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The Effect of Light, Temperature, and External Medium
upon the Electrical Behaviour of Acetabularia crenulaia

Summary. 1. In sea water at 25°C cells of Acetabularia crenulato exhibit a
resting potential (RP) of —170 mV between cytoplasm and external medium. At
temperatures below 10°C, or upon addition of 10-% m dinitrophenol in darkness, the
cell shows a second steady potential (RP’) of about —70 mV. Among the cations
of sea water, i.e. K¥, Nat, Mgt++, Catt, only Kt was found to atfect RP and RP’. If
the ionic strength of the medium is reduced by addition of isotonic mannitol
solution, RP decreases, while RP’ is not influenced. RP’ is explained as a potassium
diffusion potential, while for the existence of RP an electrogenic chloride pump is
inferred which is driven by ATP of the photo- or oxidative phosphorylation
(system X). — 2. Starting from RP’, the current-voltage relationship consists of
two linear portions for inward (R,) and outward current (R, ), respectively, merging
at RP’ (Fig. 3). Presumably they represent potassium conductances. For a given
cell, the expression RT/FIn R,/R, yields a value which fits the RP’ of the cell
(Fig. 20). — 3. Starting from RP, a N-shaped current-voltage relationship was
obtained for depolarisation (Fig. 3). The deviation from the potassium conductance
is supposed to be due to the shunt of the potassium channel and the system X
(voltage-dependent resistance). An electric circuit diagram was derived from
voltage and current clamp experiments (Fig. 21); the elements of the circuit were
tentatively analogized with cell functions. — 4. Action potentials of about 120 mV,
lasting from 30 to 300 sec may arise spontaneously. They can be triggered by lower-
ing the temperature or depolarisation (voltage clamp, current clamp, light-off —
of. Figs. 2,11). The mechanism of the action potential can be derived from the
properties of the chloride pump. Action currents were recorded upon different
depolarizing steps by voltage clamp to yield current-coltage curves at different
times after stimulation (Fig. 13). — 5. Pulses of white light shift the potential off
RP’: light-on elicits a small depolarisation, light-off a large transient hyperpolari-
sation. The primary event of this response is a change of current (Fig. 19), the
voltage change being its consequence. This result is interpreted on the basis of the
circuit diagram.

* Dissertation der Math.-Nat. Fakultit der Universitit Tiibingen.

Abkiirzungen: AP = Aktionspotential; RP = stabiles Potential bei ca. —170 mV;
RP’ =stabiles Potential bei ca. —70 mV.
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Einleitung

Elektrophysiologische Grundphénomene der Zellmembran wie Genese
des Ruhepotentials (RP) und Erregungsmechanismen differieren stark
nach Art des Objekts. So strémt beim Aktionspotential (AP) wihrend
der Depolarisierung bei Nerven Na* in die Zelle, bei Characeen, den
elektrophysiologisch bestuntersuchten botanischen Objekten, dagegen
Cl- aus der Zelle (Mullins, 1962). Da das AuBenmedium fiir RP und AP
einen entscheidenden Faktor darstellt, ist leicht zu verstehen, daB eine
StBwasseralge wie Chara oder Nitelly nach anderen Mechanismen reagiert
als eine Nervenzelle mit ionenreichem AuBenmedium.

Ausgangspunkt fir diese Arbeit war die Frage, ob marine Algen
wegen des reichen Ionenangebots des Seewassers hinsichtlich der Er-
regung mehr den Nervenzellen entsprechen, oder ob sie sich dhnlich den
systematisch néherstehenden Characeenzellen verhalten. Als Objekt
hierfiir schien die Meeresalge Acetabularia crenulate ginstig. Durch ihre
Einzelligkeit entfallen unkontrollierbare Einfliisse von aullen auf die
Zellmembran. Der dicke Stiel erméglicht ein bequemes Einfiihren intra-
celluldrer Elektroden. A. crenulata zeigt auch Erregungseigenschaften.
Ruhepotential und Erregungen koénnen durch Licht beeinflufit werden
(Schilde, 1966, 1968). Nach heutigen Vorstellungen (vgl. Jeschke, 1970)
hat bei griinen Pflanzen das Licht iiber Ionentransportmechanismen
EinfluB auf die Membranspannung. Daher wird sich diese Arbeit weit-
gehend mit der Frage nach Zusammenhingen zwischen Licht, Ionen-
transport und Membranspannung bei 4. crenulota befassen.

Material und Methoden

1. Material

Die Anzucht der verwendeten A. crenulata erfolgte nach Himmerling (1944)
und Beth (1953). Obwohl diese Art empfindlicher ist als beispielsweise A. mediter-
ranea, wurde sie gewdhlt, weil tiber sie von Schilde (1966, 1968) schon Unter-
suchungen vorlagen. Die verwendeten Zellen waren 5—8 cm lang, 0,3—0,8 mm
dick und hatten noch keinen Hut ausgebildet. Um etwaige endorhythmische Ein-
fliisse zu eliminieren, kamen die Algen mindestens 3 Tage vor Versuchsbeginn in
Dauerlicht von 1500 Lux (Osram-L) bei 27°C.

2. Mepanordnung

Das Meflobjekt lag in einer Plexiglaskiivette (Innenabmessungen 1x1X'7 cm)
mit einem oben gelegenen AbfluB zur Wasserstrahlpumpe und einem unten gelegenen
ZufluB fir neues Medium, das aus einem hochgelegenen Vorratsgefd zugeleitet
werden konnte. Als AuBlenmedium diente — falls nicht anders angegeben — kiinst-
liches Seewasser nach Bentrup (1968). Es wurde aus Stammlésungen der Osmolari-
tédt 1,1 des natiirlichen Seewassers hergestellt. Durch Abiinderung der Anteile der
verschiedenen Stammlésungen konnte so die Zusammensetzung des AuBenmediums
ohne Beeinflussung des osmotischen Werts einfach variiert werden. Fiir den Tempe-
raturangleich neu zugefithrten Mediums verlief die Zuleitung durch ein Temperatur-
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bad (TB). Wie konduktometrische Messungen zeigten, brauchte das Medium bei
offenem Habhn vom Vorrats- zum VersuchsgefdB etwa 1 min und wurde dort in
4 min zu 90% ausgetauscht. Ein Austausch des Mediums erfolgte je nach erforder-
licher Vollsténdigkeit in 5—10 min. Die Temperatur im TB lieB sich mit einer
Tauchkiihler-Ultrathermostat-Kombination (Colora) iiber einen AuBenkreislauf auf
4 1°C genau einstellen und wurde mit einem elektrischen TemperaturmeBgerit
(HSE) im Medium kontrolliert. Nur beim Mediumsaustausch konnten in den ersten
2 min Anderungen bis zu 5°C auftreten. Die Arbeits-Temperatur lag bei 25°C, falls
nichts anderes angegeben.

Die Lichtquelle war ein Dia-Projektor mit einer 150 W-Quarzjodidlampe
(Osram). Das optische System bestand aus einem 1:30/135 mm-Objektiv, dessen
Frontlinse 10 em unter dem Objekt lag, so daf hier bei voller Betriehsspannung
(stabilisierte 220 V) 108 erg/cm? sec WeiBlicht zu messen waren. Fiir normale Arbeits-
beleuchtung wurde der Projektor mit 110 V betrieben, und die EnergiefluBdichte
mit einem 20 % -Neutralglasfilter auf 1,5 X 10* erg/cm? sec reduziert. Fiir Versuche
mit variabler Lichtintensitdt blieb durch konstant maximale Betriebsspannung
(220 V) die Farbtemperatur unverdndert, und die Intensitdt wurde durch Neutral-
gliser eingestellt. Mit einer Vorsatzlinse konnte das Licht enger gebiindelt werden,
so dafl Intensititen bis zu 4 X 108 erg/cm? sec zur Verfugung standen. Die Licht-
messung erfolgte mit einer geeichten Thermoséule (Kipp & Zonen).

Die Potentialmessungen wurden intracellulir mit Glasmikrocapillaren ausge-
fithrt (mit 3 M KCl-Losung gefiillt, Spitzendurchmesser etwa 1,5 1, R < 105 2). Ein
chlorierter Silberdraht tauchte in die verdunkelte KCl-Lésung und war mit einem
Impedanzwandler (Rg:10" Q) verbunden, so daf an dessen Ausgang mit einem
Schreiber (Linseis Kompensationsschreiber) die Potentiale direkt als Spannung
gegen die symmetrisch gebaute (Spitzendurchmesser etwa 100y, Fillung mit
1%igem 3 M-KCl-Agar) indifferente Elektrode (an Erde) registriert werden konnten.

Messungen des Stroms zwischen Zellinnerem und AM wurden mit der Voltage-
clamp-Methode nach der in Abb. 1 dargestellten Schaltung ausgefithrt. Die Span-
nungsdifferenz AU zwischen dem Inneren der Zelle und AM wurde mit zwei FET-
Operationsverstirkern I und IT (QFT-5, Ry =10 Q) mit dem Faktor 10 verstirkt
und bei ¥ registriert. Die aus dem Vergleich mit einer von 0—2V einstellbaren
Testspannung (U ) resultierende Summe bei X wurde mit einem weiteren Operations-
verstirker III (SQ-10a) ohne Gegenkopplung verstirkt (geplant: OSPB/100,
U gmax =1+ 100V, mit 100facher Verstirkung), so daB iiber eine weitere intra-
celluléire Mikroelektrode E; (E: < 10° Q) ein Strom flo8, bis 10 AU = — Uy wurde.
Da der Eingangswiderstand von Operationsverstirker I groB war, floB I vollstindig
iiber die Zellgrenzschichten ins AnBenmediam und konnte von dort iiber eine nieder-
ohmige Metallelektrode (¥,) gegen Erde bei A registriert werden. Wenn durch den
Doppelschalter §;, S, der Regelkreis unterbrochen war, verlieB AU den durch U,
bestimmten Wert — Uy /10 und stellte sich auf das natirliche Potential ein, das als
104U aufgezeichnet wurde. Bei Current-clamp-Experimenten floB aus einer Span-
nungsquelle (4 120 V) ein konstanter, mit einem Potentiometer steuerbarer Strom
durch einen Widerstand von 1 M, ein Amperemeter und Elektrode E, iiber Zell-
membran und Medium zur Erde. Darauf eintretende Anderungen der Membran-
spannung wurden zwischen Elektroden E, und E, gemessen.

3. Lokalisierung der Elektrode

In der intakten Zelle liegen die Chloroplasten in dichtem Belag im peripheren
Cytoplasma, so daf man die Spitze einer eingestochenen Elektrode nicht sehen
kann. Wenn die Elektrode etwa 1/, Std in der Zelle ist, kann man um die Einstich-
stelle einen dichteren Chloroplastenbelag feststellen, der darauf schlieBen 15B¢, daB
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Abb. 1. Voltage-clamp-Versuchsanordnung. 4 Stromregistrierung; AM AuBen-
medium; #,; stromzufiihrende Elektrode (R=20—100k Q); E, differente Elek-
trode; E; Vergleichselektrode; E, stromabfithrende Metallelektrode; J Voltage-
clamp-Strom; O MeBobjekt; S,, S, Doppelschalter; ¥ Spannungsregistrierung;
AU Potentialdifferenz zwischen Zellinnerem und AuBenmedium; 10 AU AU 10fach
verstiarkt; Up (—10 AU) Testspannung, nach ihr stellt sich AU ein, wenn 8;, S,
geschlossen ; 2 Summationspunkt; I, 1T FET-Operationsverstirker ; 11T Operations-
verstirker

wie bei Nitelle (Nagai u. Tazawa, 1962) Cytoplasma die Elektrode umflieBt. Durch
Verletzung oder Plasmolyse kommt es vor, daB der Chloroplastenbelag infolge
turbulenter Plasmastrdmung inhomogen wird und stellenweise aufreilt, so daf
Fenster entstehen, durch die man im Innern der Zelle die inserierte Elektroden-
spitze sehen kann, die tatsidchlich mit Cytoplasma umgeben ist.

4. Reproduzierbarkeit

Von den etwa 1000 unter normalen Arbeitsbedingungen angestochenen Zellen
zeigten ungefihr 300 nach einigen Minuten einen Betrag von RP > 140 mV (innen
negativ), das um weniger als 1 mV/30 sec schwankte; diese waren fiir den GroBteil
der Untersuchungen verwendbar. Bei einzelnen Zellen konnte wihrend der Unter-
suchungen der elektrophysiologische Zustand innerhalb einiger Stunden sehr stark
variieren, besonders im Hinblick auf die Erregbarkeit, so daB zunfichst zwischen
dem elektrischen Verhalten und einigen wichtigen physiologischen Bedingungen
wie Entwicklungsstadium und Reinheitsgrad der Kultur keine Beziehung fest-
gestellt warde. Ausgewertet wurden nur Ergebnisse solcher Zellen, die wahrend der
Dauer der jeweiligen Versuche keine spontane Anderung des betreffenden elektro-
physiologischen Zustandes zeigten, wobei als Kriterium diente, ob innerhalb der
jeweils verlangten Genauigkeit am Anfang und am Ende einer Versuchsreihe die
gleiche Empfindlichkeit gegeniiber den variierten Parametern herrschte. Fir mehr-
stiindige Versuchsprogramme war diese Bedingung nur bei etwa 40 Zellen hin-
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Abb. 2. Beispiel fiir Spannungsverlauf (durchgezogene Linie) auf variable Tempe-
ratur (gestrichelte Linie), aufgenommen an einer Zelle

reichend erfillt, so daB zu bestimmten Untersuchungen nur einzelne einwandfreie
Ergebnisse vorliegen. Diese wurden als reprisentativ fiir 4. crenulaia angesehen,
wenn mindestens 3 andere Zellen qualitativ dasselbe Verhalten aufwiesen.

Ergebnisse
A. Gleichgewichtszustinde
1. Das Ruhepotential

Wenn die gemessene GriBe wie Spannung oder Strom sich nicht mehr
dndert, nachdem das Meflobjekt auf den variierten Parameter reagiert
hat, wollen wir von einem Gleichgewichtszustand sprechen. Unter nor-
malen Arbeitsbedingungen ergaben Messungen an 79 verschiedenen
Zellen ein mittleres RP von —169-1-13 mV.

Temperatur. In Abb. 2 ist ein typischer Spannungsverlauf auf Tempe-
raturdnderungen aufgezeichnet. Aus Bereichen mit konstanter Tempe-
ratur, wo sich ein gleichbleibendes Potential eingestellt hat, wurde das
jeweilige RP fiir verschiedene Temperaturen ermittelt. Nach der Gold-
manschen oder Nernstschen Gleichung, die gewohnlich auf das RP ange-
wendet werden, ergdbe sich eine Proportionalitit zwischen RP und 7.
Die Verteilung der MeBwerte von 10 verschiedenen Zellen weist aber
zwischen 10 und 40°C eher die umgekehrte Tendenz auf. Fiir spétere
Untersuchungen wird es wichtig, das RP bei Temperaturen << 10°C auf
ein zweites stabiles Niveau RP’ fillt. Messungen an 30 verschiedenen
Zellen ergaben fir 7 < 10°C ein mittleres RP’ von —674-13 mV. Die
Extremwerte lagen bei —40 bzw. —100 mV.
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Licht. Tm Rahmen meiner Staatsexamensarbeit (vgl. Schilde, 1966)
hatte ich ein Aktionsspektrum der Potentialerhéhung im Licht an
A. crenulaty aufgenommen. Es stimmt mit dem Absorptionsspektrum
von Chlorophyll dberein.

Aupenmedium. Die Uberfilhrung aus dem Anzuchtmedium in das
kiinstliche Seewasser zeigt keine Wirkung auf das RP. Daher verwen-
deten wir fiir die Versuche statt des mit unbekannten Bestandteilen ver-
sehenen Anzuchtmediums (Erdschreiber-Losung) stets das wohldefinierte
kiinstliche Seewasser. Ohne Na*t im Medium bleibt RP unverdndert.
Es ist also gestattet, bei Verdnderung anderer Kationen-Konzentrationen
mit Nat zu kompensieren, ohne dafl mit einer Wirkung des Nat+-Kon-
zentrationsunterschiedes auf RP gerechnet zu werden braucht. Unter
diesen Voraussetzungen wurde der Einflull der K+-Konzentration ([K+])
auf RP bestimmt. Verzehnfachung des K*-Gehaltes ruft eine Positivie-
rung des Potentials um 554-12 mV hervor, was gut mit der Nernstschen
Gleichung zu erkliren ist, wihrend geringere K+-Konzentrationen im
Sinne der Nernstschen Gleichung zu kleine Abweichungen von RP
liefern. Abwesenheit und 3fache Konzentration von Mgt++ zeigen keine
Wirkung auf RP. Dasselbe scheint fiir Cat+ zu gelten.

Nach diesen Ergebnissen diirfte sich RP nicht wesentlich dndern,
wenn nur eine der angefithrten Kationenarten im Medium ist. Dies trifft
tatsdchlich fiir Nat+, Mg*+ und Cholint zu; jedoch fihrt K+ oder Cat+
in zu hohen Konzentrationen zum irreversiblen Zusammenbruch des
Potentials. Gewdhnlich waren dem Medium 2 mM HCO; zugesetzt. Auf
HCO; -Mangel konnte keine Verinderung im elektrischen Verhalten
festgestellt werden.

Obwohl RP auf Verzehnfachung von [K+], so reagiert, als ob es ein
reines K+-Diffusionspotential wire, kann der hohe Betrag von etwa
—170 mV nicht mit der Nernstschen Gleichung erkldrt werden. Denn
bei [K+], =10 mM des Seewassers miiite [K*]; groBer als 7 M sein, was
allein aus Loslichkeitsgrinden ausgeschlossen werden mufl. Mit der
flammenphotometrisch bestimmten [K+] des Protoplasten (500 mM)
erhalten wir lediglich ein K+-Diffusionspotential von —97 mV. Wir
miissen daher die Existenz eines aktiven Mechanismus fordern, der das
Potential iiber das Kt-Diffusionspotential auf RPa —170 mV hebt.
Dieser miifite durch ATP-Entzug auBler Kraft gesetzt werden, wenn ATP
seine Energieversorgung bestreitet, und das Potential kénnte hochstens
gleich dem K+-Diffusionspotential werden. DNP (2-4-Dinitrophenol) ent-
koppelt die oxydative Phosphorylierung. Bei Zugabe von 10-3 M DNP
in AM fallt das hohe RP tatsichlich um 7513 mV auf einen mittleren
Betrag von etwa —95 mV, der als K+-Diffusionspotential moglich ist.
Im Licht (Photophosphorylierung ?) kann die Spannung wieder auf RP
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steigen, fallt aber im Dunkeln sofort wieder auf den niedrigen Wert ab.
Wird DNP ausgewaschen, steigt die Spannung auch im Dunkeln wieder
von RP’ auf RP. Die Spannung DNP-vergifteter Zellen zeigt keine
Abhingigkeit mehr von der Elektrolytverdinnung.

Einflup mehrerer Faktoren auf RP. Das Potential von Zellen, das
durch niedrige Temperatur auf RP’ gelegt wurde, kann durch starkes
WeiBlicht wieder auf RP gehoben werden. Von RP’ aus haben Verdnde-
rungen von [Kt+], etwa dieselbe Wirkung wie von RP aus. Verdrei-
fachung von [K+], ergibt eine Positivierung um 1446 mV, Verzehn.
fachung 3249 mV und Verdiinnung keine signifikante Verdnderung. —
Samtliche 6 Zellen, die Temperaturen unter 10°C und 10— M DNP gleich-
zeitig ausgesetzt wurden, zeigten nach einigen Minuten irreversibel
das Potential 0. — 10~* M 3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-Dimethylharnstoff
(DCMU) hatte keinen Einflull auf RP, auch nicht auf die Lichtabhéngig-
keit von RP.

2. Strom-Spannungs-Charakteristik

Widerstand. Wenn RP durch Voltage-clamp um kleine Betrige AU
gedndert wird, stellt sich nach einem anfanglichen Spitzenstrom A1, in
etlichen Sekunden eine konstante Stroménderung A ein (vgl. Abb. 6).
Hieraus konnen wir Ry=AU[AI, und B =AUJAI_ ermitteln. Mes-
sungen an 30 verschiedenen Zellen ergaben ein mittleres B, von 4+1 kQ.
Da eine A. crenulata-Zelle ungefahr 1 em? Oberfliche hat, konnen unsere
Ergebnisse in der iiblichen Weise auf em? bezogen verstanden werden.
Ubereinstimmung hiermit ergaben Current-clamp-Experimente (vgl.
Abb. 7): Auf einen Stromimpuls A1 springt die Spannung zundchst um
AUgq und stellt sich in etlichen Sekunden um AU verindert auf einen
neuen Wert ein. Der aus 20 Experimenten ermittelte Widerstand
R, =AU _/AI war im Mittel etwa 0,5 k(2 kleiner als R, aus Voltage-
clamp-Experimenten.

Kennlinie bei T < 10°C. Da wir bei T <10°C ein passives K+-Dif-
fusionssystem vorliegen haben, wollen wir zunéchst diesen einfacheren
Fall betrachten. Wie schon berichtet (Gradmann und Bentrup, 1970),
erhalten wir aus Voltage-clamp-Experimenten bei 7' <10°C fiir den
Gleichgewichtszustand eine einfache Strom-Spannungs-Kennlinie, die
aus 2 linearen Asten (Widerstand fiir Ausstrom R, und Widerstand fiir
Einstrom &,) besteht, die im néheren Bereich um RP’ ineinander iiber-
gehen. Current-clamp-Experimente fithren zu denselben Ergebnissen. Es
wurde versucht eine Abhingigkeit der Strom-Spannungs-Kennlinje von
[K+], bei T<10°C zu finden. Die Reproduzierbarkeit des elektro-
physiologischen Verhaltens einzelner Zellen schien durch das Versuchs-
programm stark beeintrachtigt, moglicherweise durch die mangelnde
Temperaturkonstanz wihrend des Mediumaustausches. Einige typisch
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Tabelle. Einfluf von [Kt], auf BP’ und Widerstand fiir Ein- bzw. Ausstrom.
Ergebnisse von 4 Zellen
RP’ = stabiles Potential bei 7' < 10° C; R=—=Widerstand, ermittelt durch Vol-
tage-clamp; a=fir Ausstrom; e={fir Einstrom; K; =10 mM K+ im AM; K, =
30 mM K+ im AM; #= RT/F In R,/R,.

Ver- Gemessene Widerstand Errechnete
;}mh Spannung fiir Ausstrom fiir Einstom Spanunng
T.

-RPx, -RPk, | Bax,  Bux, | Bex, Rox, | -Ex, -g,
(mV) (mV) | (kQ) Q) | Q) kQ) | (mV) (mV)

i 90 78 1,0 1,0 43 17 90 68

2 82 65 1,1 1,2 25 13 74 57

3 71 56 1,3 1,3 20 9 63 46

4 53 40 0,6 0,6 4.3 1,5 47 22

erscheinende Ergebnisse seien dennoch in der Tabelle wiedergegeben. Die
aus R, und R, errechnete Spannug E,=RT/[F XIn R,/R, ist mit in die
Tabelle aufgenommen und wird spiter diskutiert.

Kennlinie bei 25°C. In dem Strom-Spannungs-Diagramm Abb. 3,
sind von 4 verschiedenen Zellen die Ruhestrome bei verschiedenen
fixierten Potentialen aufgetragen. Dabei zeigt sich, dafl im Bereich um
—170 mV R kleiner ist als in der Kalte und daf zwischen —140 und
—80 mV eine negative Charakteristik auftreten kann. Diese scheint um
so ausgepragter, je hoher RP (I =0) liegt, gleichgiiltig, ob die Héhe von
RP der natiirlichen Streuung unterliegt oder kiinstlich durch Licht oder
Temperatur varijert wurde. Weiter lesen wir aus dem Diagramm ab, daf3
belichtete Zellen eine steilere Charakteristik aufweisen als im Dunkeln
gehaltene. Das bedeutet, dafl der Widerstand durch Beleuchtung ernied-
righ wird.

B. Ubergangszustinde

Soweit es sich nicht um Erregungen zu handeln scheint, soll hier fir
einige Fille dargestellt werden, wie wihrend und nach Anderung der
Versuchsparameter sich die gemessenen GroBen verhalten, bevor sie den
Gleichgewichtszustand erreichen.

Temperaturinderung. Wahrend eines Temperaturanstieges von 15 auf
35°C innerhalb 20 min treten regelmiBig voriibergehende Depolari-
sierungen um einige mV auf. Wenn die hohere Temperatur erreicht ist,
braucht das RP noch einige Minuten, um sich auf den neuen Wert ein-
zustellen. Fillt die Temperatur wie bei Abb. 2 um etwa 0,5°C/min, wird
der Verlauf von RP verdeckt durch das regelmiBige Auftreten charakte-
ristischer Depolarisierungen, die wir spiter als APe naher kennenlernen
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Abb. 3. Strom-Spannungs-Kennlinien im stationéren Zustand von 4 Zellenfaufge-
nommen durch Voltage-clamp. X Zelle 1, 7,5°C, 1,5 X 10* erg/fem?sec; o Zelle 2,
25°C, 1,5 X 10% erg/em? sec; A Zelle 3, 25°C, Dunkel, A Zelle 3; 25°C,
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Abb. 4. Einige Grofen zur Bestimmung der Wirkung rechteckiger WeiBlicht-
impulse auf den Spannungsverlauf, eingetragen in ein Beispiel
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Abb. 5. Abhingigkeit der in Abb. 4 gekennzeichneten GroBe von der Intensitit
der Lichtimpulse; Mittelwerte und Standardabweichung von 10 Zellen, in Prozeunt
bezogen auf die jeweilige Reaktion bei 108 erg/fem? sec = 100 %

werden. Der Abfall von RP auf RP’ bei geniigend tiefer Temperatur kann
der Depolarisierungsphase eines APs entsprechen. Der Restitutions-
prozeB von RP’ nach RP findet bei wieder steigender Temperatur erst
bei etwa 18°C statt und dauvert etwa 20 min (vgl. Abb. 2).
Lichtinderung. Beim Einschalten des Lichts findet nach einer kurz-
dauernden Depolarisierung (schneller photoelektrischer An-Effekt, vgl.
Schilde, 1968) ein Potentialanstieg statt. Bevor das Potential sich auf
einen hoheren Wert einstellt, durchlduft es in der Regel ein Maximum,
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Abb. 6. Spannungs- und Stromverlauf eines Voltage-clamp-Versuchsprogramms
an einer nichterregbaren Zelle. Dickgestrichelte Linien: Zeitlich nicht aufgeloste
Spannung- bzw. Strominderungen. Diinngestrichelte Linien verbinden gleich-

zeitige Kreignisse

gelegentlich auch noch ein Minimum. Nach dem Abschalten

des Lichts

verlduft das Potential qualitativ entsprechend mit anderem Vorzeichen

oder geht nach hinreichend starker Lichtdosis in ein AP

iiber. Der

Spannungsverlauf hingt von der Intensitét der Lichtimpulse in folgenden

Punkten (vgl. Abb. 4) ab.

Licht an: Der Spannungsanstieg wird steiler, das Spannungsmaxi-

mum liegt hoher, das Spannungsmaximum erscheint friiher.

Licht aus: Der Spannungsabfall wird steiler, das Spannungsminimum

liegt tiefer, das Minimum erscheint etwa nach derselben Zeit.
Die quantitativen Ergebnisse von zehn auf diese Punkte

hin unter-

suchten Zellen sind in Abb. 5 zusammengefaBit. Unter Voltage-clamp-
Bedingungen sind vergleichbare Qualititen fir den Stromverlauf zu

finden.

Lichtimpulse und fallende Temperatur. Je niedriger die Temperatur,
desto langsamer und spéter findet der Potentialanstieg im Licht statt,
so daf} der schnelle photoelektrische An-Effekt immer deutlicher wird,

28 Planta (Berl.), Bd. 93
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Abb. 7. Current-clamp-Ergebnisse von einer Zelle. Spannungsinderung AU auf
rechteckige hyperpolarisierende Stromimpulse verschiedener Intensitédt (Zahlen an
Spannungsverldufen in ©A)

Abb. 8. Langsame Spannungsinderung (nach dem Sprung) in der Zeit nach Anfang
der hyperpolarisierenden Stromimpulse (Zahlen an den Kurven in pA bedeuten
Zuordnung zu verschiedenen Intensititen) in logarithmischem MaBstab aufgetragen.
Die Mefipunkte sind den Versuchen zu Abb. 7 entnommen; Ablesefehler: -+-0,2mV

solange die Spannung nicht auf RP’ gefallen ist ; denn einige mV darunter
erreicht diese Reaktion ihre Sattigung. Von RP’ aus ist mit Licht nach
entsprechend langer Prisentationszeit ein Potentialanstieg auf RP mog-
lich. Wird das Licht vor dem Anstieg auf RP abgebrochen, kann von RP’
aus ein voriibergehender, drastischer Potentialanstieg AU bis zu 70 mV
eintreten, der auch von RP aus regelmdBig als kleine Hyperpolari-
sierung zu beobachten ist. Dies hat Schilde (1968) als schnellen photo-
elektrischen Aus-Effekt bezeichnet. Bei der Darstellung der Erregungs-
zustinde werden wir ausfithrlicher darauf zuriickkommen.

Current- und Voltage-clamp-Experimente. Von den zur Widerstands-
bestimmung R, erhaltenen Strom- und Spannungsverldufen auf Voltage-
bzw. Current-clamp-Spriinge geben Abb. 6 und Abb. 7 je eine Versuchs-
reihe wieder. Der langsame Ubergang von Strom bzw. Spannung auf den
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Abb. 9. Langsame Strom#nderung (nach dem Sprung) in der Zeit nach depolari-
sierendem Voltage-clamp-Sprung in logarithmischem MaBstab aufgetragen (Zahlen
an den Kurven in mV bedeuten Zuordnung zu verschiedener Depolarisierung). Die
MeBpunkte sind den Versuchen zu Abb. 6 entnommen, Ablesefehler: + 0,2 pA

endgiiltigen Wert nach anfinglichem Sprung ist in logarithmischem
MaBstab in Abb. 8 bzw. Abb. 9 und Abb. 10 ibertragen. Hieraus kénnen
wir Zeitkonstanten 7 ermitteln. AI/(f) 148t sich nicht durch Logarith-
mieren in eine Gerade iberfithren. Bei den hyperpolarisierenden Current-
clamp-Experimenten zeigt sich eine Konstanz von Ry, R, und 7. Die an
anderer Zelle (nicht erregbar) ermittelten Daten auf Voltage-clamp-
Depolarisierung ergeben fir R, eine geringe und fiir R eine starke
Zunahme mit der Depolarisierung ; ,,7°‘; steigt mit B, und 7 weist keine
deutliche Tendenz auf. Andere Zellen lieferten qualitativ iibereinstim-
mende Ergebnisse.

23*
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Abb. 10. Langsame Spannungsinderung (nach dem Sprung) in der Zeit nach

Voltage-clamp-Ende in logarithmischem MaBstab aufgetragen. Zahlen an den

Kurven in mV bedeuten Zuordnung zu verschiedener Depolarisierung. Die MeB-
punkte sind den Versuchen zu Abb. 6 entnommen, Ablesefehler: - 0,2 mV

C. Erregungszustinde
1. Das Aktionspotential (AP)

Der Gesamtablauf eines APs dauert von 20sec bis zu mehreren
Minuten, wobei die Depolarisierung auf etliche mV unter RP’ stets den
geringeren Zeitanteil bendtigt gegeniiber der Repolarisierungsphase. Kine
Schulter bei RP’ im S-formigen Verlauf der Repolarisierung auf RP ist
typisch. Die Erregbarkeit zu APen schwankt ohne ersichtlichen Grund
von Zelle zu Zelle so stark, daB einerseits unter normalen Arbeitsbedin-
gungen spontane Ape auftreten mit einer Frequenz, die von der Hoéhe
der Schwelle und der Refraktirzeit bestimmt sein mag; andererseits
konnten bei manchen Zellen iiberhaupt keine APe ausgelost werden. An
Zellen, die vor und nach der Untersuchung etwa dieselbe Erregbarkeit
zeigten, wurden die charakteristischen Qualititen des APs durch
Variation einiger Versuchsparameter untersucht.

Curreni-clamp. Depolarisierende Stromimpulse gewisser Intensitét

und Dauer koénnen APe nach dem Alles-oder-Nichts-Gesetz auslosen.
An einer Zelle wurde die Rheobase zu 4,5 pA und die Chronaxie zu 27 sec



Elektrisches Verhalten von Acetabularia crenulata 337

Z-150
5
-100+
T R S T fer)
T 0
= U LI L U
A B c D E

Abb. 11. Alles-oder-Nichts-Charakter, Refraktirzeit und Reizsummierung bei der
Auslésbarkeit von APen durch depolarisierende Stromimpulse. Beispiel von einer
Zelle. Naheres i Text

bestimmt. Neben diesem fiir APe typischen Alles-oder-Nichts-Verhalten
finden wir auch Refraktirstadien und Reizsummierung. Aus Abb. 11
ersehen wir, daB} 6 min nach einem durch 30 sec x 6 pA-Reiz (A) hervor-
gerufenen APe derselbe Reiz wieder auslosend wirkt (B), nicht jedoch
schon nach 3 min (C). Das System befindet sich demnach in einem
Refrektirstadium. 6 min nach einem weiteren auslosenden Reiz (D)
vermuten wir das System im gleichen Zustand wie bei B. Ein schwicherer
Reiz B (20 sec X 6 wA) 16st hier noch kein AP aus. Wenn derselbe unter-
schwellige Reiz nach 20 sec Pause wiederholt wird (E), summiert er sich
mit dem vorangegangenen Reiz offensichtlich zu einem {iberschwelligen
Reiz.

Die Aufzeichnungen in Abb. 11 liefern auch einen Beleg fiir die
Variabilitit der Reizschwelle. Bei A und B wirken 6 pA so, daBl das Ab-
schalten des Stromimpulses nach 30 sec schon wieder in die Repolari-
sierungsphase fillt. Bei D ist mit 6 pA durch langsameren Reaktions-
verlauf nach 30 sec der Scheitelwert des APs noch nicht erreicht. Der
Stroménderung entsprechend springt die Spannung um einen gewissen
Betrag zuriick, fallt aber gemaf der Schwelleniiberschreitung vollens auf
den Scheitelwert des APs, von wo aus die Spannung in gewohnter Weise
auf RP ansteigh. Der summierte Reiz bei E liegt offenbar sehr knapp
tiber der Reizschwelle; denn vom Ende des Reizes bis zum Durchziinden
der Reaktion finden wir eine Latenzzeit von etwa 5sec (bei D viel
kleiner), wihrend der das Potential nach dem sofort induzierten Span-
nungssprung noch langsam um weitere 10 mV ansteigt, bevor es in den
typischen Verlauf des APs einmiindet.

Voltage-clamp. Aktionspotentiale lassen sich erwartungsgemil auch
durch einige Sekunden Depolarisierung mittels Voltage-clamp auslosen.
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Abb. 12. Stromverliufe auf Voltage-clamp-Spriinge bei einer erregbaren Zelle.
Zahlen an den Kurven in mV geben den Betrag der Depolarisierung durch Voltage-
clamp-Sprung an

Belassen wir nach den depolarisierenden Voltage-clamp-Spriingen die
Spannung auf dem jeweiligen Betrag und verfolgen den Strom bis dieser
sich nicht mehr &ndert, bemerken wir bei hinreichender Depolarisierung
dem AP entsprechende Aktionsstrome (vgl. Abb. 12) AT wie beim Axon
oder bei Nitella.

Temperatur. Oben haben wir wihrend des Temperaturabfalles APe
festgestellt (vgl. Abb. 2). Dabei fillt auf, daB8 mit sinkender Temperatur
die APe linger dauern. Als MaB fiir die Dauner eines APs wahlen wir die
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Abb. 13. I-U-Kurven zu verschiedenen Zeiten (Zahlen an den Kurven in sec) nach
Voltage-clamp-Sprung ; konstruiert aus den Ergebnissen zu Abb. 12

Zeit zwischen den beiden Durchgéngen des Potentials durch die halbe
Amplitude des APs, Aus den in Abb. 2 dargestellten Versuchen sind in
Abb. 14 die Kehrwerte dieser Halbwertsbreiten gegen die Temperatur
aufgetragen, wobei sich eine bemerkenswerte Linearitét zeigt, ein Ergeb-
nis, das qualitativ auch von anderen Zellen erhalten wurde.

Aufenmedium. In simtlichen benutzten Aullenmedien zeigte A. crenu-
lota APe, sogar wenn ,,ausschlieBlich® Cholinchlorid angeboten war.
Obwohl verschiedene Aufienmedien die Stabilitdt von RP oft entschei-
dend beeintrachtigen, so dafl APe oder ahnliche voriibergehende Depolari-
sierungen eintraten, lassen die stark divergierenden Ergebnisse noch keine
Beziehung zwischen AuBenmedium und Form oder Reizschwelle der
APe erkennen.

Licht. Die Depolarisierung unter RP, die nach Abschalten des Lichts
auftritt und kontinuierlich mit der vorher eingestrahlten Lichtintensitét
und -dauer steigt, geht in ein AP tiber, wenn der vorher zugefiigte Reiz
einen kritischen Wert iibersteigt. Der Auslésemechanismus fiir APe durch
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Abb. 14. Dauer von APen aus Abb. 2 als Kehrwert in sec —* aufgetragen gegen die
Temperatur, bei der sie stattfanden

Lichtreize verhilt sich beziiglich Refraktarzeit und Reizsummierung
parallel zu den Ergebnissen aus Current-clamp-Experimenten {Staats-
examensarbeit Gradmann, unverdifentlicht), Kennzeichen fiir das AP
als Alles-oder-Nichts-Reaktion ist die gleichbleibende Amplitude; dies
gilt jedoch nicht fiir die Aktionsstrome (AI), die durch Voltage-clamp-
Experimente gewonnen werden. Die Abhingigkeit der Amplituden der
Ale von der Dauer und Intensitdt des vorausgegangenen Lichtimpulses
ist an einem Beispiel in Abb. 15 gezeigt.

2. Schneller photoelektrischer Effekt

Die von Schilde (1968) als schneller photoelektrischer Effekt be-
schriebene, kurzdauernde und grimlicht-empfindliche Depolarisierung
auf Lichtblitze trennen wir auf in An- und Aus-Reaktion. Nach unseren
Ergebnissen besteht die Licht-an-Reaktion in einer Depolarisierung, die
bestehen bleibt (falls nicht der rot-blau-lichtabhéngige Potentialanstieg
einsetzt). Die Hyperpolarisierung auf Licht-aus (vgl. Abb. 19) ist dagegen
voriubergehend und hat damit Erregungscharakfer.
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Abb. 15. Amplitude AT, der Ale (Differenz zwischen stationirem Strom im
Dunkel und den Strommaxima) in Abhéngigkeit von der vorangegangenen Licht-
dosis, aufgenommen an einer Zelle: o—o Lichtintensitdt variiert, Dauer konstant
=30 sec. e—e Dauer variiert, Intensitit konstant=10°® erg/ecm? sec. Voltage-
clamp-Spannung konstant = —120 mV = = ca. 50 mV Depolarisierung

3. Reaktion auf Lichtimpulse bei T < 10°C

Von RP’ aus findet beim Einsetzen des Lichtimpulses eine geringe
Depolarisierung statt in einer Zeit von <40 p sec (Schilde, 1968). Dies
konnte von unserem Registriergerdt nicht mehr aufgelost werden. Die
Licht-aus-Reaktion erscheint in den Aufzeichnungen zunichst ebenfalls
als nicht auflosbare schnelle Hyperpolarisierung. Wenn der Reiz jedoch
nicht sehr stark war, kann der Spannungsanstieg wie in Abb. 16 oder
Ab. 18 gegliedert erscheinen. Zunéchst steigt zeitlich nicht auflosbar das
Potential auf RP’; darauf in S-formigem Verlauf auf ein Maximum, das
auf starke Reize schon nach 1/, sec erreicht wird. Von hier aus fillt die
Spannung in 10-—300 sec in Richtung auf RP’ in konvexem, konkavem
oder nahezu linearem Verlauf. Wenn der Abfall bis etwa 5 mV tber RP’
abgelaufen ist, sinkt das Potential im typischen Fall beschleunigt, bevor
es sich asymptotisch RP’ ndhert. Ein Vergleich zwischen dem Span-
nungsverlauf auf Ende eines Lichtimpulses in der Kélte (Abb. 16 B) und
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Abb. 16. Vergleich zwischen dem Spaunungsverlauf bei 5°C auf 42 pA hyper-
polarisierenden Strom und B Ende von 60 sec 4 X 10° erg/em? sec WeiBlicht
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Abb. 17. Spannungsreaktion auf Licht-aus in der Kailte, gemessen als Differenz
AU, zwischen RP’ und dem eintretenden Spannungsgipfel, in Abhéngigkeit von
RP’ vor dem Lichtimpuls (alle 3 min 20 sec 10% erg/cm? sec). Linien verbinden

Messungen von aufeinanderfolgenden Versuchen an einer Zelle. T'=5°C
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Abb. 18. Beispiel fiir Spannungsverlauf bei 7'<< 10°C auf intermittierende Beleuch-
tung (alternierend 5 sec 4 X 10 erg/em? sec WeiBlicht und 5 sec Dunkel)

dem Spannungsverlauf auf Einsetzen eines hyperpolarisierenden Stroms
(Abb. 16A) ebenfalls von RP’ aus zeigt qualitative Ubereinstimmung.

Es fiel auf, daB auf eine Folge gleicher Lichtimpulse die Reaktion —
gemessen als Spannungsdifferenz AU, zwischen RP’ und dem Span-
nungsgipfel — unterschiedlich ausfillt. RP’ ist kleinen Schwankungen
unbekannter Herkunft unterworfen. Ein Vergleich zwischen dem RP’
vor dem Lichtimpuls und der GroBe des darauf folgenden AU,
(Abb. 17) zeigt eine deutliche Korrelation: Je hoher RP’ liegt, desto
grofler werden Spannungsmaxima nach Lichtimpulsen.

Entsprechend dem Aktionsspektrum des schnellen photoelektrischen
Effekts (Schilde, 1968) war in der Kalte mit den zur Verfiigung stehenden
monochromatischen Lichtenergien auf Blaulicht (450 nm) und Rotlicht
{650 nm) tberhaupt keine Reaktion festzustellen, weder auf Licht-an,
noch auf Licht-aus. Mit Griinlicht (550 nm) dagegen waren beide Reak-
tionen zu finden. Die Grofie der Depolarisierung auf Licht steigt in
unserem Arbeitsbereich mit der Intensitit. Die Dosis-Effekt-Kurven fiir
die Aus-Reaktion haben typischen S-férmigen Verlauf. Die Ergebnisse
von einer Zelle, deren RP’ am besten konstant blieb, sind nach unseren
Befunden (vgl. Abb. 17) am représentativsten.

Lichtimpulse, die allein keine auffallende Aus-Reaktion bewirken,
konnen, wenn sie in hinreichend kurzem Abstand wiederholt werden,
zu einer deutlichen Reaktion fithren. (Abb. 18). In Ubereinstimmung
mit anderen Ergebnissen wird die An-Reaktion sehr drastisch, wenn die
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Abb. 19. Gegenitberstellung von Strom- und Spannungsreaktion auf Lichtimpulse

bei 7<<10°C. A4 freilaufende Spannung; B Stromverlauf bei festgebaltener Span-

nung (U =RP’). Beide Versuche wurden an einer Zelle unmittelbar hintereinander
durchgefiihrt

Spannung vor Lichtbeginn hoch iiber RP’ liegt, was wir bei T'<10°C
in der Folge von Licht-aus-Reaktionen erreichen konnen.

Halten wir, wie schon berichtet (Gradmann und Bentrup, 1970}, durch
Voltage-clamp die Spannung auf RP’ und verfolgen den Stromverlauf
auf starke Lichtimpulse in der Kélte (Abb. 19), so fillt auf, daf die
Stroménderung auf Licht-aus relativ klein ist verglichen mit dem drasti-
schen Anstieg der freilaufenden Spannung. Ferner sehen wir aus Abb. 19,
daB der Stromanstieg dem Spannungsanstieg vorausgeht. Eine vorldufige
Auswertung ergab, daB [ Idt wihrend des Lichts 4 [ Id¢ nach Licht-aus
ungefihr 0 ergibt.

Die Stroménderung auf Lichtimpulse héngt wiederum von der ein-
gestellten Spannung ab. Wenn wir als Ma8 fiir die Stroménderung A7
auf Licht-an bzw. -aus die Differenz zwischen der Stromstirke vor der
Lichtdnderung und dem Strommaximum bzw. -minimum wéhlen,
erhalten wir fir A1 bei —140 mV etwa 5mal groBere Werte als bei
—70 mV.

Diskussion
A. Gleichgewichts- und Ubergangszustinde
1. Ruhepotential
Wenn wir 4. crenulate mit gut untersuchten Objekten der Elektro-

physiologie vergleichen wollen, empfiehlt es sich, ihr elektrophysiologi-
sches Verhalten auf der Basis der Goldmanschen Gleichung
BT | Pygt[Na'l,+ Pg+ [K*]+ Por- [Cl e

B=— 3 In g Ny + P Ky + Por [OT s
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zu betrachten. Nehmen wir zunéchst ihre Giiltigkeit an, dann bedeutet
die Unabhéngigkeit des RPs von Konzentrationsinderungen der im
kiinstlichen Seewasser enthaltenen Kationen auBer K+, daf gegeniiber
der Permeabilitit von K+ die Permeabilitit der anderen Kationen ver-
nachlissigt werden darf. Beriicksichtigen wir ferner die bevorzugte
Kationenpermeabilitit von Biomembranen gegeniiber der Permeabilitit
fir Anionen, vereinfacht sich die Goldmansche zur Nernstschen Glei-
chung.

___RBRT, K'Yk
E=——%-In K, "

Es tiberrascht zunéchst, dafl Catt-Mangel keine Wirkung auf die Span-
nung zeigh. Acetabularia hat aber in der Zellwand Kalk inkrustiert, so
daf ein voriibergehender Cat+-Mangel wegen der Cat+-Reserven nicht
in Erscheinung tritt.

Wie wir gesehen haben (vgl. S.328), ist aber RP mit —170 mV als
reines K+-Diffusionspotential unmaoglich, wohl aber RP’ mit etwa
—T70 mV. Liegt der fir das Zustandekommen des hohen RP geforderte
aktive elektrogene Transport wie im Modell Abb. 21 parallel zur Kalium-
Batterie Hg., macht sich deren Verdnderung (beispielsweise durch
Anderung von [K+],) an unserem MeBpunkt nicht voll bemerkbar. DaB
die Spannungsinderungen auf Anderung der K+-Konzentration im
AuBenmedium nicht quantitativ der Nernstschen Gleichung folgen, mag
auch daran liegen, dafl ein Mediumaustausch in der Zellwand nie voll-
standig gelingt.

Die Existenz eines ATP-betriebenen aktiven elektrogenen Transports
{System X) erlaubt uns die Versuche mit DNP wie folgt zu interpre-
tieren: Bei Zugabe von DNP sinkt RP auf RP’, weil fir den Betrieb des
Systems X kein ATP aus der oxydativen Phosphorylierung mehr zur
Verfligung steht, aus der es normalerweise seine Energie bezieht. Nach
einiger Zeit vermag die Zelle im Licht jedoch System X wieder in Betrieb
zu setzen mit ATP aus der Photophosphorylierung. Die Spannung steigt
dann von RP’ auf RP. Wird nun verdunkelt, fillt auch die Photophos-
phorylierung als Energiequelle fort, so daB die Spannung erneut auf
RP’ fallt. Wascht man nun DNP aus, setzt wieder oxydative Phosphory-
lierung ein, ATP betreibt System X und die Spannung steigt von RP’
auf RP auch im Dunkeln.

Aktiver elektrogener Cl--Transport. Ein H*-Aus-Transport, wie ihn
Kitasato (1968) auf Grund einer Abhingigkeit des RP vom pH im
Auflenmedium bei Nifella diskutiert, kommt fiir 4. crenulata nicht in
Betracht, da hier RP unabhéngig vom pH zwischen 4 und 9 ist. Nur die
Konzentrationen von K+ und CI- im AuBenmedium scheinen EinfluB
auf RP zu haben, so dall wir auch von einer HCOj; -Pumpe (vgl. Hope,
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1965) absehen konnen, falls nicht die Kalkinkrusten in der Zellwand den
wahren Sachverhalt verschleiern. Durch Vergiften des Systems X fillt
auch die Cl--Wirksamkeit fort, so daf wir in System X ein Cl--Trans-
portsystem annehmen kénnen. Da RP von 4. erenulate und damit unser
Cl-Transportsystem X lichtempfindlich ist, denken wir zunéchst an den
bekannten lichtabhingigen CI--Ein-Transport bei Nitelle (MacRobbie,
1965). Dieser ist an Photosystem II gekoppelt. Bei 4. crenulate hat aber
DCMU bis zu 105 M keine Wirkung auf RP und System X scheint
somit ATP-betrieben, so dal} wir fiir A. crenulata auch jenen Mechanismus
ausschlieBen miissen. Bei Hlodea fand Jeschke (1967) einen von der
Photophosphorylierung abhingigen Cl--Ein-Transport; er zeigte aber
spater (Jeschke, 1970) dafl dort die lichtabhéngigen Potentialinderungen
auf anderem Wege zustandekommen,

Nach den eben genannten Uberlegungen schlieBen wir bei 4. crenu-
late auf einen ATP-betriebenen, aktiven, elektrogenen Cl--Transport.
Ein hypothetisches Modell (System X), aus dem ein Netto-Transport
negativer Ladungen in Form von CI- und damit eine Erh6éhung der
Membranspannung resultiert konnte so funktionieren: Cl- im Auflen-
medium wird von X gebunden und passiert als Komplex XCl- die Zell-
wand. X konnen wir uns positiv geladen vorstellen. Im Innern der Zelle
wird XCl- durch ATP zu instabilem X *Cl- aktiviert, so daf sich Cl- von
X* trennt. X* wird von der Membran zu X inaktiviert, das auBen wieder
zur Cl--Aufnahme zur Verfiigung steht. Bestimmungen des ATP-Gehalts
und der Cl—-Flisse wiren wichtig.

K+-Gleichrichter. Die bei 25°C durch Voltage-clamp aufgenommenen
N-férmigen U-I-Kennlinien erscheinen zunéchst kompliziert. Beiniedriger
Temperatur vereinfachen sich die Verhéltnisse durch Ausschaltung des
Systems X und wir erhalten relativ einfache Gleichrichterkennlinien.
Wie schon mitgeteilt (Gradmann und Bentrup, 1970), ist diese Gleich-
richtung so zu deuten, daB bei selektiver K*-Permeabilitéit der Membran
ihre Leitfahigkeit proportional zu ihrem K+-Gehalt ist, und dieser
wiederum ist bei gentigend hoher Spannung proportional zu [K+] auf der
jeweils anodischen Seite der Membran. Danach mufite das Verhaltnis
[K+];/[K*], gleich sein dem Verhdltnis g,/g, zwischen den Leitfihig-
keiten fir Ausstrom (g, =1/R,) und fir Einstrom (g,=1/R,). Danach
miite ein aus B, und R, errechnetes E,=RT[FIn R,/R,=RT|[F In
[K+];/[K+], =RP’ sein. Ein Vergleich zwischen dem gemessenen RP’
und dem errechneten E, von Ergebnissen verschiedener Zellen zeigt gute
Ubereinstimmung (Abb. 20). Nach dieser Vorstellung miiite Erhohung
der Kt-Konzentration aufBlen nicht nur eine Depolarisierung hervor-
rufen, sondern auch einen entsprechend verringerten Widerstand fiir
Einstrom. Die Ergebnisse in der Tabelle bestétigen dies.
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Abb. 20. Korrelation zwischen B, = RT/F X In R,/R, und RP’ bei verschiedenen
Zellen. Niheres im Text

Negativer Widerstand. Bei 25°C haben wir als Abweichung von der
Kennlinie bei 7'<10°C wegen des Ladungstransport-Systems X nicht
nur eine hohere Ruhespannung zu erwarten, sondern auch eine erhdhte
Leitfahigkeit, in dem MaBe wie System X in Tétigkeit ist. Wir konnen
annehmen, kiinstliche Depolarisierung wirke dem Ladungstransport-
System X entgegen. Das besagt, dafl bei zunehmender Depolarisierung
durch sinkende Leitfihigkeit von X die Kennlinie bei 25°C sich der
Kennlinie bei 7'<10°C ndhert, wie wir es in unseren Krgebnissen
(Abb. 3) bestitigt finden. Die gedachte Strom-Spannungs-Kennlinie von
System X wiirde also mit zunehmender Positivierung gegen die Abszisse
fallen, so daB % < 0 wird. Dies bedeutet einen negativen differenziellen
Widerstand. Die N-formige Kennlinie des Gesamtsystems weist einen
solchen Bereich negativen Widerstands auf (vgl. Abb. 3). Durch Parallel-
schaltung des diskutierten K+-Systems mit einem negativen Widerstand

erhalten wir ein System mit N-férmiger Kennlinie. Die Aktivitit des
Systems X driickt sich dann nicht nur in der Héhe von RP aus, sondern

. . .. dU . . .
auch darin, ob in der Kennlinie —= groBie und iiber co hinaus negative
Werte annimmt. Diese Beziehung zwischen negativem Widerstand und

Hohe von RP haben wir in den Ergebnissen tatsichlich gefunden.

Ersatzschaltbild. Wir konnen die bis jetzt diskutierten Ergebnisse in
ein Ersatzschaltbild (Abb. 21) fassen. Eg. = RT[F In [K+],/[K*], habe
den inneren Widerstand Ry., wobei RxifRx;=[Kt],/[K*], ist. Bei
niedrigen Temperaturen sei die Phosphorylierung gehemmt, das entspricht
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Rt b— Ry
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Abb. 21. Ersatzschaltbild zum elektrischen Verhalten von 4. crenulata. Fg+ Kalium-

Diffusionspotential; Rg+. Widerstand fiir K+ Binstrom = £[K*],, firr K+-Ausstrom

=k[K+];; Bx)= Widerstand des Systems X (steigt mit Depolarisierung); O(svp):

= ATP-Pool; Rp)= Phosphorylierung (abhiingig von Licht und Temperatur);
A,Ph= Atmung und Photosynthese; M MeBpunkt

einem groBen Widerstand Ry, so daB der Gleichgewichtszustand
in der Kilte nur durch Ey. und Ry bestimmt ist. Bei 25°C findet Phos-
phorylierung statt, das bedeutet Ry, wird klein und Atmung bzw.
Photosynthese, die mit der Batterie A,Ph zu analogisieren sind, heben
iiber Phosphorylierung (Rp) und das System X (R(x,) die Spannung
bei dem MeBpunkt M auf RP. ATP liegt in einem Pool vor, der mit einer
Kapazitat C4rpy analog ist.

Da diese Ersatzschaltung auf kleine Voltage- bzw. Current-clamp-
Spriinge qualitativ genau wie 4. crenulata reagiert, kénnen wir nach
unseren Ergebnissen bei bekanntem Ry. aus B, leicht B x, ermitteln und
bei bekanntem Rg. und Rx, erhalten wir B, aus R . Die Zeitkon-
stante liefert uns O, rpy, wenn schlieBlich Eg., B(x, und Rp, bekannt
sind. Aus bekanntem Ey., dem gemessenen RP bei M und den Wider-
sténden 148t sich fir Batterie A,Ph eine Spannung bestimmen. Die zur
Datierung der Schaltelemente ermittelten Ergebnisse variierten stark
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von Zelle zu Zelle. An einem einzelnen Exemplar konnte nie das
gesamtbe Programm durchgefiihrt werden. Wir kdnnen jedoch aus
den Ergebnissen von vielen Zellen mutmaBlich eine Datierung des
ganzen Systems vornehmen. Die einzelnen Elemente kénnen danach im
Ruhezustand beispielsweise folgende Abmessungen bekommen: By, =
—70mV; Rgs=10 kQ; By =07 kQ; Rixy=1,6kQ; Rpy=4kQ;
Copp=1mF; B, p,=—225mV. Da unser Gesamtsystem jedoch eine
nichtlineare Kennlinie haben soll, muB mindestens ein nichtlineares
Element enthalten sein. Die Kennlinie von Bg. besteht aus zwei linearen
Asten (vgl. Abb. 3); Photosynthese, Atmung und Phosphorylierung sind
nicht im Plasmalemma lokalisiert und daher zunédchst unabhingig von
der dort herrschenden Spannung, das bedeutet, daf A, Ph und Ry,
ebenfalls konstant sind. Dann mu88 B x, das nichtlineare Element sein.
Wie oben dargelegt, nimmt sein Widerstand mit steigender Depolari-
sierung zu, beispielsweise von 1,5 k€2 bei RP = —170 mV iiber ca. 100 kQ
bei einer Voltage-clamp-Spannung um —80 mV bis einige —k&Q bei
Spannungen unter RP’, wo aber Ry. klein wird, so daB der Gesamt-
widerstand im steady-state wieder positive Werte annimmt. Da sich
R(xy nach dem Voltage-clamp-Sprung auch in der Zeit &ndern mu$,
bekommen wir fiir den Stromverlauf im logarithmischen MaBstab
(Abb. 9) keine Gerade, wenn nicht mehr €,y allein den Zeitverlauf bei
konstanten Widersténden bestimmt. Die Zeitkonstante 1 =R x C wird
bei konstantem C,ppy durch By (B(xy+ Bg+)/ By + B(xy+ Bg+ be-
stimmt, so daB, wie festgestellt, nicht nur B =Rg.(Ex,+ Ey,))/
B(xy+ B(py+ Bg+ mit der Depolarisierung wegen B x, steigt, sondern
auch 7.

Wirkung von Rot- und Blaulichi. Die im Modell summarisch betrach-
tete oxydative und Photophosphorylierung miissen wir etwas spezifi-
zieren, Viele Autoren diskutierten Wirkungsweisen der Photosynthese auf
die Membranspannung grimner Zellen. Slayman (1965) fand bei Neuro-
spora eine Abhangigkeit der Membranspannung von der Atmung. Uber
die Verhaltnisse bei A. crenulata kénnen wir uns nach den dargelegten
Ergebnissen folgendes Bild machen.

Die Rot- und Blaulicht-empfindliche Reaktion der Spannung auf
rechteckige Lichtimpulse 1a8t sich als Uberlagerung zweier Vorginge
verstehen, wobel auf Licht der eine Vorgang eine Spannungserhéhung
mit schnellerem und der andere eine Spannungserniedrigung mit lang-
samerem und intensititsabhéingigem Zeitverlauf darstellt. Fiir Licht-aus
gilt Entsprechendes umgekehrt. Die Ergebnisse mit DNP besagen, dafl
das System X sowohl mit Energie aus der oxydativen Phosphorylierung
als auch aus der Photophosphorylierung betrieben wird, und dafl der
Energieflufl aus der einen Quelle den aus der anderen hemmt, méglicher-
weise derart, daB der erhohte ADP-Verbrauch durch Licht gesteigerter
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Photophosphorylierung einen Mangel an ADP fiir die oxydative Phos-
phorylierung und somit deren Hemmung bewirkt. Dann sind die Dia-
gramme in Abb. 5 wie folgt zu interpretieren. AU/A¢,,, nach Beginn
des Lichtimpulses ist nur ein MaB fiir die induzierte Photophosphorylie-
rung (~InI-1,, wobeil die eingestrahlte Intensitit bedeutet, und I,
die Gerade in eine Ursprungsgerade tiberfihrt.), da die Hemmung der
oxydativen Phosphorylierung erst als Folge einsetzt. AU, und Zeit-
punkt i,y desfolgenden Gipfels resultieren aus der Summe steigender
Photophosphorylierung und fallender oxydativer Phosphorylierung, wo-
bei deren im Licht fallende Zeitkonstante (Epy X Cypp) mit zunehmen-
der Intensitit den Gipfel AU, zeitlich vorriicken 14Bt. Setzt beim
Abschalten des Lichts die Photophosphorylierung aus, gibt —AU/A¢,,,
und AU, ein MaB fir die stattgefundene Hemmung von oxydativer
Phosphorylierung im Licht. Die Konstanz von £,y (immer im Dunkeln
bestimmt) im Gegensatz zu £, , (bei verschiedener Lichtintensitét be-
stimmt) stellt eine Kontrolle zur Lichtabhéingigkeit der Zeitkonstanten
dar. In unserem Ersatzschaltbild bedeutet gesteigerte Phosphorylierung,
dal Rp, sinkt. Daraus resultiert eine Verringerung des Gesamtwider-
standes und eine Erhohung der Spannung bei M, was durch Belichtung
auch bei 4. crenulata eintritt (vgl. Abb. 3).

2. Das Aktionspotential

Das Aktionspotential von 4. crenulate stimmt in folgenden typischen
Qualititen mit dem von Nerven- und Nitellazellen iiberein. Voriiber-
gehende Positivierung mit Alles-oder-Nichts-Charakter, Ausldsbarkeit
durch Depolarisierung mit Voltage- oder Current-clamp, Refraktér-
stadium, Reizsummierung und der Parallelen in den Aktionsstrémen
unter Voltage-clamp. Uber die Fortleitung des APs liegen noch keine
sicheren Ergebnisse vor. Auffallend ist die lange Dauer des Aktions-
potentials von A.crenulata, wodurch eine zeitliche Analyse des Er-
regungsvorgangs vielleicht auch in biochemischer Hinsicht erleichtert
wiirde. DaB bei A. crenulata Aktionspotentiale in Nat-freiem AuBen-
medium, ja sogar in ,,reiner” Cholinchloridlosung unverdndert ablaufen,
bedeutet, daf wihrend der Depolarisierung kein Einstrom von Kationen
wie Na+ bei Nervenzellen stattfindet, sondern ein Ausstrom von Anionen,
wahrscheinlich Cl- wie bei Nitella (Mullins, 1962). Als Ladungstrager fiir
den anschliefenden Ausstrom kommt weniger ein K*-Ausstrom wie bei
Nerven oder Nitells in Frage; angesichts des aktiven Cl--Transports
miissen wir eher einen Einstrom von Cl- vermuten, zumal die Repolari-
sierung von RP’ aus (bis RP’ ist K+-Ausflufl wahrscheinlich, da Rg.
klein ist fiir U <t RP’) beim Aktionspotential im sigmoiden Verlauf prin-
zipiell nicht zu unterscheiden ist von anderen Ubergingen RP’ nach RP,
die wir als Cl--Transport erkliren.
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Da die Repolarisierung wesentlich linger dauert als die Depolari-
sierung, kénnen wir das in Abb. 14 benutzte MaB fiir die Geschwindigkeit
der APe (1/t, wobei ¢ die Zeit zwischen den beiden Durchgingen der
Spannung durch die halbe Amplitude des APs bedeutet) als Geschwin-
digkeit der Repolarisierung betrachten. Ihre lineare Temperaturabhan-
gigkeit bedeutet, daB der Repolarisierungsprozef eine pseudomono-
molekulare Reaktion ist, was auch daraus hervorgeht, daB der langsame
Teil der Repolarisierung nach depolarisierendem Voltage-clamp sich
durch Logarithmieren gut in eine Gerade fiberfithren 146t (Abb. 10).

Obwohl es noch nicht gelungen ist, die Spannungs- und Zeitabhiingig-
keit von System X so zu bestimmen, daB unser Ersatzschaltbild bei
entsprechender Datierung von R(x, auch die Erregungsphinomene von
A. ecrenulata simuliert, konnen wir uns qualitativ anhand unserer seit-
herigen Einsichten eine hypothetische Vorstelling vom Punktions-
mechanismus des Aktionspotentials bei 4. crenulatez machen. Gelangt
die Spannung durch Licht-aus, Current-clamp, Voltage-clamp oder
spontan in den Bereich negativen Widerstandes, wo Spannungserniedri-
gung und WiderstandsvergroBerung sich gegenseitig steigern, fillt die
Spannung beschleunigt und der Widerstand von System X kann iiber
oo hinaus negative Werte annehmen, so daf3 die Spannung unter RP’
gelangt. Dann setzt gemaf der K+-Kennlinie aber ein starker Ausstrom
ein, bis die Spannung wieder auf RP’ zu liegen kommt, von wo aus das
ATP-betriebene System X die Spannung allméhlich wieder auf RP hebt.
Da die negative Charakteristik der Kennlinie nach Abb. 3 erst bei etwa
?/; der Repolarisierung wieder einsetzt, ist zunéchst keine Neuerregung
moglich.

Die Amplitude der Aktionsstrome hingt in derselben Weise vom Grad
der Depolarisierung ab, ob sie durch Voltage-clamp-Spriinge oder durch
Abschalten des Lichts ausgelést werden. Die Amplituden der Aktions-
strbme gehorchen nicht dem Alles-oder-Nichts-Gesetz. Wenn die
Aktionsstrome durch Abschalten des Lichts ausgelost werden, steigt ihre
Amplitude kontinuierlich mit der vorher eingestrahlten Lichtintensitéit
(Abb. 15). Die Abhingigkeit: ihrer Amplitude von der Dauer der voran-
gegangenen Lichtimpulse (bei konstanter Intensitdt) (Abb. 15) deckt
sich in unserem Beispiel hinsichtlich des Maximums bei 30 sec gut mit
dem Spannungsverlauf auf Licht-an, so daB wiederum der Grad der
Depolarisiernng zum Tragen kommt.

3. Wirkung des Lichts bei T < 10°C

Da nach Abb. 19 die Strominderung bei festgehaltenem RP’ auf
Licht-aus schneller eintritt als die Potentialinderung bei freilaufender
Spannung, und da die Potentialinderung auf kleine hyperpolarisierende
Stromimpulse dieselbe Verzégerung aufweist (Abb. 16), schlieBen wir,
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daB die elektrische Primérreaktion auf Licht-aus in einer Stroménderung
besteht und die Spannungsreaktion eine Sekundirreaktion darstellt.

Fiir die Interpretation der schnellen Griinlicht-empfindlichen Span-
nungsénderungen, die von RP’ aus besonders deutlich werden, bietet sich
folgende Moglichkeit an. Griinlicht bewirkt éiber ein noch nicht bestimm-
tes Pigment (Cytochrom ?) im System X einen als Depolarisierung zu
verfolgenden Einstrom (Ausstrom von Cl-), der reversibel mit dem ATP-
Speicher gekoppelt ist. ATP-Synthese durch Inversion von Pumpen ist
moglich (Lew et al., 1970). Beim Abschalten des Lichts wird der Speicher
iiber System X entladen und es findet ein Ausstrom statt (Cl--Einstrom),
der als Hyperpolarisierung in Erscheinung tritt. Die K+-Gleichrich-
terkennlinie erkldrt die Diskrepanz zwischen der kleinen Depolarisierung
auf Einstrom und der vergleichsweise grofen Hyperpolarisierung aunf
Ausstrom. Entsprechend der K+-Kennlinije, die im Bereich kleiner Hyper-
polarisierung in den steileren Ast fiir Ausstrom tibergeht wird auch der
Spannungsabiall nach dem Gipfel auf Licht-aus ab einigen mV iiber RP’
steiler.

Intermittierende Beleuchtung zeigt nicht riur in der Summierbarkeit
der Reize die Speichereigenschaften unseres Gesamtsystems (Abb. 18),
sondern auch bei gentigenden Intensititen die tatsdchliche Umkehr des
Richtungssinns von System X, so daB selbst von Spannungen aus, die
wesentlich iber RP’ liegen, sofortiger Abfall auf eine Spannung einige
mV unter RP’ stattfindet. Die Spannungsabhingigkeit des Widerstandes
von System X zeigt sich diesmal darin, da8 unter Voltage-clamp die
Stromamplituden auf Lichtimpulse bei hoherer Voltage-clamp-Spannung
groBer werden entsprechend sinkendem Widerstand. Die auffillige Ab-
héngigkeit der Spannungsreaktion auf Licht-aus von der Hohe des RP’
(Abb. 17) scheint ebenfalls erklirbar durch die Spannungsabhingigkeit
von System X.

Diese Arbeit wurde durch die groBziigige Férderung von Herrn Prof. Dr. E. Biin-
ning iber die Deutsche Forschungsgemeinschaft erméglicht. Herrn Doz, Dr. F. W.
Bentrup, Herrn Prof. Dr. D. Varjii und Herrn Dr. U.-P. Hansen danke ich beson-
ders fiir viele Stunden fruchtbaren Gesprichs. Fir die hervorragende Beratung in
elektronischen Fragen sei Herrn U. Tietze gedankt. Herrn Dr. K. Zetsche danke
ich fiir die freundliche Uberlassung des Materials. Frl. M. Rau sei fiir technische
Asgsistenz gedankt.

Nachtrag

In einer eben erschienenen Arbeit von Saddler (1970) iiber die Ionenverhiltnisse
bei A. mediterranea finden wir Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen, soweit
sie sich mit dieser Arbeit iiberschneiden. Der K+-Gehalt des Protoplasten wurde
dort zu 450 50 mM bestimmt (bei uns 500 mM). Es zeigte sich ein auffallend
starker Cl--Einstrom, wie fiir unseren aktiven elektrogenen Transport postuliert.
Dort wird ebenfalls ein mittleres Ruhepotential von —170 mV angegeben und dem
Cytoplasma zugeschrieben, das die Elektrodenspitze umgibt.
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