle wie im
elektrophysiologischen Versuch.

5. Unter zum physiologischen Experiment identischen Bedingungen
wurden die Bombykol-Reizquellen iiber Stunden und Tage einem Dauer-
Iuftstrom ausgesetzt, und sowohl aus der Gewichts- als auch aus der
Wirksamkeitsabnahme die pro Reizzeit (1 sec) abgehende absolute Bom-
bykolmenge extrapoliert. Bei Beriicksichtigung der in die Versuchsbe-
dingungen eingehenden physikalischen Gréfen wurde daraus die Bom-
bykolkonzentration am Rezeptor ermittelt. Sie betrigt an der EAG-
Schwelle 1x 107 Molekiile/em® Luft, an der Verhaltensschwelle 2102
Molekiile/cm?® Luft.

Summary

1. The activity-range of the Bombyx mori sex-attractant receptors was
determined in numerous experiments with critical consideration of con-
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trols. The attractants used were synthetic Bombykol and it’s geometrical
isomers.

2. In electrophysiological experiments, antennogram (EAG)-amplitu-
des were related to the amount of attractant per stimulus source. The
reaction increases from 10~% to 100 pg, where it reaches a plateau. EAGs
elicited by an odor source containing less than 10-2 pg were not signi-
ficantly different from control-EAGs.

3. Significant EAGs elicited by the Bombykol isomers (cis-trans; cis-
cis; trans-trans) began at 10~ pg; 1 pg and 1 g, respectively. The iso-
mer-reaction curves rise less steeply than the Bombykol-curve. Isomer-
EAGs with the maximum stimulus intensity used by us, never reached
the maximum Bombykol amplitude level.

4. The experimental arrangement (geometry) was changed in the
behaviour tests. We determined the reaction threshold in these experi-
ments. Fifty percent of the animals reacted at 10~¢ yg of Bombykol.
Significant reactions were observed with 10-5 pg, and nearly 100% of the
animals reacted with 10~ pug. The behaviour-threshold elicited by the
Bombykol-isomers followed at approx. the same concentration diffe-
rences and in the same order as in the EAG-experiments.

5. Bombykol sources were exposed to a continuous air stream under
conditions simulating the physiological experiments. We determined the
loss of weight and physiological efficiency of the sources as a function of
time. From these loss values calculations yielded the absolute amount of
Bombykol leaving the source per sec. The number of Bombykol molecules
at the receptor could then be extrapolated from these figures taking the
physical data (geometry of the experiment) into consideration. At the
EAG and behaviour thresholds, the air stream contains 13x 107 and
2 % 102 molecules per cm3, respectively.
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