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1. ABSTRACT

1. ABSTRACT

In general, Phototransduction is referred to as a dan of events mediating the trans-

duction of photon energy to an eledric signal.

In terms of a biologicd phototransduction, absorption of photons results in closing

(vertebrates) or opening (invertebrates) of light-sensitive ion-channels.

This gudy is based on the ventral nerve photoreceptor of the invertebrate Limulus
polyphemus, which is a widely used preparation as it offers anatomicd and eledricd
advantages for invertebrate phototransduction reseach. A main goal of this gudy was to
focus on the physica properties of the dementary signals (quartum bumps) which can be
observed as the photoreceptor’s response to wedk light stimuli. These bumps represent
transient changes in the membrane potential. The range of these danges is only several
millivolts and they are the result of anionic aurrent mainly carried by sodium ions through

the photoreceptor cdl’s membrane.

Since the time ourse and size of the bumps refled the enzymatic cascade medhanisms
which generate them, a detailed study of the bump parameters can reved important

insights in phototransduction.

Limulus ventral nerves were excised and mounted in a test vessl, where they were
covered with physiologicd sdline. The experiments were caried out using the one-
eledrode voltage-clamp tedhnique (voltage-clamp amplifier SEC-05L, npi). Brief flashes
of wed green light (half width t=35 s, wave-length | =538 23 nm, 1= 1.2640"
photons/cm?) were gplied to the nerve preparation. The light intensity was adjusted by
means of neutral density filters (Oriel). The data aquisition was controled via apersonal
computer and started two seconds ahead of ead flash in order to deted spontaneously
occurring “dark” bumps for a quantitative corredion of the number of light evoked

bumps.

In some eperiments bumps can be separated into two groups (c;- and c-bumps) by
means of several bump-parameters (e.g. the rise-time of a bump normalized to its

amplitude, as was previously reported by Nagy et al. (1993).
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My study involved the analysis of the light intensity dependence of the number of light-
evoked bumps of ead bump-type a well as the statistics of bump-occurrence dter single
flashes of light.

In al experiments the temporal overlappings of bumps were aserious problem. Therefore
| established a statisticd method to recdculate the number of bumps hidden in
overlappings. This method is based on the anaysis of the aurrent-time integral of
overlapped bumps sncethe aurrent-time integral is the only bump-parameter which is not
changed in overlapped bumps. The average number of spontaneously occurring bumps

was sbtraded from the number of bumps that were observed after a flash.
The following points im up the results of my investigations:

1. In flash-experiments the population of ead type of bump behaves linea with increasing

stimulus intensity in the low intensity range.

2. A Poissonian distribution of the number of bumps per flash of ead bump-type wuld be
observed for one experiment. It was not possble, though, to corred the temporal
overlappings of bumps for the analysis of the number of bumps on every single arrent-

trace Thisis probably why other experiments failed to show a Poissonian distribution.

3. A different experiment showed that the histogram of the aurrent-time integral of bumps
revedes a discrete substructure. A detailed analysis of the substructure suggests
gquantum bumps themselves being quantized and therefore- in a way- not being qute
that elementary. The “quantum® out of which bumps could be reoonstructed was

minute (q »570fC) and corresponded to an opening of about 600 membrane channels.

The linea relation of the number of bumps with the light intensity as well as the
Poisgonian distribution of the number of bumps per flash are in acord with the model of

bumps being independent one-photon events.

The finding of a quantized current-time integral of bumps might have agrea impad on the
Limulus -phototransduction reseach, since aquantized nature of the photoreceptor cdl's

eledric response has not yet been considered in models of phototransduction medanisms.
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2.1 Phototransduktion

Lichtwahrnehmung hat die Funktion, dem zentralen Nervensystem ein visuelles Abhild der
Umgebung zur Verfligung zu stellen. Dazu mufd Licht detektiert, in elektrische Signae

transformiert und dese auf afferente Nervenfasern gegeben werden [Hartline (1935)].

Vergleicht man die Eigenschaften der Lichtwahrnehmung von Wirbeltieren mit denen von

Wirbellosen auf zdlulérer Ebene, st6% man bald auf wichtige Unterschiede.

Die Photorezetoren der Wirbeltiere (Vertebraten) sind Stabchen, die fir das shwarz-weil3e
Sehen auch bei damnriger Beleuchtung (skotopisches Sehen) zustéandig sind und Zapfen, die
fur das farbige Sehen von Details bei heller Beleuchtung (photopisches Sehen) verwendet
werden. In den Stabchen und Zapfen befindet sich das lichtempfindliche Rhodopsin, welches
bei den Zapfen als 11-cis-Retinal mit drel verschiedenen Opsinen unterschiedlicher spektraler
Empfindlichkeit vorliegt (Farbsehen).

Eine efolgreiche Photonabsorption fiihrt beim Vertebraten zu einer Uberfiihrung von
Rhodopsin in eine &tive Form (Metarhodopsin 11). Dieses aktive Rhodopsin vermag
Transduzin zu aktivieren, welches sinerseits eine Phosphodiesterase &tiviert. Phospho-
diesterase kann schliefdlich zyklisches Guanosin-Monophosphat hydrolysieren.  Wéahrend
zyklisches Guanosin-Monophosphat bei Dunkelheit Kanale fiir Na'- und Ca*-lonen offen hélt,
werden sich nach einer Belichtung viele dieser Kandle schlief?en, da en Teil des zyklischen
Guanosin-Monophosphat-Haushaltes hydrolysiert wird. In der Folge hyperpdarisiert die
Rezeptorzele von ca -30 mV auf bis zu -70 mV (innen negativ gegen auRen), weil die Na'-
und Ca’*-lonen richt mehr in das Zellinnere strémen kénnen [Kaupp (1986; Lamb (1986);
Silbernagl and Despopoulos (1991)].

Bel Wirbellosen (Evertebraten) gibt es zum Tell dhnliche Reaktionen auf Lichtreize Es
existieren ebenfalls Rhodopsinmolekile, die hier in die Plasmamembran der Photorezeptor-

zdlen eingelagert sind und as primére Lichtrezeptoren fungieren [Lisman and Bering (1977);
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Calman and Chamberlain (1982); Nagy (1991)]. Anders as bei Wirbeltieren 6ffnen sich bel
Wirbellosen nach erfolgreicher Photonabsorption lichtempfindliche Kationen-Kandle. Der
positive Einwartsgrom bewirkt eine Depolarisation der Zelle. Uber den Verlauf der
Enzymkaskade(n) infolge der Photonabsorption ist weit weniger bekannt als bei den
Vertebraten.

Die folgenden vorgeschlagenen Transduktionsmecdhanismen bezehen sich in erster Linie auf
den Wirbellosen Limulus poyphemus. Er diente auch bei dieser Diplomarbeit als Versuchstier
(sa Abschnitt 4.1). Medanismen der Phototransduktion die an diesem Versuchstier

beobadtet werden, lassen sich aber eventuell auch auf andere Evertebraten Ubertragen.

2.2  Transduktionsmechanismen im Limulus polyphemus

Diese Arbeit mochte enen Beitrag zum Versténdnis der Phototransduktion in der Ventralnerv-
Photorezeptorzdle des Limulus leisten. Deshalb werden im Folgenden his-herige Erkenntnisse
und Modellvorstellungen zusammengestellt. Fiir einen detailli erteren Uberblick méchte ich auf
die Review-Artikel von Tsuda (1987 und Nagy (1997 verweisen.

Es existieren Hinweise auf drei verschiedene Transduktionskaskaden:

Betracdhtet man die Stromantworten der Photorezeptorzdle unter festgehaltener Spannung
(Prinzip der Spannungsklemme, s. Abschnitt 4.4) nadh Reizung mit sukzessve intensiveren
Lichtblitzen, so erkennt man drei verschiedene Stromkomponenten, die bei unterschied-lichen
Reizintensitéten die Stromantwort dominieren (s.a. Abbildung 21). Allein schon die Tatsade,
da3 die verschiedenen Komponenten des Rezetorstroms bei  unterschied-lichen
Lichtintensitéten sdttigen, deutet auf verschiedene Transduktionsmedhanismen hin [Dedkert et
al. (1992]. Andere Hinweise auf unterschiedliche Enzymkaskaden konnten aus der selektiven
Inhibierung einzdner Rezeptorstromkomponenten gewonnen werden [Nagy (1994; Nagy
(1993; Contzen et al. (1995].
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AuBerdem konnten in der Photorezeptorzdle drel unterschiedliche Membrankanédle
(Leitfahigkeiten ca 6 pS, 12 S und 30 [B) nadgewiesen werden, an die wahrscheinlich
jeweils geazfische Transmitter binden kdnnen [Nagy (1990; Nagy und Stieve (1990; Nagy
(1991)].

Intensty dependence of the receptor

flash flash
ND * C ND *
5.60 2.90
5.30
5.15 2.75
500 —mM—u
490 e T
475 2.60

460 — T~ ——
4.45 —j/’_—__ 2.45
430 T

4.15 2.30

4.00
3.90
3.75
3.60
3.45
3.30
3.15
3.00

2.15

2.00

Figure2.1: Receptor currents reveding three distinct components. The flashlight was
intensified for eat of the mnseautive aurrent traces (ND=density of the neutra filters). Each
current component saturates at different light intensities and therefore becomes predominant in
a cetain light intensity range [ Contzen and Nagy (1996)].

In Abbildung 22 sind drei mogliche Phototransduktionsketten dargestellt. Der Index ,,i* im
Rhodopsin-Zyklus ll das mdgliche Vorkommen von his zu drel verschiedenen Rhodopsinen
andeuten [Nagy et a. (1993].
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Phototransduction inLimulus polyphemus
(after Nagy)
H G o > GC ------- *  cGMP —=Ch,
R;
/ \ ( PIP,
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Figure2.2: Schematic drawing of known (solid) and hypotheticd (dashed) steps in the
enzyme cacade in Limulus ventral nerve photoreceptors. Ch; denote the dhannels underlying
the receptor current component C; in figure 2.1 (for explanations setext; after Nagy (1993).

Die Phototransduktion wird duch die erfolgreiche Absorption eines Photons initiiert. Ein
Photon wird von einem Rhodopsinmolekil (R, i=1, 2, 3) absorbiert. Bei dieser Photo-
isomerisation gelangt R Uber mehrere Zwischenschritte vom 11-cis in den aktivierten all-trans
Zustand M. Mit ,aktiviert* ist hierbei die Fahigkeit des Mi" gemeint, eine Enzymkaskade
auszulésen (s.u.). Nadh einer Phosphorylierung und Absorption eines weiteren Photons kann
das Rhodopsin wieder den urspringlichen lichtempfindlichen Zustand annehmen [Wald (1968);
Lisman and Sheline (1976); Lisman und Goldring (1985; Nagy (1991)].

Wahrscheinlich ist die M; -Desktivierung mehrstufig [Grus (1997)]. Betrachtet man die
Vertellung der Rezeptorstromgrolien (z. B. die Amplitude oder das Strom-Zeit Integral von
Bumps, as Mal fiur die Verstéarkung des gesamten Transduktionsprozesss), so beobadtet
man ein Maximum der Vertellung bel kleinen Werten (s. Abbildung 6.4). Dies ist anhand von
Modellrechnungen erklérbar, wenn man annimmt, da? fir die Deaktivierung des M;” mehr als
eine Stufe notig ist [Lisman and Goldring (1994); Kirkwood and Lisman (1994)]. Lisman und
Goldring (1994, sowie Kirkwood und Lisman (1994 schlugen eine aveistufige Deaktivierung
vor (j=1, 2). AulRerdem konrte Grus (1997 in vivo und in vitro ERG-Signale an besten mit

einer mehrstufigen M; -Deektivierung erkléren.
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Im Falle der PLC-Kaskade (Phospholipase C) bindet Metarhodopsin M;” an ein G-Protein
(GTP-bindendes Protein). Wahrend der Bindung an das Metarhodopsin wird das G-Protein in
eine G,-GTP Untereinheit und einen G,y-Komplex gespalten. Die G,-Untereinheit aktiviert in
der Membran eine PLC [Cahoon et al. (1980; Vandenberg and Montal (1984a,b); Devary et
a. (1987]. Diese wiederum vermag de Spatung von PIP, (Phosphatidylinositol 4,5
bisphosphat) nadh IP; (Inositol (1,4,5)-Trisphosphat) und DAG (Diagylglycerol) zu
katalysieren [Berridge and Irvine (1984); Berridge (1993)].

Das freigesetzte |P; Offnet Kandle in den submikrovillaren Zisternen, den intrazdlul&ren
Kaziumspeichern [Brown and Rubin (1984); Payne and Fein (1986; Payne & a. (1988)].
Daraufhin wird Kalzium aus den submikrovillaren Zisternen in das Cytosol geschiittet und
bindet entweder als terminaler Transmitter oder tiber einen Zwischenschritt an Membrankanédle
[Ukhanov and Payne (1995]. Diese Kandle lasen vorwiegend Na™ passeren [Hagins et al.
(1962); Millecthia and Mauro (1969; Brown and Mote (1974)].

Ob Ca®* wirklich der terminale Transmitter ist, konnte noch nicht endgiitig bestimmt werden.
Gesichert ist dagegen, daR die intrazdluldre Kalzium-Konzentration [Ca’*]i nadh einer
Belichtung der Photorezeptorzdle stark ansteigt (von unter 1 M im dunkel adaptierten
Zustand bis zu ca 150 mM nadh starker Beleuchtung [Brown and Blinks (1974); Maaz ad
Stieve (1980; Nagy and Stieve (1983; Ukhanov and Payne (1995]).

Die submikrovill &ren Zisternen konnen (iber eine ATP-zehrende Ca*-Pumpe (Ca®*-ATPase)
wieder aufgeflllt werden [Payne ¢ al. (1989; Dedkert and Stieve (1991); Stommel (1995)].

Die PLC-Kaskade ist bisher am besten untersucht worden. Ein Grund hierfr mag sein, dal3 1P;
in seiner Funktion als sewmnd mesenger in vielen verschiedenen  Signaltransduk-

tionsmedhanismen die mit Kalzium als Transmitter arbeiten gegenwartig ist [Berridge (1993)].
Neben dieser Enzymkaskade existieren Hinweise auf zwel weitere Kaskaden (s. Abbldung 2.2)
[Nagy et a. (1993].

Wahrscheinlich werden diese ebenfalls Uber G-Proteine gestartet [Contzen and Nagy (1995)].
Unklar ist, ob dazu strukturell unterschiedliche Metarhodopsine (zwel verschiedene &tive
Metakonformationen in einem Modell nadch Lisman [Lisman (1985] oder- wie in Abbildung 2.2

angedeutet- verschiedene Rhodopsine nétig sind.

10
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Die Enzymkaskaden laufen wahrscheinlich tber GC (Guanyl-Zyklase) und AC (Adenyl-
Zyklase) ab, welche dGMP (zyklisches Guanosin-Monophosphat) bzw. cAMP (zyklisches
Adenosin-Monophosphat) produzieren. Der Medhanismus der cGMP-Kaskade ist bereits aus
der Vertebraten-Phototransduktion bekannt (s.a. Abschnitt 2.1). Badgalupo et al. konrten in
patch-clamp Experimenten zeigen, dal? cGMP im Gegensatz zu Ca®* direkt lichtabhéngige
Kandle 6ffnen kann [Badgalupo et al. (1991)]. Zumindest fur eine Kaskade scheint cGMP
somit als terminaler Transmitter gesichert [Johnson et al. (1986; Shin et al. (1993)].

Hinweise aif die Betelligung von G-Proteinen an den Enzymkaskaden erhielt man durch
Injektion verschiedener G-Protein-Blocker oder -Aktivatoren. Mit Hilfe dieser Wirkstoffe
konnte die Rezeptorantwort teillweise inhibiert bzw. evoziert werden [Corson and Fein (1983);
Fein (1986; Kirkwood et al. (1989); Stieve @ al. (1992; Contzen and Nagy (1995)].

Durch Hydrolyse von cAMP und cGMP mittels injizierter Phosphodiesterase gelang die selek-
tive Blockierung einzener Stromkomponenten [Nagy (1993; Nagy (1994; Poganiatz (1996)].
Dies deutet auf die Beteiligung dieser zyklischen Nukleotide an Transduktionsprozef3 hin.

Die eergiezérende Na'-K*-ATPase sorgt nach dem lichtinduzierten Na'-Einstrom fiir die
Wiederherstellung der intrazelularen Na'- bzw. K*-Konzentration bis zum Ruhepotential
[Smith et al. (1968; Brown and Lisman (1972)].

Das aus den submikrovill &ren Zisternen freigesetzte Ca® wird entweder unter Energieaufwand
wieder in die Zisternen zuriicktransportiert oder verlalt die Zelle iber den Na'-Ca'-
Austauscher in der Zellmembran [Stieve d al. (1985; O Day and Gray-Keller (1989; Dedert
and Stieve (1991); Stommel (1995)].

11
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2.3 Adaptation

Bei der Phototransduktion spielt das intrazelulére Ca®* eine wichtige Rolle, was daran gezegt
werden konrte, dal? seine gytosolische Konzentration [Ca?*]; sich nach einer Photonabsorption
vergrofRert [Payne ¢ a. (1986; Nagy (1997)]. Levy und Fein (1985 konrten mit Ca’*-
selektiven Elektroden zeigen, daid sich die [Ca”]; nach einer Illumination im lichtempfindlichen
Tel der Photorezeptorzdle 20-40 mal stérker vergrofRert als im lichtunempfindlichen- ein
Hinweis darauf, dal3 Kalzium direkt mit der Phototransduktion zusammenhéngt [Levy and Fein
(1985; ReuR and Stieve (1993; Ukhanov and Payne (1995]. AulRerdem ist die
RezeptorstromgréfRe und de Latenzzet von der aktuellen [Ca®']; abhéngig. Eine ehdhte
[Ca®]i (zum Beispie infolge dner zuvor ausgesetzten intensiven Beleuchtung, kiinstlich
veranderter duRerer Kalziumkonzentration oder nach Ca’*-Injektion) reduziert die Amplitude
der Rezeptorantwort und verkirzt deren Latenz [Stieve d al. (1983; Stieve d a. (1989;
Stieve d@ a. (199)]. Diese Abhingigkeit der Rezeptoreigenschaften wvon der
Belichtungsvergangenheit der Zelle wird Adaptation genannt.

24 Bumps

Diese Diplomarbeit beschéftigt sich ausschliefdlich mit Einzephotonantworten, den soge-
nannten ,Bumps*. Belichtet man eine Photorezeptorzdle mit hinreichend schwadem Licht
adaguater Wellenlange (s. Abschnitt 4.5), so erkennt man bei gleichzetiger intrazdlulérer
Ableitung kuze dsochastisch auftretende  Spannungsdnderungen  variabler  Grole
(,, Spannungsbumps*). Bei festgehaltener Spannung (s. Abschnitt 4.4) erkennt man ent-
sprechende Strombumps (im weiteren als ,,Bumps* bezachnet).

Abbildung 23 zegt eine Reihe solcher gemessner Bumps auf aufeinanderfolgenden

Stromspuren.

12
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Figure2.3: Conseautive aurrent traces recorded under voltage-clamp conditions. A wegk
flash-ill umination was applied at t=2.0 s (3.99110° Photonen/cn?, A=538 nm, A-half- width=45
nm). ¢;-bumps are marked by asterics. Note the ealy event on trace9 and the late one on trace
1. These events were not induced by the light stimuli, since they start before the flash
applicaion (trace9) or “much too late” (tracel). (Experiment mw_18081030f.)
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Die Photorezeptorzdle wurde mit schwadhen Lichtblitzen (3,994.0° Photonen/cn?, | =538 nm,
| -Halbwertsbreite=45 nm) bei der Zeit t=2 s gereizt (fir Detalls zum Blitzprotokoll s.
Abschritt 4.6).

Man erkennt transiente Stromanderungen mit einigen 10 pA bis fast 1 nA Amplitude und
Dauern his ca 200 ms und lénger. Es konnten auch noch gréfiere Bumps mit Amplituden bis
zu einigen Nanoampere beobaditet werden. Kleinere Bumps verschwinden im Rauschen der
Mel3spur. Lichtinduzierte Bumps treten innerhalb ca 500 ms nach dem Blitz auf (s. Abb. 5.6).
Neben den lichtinduzierten finden sich aber auch noch solche Bumps, die viel spéter (s. Spur 1
und 12 Abb. 2.3) oder auch vor dem Blitz (Spur 9, Abb. 2.3) erscheinen. Diese Bumps snd
wahrscheinlich nicht lichtinduziert und werden deshalb ,, Spontanbumps® oder ,, Dunkelbumps"

(wieim weiteren) genanrt.

Dunkelbumps snd im Mittel 7-8 mal kleiner als lichtinduzierte Bumps [Reul3 et al. (1992)],
dhreln diesen aber in vielen Eigenschaften, wie 2um Beispiel der Anstiegs- und Abklingkinetik.
Diesfuhrte a1 der Annahme, dal3 Dunkelbumps Produkte der gleichen Enzymkaskade sind wie
die lichtinduzierten Bumps [Lederhofer and Schnakenberg (1991)]. Ihre geringere Grol¥e kann
mit dem Ausparen eines ersten Verstarkungsshritts erklart werden [Reul® et al. (1992)].
Bester Kandidat fir einen Dunkelbumpinitiator ist das aktivierte G-Protein, weil hier die este
Verstdrkungsdufe ewartet wird. Aus dem Verhdtnis der Amplitude der Dunkelbumps zu der
der lichtinduzierten Bumps a3t sich der Verstéarkungsfaktor bei der Aktivierung der G-
Proteine erechnen. Genaue Bestimmungen gelangen durch die diemische Induzierung von
Bumps mit Hilfe von G-Protein-Aktivatoren (AlF;) [Reul3 et a. (1992]. Diese demisch
induzierten Bumps waren 7-8 mal kleiner as lichtinduzierte Bumps. Da demisch induzierte
Bumps shr wahrscheinlich rur von je @énem G-Protein gestartet werden, 183t sich daraus
schlieRen, daR das aktivierte Metarhodopsin M;” 7-8 G-Proteine &tiviert [Kirkwood et al.
(1988; Reu3 et d. (1992)].

14



2. EINFUHRUNG

Bumps snd sehr wahrscheinlich lokale Ereignisse. Die Absorption eines Photons ruft die
Offnung von Na'-Kanéen in einer etwa 2 mm? groRen Membranflacde (, bump-spedk*) um den
Absorptionsort herum aus [Behbehani and Srebro (1974); Brown and Coles (1979; Keiper et
al. (19849)]. Diese Erkenntnis fihrte zum ,bump-spedk model” [Stieve and Schlésser (1989)]:
Unter der Annahme, dal? fir die lichtinduzierte Offnung der Membran-kandle mehr as ein
terminales Transmittermolekll pro Kanal nétig ist, [&3t sich um das Gebiet gedffneter Kanédle
(,bump-sped”) herum ein ,Bump-Hof* annehmen. In diesem befinden sich ,entsicherte
Kandle, die bereits wenigstens einen aber weniger als fir die Kanaoffnung notige Transmitter
gebunden haben. Wird de Lichtintensitdt erhoht, so steigt die Photon-Absorptionsrate und
damit die Wahrscheinlichkeit, da3 sich ,,Bump-Hofe* réaumlich Uberlappen. Transmitter
benachbarter ,Bump-Hofe®  konnten ,kooperativ  die Offnung von  zusitzlichen
Membrankandlen bewirken. Diese postive ,Kooperativitdt® konnte aich wirklich als
suprdineaes Verhalten in der Rezeptorstrom-Lichtintensitéts-Kurve beobaditet werden
[Stieve @ a. (1983; Stieve d@ a. (19869; Grzywacz ¢ a. (1988; Stieve and Schldsser
(1989)].

Reuf? und Stieve (1993 konnten sich in ihrer Kinetik unterscheidende Bump-Typen vonein-
ander trenren. Nagy et a. (1993 zegten, da3 langsame, kleine Bumps mit der
makroskopischen C;-Stromkomponente und schrelle, grofie Bumps mit der makroskopischen
C,-Stromkomponente korrespondieren. In Anlehnung an die makroskopischen Stromkompo-
nenten werden die langsamen, kleinen Bumps im weiteren mit ¢; und de schnellen, groléen

Bumps mit ¢, bezechret.

15
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3. FRAGESTELL UNG

» Die physikali schen Eigenschaften der Einzelphaonartworten des Limulus polyphemus®

Im Rahmen dieser Diplomarbeit sollten physikalische Eigenschaften der Bumps untersucht

werden.

Nacdhdem die Existenz von zwei in ihrer Kinetik unterschiedlichen Bump-Typen (¢, und c,)
gezegt werden konnte [ReuR3 and Stieve (1993; Nagy et al. (1993], stellte sich die Frage, ob

sich diese Bump-Typen in weiteren Eigenschaften unterscheiden.

Daazu untersuchteich:

1. dieLichtabhangigkeit der Populationen von c;- und c-Bumps,

2. dieVerteilung der Anzahl der von einem Blitz ausgeldsten ¢;- und c-Bumps,
3. dieVertellung der Strom-Zeit Integrale von Bumps,

4.  Hinweise auif Wedhselwirkungen zwischen den Enzymkaskaden,

5.  Hinweise aif eine quantisierte Struktur der Bumps.

Die Motivation fur diese Fragestellungen besteht in der Moglichkeit, aus der Kenrtnis der
physikalischen Eigenschaften der Bumps wichtige Aufschliisee tber die aigrundeliegenden
Enzymkaskaden zu erhalten.

Ein Weg zur Entschlissslung unbekannter Signalwege wird im Gebiet der Molekularbiologie
gegangen. Dort wird zum Beispiel mit Hilfe von (Membran-) Kanalcharakterisierung oder
Elektrophysiologie in Verbindung mit der Anwendung pharmakologisch wirksamer Substanzen
Einsicht in die Struktur und Wirkungsweise von Enzymkaskaden gesucht.

In dieser Arbeit wollte ich mit statistischen Methoden elektrophysiologische Messungen
analyseren und mit diesen Ergebnisen zum Verstandnis der Eigenschaften der
Enzymkaskaden beitragen.
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4. MATERIAL UND METHODEN

4.1 Vesuchstier

Die hier vorgestellten Versuche wurden ale an méannichen Exemplaren des Limulus
polyphemus durchgeftihrt. Der Limulus gilt als ,,lebendes Fossl“, da & sich, gegenliber seinen
ca 175 Millionen Jahre dten Vorfahren im Jura, morphologisch kaum verandert hat [Lexikon
der Biologie, Herder (1989].

Diese Eigenschaft war historisch besehen ein Grund dafiir, Phototransduktion der Wirbellosen
an dieser Spezes zu untersuchen. Man erhoffte sich von einem stammesgeschichtlich so alten
Tier besonders einfache und damit leicht zugangliche Phototransduktionsmedanismen. Diese
Hoffnung war alerdings nicht bereditigt und mufdte aifgegeben werden. Mefdtechnische
Grunde derdings gredien fir das Versuchstier Limulus, da die hier untersuchten
Ventranervphotorezeptorzdlen mit typischen Grof:en von 50 mm Breite und 150250 nm
Lange grof3 genug sind fur die Penetration mit Glaselektroden (Spitzendurchmesser < 1 nm).

Eine weitere angenehme Eigenschaft der Ventralnervphotorezeptorzdlen ist deren separiertes
Vorkommen auf dem Ventralnerv, wodurch elektrische Kopplung zwischen den

Rezeotorzdlen ausgeschlossen werden kann.

Abbildung 4.1 zegt Zeichnungen von Limulus polyphemus im Ganzen und im Ausshnitt.
Links erkennt man Limulus von dorsal. Angedeutet ist die Lage des in der Mitte vergrof3ert
dargesteliten Protocerebrums. Redits seht man einen Ausschnitt eines Ventralnervs mit

angedeuteten Photorezeptoren.
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Figure4.1: Summary drawing of the anatomy of the Limulus protocerebrum and
ventral optic nerves (after Calman and Chamberlain (1982)

Abbildung 4.2 gibt einen Einblick in den inneren Aufbau der Photorezeptorzdle. Der
Zellkorper 1@kt sich grob in enen lichtempfindlichen (rhabdomeralen) und einen
lichtunempfindlichen (arhabdomeralen) Teil gliedern. Der arhabdomerale Teil enthdlt die
Mehrzahl der fur die Zelle lebenswichtigen Zellorganellen, wie den Zellkern, die Mitochondrien
und das endoplasmatische Retikulum. Im rhabdomeralen Teil befinden sich neben dem auch
hier vorhandenen endoplasmatische Retikulum etwa 10° Mikrovilli, fingerférmige
Ausdillpungen der Zellmembran, in denen das Photopigment Rhodopsin eingelagert ist (etwa
10004000 Rhodopsinmolekiile pro Mikrovill us) [Lisman and Bering (1977); Brown and Coles
(1979]. Dadie grofen lichtinduzierten Strome im Bereich von 1 mA liegen, kann man aus
Einzdkanall eitfahigkeitsmesaungen (s.a. Abschnitt 2.2) ab-schétzen, dald sich in der gesamten
Photorezeptorzdle dwa 10° Kanéle befinden milssen, also etwa 1 Kanal pro Mikrovill us [Nagy
(1991)].
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Figure4.2: Summary drawing of a single Limulus ventral photoreceptor (without axon)
showing the two lobes and dstribution of important structures. E: efferent fibre; ER:
endoplasmatic reticulum; ERh: external rhabdom; G: glia cdls;, Gly: glycogen; Go: Golgi
complex; GN: nucleus of glial cdl; I: gliafilled indentation at junction of R lobe axd A lobe;
Irh: internal rhabdom; LD: lipid droplet; M: mitochondria; MVB: multivesicular body; N:
nucleus; P: palisade; RB: residual body (after Calman and Chamberlain (1982).

4.2 Praparation

Die Praparation der Ventralnerven geschah nach einer Standardmethode, wie sie bereits an
anderer Stelle beschrieben wurde [Dedkert and Stieve (1991)]. Der Vollstandigkeit halber

madchte ich das Vorgehen aber kurz skizzieren.

Der Limulus wurde durch einen gut positionierten Schnitt zwischen dem zweiten und dritten
Beinpaa getotet. Dadurch wurde das Gehirn durchschnitten. Das Protocerebrum mit den

beiden Ventralnerven wurde unter dem Mikroskop herausprépariert und wenigstens Uber
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Nadit in einem Kulturmedium (nadh Kass und Renninger (1988) bei etwa +5 °C
lichtgeschiitzt im Kuhlschrank gelagert.

Unmittelbar vor dem Versuch wurde aner der Ventralnerven vom Gehirn getrennt und
medhanisch von den ihn umgebenden Blutgeféen befreit. Zuletzt wurde der Nerv im
Schittelbad ca 60 s in Pronase (Boehringer Mannheim, Konzentration 20 mg/ml in
physiologischer Losung) getaucht. Dies geschah mit dem Ziel, die den Nerv stitzenden und
versorgenden Gliazdlen enzymatisch wegzudauen. Die Entfernung der Gliazdlen ermdglichte
gpéter ein schonenderes Inserieren der Mikroelektrode. Durch die enzymatische Behandlung
des Nervs mit Pronase konnten auch die Photorezeptorzdlen beschédigt werden. Die

Einwirkzdt der Pronase durfte deshalb nicht zu lang gewéahit werden.

4.3 Meldaufbau

Der Mef3aufbau (s.a. Abbildung 4.3) gliedert sichin

1.  Melvorrichtung zur Ableitung der elektrischen Aktivitét des Photorezeptors
2. Signalaufbereitung mit Mef3elektronik

3. Signalspeicherung und off line Datenanalyse

Der unmittelbar vor dem Versuch fertig préparierte Ventralnerv wurde mit Edelstahl-krampen
in einer mit Sylgard (,, Silastic™, Dow Corning) angefilllten Petri-Schale fixiert und mit 2-3 mi
physiologischer Salzlésung (Zusammensetzung s.a. Tabelle 4.1) Uberdedkt.

HEPES (N-[2-Hydroxyethyl] piperazne-N"-[2-ethanesulfonic add], SIGMA) diente ds pH-
Puffer. Die physiologische Losung wurde auf den pH-Wert 7,5 eingestellt.
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NaCl NaOH KCl CaCl, MgCl, | MgSO,; | HEPES
mM 4808 5 10 10 25 30 10
Tabelle4.1: Composition of the physiologicd saline used duing the preparations

and the experiments.

Mit einem Peltier-Element liefd sich die Temperatur der physiologischen Salzlésung in der
Petri-Schale anstellen (Teatier). Alle Mesaungen fanden bel Temperaturen zwischen 14,0 und
15,0 °C datt.

Die Postion der Photorezeptorzdle und der Mel3elektrode konrnte dber ein invertiertes
Mikroskop (Carl Zeisg beobaditet und mit Mikromanipulatoren (MO-103M, Narishige,
Japan) eingestellt werden.

Die Mef3signale wurden noch in der Mef3apparatur an einen Impedanzwandler gefthrt und
vorverstérkt (head-stage) und danach zu einem Verstérker (voltage-clamp amplifier; SEC-
O5L, npi) geleitet (s. Abschnitt 4.4). Die Spannungs- und Strom-Signale wurden mit einem
Speicheroszill oskop (oscilloscope; Grundig SO40) Uberwadt. Die Stromsignale wurden noch
im Verstéarker mit einem Tiefpal3 bel 100 Hz gefiltert (4-Pol-Bessal-Charakteristik,
Hardwarefilter), um Aliasing-Effekte a1 vermeiden. Unter einem Aliasing-Effekt versteht man
die Fehlinterpretation der Frequenzanteile in einem Signal aufgrund zu kleiner Abtastraten. Die
Abtastrate mufd mindestens doppelt so grof3 sein wie die hdchste im Signal vorkommende
Frequenz [Presset al. (1990]. Auf zwel Spuren (einfach und zehnfach verstérkt) wurden die
Signde a die Anaog-Digital-Wandler Karte @nes PC gegeben. Mit dem A/D-Wandler
wurden die verstérkten Mef3signale mit einer Abtastrate von 1000Hz digitalisiert.
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memory
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Figure4.3: Scheme of the setup (for explanations refer to the text).
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Die so aufbereiteten Stromspuren wurden von einem Mef3programm (freundlicherweise aur
Verfugung gestellt von Klaus Contzen) eingelesen und konrten bereits on line gesichtet
werden [Beschreibung der Software bei Contzen (1995]. Die Lichtreize wurden tber einen
Glasfaserlichtleiter durch das Objektiv hindurch von unten auf den Mikroskoptisch geleitet. Die
Intensitdt des die Photorezeptorzdle areichenden Lichtes wurde bei immer gleicher
Blitzintensitédt durch das Einfligen won Neutrafiltern (NF box) (Oriel) unterschiedlicher

Transmisgonskoeffizienten eingestellt.

Alle Versuche wurden mit grinem Licht durchgefihrt, weil das Absorptionsmaximum von
Rhodopsin im Ventralnervphotorezeptor bei etwa 530 nm liegt [Murray (1966; Millecdia @
al. (1966)]. Dazu wurde an Spektralfilter (A=538 nm, A-Halbwertsbreite=45 nm, Oriel) in den
Strahlengang eingefligt (NF box).

Die Glaselektroden (GC150TF-10 von Clark Eledromedicd Instruments, England) wurden
mit einer 1.5 M KCl und 10 mM HEPES-LOsung geflillt und hatten einen elektrischen
Widerstand zwischen 5 und 20MQ.

4.4 Melimethode ,, Spannungsklemme®

Um mit elektrophysiogischen Methoden Aussagen Uber Enzymkaskaden gewinnen zu konnen,
misen Beanflusaungen des Rezeptorstroms (des Mef3signals) durch Phdnomene, die primér
nichts mit der Transduktionskaskade a1 tun haben ausgeschlossen werden. Dazu gehtren
spannungsabhéngige Effekte, wie zB. Strome durch spannungsabhéngige Membrankanéle,
[Millecchia and Mauro (1969]) oder kapaztive Strome. Aus diesem Grund wendet man eine
Tedhnk an, die aif Hodgkin und Huxley zuriickgeht [Hodgkin and Huxley (1952]. Die
Spannung (ber der Membran (, Membranpotential®) wird mit einem elektrischen Regelkreis
kinstlich ,festgeklemnt” (engl. , clamped). Dazu wird gerade so vie Ladung Uber eine
Elektrode in die Z€lle injiziert, dal? sich die vorgegebene Spannung einstellen kann. Fir diesen
Regelkreis snd im Prinzip zwel Elektrodenpaae nétig. Ein Paa, welches die &tuelle

Membranspannung mif%t und ein Paa mit dem der ndtige Kompensationssrom appliziert
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werden kann. Eine Elektrode befindet sich jeweils extrazdlular (in der physiologischen

Salzlosung), die andere wird in die Zelle hinein-gestochen.

Fur die in dieser Arbeit beschriebenen Mesaungen konnte eén Einelektroden-V erstérker benutzt
werden. Neben den zwei Referenzdektroden mufdte darum nur noch eine Elektrode durch die
Zellmembran gestochen werden. Dies hatte den grolien Vorteil, dal3 die Zelle weit weniger
Belastungen durch das Einstechen der Elektroden ausgesetzt war. Mit einer Frequenz awischen
20 und 45 KHz wurde diese intrazdluldre Elektrode &-wedselnd zur Spannungsmessung und
zur Stromapplikation genutzt. Das Verhdtnis der Strominjektionszat zur Spannungsmef3zet

war immer 1:3.

4.5 Kalibrierung des Blitzlichtgerates

Zur Reizung der Photorezeptorzdle wurde @ne Photo-Blitzlampe (Mecalitz 60CT-1, Metz)
benutzt.

Alle Mesaungen, die in dieser Arbeit verwertet sind, wurden mit derselben Blitzlampe und bel
der gleichen BlitzZlampeneinstellung vollzogen, um etwaige Ungenauigkeiten der
Blitzlichtintensitét durch ungenaues Nadstellen der Blitzregler auszuschlief3en. Auf3erdem

konnte so auf eine genauere Analyse der Blitzlicht-Kennlinien verzichtet werden.

Zu Beginn und zum Ende der gesamten Mefdreihe unternommene Energiemessungen des
Blitzlichtes lieferten im Rahmen der Mef3genauigkeit die gleichen Ergebnisse fir die
Blitzlichtenergie. Es kann deshalb angenommen werden, dal3 auch wéahrend der Dauer der
Diplomarbeit die Blitzlichtintensitét konstant blieb.

Die Blitzlichtenergiekalibrierung geschah durch:

1.  Energiemesaingdes Lichtblitzes am Ort des Ventranervs

2. Bestimmung der Querschnittsflache des Lichtfledks am Ort des Ventralnervs
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Die Energiemessung des Lichtblitzes wurde mit einem pyroelektrischen Detektor (RjP-735
/EP, Polytec (Germany)) durchgefuihrt. Die lichtempfindliche Flade des Detektors besteht aus
einem  ferroelektrischen  Material, desen permanente  dekirische  Polarisation
temperaturabhéngig ist. Der im Detektor generierte Strom ist proportional zur zdtlichen
Temperaturdnderung. Das Strom-Zeit Integral des Detektorstroms ist deshalb proportional zur
totalen Temperaturanderung und damit zur Energie des eingestrahlten Lichts.

Das Energiemel3gerdt wurde so Uber dem Objekttisch des Mikroskops montiert, daf? das Licht
den gesamten wahrend des Experiments benétigten Lichtweg passeren mufite (s. Abhldung
4.3). Wegen der sehr geringen Lichtblitzintensitét konrten diese Messungen nur ohne das

Einfligen der im Experiment benutzten Neutralfilter geschehen.

Das vom Melverstarker gelieferte Signal (Strom-Zeit Integral des Detektorstroms) konrte
nadh weiterer 250facher Verstarkung (Ortec 4660, parallel auf einem Speicheroszill oskop
beobaditet und von einem Mef3programm [Contzen (1995] aufgezechret werden. Die
Benutzung des Speicheroszilloskops diente der Kontrolle. Wegen des unginstigen
Signal/Rausch-Verhdtnises wurden so viele dieser Mel3spuren gemittelt, bis sch das
gemittelte Signal nicht mehr mef3bar veranderte.

Abbildung 44 zeagt eine Mittelung tber n=157 solcher Mel3kurven. Der Signaverlauf
entspricht nicht dem des Lichtblitzes. Allein die Amplitude ist ein Mal3 fur den Energie-inhalt
desLichtblitzes.

Aus Abhildung 4.4 143t sich eine Lichtblitzenergie von Euir, =(8,817 #+ 0,064)20° J ablesen
(Fehler aus Ablesegenauigkeit).

Wegen (Gleichung 2.1) entspricht dies Nenoonen= (2,386 #+ 0,119) 20" Photonen (mit | =538 +
23 nm) pro Blitz.

_ hxc
EBIitz - rlPhotonen |

(/ £+DI)

n =(ExDE) T (Gleichung 21)

Photonen

Die Unsicherheit in der Zahl der Photonen, die bis zu der Sehzdle gelangen betragt deshalb
etwab %.
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Figure4.4: Measurement of the energy of the flash-light by means of the RjP-735EP. The
pe&k height of the signal is a dired measure for the total energy of the flash (see
inset). [A=538nm, A-half width of the metal interferencefilter =45 nm)|

Die Querschnittsflache des Lichtblitzes am Ort des Ventranervs wurde photographisch
bestimmt.

Hierzu wurde der Objekttisch des Mef3mikroskops (s. Abhildung 4.3) so eingestellt, wie bel
einer Mesaung. Angtelle der Ventralnerv-Prdparation wurde Photopapier in die mit Sylgard
gefullte Petrischale gelegt. Nadh der Belichtung konnte der Querschnitt des Lichtblitzes aus
der Schwérzung auf dem Photopapier gemessen und berechnet werden. Die Querschnittsfladche
A konnte nach Mittelung tber drel Mesaungen zu

A=(0,189+ 0,054 cn’,  Fehler ist Standardabweichung

bestimmt werden.
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Die Blitzlichtenergie wird im weiteren as Zahl der Photonen pro Quadratzentimeter

angegeben. Es ergibt sich:

_ rlPhotonen * DnPhotonen

I Blitz — A+ DA

laiz = (1,262 +0,424) 10" Photonen/cn’

Die verhdtnismalig grolRe Unsicherheit in der Grof%e der Blitzlichtenergie (34 %) entstammt

der ungenauen Querschnittsflachenbestimmung.

Fur die in dieser Diplomarbeit behandelten Fragestellungen komnt es allerdings nicht auf die

Absolutwerte der Blitzlichtintensitat an.

Die Belichtungsdauer konnte mit einem hochauflésenden Oszill oskop ausgemessen werden.

Dazu wurde statt des Ventralnervs eine Photodiode in die Apparatur eingebradht.
Die Halbwertsbreite des Blitzes konnte au

= (34,7 £0,4) us
bestimmt werden (Fehler ist Standardabweichung aus n=11 Messungen).

Bel den hier benutzten sehr kurzen und schwaden Lichtblitzen spielte die Blitzdauer eine
untergeordnete Rolle, weil ale beobaditeten Phénomene auf ener groleren Zeitskala
stattfanden (typischerweise éwa 100ms).

27



4. MATERIAL UND METHODEN

4.6  Versuchsdurchfihrung

Vor der eigentlichen Mef3reihe wurde der Ventralnerv wenigstens 15 min (meist aber mehr als
30 min) im Dunkeln belassen, damit er dunkeladaptieren konnte.

Zur Aufnahme der Lichtabhéngigkeitskennlinien (s. Abschnitt 6.1) wurde das Préparat
wahrend der Mesaung in einem festen zdtlichen Rhythmus mit Lichtblitzen stimuliert (s
Abbildung 45). Die Zykluszeit zwischen aufeinanderfolgenden Blitzen war zu Beginn der
Meldreihe 40 s. Als sch herausdellte, dald3 die Zahl der von einem Nerven gewonnenen
Mel3daten meist zu gering war, verkirzte ich die Zykluszeat zu 30s. Adaptationseffekte durch
die kirzere Zykluszet (etwa ene verkirzte Latenzzat oder eine merklich verénderte Bump-
Ausbeute) konrte ich nicht beobadten. Nach Nagy et a. (1993 ist eine Zykluszeat von 40 s

ausreichend, um c;-Bumps beobaditen zu kénnen.

begin of data end of data
acquidtion (n+ 1) acquidtion (n+ 1)
begin of data end of data
acquistionn  flah N acquigtionn flash (n+ 1)
I ooy oY
//
T T ™71 7' /7// T 1T rrrrrrrrri
0 1 2 3 4 P 0 4 2 8B M4 45
data acquidtionn time (9
cyclen

Figure4.5: Scheme of the stimulus regime. Data aqyuisition started 2 s before every
flash and stopped 2.5 s after the flash. Eadh stimulus cycle lasted 40s.
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Um bel der Bestimmung der Zahl der ausgelosten Bumps die aiféligen Dunkelbumps
berticksichtigen zu kdnnen, zeichnete ich schon 2 s vor der Blitzgpplikation die Stromspur auf.
Unter der Annahme, dal? die in diesen zwei Sekunden beobadhteten Dunkelbumps mit gleicher
Wahrscheinlichkeit auch in den zwei Sekunden rnach dem Blitz auftreten konnten, lief3en sich

die Dunkelbumps in der beredhneten Bump-Zahl berticksichtigen  (s. Abschnitt 5.4).

Das Hauptziel meiner Untersuchungen lag darin, zu untersuchen, wie sich die Populationen der

verschiedenen Bump-Sorten in Abhéngigkeit von der Lichtintensitét verhalten (s. Kapitel 3).

Dazu unterteilte ich die gesamte Mef3zet (typischerweise 2-7 Stunden) in Abschnitte, in denen
die Zelle mit Licht gleicher Intensitét belichtet wurde. Die @nzenen Abschnitte waren nicht
durch Pausen voneinander getrennt. Das Wedseln der Neutrdfilter zur Einstellung der
gewlnschten Lichtintensitdt fir jeden Mef3abschnitt geschah im Dunkeln, so dal3 kein
Streulicht zur Ausddsung unerwinschter Bumps fuhrte. Die Grof3e der Mef3abschnitte gleicher
Lichtintensitét wurde variabel nadh Erfahrungswerten gewdhit. Hohe Lichtintensitéten (1-3
Bumps/Blitz) bedeuteten eine grofe Zahl von ausgelosten Bumps. Diese Abschnitte muf3ten
nicht alzu lang gewahlt werden, um eine gentigend hohe Zahl von Bumps fir die statistische
Auswertung zu liefern. Schwade Lichtintensitéten dagegen (0,3-0,6 Bumps/Blitz) muf3ten
verhdtnisméllig lange ausgemessen werden (min. 100 Mef3spuren), um einer Statistik zu

genugen.
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5. AUSWERTUNG

5.1 Signalaufbereitung

Vor der quantitativen Untersuchung wurden die Mef3spuren mit einem 30 Hz-Tiefpal3 Filter
mit GaussCharakterisk behandelt (das Filterungs-Programm wurde freundlicher-weise von
Klaus Contzen zur Verfigung gestellt). So konnten die sonst meist sehr ver-rauschten Signale
besser ausgewertet werden. Abbildung 5.1 illustriert den geringen Einfluf3 den die Filterung
auf die Eigenschaften der Bumps hatte.

Comparison of filtered (thick line) and unfiltered (thin line)
traces of the same signal
K) —_
0 FAAAAANN YN AA Ap.ArMAﬁAfV\ﬁWV/VV
_50 -
é - 140
=
g 100 160
g L 180
% 1504
: \ o
-200 - o0
Dheight/height < 3% | B
Darea/area < 0,1%
250 360 380 400
' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
0 100 200 300 400 500 600 700 80 900 1000
time (m9)

Figure5.1: Demonstration of the influence of the filtering procedure on the bump
parameters. Low passfiltering of eat current was performed with Gaussan charaderistics at
30 Hz. As can clealy be observed, the filtering had no significant effed on the bump kinetics
or on the size of the bump. Pe&k height of the bump was deaeased by lessthan 3 % and the
bump’s current-time integral remained nealy unchanged (less than 0,1% deviation). [EXp.
mw_08031004
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5.2 Parametrisierung der Bumps

Die den Bumps zugrunde liegenden Enzymkinetiken miissen sich in der Grolie, der Latenzzat
und der Form der Bumps widerspiegeln. Dies ist unmittelbar einsichtig, wenn man bedenkt,
dai’ jede Ladungsverschiebung durch einen Kanal abhingig von der Bindung einer bestimmten
Zahl terminaler Transmitter an den Kana ist. Die Beretstellung deser Transmitter ist
wiederum von der davorliegenden Stufe in der Enzymkaskade ahéngig und so fort. Die
Enzymkinetik bestimmt also, wieviele terminale Transmitter zu jeder Zeit zur Verfigung
stehen und deshalb auch, wieviel Ladung zu jeder Zeit durch die Gesamtheit der Kandle flief3t.

Um die Kinetik der Bumps quantitativ erfassen zu kdnnen, wurden die Bumps parametrisiert.
Dazu stand eine Software aur Verfigung, mit der Mel3spuren einzen eingelesen und
automatisch parametrisiert werden konnten [Reufl3 (1997)]. Allerdings wurde jede Spur noch
einzdn gesichtet und kontrolliert. Die haufig notwendigen Korrekturen wurden per Hand

nadhgetragen.
Abbildung 5.2 zegt schematisch die wichtigsten Parameter.
Dazu gehdren:

1. dielLatenzzeit t4, die Zeit zwischen der Blitzgpplikation und dem ersten detektierbaren
Anstieg des Rezeptorstroms

2. die Zet bis zum Maximum ty., die Zeit zwischen der Blitzgpplikation und dem

Erreichen der maximalen Bump-Hdhe.

3. die Zeit bis zum Bump-Ende te«q, die Zeit zwischen der Blitzgpplikation und dem

Ende des Bumps (Bump ,,versinkt* im Rauschen)
4.  die Bump-Amplitude | max.
5. 1y, anstiegssitige Breite des Bumps bel halber Hohe
6. tp, abklingseitige Breite des Bumps bei halber Hohe

7.  das Strom-Zeit-Integral F, berechnet aus der Flache des Bumps zwischen tia und teng
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5. AUSWERTUNG

Figure5.2:  Scheme of a bump, demonstrating the parameters which were introduced to
quantify the bump’s time @urse. tj4 latency; tmax time to peek; teng time to end of bump; t; half
time of rise; t, half time of decgy; mitime constant of the exponential decay. Inset: definition of
important parameters. [Origina current tracewith peak height ca 830 pA.]

Ferner sind folgende ageleitete Grofen im weiteren von Bedeutung:

1. dieBump-Breite Ty = tend - tiat

2. dieHalbwertsbreite Ty, = t1+1t2, die zetliche Breite des Bumps bei halber Bump- Hohe
3. dieAnstiegszeit T, = tmax - tiat

4. dienormierte Bump-Breite Tp = To/ Imax

5. dienormierte Halbwertsbreite Tn'= Th/ |

6. dienormierte Anstiegszeit T, = T,/ lmax
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5. AUSWERTUNG

Hier weniger von Bedeutung sind de haufig angegebenen Parameter fir die Steigung im
lineaen Teil des Anstiegs und die Abklingzatkonstante L.

5.3 Trennung der Bump-Typen

Beobaditet man die Rezeptorstrome genau, so unterscheidet man oft- jedoch nicht immer-
zwel Klasen von Bumps. Die ane Klass besteht aus kleinen und langsamen Bumps (C;-
Bumps), wahrend de awveite grofRe und schrelle beinheltet (c-Bumps) (s. Abschnitt 2.4).
Typische Grofen sind Amplituden von bis zu 100 A fur die kleinen und 20631000 A fur die
grof¥en Bumps.

Die Amplitude dlein ist alerdings kein hinreichendes Unterscheidungskriterium, da Bumps
eines Typs dark in ihrer Grole schwanken konnen. Anhand der Amplitude &3t sich allenfalls
die Verstarkung einer Enzymkaskade, nicht aber deren Kinetik bestimmen.

Im Gegensatz zu den Amplituden unterscheiden sich die Bump-Breiten T, und die
Anstiegszeten T, fur ¢;- und c-Bumps im Mittel kaum voneinander (typische Werte sind 106G
250 ms fur T, und 40-80 ms fur T;). Dieser Umstand |&3t sich zur Trennung der Bump-Typen

ausnutzen.

Abbildung 5.3 zegt den Zusammenhang zwischen T, und der Amplitude bzw. T, und der
Amplitude. Darunter finden sich die entsprechenden Histogramme fir die auf die Amplitude

normierten Zeiten Ty,* und T,*.

In den beiden oberen Diagrammen erkennt man sauber voneinander getrennte Punkt-wolken
sowohl fur Ty als auch fur T, als Funktion von der Amplitude. Diese getrennten Punktwolken
korrespondieren mit jeweils zwel lokalen Maxima in den darunter gelegenen Histogrammen fur
die normalisierte Bump-Breite T, und die normalisierte Anstiegszeit T, . Bei dieser Messung
konnte @ne Trennung der beiden Bump-Typen somit durch die Definition eines

Schwellenwertes im  Minimum der Histogrammverteilung erreicht  werden. Die
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5. AUSWERTUNG

Schwellenparameter fir T, und fir T, waren in diesem Fall gleichwertig, daR heif}t sie
kategorisierten nahezu deselben Bumps als ¢;- bzw. c,-Bumps.

Wihrend T, von den gut zuganglichen Parametern tio und trex abhéingt (beide lassen sich bei
der Parametrisierung recht scharf bestimmen), ist Ty auch durch teg bestimmt. Da sich der
Bump nur langsam der Ruhelinie annéhert, ist tend Mit einem weit grofReren Fehler behaftet.
Deshabist T, meist der gedgnetere Schwellenparameter.

Eine weitere Mdoglichkeit zur Trennung der beiden Bump-Sorten besteht in der Wahl des
Parameters Ty . Hierfiir ergeben sich sehr ghnliche Diagramme, wie in Abhildung 5.3.

In den meisten Fallen war eine saubere Trennung der Bump-Typen kaum oder gar nicht
maoglich, da eitweder nur ein Bump-Typ ausgelost wurde oder die Vertellungen der
verschiedenen Parameter fir potentiele G- und c-Bumps teilweise oder vollkommen
Uberlappten.

In den Fallen teilweiser Uberlappung der Parameter-Histogramme fiir ¢;- und c,-Bumps wurde
versucht, durch Anpasaung von angenommenen Vertellungen fur die G- bzw. c,-Bumps einen

»moglichst guten” Schwellenwert zu bestimmen.
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Four diagrams demonstrating the procedure for separation of bumps. The upper

plots show the bump width T, and the bump rise time T, as functions of the amplitude | vax. The
lower ones are histograms for the normalized bump width Tp* and the normalized rise time
T*, respectively. The two data groups in each of the upper plots correspond to separated
distributions in both of the lower histograms and represent the two bump populations. In this
experiment separation of the two bump-types could easily be achieved by setting a threshold at
Tp*=-2 ms/pA or T*=-0,5 mg/pA. Both thresholds separated the bumps equally well, i.e.
nearly al bumps were categorized in the same way. [Experiment mw_1310]
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5. AUSWERTUNG

54 Bump-Statistik

54.1 Probleme

Ein Hauptanliegen dieser Arbeit war die Analyse der Bump-Populationen fir ¢;- und c-Bumps

as eine Funktion der Lichtblitzintensitét.

Um hierzu quantitative Aussagen maden zu kénnen, muidte die Zahl der im Mittel von einem

Lichtblitz bestimmter Intensitét ausgeldsten Bumps moglichst exakt bestimmt werden.

Insbesondere konnte nicht einfach das Strom-Zeit Integral als Ersatzmald fir die Bump-
Ausbeute gewahlt werden. Hierfir hétte die Unabhangigkeit der Bump-Flade (Fladhe enes
einzednen Bumps) von der Lichtintensitdt und deren Konstanz wéhrend der gesamten Mesaing
gesichert sein misen. Letzteres ist aber nicht der Fall. Vielmehr konnte ich Fluktuationen in
der Bump-Gro (e feststellen, die vor allem von dem momentanen Zustand der Zelle @hingen.

Hierzu gibt Abbildung 5.4 einen Eindruck. Dargestellt ist ein Uberblicksdiagramm, indem die
Amplitude jedes Rezeptorstromereignises (also nicht nur der Einzdbumps) gegen die
fortlaufende Nummer der Mel3spur aufgetragen ist. Bel dieser Mesaung (mw_1310Q wurden
drei verschiedene Lichtintensitdten gewdahlt (Neutrafilter 5,5, 4,8 und 50). Links snd ale
n=599 marametrisierbaren Ereigniss dieser Mesaung eingezechnet. Auf der rechten Seite sind
die kleinsten Ereignisse (bis lmax=-160 pA, n=270) im Detail aufgetragen. Man erkennt deutlich
eine Gruppe von Ereignissen eng umgrenzter Amplituden, die sich geschlossen und unabhéngig
von der Lichtintensitdt im Laufe der Mesaung verschiebt. Eine genaue Untersuchung der in

dieser Gruppe enthaltenen Bumps zeigte, dal3 diese gerade die g-Bumps snd.
Diese Bumpgrofenverschiebungen konnte ich in mehreren Messungen beobaditen.

Eine Abhangigkeit der Bumpgrof3e von der Lichtintensitét konnte ich nicht beobaditen.
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Figure5.4: Demonstration of light intensity independent fluctuations in the bump’s
amplitude. Left: genera view of the experimental data (n=599). Pe&k height of every response
to flashes of different light intensities (neutral density filter) was plotted against the
filenumber. Right: detailed view of the low amplitude range of the responses (n=270). Cycle
time (time between flashes) was 30 s in this experiment (100 filenumbers represent 50 min).
Note that a group of data points sifts from about 80 pA to 40 pA within about 100 min
(filenumber 1000 to 1200 and afterwards rises again to nealy 60 pA (filenumber 1300.
[Experiment mw_131Q

Das Strom-Zeit Integral ist aus den genannten Griinden kein gutes Mal3, wenn man genaue
guantitative Aussagen Uber die Bump-Ausbeute gewinnen will. Es I&3t sich aber zur
statistischen Analyse der Bump-Uberlagerungen heranziehen (s. Abschritt 5.4.2).

Mit wadsender Lichtblitzintensitét Uberlagern sich die Bumps immer héufiger zu einer
Summenantwort. Lederhofer et al. (1991) schétzten aus theoretischen Uberlegungen anhand
von Bump-Modellen ab, dal3 bis zu 20% der ,Bumps’ eigentlich Mehrfach-ereignisse

darstellen, die aifgrund ihrer zdtlichen Uberlagerung nicht entschliisslt werden konren.
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Fur eine asfuhrliche Beschreibung der Veranderung von Bump-Parametern aufgrund von

zeitlichen Bump-Uberlagerungen verweise ich auf die Arbeit von Lederhofer (1989.

Abbildung 55 zeigt Beispiele fir Me3spuren mit Bump-Uberlagerungen. In den oberen
Spuren erkennt man noch deutlich voneinander getrennte Bumps. Weiter unten werden die
Uberlagerung so dominierend, dal? eine ldentifikation der Bumps aus denen sich die
Uberlagerungen zusammensetzen anhand der Bump-Form nicht mehr moglich ist. Allein das
Strom-Zeit Integral der Gesamtantwort bleibt von einer Uberlagerung unberiihrt, da sich die
Strome durch die Zellmembran additiv Uberlagern. Aus diesem Grund wurde diese Grole aur
Entschliisselung der Uberlagerungen verwendet (s. Abschritt 5.4.2).

Ein einfaches AuReradhtlassen der Spuren mit Uberlagerungen war nicht mdglich, weil dadurch
die mittlere Zahl der ausgelésten Bumps scherlich zu gering berechnet worden ware (die
Spuren mit vielen Bumps hétten in der Statistik gefehit). Auf3erdem wére bei Lichtintensitéten,
die im Mittel mehr as einen Bump pro Blitz ausldsten kaum noch eine Spur Ubrig geblieben,
die nicht irgendeine suspekte Bump-Uberlagerung beinhaltet hétte.

Bel der Bestimmung der Grofe der Bump-Populationen durfte auch der Antell der
Dunkelbumps auf den Mef3spuren richt vernadléssgt werden. Dunkelbumps traten mit einer
durchschrittlichen Haufigkeit von (0,118 + 0,055) s* auf (n=5 Messungen). Der An-tell der
»dunklen ¢;-Bumps® an alen Dunkelbumps war ca 70-80 %. Dieser Wert unterscheidet sich
von dem von Reul3 und Stieve (1993, die bei ihren Mesaungen fir das Auftreten von ,,dunklen
ci-Bumps’ eine ca 20fach geringere Wahrscheinlichkeit angaben als fur das Auftreten von

»dunklen c-Bumps®.

Dunkelbumps wurden bei der Bestimmung der Bump-Populationen berticksichtigt (s. Ab-
schnitt 5.4.2).

38



5. AUSWERTUNG

flash

S -

10

11

J waﬁ m

2000 U 2500 200 30
time (mg

current (pA)

Figure5.5: Current-traces demonstrating a variety of more or less gvere overlappings of
bumps. Whereas the uppermost traces (trace 1,2) show separated bumps, the lower ones
demonstrate gradually increasing overlappings. Bumps becme indistinguishable, if the degree
of overlapping bemmes too severe. In these caes a datisticd analysis of the mean tota
current-time integral (i.e. the aeaof the multiple-bump currents) was performed. [Data taken
at different light intensities from experiment mw_131Q
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5.4.2 Korrektur der Bump-Uberlagerungen und Dunkelbumps

Bump-Uberlagerungen konnten grundsitzlich entweder ,intuitiv' nac Erfahrungswerten
durch Betradhtung der Stromspuren korrigiert werden oder anhand einer statistischen
Behandlung der nach der Parametrisierung vorliegenden Daten.

Die este Mdglichkeit hat den enormen Vorteil, dal3 sie weit weniger aufwendig und viel
schreller durchfuhrbar ist. Allerdings ist diese Form der Auswertung nur beschrénkt
reproduzierbar, da viele Entscheidungen (ob z.B. drel, vier oder funf Bumps in einer

Uberlagerung enthalten sind, etc.) , aus dem Bauch heraus® getroffen werden miissen.

Aus diesem Grund wurde die statistische Behandlung in jedem Fall bevorzugt angewendet. Ein
Vergleich der beiden Verfahren fulhrte nur beschrankt zu einer guten Uberein-stimmung in den
Werten fUr die Populationen (s. Abschnitt 5.4.3).

Das Prinzip der Uberlagerungskorrektur beruht auf einer statistischen Betradhtung des Strom-
Zeit Integrals. Dieser Parameter ist der einzige, der nicht durch Uberlagerungen verfascht
wird, da sich bei einer zeitlichen Uberlagerung von Bumps die Strome aldieren. Kurz gefaldt
besteht die Methode der Uberlagerungskorrektur darin, die Strom-Zeit Integrale von
Mef3spuren mit Uberlagerungen zusammenzufasen und von diesem Summenintegral den
erwarteten Antell der Dunkelbumps und c¢;-Bumps abzuziehen. Das Restintegral beinhaltet
danadch nur noch c,-Bumps und liefert nach einer Division durch die mittlere g-Bump-Flade

die Anzahl der Uberlagerten c,-Bumps.

Dunkelbumpraten wurden aus den Bumps bestimmt, die in den letzten zwei Sekunden vor
jedem Lichtblitz aufgezachnet wurden. Diese Bumps waren sehr wahrscheinlich nicht

lichtevoziert, da der vorherige Lichtblitz 28 oder 38 Sekunden friher gegeben wurde.

Die Methode aur Korrektur von Bump-Uberlagerungen und Dunkelbumps wird im Appendix
detailli ert dargestellt.
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54.3 Guteder Korre ktur

Tabelle 5.1 gibt einen Eindruck von der Gute der oben (und im Appendix) beschriebenen
Uberlagerungskorrektur. Eingetragen sind fur zwei Messungen die berechneten (korrigierten)
und de agezdlten Anzahlen von ¢;- bzw. c,-Bumps bel verschiedenen Lichtintensitdten.

Beide Datensétze wurden dunkelbumpkorrigiert.

Exp. N NF | counted | counted |cdculated | cdculated| Dci/c; | Dco/c,
C1 C C1 C (%) (%)

mw_1310( 110 | 55 4375 36 29,8 431 -32 20
124 | 438 98,5 1295 88,8 1264 -10 -2

84 50 61,75 63 459 68,6 -26 9

63 50 35,75 63,5 289 65,5 -19 3

mw_1808| 100 | 55 49,2 28,6 34,6 1217 -30 326
50 50 34,8 555 237 89,5 -32 61

100 6,0 12,6 26 121 28,8 -4 11

100 | 5,3 55,6 67,2 423 87,6 -24 30

103 | 55 394 323 33 67,2 -16 108

77 50 585 554 62,1 1154 6 108

Table5.1:  Comparison of counted (visualy evident) and calculated (correded) total
numbers of bumps at different light intensities (light intensity given in logarithmicd units;
neutral density filters, NF ). N: number of current traces analysed. Calculated numbers of ¢;-
bumps were too low compared to the counted ones (negative percentages) becaise of the
disregarding of c;-overlappings during corredion. Conversely the number of c,-bumps may
have been overestimated due to an underestimation of the number of c¢;-bumps. However the
discrepancy between cdculated and counted data is mainly due to the unresolved overlappings
in the munted data
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Bel diesen beiden Mesaungen lief3en sich die G- und c-Bumps anhand ihrer Amplitude
unterscheiden und auf den Mef3spuren abzéhlen. Die Trennung mit der normierten Anstiegszat
hatte weitgehend den gleichen Effekt.

In den beiden redhten Spaten sind de Abweichungen der berechneten gegentiber den
gezdlten Werten in Prozent angegeben. Ein negatives Vorzechen bedeutet, daf3 die
berechrete Zahl kleiner als die gezdlteist.

Offensichtlich falen die berechneten Werte fir c;-Bumps gegentiber den gezdlten niedriger

und de der c.-Bumps in der Regel hdher aus. Dies hat verschiedene Ursadhen:

Die Zahl der ¢;-Bumps féllt bei der Korrektur zu niedrig aus, weill Uberlagerungen der c;-
Bumps nicht berlicksichtigt werden konnten (s. ,,Rezept” Nr. 2). Daflr wurden die Werte fir
die ¢-Bump Populationen zu hoch beredhret, da ein etwas zu geringer Flachenanteil von c;-
Bumps angenommen wurde (s. ,Rezet* Nr. 7). Dieser Fehler in der Zahl der c,-Bumps ist
aber as klein anzunehmen, da die ¢-Bumps aufgrund ihrer GréfRe ca 95 % (Mesang
mw_1808 bzw. ca 87 % (Mesung mw_1310 der gesamten Flache ausmaden.

Die Ursadhe fur die tellweise grolen Unterschiede avischen den gemessenen und berechneten
Werten bei den c,-Bumps liegt hauptsddilich darin, dal3 bei dem Abzéhlen sehr dicht
Uberlagerte Bumps nicht getrennt gezélt werden konren. Die statistische Auswertemethode
ist dagegen von der Form der Bumps unabhéngig und kann deshalb beliebig umfangreiche
Uberlagerungen entschliissein, vorausgesetzt die mittlere Bump-Fladhe ist hinreichend genau
bekannt ist. Wegen der Bestimmung der mittleren Flache enzener Bumps, ist die statistische
Methode dlerdings indirekt auch von Formparametern abhéngig. Diese Formabhangigkeit
reduziert sich aber auf Entscheidungen, ob ein Ereignis ein Einzdbump oder eventuell ein
Mehrfachereignisist (Eintellung der Mef3spuren in Gruppe | oder 11, s. Abschnitt 5.4.2).

Die statistisch bestimmte Zahl der ¢;- bzw. c-Bumps hangt empfindlich von der mittleren
Fladhe enes c;- bzw. c,-Bumps ab. Besonders grolie Abweichungen in den Populations-gréfien
gehen deshalb mit stark vom Durchschnitt abweichenden Fladhen der Standard-bumps einher.
In diesen Féllen waren nur wenige Einzdereignise vorhanden, so dal3 die Bestimmung der

mittleren Bump-Flade ungenau wurde.
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Die wirkliche Zahl ausgeltster Bumps liegt wahrscheinlich zwischen der gezélten und der
berechneten, jedoch eher viel ndher an dem berechneten Wert. Als Indiz hierfir mag de
Feststellung dienen, dal3 die berechneten Daten ein lineaes Verhalten mit der Lichtintensitét
zagten (s. Abschnitt 6.1), die ausgezéailten aber nur streuten.
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6. ERGEBNISSE

6.1 Kennlinien flr c;- und c-Bumps

Die Abbildungen 6.1 und 6.2 zeigen die emittelten Kennlinien der ¢;- und c-Bump-

Populationen fur zwel Messungen.

Aufgetragen sind de Anzahlen der im Mittel pro Blitz auftretenden Bumps als Funktion der
Lichtblitzintensitét, jewells in kartesischer (oben) und doppelt logarithmischer Dar-stellung
(unten). Die Daten wurden entspredhiend dem , Korrekturrezept” (s. Abschnitt 5.4) korrigiert.
In den logarithmischen Darstellungen wurde die Zahl der Bumps pro Blitz nach Subtraktion
des y-Achsenabschnitts aus den lineaen Darstellungen eingetragen. Die Anpassingsgeraden
wurden durch eine lineae Regresson auf einer ,lineaisierten Skala‘ bestimmt (,fitted by the
eye’).

Man erkennt einen linearen Anstieg der Bump-Haufigkeiten flr ¢;- und c-Bumps und fur die
Summe der Haufigkeiten der beiden Bump-Typen ¢ mit steigender Lichtintensitét. Die
Steigungen sind fur c;-Bumps kleiner as fir c,-Bumps. Dies war zu erwarten, da bei der
Uberlagerungskorrektur keine g-Uberlagerungen berticksichtigt werden konnten (s. Abschnitt
5.4). In den logarithmischen Darstellungen ergeben sich fur die Regressons-geraden

Steigungen rahe ans, was einen linearen Zusammenhang bestétigt.

In Abbildung 6.2 wurden jeweils drei Werte fur die lineaen Regressonen nicht beaditet
(eingeklammerte Datenpunkte) weill diese Daten sind mit grof¥en Fehlern behaftet sind.
Entweder wurden viele G-Bumps von grofRen c,-Bumps verdedkt (scheinbar niedrige
Haufigkeit flr c;-Bumps bei hoher Lichtintensitét) oder es waren zu wenig Einzdereignisse
vorhanden um eine gute Néherung fur die durchschnittliche g-Bump-Fladhe a1 bestimmen
(scheinbar hohe Haufigkeit fir c,-Bumps bei niedriger Intensitét). Aul3erdem konrten bei den
gleichen Lichtintensitdten andere Datenpunkte aufgenommen werden, die genau dem linearen

Zusammenhang folgen.
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Figure6.1: Bump response airves, demonstrating the average number of ¢;- and c-bumps
evoked by flashes at different light intensities (c,=any bump). Top: Cartesian plot of the bump-
response aurves. Bottom: double logarithmic plot of the bump-response airves. Insets give the
(apparent) slopes for the linea regresson curves.
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numnber of bumps per flash vs light-intensty

(exp. mw_1808)
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Figure6.2: Bump response airves, demonstrating the average number of ¢;- and c-bumps
evoked by flashes at different light intensities (c,=any bump). Top: Cartesian plot of the bump-
response aurves. Bottom: double logarithmic plot of the bump-response airves. Insets give the
(apparent) sopes for the linea regresson curves.
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Alle nicht bertcksichtigten Datenpunkte korrespondieren mit besonders grofen Ab-

weichungen zu den ausgezénlten Daten (s. Tabelle 5.1, z.B. Ac,/c,= 321%).

Tabelle 6.1 fa3t die Steigungen der Regressonsgeraden fur diese beiden Messungen

zusammmen. Die Steigungen unterscheiden sich zwischen diesen Zellen um einen Faktor 2-3.

experiment | linea slope | linea slope | linea dope| log. Sope | log. sSlope | log. Slope
C1 Co Cx C1 Co Cy
mw_1310| 0.0279 0.0409 0.0688 1.067 1.077 1.073
mw_1808 | 0.0550 0.118 0.161 1.207 1.022 1.132
average 0.041 0.079 0.115 1.137 1.050 1.103
(xSD) (x0.019 (x0.055 (x0.065 (x0.099 (x0.039 (x0.042
Table6.1:  Summary of the slopes of the bump-response arvesin figures6.1 and 6.2.

Es féllt auf, dal3 alle Regressonsgeraden einen deutlich von Null verschiedenen positiven y-
Achsenabschnitt aufweisen. Dieses Phdnomen kann richt mit der ungenauen Angabe der
Blitzlichtintensitét (34 % Mef3ungenauigkeit, s. Abschnitt 4.5) erklart werden, da eéne adere
Skalierung der Lichtintensitdtsachse den y-Achsenabschnitt nicht verdndern  wirde.

Andererseits wurden die au erwartenden Dunkelbumps bereits korrigiert.

Der Achsenabschnitt entspricht ungefahr der Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von c;-
Dunkelbumps, oder der 2-5fachen Wahrscheinlichkeit fir c,-Dunkelbumps.

Die Regressonsgeraden ergaben fur die ausgezélten Bump-Haufigkeiten ebenfalls einen von
Null verschiedenen Achsenabschnitt vergleichbarer GrofRe (z.B. ca 0,3 ¢;- und 015 cp-
Bumps/Blitz [ Experiment mw_131(Q).

Bel anderen Mesaungen wurden dagegen auch Achsenabschnitte nahe Null und darunter
gefunden, wenn man die gesamte Stromantwort (Ladungsmenge) pro Blitz gegen die

Lichtintensitét auftrug (die entspredhenden Kennlinien fur die Bump-Haufigkeiten konnten hier
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nicht ermittelt werden). Deshalb sind die oben beschriebenen Achsenabschnitte ds zdlabhéngig
oder zuféllig und nicht als ein systematischer Mef3fehler einzustufen.

Fur den Fall, da’3 der postive Achsenabschnitt nicht zuféllig ist stellt sich die Frage, ob
unterhalb der von mir bestimmten Mef3punkte ane grolere Steigung der Kennlinie
nadhgewiesen werden konnte. Diese mufdte vorliegen, da die Kennlinie den
Koordinatenursprung erreichen muf3 (Bumps, die nicht lichtinduziert und nicht ,,dunkel* sind,
sind nicht akzeptabel!). Die Ursadhe dieser hypothetischen grofReren Empfindlichkeit der
Photorezeptorzdle bei sehr schwadien Lichtreizen konnte en ,Mini-Adaptationseffekt” sein:
bei Lichtreizen, die nur ca 0,1 Bumps pro Blitz audtsen, konnte sich die Zelle tiber mehrere
Blitzzyklen hinweg vom letzten Bump erholen. Andererseits konnte auch der ,fadlitation”-
Effekt die Ursade fur ene vergrofRerte Lichtempfindlichkeit bei sehr niedrigen
Lichtintensitdten sein. Mit ,faalitation” beschreibt man den Effekt, durch einen schwaden
Konditionierungsblitz dne vergrofRerte Antwort der Rezeptorzdle aif einen nadhfolgenden
Testblitz zu erhalten. Dieser Effekt wurde bel Limulus beobaditet [Stieve & a. (1991)].
Allerdings betrug der zetliche Abstand zwischen Konditionierungs- und Testblitz bei dem
Nadweis der ,fadlitation® nur 2 Sekunden. Bel meinen Mesaingen félt der
Konditionierungsblitz mit dem Testblitz des vorherigen Blitzzyklus zusammen. Der zetliche
Abstand zwischen ,, Konditionierungs-* und Testblitz betragt darum 30 oder 40 Sekunden.

6.2 Poissonverteilte Bumps

Gegenuber den bei htheren Lichtintensitéten beobadhteten Wedhselwirkungen (Oszill ation der
makroskopischen C,-Stromkomponente [Nagy (1992)]), konnte fir schwadhe Lichtintensitéten
bisher kein Hinweis darauf gefunden werden, dal3 Bumps voneinander abhangige Ereignise
sind. Fur unabhangige Bumps ist aber eine Poisonstatistik zu erwarten. Insbesondere sollte die
Anzehl der in einem beliebigen Zeitintervall auf der Mef3spur auffindbaren Bumps

poisonvertelt sein. Dies konnte sowohl fur Blitz-, als auch fur Dauerlichtexperimente
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nadhgewiesen werden, wenn richt zwischen den Bump-Typen unterschieden wurde [Keiper
(1983; s. Diskusson].

Poganiatz (1996 konnte zegen, dald unter Dauerlichtbedingungen ausgeloste G- und c-
Bumps getrennt auch Poisonverteilungen gehorchen. Fur die Zahl aler Bumps (ohre
Unterscheidung der Bump-Typen) fand sie dlerdings keine gute Ubereinstimmung mit einer
Poisonvertellung. Von Interese ist, ob auch die von Blitzen ausgelésten Bumps einer
Poisonstatistik gentigen. Da die Versuchsstuation sehr verschieden von der Dauer-belichtung
ist, kann dies nicht sofort gefolgert werden, wenn auch die Vermutung nahe liegt. Grundlegend
unterschiedlich ist der moglicherweise schwad hell adaptierte Zustand der Photorezeptorzdle
unter Dauerlichtbedingungen mit kaum abschétzbaren Auswirkungen auf die enzymeatische
Kinetik. Unter Dauerlicht aufgenommene Mefdreihen zeigten weit weniger haufig detektierbare
c:-Bumps, als die in Blitzlichtexperimenten gewonnenen (personliche Kommunikation mit Iris

Poganiatz).

Abbildungen 6.3a-c zdgen jeweills s Histogramme fur die Haufigkeiten, n ¢;-Bumps
(Abb. 6.3a), c,-Bumps (Abb. 6.3b) oder n mal irgendwelche Bumps ,,c“ (Abb. 6.3c) auf einer
MeRspur zu finden. Aus den in Abschnitt 5.4 erdrterten Griinden (Uberlagerungen etc.)
muf3ten die Daten auf den Spuren ausgezailt werden. Den Histogrammen liegt eine Mesaung
zugrunde, bel der c;- und c-Bumps aufgrund ihrer Amplitude diskriminiert werden konnten
(Schwellenwert =100 pA). Die Zahl N gibt an, wieviele Mef3spuren in jedem Histogramm

aufgenommen wurden.

Die gewonrenen Haufigkeiten brauchten nicht nach Dunkelbumps korrigiert zu werden, da
Dunkelbumps als voneinander unabhéngig angenommen wurden. Dunkelbumps treten deshalb
poisonvertelt auf. Da sich zwel Poisonvertellungen desslben Merkmals wieder zu einer
Poisonvertellung zusammenfiigen, andern die poisonvertellten Dunkelbumps nichts an dem
Charakter (Poison oder nicht Poisn) der Vertellung der lichtinduzierten Bumps, wenn auch
sie poisonverteillt auftreten. Das Einschlief3en der Dunkelbumps in die Vertellungen hette den
Vorteil, etwas mehr Bumps in die Statistik aufnehmen zu kdnnen. So blieben in einigen Féllen
mehr Freiheitsgrade fiir den x>-Anpassungstests tibrig.

49



6. ERGEBNISSE
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Figure6.3a: Histograms of the number of ¢;-bumps dlicited by one flash. Data were taken at
different light intensities as indicated by the bold numbers (ND=neutra density filters). Dotted
line: Experimental data were fitted with a Poisson distribution by means of the least square
method. Solid line: expected distribution assuming a Poisson distribution with average | e, as
calculated from the counted data. [Experiment mw_1808]
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gatigics on counted data (columns):
dotted line: Poisson-fit on columns

solid line: theoretical digtribution (Poisson with A, = average)
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Figure6.3b: Histograms of the number of c,-bumps dlicited by one flash. Data were taken at
different light intensities as indicated by the bold numbers (ND=neutra density filters). Dotted
line: Experimental data were fitted with a Poisson distribution by means of the least square
method. Solid line: expected distribution assuming a Poisson distribution with average A 8S
calculated from the counted data. [Experiment mw_1808]
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Figure6.3c: Histograms of the number of bumps (without distinction between ¢;- and c-
bumps) elicited by one flash. Data were taken at different light intensities as indicated by the
bold numbers (ND=neutral density filters). Dotted line: Experimental data were fitted with a
Poisson distribution by means of the least square method. Solid line: expected distribution
assuming a Poisson distribution with average | we as calculated from the counted data
[Experiment mw_1808]
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An die gemessenen Verteilungen (Saulen in den Abhildungen 6.3a-c) wurden mit der Methode
der Varianzminimierung Poisonverteilungen P(n) angepaldt (Quadrate in den Histogrammen)

und diese mit den experimentellen Verteilungen verglichen.

P(n) = Poisonvertellung mit Mittelwert A

A" exp(—A)
I )
PrifgroRe fiir den x>-Anpassungstests

(Fi erwarteter Wert, fi experimenteller Wert)

Die Werte der PriifgréRen X? sind in Tabelle 6.2 firr alle x*-Anpassungstests eingetragen. Es
wurden rur k Klassen berlicksichtigt, in denen die ewarteten Haufigkeiten gréf3er oder gleich
drei waren [Bendat and Piersol (1986)]. In Klammern sind de Freiheitsgrade f=k-2 firr X?
angegeben.

Auf dem 5 %igen Signifikanzniveau konrnten die meisten Anpasaungen akzeptiert werden.

Zwei weitere verfehlten das Signifikanzniveau nur knapp (sie hédtten dem 2 %igen Niveau

genugr).

6.0 55(1) 55(2) 53 5.0(1) 5.0(2)
C1 X2 (f) 1.29(1) 14.4(2) 3.21(2) 5.60(2) 1.48(1) 138(2)
test (5%) | accepted | regjeded | accepted | accepted | accepted | reeded
Cy X2 (f) toofew | 0.351(1) | 1.76(2) 4.82(2) | 0.825(2) | 0.310(2)
test (5 %) bins accepted | accepted | accepted | accepted | accepted
Cy X2 (f) 3.12(2) 7.58(2) | 0.780(2) | 9.88(3) 5.05(3) 134 (3)
test (5%) | accepted | regjeded | accepted | regeded | accepted | reeded
(2%) (2%)
Table6.2:  x>goodnessof-fit test parameters from figures 6.3a-c. Numbers in parenthesis

give the degree of freedom for X% Only those classes k of which the expeded frequencies
excealed a value of three were taken into consideration. Measured data (columns in figure
6.3a-Cc) was fitted with a Poisoon distribution by means of the least-square-method. Testing
was performed at the 5 % level of significance
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Neben den angepal3ten Kurven wurden noch Poissonverteilungen um den Mittelwert | e, der
gemesenen Daten in die Histogramme gezechnet (durchgezogene Linien). Dies snd de

erwarteten Poisonverteilungen, wenn die Bumps unabhéngig voneinander ausgeldst wurden.

Man erkenrt in den meisten Féllen eine gute Ubereinstimmung von angepalter und erwarteter

Poisonverteilung.

Bei den Histogrammen mit schledhiter Ubereinstimmung sind die mittleren Saulen gegeniiber
denen bei groferen n immer Uberreprasentiert, was wahrscheinlich auf nicht entschlisselte
Uberlagerungen zuriickzufulhren ist. Als Folgefehler wird de mittlere Anzahl der Bumps pro
Blitz zu klein berechnet und de ewarteten Vertellungen werden zu kieineren Werten hin
verschoben (s. Abbildung 6.33).

Zumindest fur diese Mesaung 183t sich zusammenfassend sagen, dal3 die Anzahl der von einem
Blitz ausgeltsten ¢;- bzw. c-Bumps, fir alle vier untersuchten Lichtintensitéten poisonverteilt
nacdhgewiesen werden konnte. Aus den Poisnvertelungen 1&3t sich bel  diesem
Blitzexperiment auf die Unabhéngigkeit der c;-Bumps untereinander und ebenso der c,-Bumps
untereinander schlief3en. Abhéngigkeiten zwischen den beiden Bump-Typen kdnnen nicht
ausgeschlossen werden. Insbesondere egaben die Anpasaungen an die Haufigkeitsverteilungen
fir das Finden irgendwelcher Bumps (c) keine sehr guten Ubereinstimmungen mit

Poisonvertellungen (Abhbildung 6.3c; s. Diskusson).

Wenn auch dieses Resultat redht eindeutig erscheint, mochte ich noch auf die mit Fehlern
behaftete Auswertemethode hinweisen.

Einige Bumps wurden nicht erkannt, well sie von anderen tUberlagert wurden (s. Abschnitt 5.4).
Dies fuhrte au einer Verschiebung der Gesamtverteilung der Bumps pro Spur nach kleineren
Werten. Andererseits war die Unterscheidung zwischen ¢;- und c-Bumps nicht immer

eindeutig, so dal3 Fehlinterpretationen nicht ausgeschlossen werden konnen.

Die c*-Anpasaingstests konrten rur mit sehr kleinen Freiheitsgraden f durchgefiihrt werden,
weil die Zahl der ausgelosten Bumps  gering war (zwischen 0,2-2 Bumpg/Blitz).
Andererseits hétte a@ne Erhohung der Blitzlichtintensitdt den Antel der Uberlagerungen
vergrofRert und somit die Abzéhlbarkeit der Bumps erheblich eingeschrankt.
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Vermutlich gelangen wegen der zetlichen Uberlagerungen der Bumps bei meinen anderen

Messungen keine solch guten Anpasaingen mit Poisonverteilungen.

6.3 Quantisierte Bumps?

6.3.1 Befund

In diesem Abschnitt méchte ich noch von einem interessanten Phanomen berichten, auf dasich
bei der Untersuchung der Bump-Parameter gestof3en hin.

Abbildung 6.4 zeigt zwei Histogramme flr das Strom-Zeit Integra (,Flache*) von Bumps
einer Mesaung (Experiment mw_0910. Bumps, die sich teilweise tberlagerten wurden als ein
Ereignis in das Histogramm aufgenommen. Das obere Histogramm zeigt in einem Uberblick 98
% der Daten. Die wenigen Ereignisee mit grofReren Fladhen wurden abgeschnitten. Die
Vertellung hat ein Maximum bel sehr kleinen Werten und wird mit gréferen Fladen
exponentiell Kleiner (s. Abschnitt 2.2). Das untere Histogramm zegt einen Ausschnitt der
Fladchenverteilung mit einer feineren Auflésung. Man erkennt nun im exponentiell abfallenden
Bereich eine regelméllige Unterstruktur. Die Saulenbreite (bin=117 pAms) wurde so
eingestellt, dal3 diese Ped&ks besonders gut zu erkennen sind.

Im weiteren habe ich die Peeks auf ihre Aquidistanz hin untersucht. Dazu versuchte ich mit der
Methode der Varianzminimierung eine Anpassung des Histogramms (Abbildung 6.4 unten) mit
s0 vielen Gaul3-Funktionen, wie Ped&ks zu erkennen waren. Die Gaul3-Funktionen habe ich
unter der Annahme gewahlt, dal? die Pegks von statistisch unabhéngigen Ereignissen gebil det

werden.
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Figure 6.4: Histograms of the aurrent-time integral of bumps. Top: global view.
Bottom: detailed view, reveding a multiple peaked substructure.
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Figure6.5: The peaked histogram was fitted by the sum of multiple Gaussians to
evaluate the peak position more accurately. The numbers indicate the
consecutive peaknumber. Peak 12 and 18 could not be identified.
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Abbildung 6.5 zagt das Resultat. Aus Griunden der Deutlichkeit wurde die Absziss in zwei

Teile untertellt. Oben sind Bump-Fladhen von Null bis 6000 pAms und unten solche von 6000

12000 ;A\ms aufgetragen. Die Zahlen an den Maxima der Anpasauingskurve geben die

fortlaufenden Nummern der Pedks an. Die Nummern k=12 und k=18 wurden aus Griinden

ausgelasen, die spéater beschrieben werden.

Tabelle 6.3 falt die gewonrenen Pegk-

positionen zusammen:

In der ersten Spalte befinden sich die Pegk-
Nummern k und in der zweiten die aige
horigen Pegk-Positionen Fy (Maxima der ange-
paldten Gaul3-Funktionen). In der dritten Spalte
snd de Quotienten q aus Ped-Position und
Pea&k-Nummer eingetragen. Die Werte fir q
snd mit zwel Ausnahmen eng verteilt. Als
Mittelwerte beredchnet man

q=5773+224, n=18
oder ohne Pe&k 1 und 4
g=5705+6,2 , n=16

Die Ped&ks lassn sich dso in einfacher Weise ds
Vielfache von g darstellen:

F= k{]

Eine Methode air Untersuchung periodischer
Anteile in Vertellungen ist die Fourier-Analyse.
Da die regeméllig auftretenden Pedks als
periodische Funktion der Bump-Flade mit
einer ,Periodendauer® q aufgefaldt werden

konren, <sollte die FFT (Fast Fourier

Pe&- | positionof | g= F/k
number | pek R | (PAms)

k (PAmMs)

1 657 657
2 1163 5815
3 1694 5647
4 2426 6065
5 2867 5734
6 3388 564.7
7 3993 5704
8 4574 5718
9 5173 5748
10 5648 564.8
11 6398 5816
12 - -
13 7360 566.2
14 8067 5762
15 8542 5695
16 9034 564.6
17 9794 5761
18 - -
19 10700 5632
20 11298 564.9

Table 6.3: Fitting data obtained
from Figure 6.5.
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Transformation) einen besonders grofen Antell der Frequenz 1/q im Histogramm aufspiren.
Abbildung 6.6 zagt die FFT vom Histogramm in Abhldung 6.4 unten. Deutlich ist ein Pegk
bei der Frequenz 1/565 pAms zu erkennen.

Der Kehrwert der Frequenz gibt die Periodenlange der Pegk-Folge, also den Abstand zwischen

den Pe&ks an:
Ot = 565 pAmMSs

Der mit Hilfe der FFT bestimmte Wert fir q liegt innerhalb der Fehlergrenzen der graphischen

g-Bestimmung.
FFT of area-hitogram
bin-width= 117 pA ms n= 597
6_
FFT with bin= 1 pAms
003 -
o
4 2" (EBpAmy
g 001 s
ﬁ 1 00
= (565 pAms 0000 002 0004
E‘ 2 l frequency (pAmy™
04

T T T T T T T T T T T
0.000 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005
frequency (pAms™

Figure6.6: Fast Fourier transformation of the histogram in figure 6.4 (bottom).
Note the pesk at frequency=(565 pAms)™ . Inset: FFT of the same data
with different bin-width (bin=1 pAms). Detedion of q was independent of
bin-width.
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Wahrscheinlich het die FFT dieselben aquidistanten Haufigkeitsschwankungen erkannt, wie sie
in Abbildung 6.5 graphisch hervorgehoben wurden.

Die Entschlissslung des Quotienten q gelang mit Hilfe der FFT auch bel Saulenbreiten, bel
denen graphisch kaum noch Peé&s auszumaden waren (z.B. bin=1 pAms, s. Inset in
Abbldung 6.6)).

Die Bump-Fade scheint ,quantisiert” zu sein. q ist hierbei as , Ladungsquantum® fir einen
Bump zu verstehen. Dies wirde bedeuten, dald die Phototransduktion in einem diskreten

Ladungstransport durch lichtaktivierte Membrankanéle resultiert.

6.3.2 Effekt oder Artefakt?

Es gellt sich die wichtige Frage, inwieweit die beschriebenen Beobadhtungen physio-logischer
Natur sind oder ob ein Mef3- oder Auswertefehler vorliegt.

Da der Quantiserungs-Effekt nicht auch bel anderen Mesaungen gesehen werden konrte,
erscheint es mir unwahrscheinlich, dal3 er auf einem systematischen Mef3fehler auf apparativer
Seite beruht (z.B. diskretisiert der 50 Hz-Brumm die Latenzzat bei allen Auswertungen).

Andererseits liegt die Annahme @nes Artefakts nahe, da bei der Auswertung de Bump-
Parameter nicht immer prazse angebber sind (s. Abbildung 6.7) und das ermittelte Quantum
aulerst klein ist.

Da die Bump-Flade im wesentlichen durch die Bump-Amplitude und de Bump-Breite
bestimmt wird, sollte wenigstens einer dieser beiden Parameter ebenfals eine gepedkte
Verteilung aufweisen. Fur die Amplitude konnte ich diese nicht finden. Bei der Bump-Breite
zagen sich rur stark verschmierte Peaks im 20 ms -Abstand, die ais dem 50 Hz-Brumm

resultieren (s. Abbildung 6.7).
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Die Rauschamplitude Al lag bei der
vorliegenden Mesaung zwischen 5 und 10
pA (Pe&k-zu-Pe&k). Die dominierende
Rauschfrequenz war 50 Hz und 100 Hz
mit einer entsprechenden Wellenldnge von

At= 20 ms bzw. 10 ms.

Der Fehler in der Flache aufgrund der
maoglicherweise fehlerhaften Parameter |
und t, ist dann schatzungsweise (s. Ab-
bildung 6.8)

AF = Al [Qt, +At) = Al O, +Al [t
(Gleichung 7.1)

Der zweite Term in Gleichung 7.1
vermag demnach rnur einen Beitrag von
100200 pAms bzw. 50-100 pAms zum

6. ERGEBNISSE

frequency

50 100 150 200 250 300
bump-duration (ms)
Figure6.7: Histogram for the duration of

bumps (N= 703).

Fehler AF zu leisten und kann somit kaum die Quantiserung erklaren (der Fehler mifdte

wenigstens gg/2 = 280 pAms grof3 sein).

Der erste Term in Gleichung 7.1 erreicht die Gro3enordnung von g, schiefdt aber mit Grolzen
von 750-1500 pAms etwas Uber das Ziel hinaus (typische Bump-Breiten sind tp, =150

ms).

Die Digitaliserung der Stromsignale geschah in dieser Mesaung mit einer Auflésung von ca

Alpigi= 0,25 pA pro bit (4096hbit pro 1 nA). Der Einflul3 dieser diskreten Stromauflosung auf

das Strom-Zeit Integral liegt nur in der GroRenordnung

Al gigie [, =50 pAms

und kann die Quantisierung der Bump-Flade ebenfalls nicht erkléren.
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Figure6.8: Demonstration of the size of the quantum g.

Eine genaue Untersuchung der Bump-Faden mit Hilfe ener anderen Software zegte im
Vergleich zu den Daten der Standardauswertung (s. Abschnitt 5.2) kleine Abweichungen in
den Bump-Fladen, die durch etwas unterschiedliche Parametrisierungen zustande kamen. Eine
Stichprobe von 10 Bumps ergab Unterschiede in der ermittelten Flache von AF=248t142
pAms (Fehler ist Standardabweichung). Die nadhtraglich ermittelten Fiadhen waren meistens

»geradzahligere” Vielfadhe von gy als die mit der Standardauswertung ermittelten.
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Ein Grund defur, dal3 die Quantiserung bel dieser und keiner anderen Mesaung beobadtet
werden konrte, liegt wahrscheinlich in den besonders rauscharmen Mef3spuren dieses
Experiments. Die Rauschamplitude war nach dem Filtern (s. Abschnitt 5.1) nur 5-10 pA (Pe&k-
zu-Pe&) grol3, was den Fehler bel der Parametrisierung verhdtnismadig klein madite (s.0.).
AulRerdem waren alle aifgezechneten Bumps klein im Vergleich zu den Ubrigen Messungen
(mittlere Bump-Amplitude 1= 71+56 pA; zum Ver-gleich: Exp. mw_131Q I= 346:413 pA und
mw_1808 1= 328t687 A).

Eine Trennung der Bump-Typen war bel diesem Experiment mit keinem Trennparameter
maoglich. Entweder waren beide Bump-Typen vorhanden, konnten unglticklicherweise aer
nicht getrennt werden oder es gab nur einen Bump-Typ, weil die Enzymkaskade, die fur den
anderen Bump-Typ zustéandig gewesen ware versagte. Wenn rur ein Bump-Typ vorhanden
war, dann handelte es sch wahrscheinlich um c-Bumps. Einige Bumps dieser Messaung
erreichten Amplituden bis 200 pA und dariiber. Bumps dieser Grél3e waren bel alen anderen
Experimenten c,-Bumps. Aul3erdem zeagte in diesem Experiment die Bump-Halbwertsbreite
eine schwadhe Amplitudenabhéngigeit. Dieser Zusammenhang glt auch nur fur c-Bumps.
Wegen der erheblichen Unterschiede in der Bump-Kinetik und -Grol3e avischen verschiedenen
Zellen kann eine Zuordnung des Bump-Typs aber nur spekulativ sein, wenn richt beide Bump-

Typen vorhanden sein

Es kann aus der bis hierher gefiihrten Argumentation nicht abschlief3end entschieden werden,
ob die Quantiserung im Haden-Histogramm ein physiologischer Effekt oder lediglich ein
Mel3- bzw. Auswerteatefakt ist. In jedem Fal sind wetere Mesaungen vonndten, die

zuverlassge Parametrisierungen der Bumps zulassen.

In Tabelle 6.3 sind de Argumente, die fir und wider eine Quantiserung der Bump-Hade

spredhen zusammengestellt.
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physiologischer Effekt

MefRartefakt

ruhige MefRspuren und wenig Uberlagerungen
(P Q. bel dieser Mesaung nicht verschmiert?)

(Rauschamplitude xBump-Breite) in

Groélenordnung von g=565 pAms

Auflésung des Rezeptorstroms bei 0,25 pA (P
Q. nicht mit Digitalsierung des Stroms
erklérbar)

Ungenauigkeit der Flachenbestimmung der
Standardauswertung in der Gro(3enordnung

von G/ 2

keine Pe&ks im Amplituden-Histogramm (P
keine systematisch falsche

Grundlinienbestimmung)

zu wenig Pe&sim t,-Histogramm
(P Q. nicht mit 50 Hz-Brumm erklarbar)

nur ein Bump-Typ ()
(P Q. nicht durch zweiten Bump-Typ

verschmiert?)

Q. nicht in anderen Messaungen (=
kein apperativer Mef3artefakt)

Table6.3:

Brief summary of arguments as to whether the quantisation is just an

artefad or is based on physiologicd evidence
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/. DISKUSSON

7.1  Kennlinien und poisonverteilte Bumps

Aus der Poisongtatistik sowohl fur die Zahl der Bumps als auch fur die zaetlichen Absténde
zwischen den Bumps, die nach einer Belichtung auftreten, 183t sich auf voneinander
unabhangige Bump-Ausldsungen schlief3en. Dies ist konsistent mit der Hypothese, dal3 ein
Photon nur einen Bump auslosen kann [Yeandle (1958; Fuortes and Y eandle (1964); Adolph
(1964); Borsdllino and Fuortes (1969; Yeandle and Spiegler (1973); Stieve (1985; Yeandle
(1989)]. Borsdllino und Fuortes (1968 zegten fir schwadhe Lichtintensitéten, dald die Summe
dler Rezeptorpotentiale (Spannung-Zeit Integrale), die in einer Mefireihe von n Zyklen
gemessen wurde nur von der Gesamtzahl der absorbierten Photonen abhéngt, nicht aber von
der Zahl der pro Blitz asorbierten Photonen. Dies &3t sich am besten mit der Annahme

erkaren, dal? genau ein absorbiertes Photon fir die Ausdsung eines Bumps notwendig ist.

Bel Blitzexperimenten konrte ich getrennte Poisson-Statistiken fir die Haufigkeiten von  ¢;-
und c,-Bumps zegen (s. Abschnitt 6.2). Diese Bumps werden also wahrscheinlich voneinander
unabhangig ausgelost. Ein Photon kann deshalb rnur einen c¢;- oder einen c,-Bump auslésen.
Ahnlich wie Poganiatz (1996 bei Dauerlichtexperimenten, konrte ich bei Blitzexperimenten
die Bump-Haufigkeits-Histogramme weit weniger gut mit Poisn-Vertellungen anpasen,
wennich ncht zwischen den Bump-Typen unterschied (c,-Bumps). Dies deutet darauf hin, daf3
diese beiden Gruppen wvon Bumps (c;- und c-Bumps) voneinander abhéngig sind, denn
voneinander unabhéngige poisonvertellte Stichproben fiigen sich wieder zu einer

poisonvertellten Stichprobe auisammen (dabei addieren sich die Mittelwerte).

Die Vermutung einer abhangigen Bump-Ausldsung wird von der Beobadhtung unterstiitzt, dafd
die Blockierung der makroskopischen C,-Stromkomponente mit Heparin oder Neomycin die
Amplitude der C;-Komponente reduziert [Contzen et al. (1995]. AulRerdem wurde berichtet,
dal3 c-Bumps besonders haufig einem ¢;-Bump folgen [Nagy et a. (1993]. Eventuell bleiben
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7. DISKUSSION

vidle g-Bumps durch die Uberlagerung mit einem fritheren c,-Bump unbeobadntet, weil c,-
Bumps eine langsamere Abkling- as Anstiegskinetik besitzen. Auf diese Weise wére ane

scheinbare Haufung von ¢;-Bumps vor c,-Bumps erklarbar.

Die Abweichung der Haufigkeits-Vertelungen fir c,-Bumps (Abhbldung 6.3c) von
Poisonverteilungen 143t sich auch unter der Annaehme nicht detektierter Uberlagerungen
verstehen. Nach Lederhofer et al. (1991) sind bis zu 20% der ,,Bumps® fehlinterpretierte
Mehrfachereignisse, die sich aufgrund ihrer zetlichen Uberlagerung nicht mehr entschliissein
lasen. Da die Haufigkeiten, viele Bumps pro Blitz zu finden, meistens zu klein gegentiber den
theoretisch zu erwartenden ausfiel (s. Abbildung 6.3a-c), ist zu vermuten, da’3 haufig
Mehrfachereigniss nur as Einzd- oder Doppel-Bump erkannt wurden, obwohl mehr Bumps
vorhanden waren. Die etsprechenden Sdulen sind in den Histogrammen meistens
Uberreprésentiert. Die Fehldeutung der Anzahl der Bumps pro Spur ist offensichtlich um so
umfangreicher, je grol¥er die mittlere Zahl der Bumps pro Spur ist. In der Tat muf3ten gerade

die Anpassungen mit den gro¥en Mittelwerten A verworfen werden.

Zum Tell waren Anpasaungen der gemessenen Vertellungen mit Poisnvertellungen bel der
selben Zelle nicht reproduzierbar, weil die mittlere Zahl der ausgelésten Bumps im Laufe der
Mesaung lichtintensitétsunabhéngig variierte (z.B. Abbldung 6.3a, ND=55 (1) und
ND=5,5(2)).

Wenn c;- bzw. c,-Bumps voneinander unabhéngige Ereignisse sind, ist die Wahrscheinlichkeit
fur die Ausésung eines Bumps proportional zu der Zahl der Photonen, die die Rezeptorzdle
erreichen. Die Bump-Héaufigkeiten sollten deshalb linea mit der Lichtintensitét zunehmen.
Waéhrend deser Zusammenhang fur c.-Bumps <hon nadgewiesen wurde [Fuortes and
Yeandle (1964)], konnte ich die Lineaitét bei niedrigen Lichtintensitéten fur die beiden Bump-
Typen erstmalig getrennt nachweisen (Abschnitt 6.1).

Die Intensitétsabhéngigkeit der Bump-Haufigkeiten |83 sich oberhalb der von mir
untersuchten Lichtintensitéten (etwa >2-3 effektive Photonen (Bumps) pro Blitz) wegen der
groRen Anzahl von Uberlagerungen nur noch abschétzen (s. Abschnitt 5.4). Als Ma fur die
Bump-Ausbeute kann aber die durchschnittliche Amplitude oder das Strom-Zeit Integral der
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Rezetorantwort betrachtet werden (unter Beriicksichtigung der intensitéts-unabhéngigen
Bump-GroRenfluktuationen, s. Abbildung 5.4).

Untersuchungen der Intensitéisabhangigkeit der Rezeptorantwort bis zur S&ttigung des
Rezetorstroms haben ein supralineaes Verhaten bei mittleren Reizintensitéten [Lisman and
Brown (1979; Stieve and Pflaum (1978; Stieve d al. (1983); Grzywascz (1988] und ein
sublineaes bei sehr intensiven Lichtreizen aufgeded<t [Brown and Coles (1979; Stieve and
Schlosser (1989)].

Eine getrennte Betradhtung der einzenen Stromkomponenten zegt fir die makroskopische C;-
Komponente énen lineaen Anstieg bis zu hohen Lichtintensitéten. Dagegen vergrof3ert sich
die Steigung fur die CyKomponente in enem mitleren Intensitétsbereich. In
doppeltlogarithmischen Darstellungen bestimmten Dedert et a. (1991 fur die C,-
Komponente Steigungen bis grofer drei und schlossen so (wie auch Stieve und Schldsser

(1989) auf eine positive Kooperativitéat mit dem Hill -Faktor vier.

Aktuelle Untersuchungen von Contzen und Nagy (1996 mit Hilfe enes Rezgotorstrommodells

deuten auf eine Kooperativitét mit einem Hill-Faktor von zwei hin.

Eine Supraineaitét dieser Potenz konnte ich durch die Analyse von supralineaen Kennlinien
(von Stieve und Schlosser) bestétigen. Hierzu habe ich den Koordinatenursprung der
catesschen Darstellung der Kennlinie in den Beginn des supraineaen Kurvenstiicks
transformiert. Diese Koordinatentransformation ist notig, um in der doppeltlogarithmischen
Darstellung der Kennlinie Ausssgen Uber den Exponenten der Kennlinienfunktion im

supralinearen Kurventell gewinnen zu konnen.

Die lineae Intensitétsabhéngigkeit fur die C;-Komponente bei hdheren Lichtintensitéten deutet
auf einen von der C,-Komponente verschiedenen Medhanismus hin. Die bei sehr grof3en
Lichtintensitéten beobaditbare dritte Stromkomponente C; (s. Abbildung 21) verhdlt sich
ahnlich wie C; ungeféahr linea mit der Lichtintensitét [Dedkert et a. (1997)].

Stieve und Schiosser (1989 gaben mit dem ,,Bump-Fedk*-Modell eine mdgliche Erklérung fur
die Entstehung eines supralineaen Verhaltens der RezeptorstromgrofRe (s. Abschnitt 2.4).
Allerdings bleibt offen, warum nicht fir ale Stromkomponenten ein supralineaes Verhalten
nach dem ,Bump-Fledk“-Modell beobadtet werden konnte. Naheliegend wére der Schiuf3,

dal3 die Membrankanéle, die fur die C;- (bzw. Cs-) Stromkomponente austandig sind, nur eine
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Bindungsdelle fur terminale Transmitter (evtl. cGMP und CAMP (s. Abschnitt 2.2)) haben. Es
exisierten dann- um in der Sprace des ,Bump-Fledk“-Modells zu bleiben- keine
Jentsicherten” Kandle mehr, die bei einer Uberlappung der Bump-Hofe (infolge groRer

Lichtintensitéten) kooperativ getffnet werden konnten.

Stieve und Stommel (1992 wiesen mit Hilfe des Ca-Indikators Arsenazo 11l eine supralineae
Intensitétsabhéngigkeit der intrazdluldren Ca™*-Konzentration rach. Deshab wird de

Supraineaitdt des Rezeptorstroms zumindest teilweise schon vor den Kandlen erzeugt.

Der Antell von Dunkelbumps an der Gesamtantwort der Photorezeptorzdle kann unter der
Annahme, dal3 ihre Entstehungswahrscheinlichkeit durch die Lichtblitze nicht verandert wird-
leicht berlicksichtigt werden. Dagegen maditen bel alen quantitativen Auswertungen die
Bump-Uberlagerungen ernste Probleme (s. 5.4.1). Die vorliegenden Ergebnise sind darum
immer unter Beriicksichtigung von richt vollstandig entschliisslten Uberlagerungen zu

verstehen.

Contzen und Nagy (1996 zegten kirzlich mit Hilfe @nes mathematischen Modells fur die
Simulation von Rezetorstromen [Contzen (1999], dal’ sich vermeintliche , Einzdbumps®
mittlerer Grofe (etwa 250 pA und gr6f3er) oft am besten durch eine Summe von zwei oder
mehr smulierter Bumps anpasen lasen. Unter der Vorausstzung der Glltigkeit des
zugrundeliegenden mathematischen Modells fur Bumps (das Modell wurde urspriinglich fir
makroskopische Strome  entwickelt) mul3 geschlosen werden, da3 sich \viee
Rezetorstromereignise  ais ener Mehrzehl von Bumps zusammensetzen. Diese
Uberlagerungen kénnen auch durch das von mir benutzte Korrekturschema (s. Abschnitt 5.4)
nicht entschliiselt werden, weil zur Bestimmung der mittleren Einzdbumpflade ,saubere
Bumps* verwendet wurden, die nach Contzen und Nagy (1996 zum Teil keine Einzdbumps

sind.
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7.2 Quantiserung?

Die beobadtete diskrete Vertellung im Histogramm fur das Strom-Zeit Integra (,Flache”)
wurde meines Wissns bisher noch nicht berichtet. Haufig sind im Amplituden- Histogramm
(und weniger gut auch im Haden-Histogramm) aquidistante lokale Maxima (,, Humps*) auf
einer groferen Skala beobaditbar (z.B. Fig. 7 bel Stieve (1985). Sie kénnen durch die
Uberlagerung von n Bumps zu einem Rezetorstrom n-facher GrofRe etstehen. Die
entsprechenden Maxima im Faden-Histogramm sind Vielfadhe von typischen Bump-Fladen
(>10.000 pAms) und deshalb wahrscheinlich nicht identisch mit den her berichteten. Kass
beschreibt Bumps die in den k-ten Pegk eines Amplitudenhistogramms fallen als Produkie ener
durch k G-Proteine getriggerten Enzymkaskade. Er schreibt Bumps omit eine gequantelte

Struktur zu [personliche Kommunikation mit Prof. Kasyg.
In dieser Mesaung konnte ich keine quantisierte Amplitudenverteilung finden.
Die , Fladhen-Quanten* q der betrachteten Mesaung hatten eine Grol3e von circa
q=570 PAms= 57 A0 C=36 M0°e (1e=1,610"°C=1 Elementarladung).

Mit einer Kanalleitfahigkeit von y=12 5, einer mittleren Kanal-offen-Zeit von At=1,6 ms
[Nagy (1997)] und einem Membranpotential bei ca Uny=-50 mV [&3t sich die durch einen

einzenen Kanal wahrend einer Kanal6ff nung verschobene Ladung abschétzen zu:
Qkana = Y LAt Uy
[J Qxana = 0,96 [10™ C = 0,96 pAms
Damit entspricht ein , Quantum* q der Offnung von

q/ Qkanal = 589Kande

Das bel dieser einen Mesaung eine diskrete Vertellung im Fladen-Histogramm beobadtet
werden konnte liegt wahrscheinlich an den durchweg kleinen Bumps. 97 % der Bumps waren
kleiner als 200 pA grol3 (752von 775), 75 % waren kleiner als 100 pA (585von 775). Darum
war die Ereignisdichte im Fladhenhistogramm bel kleinen Fladhen besonders hoch (ungefahr
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doppelt so grol3 gegentiber alen anderen Mesaungen). Kleine lokale Haufigkeitsunterschiede
kdnnen in einem Histogramm offensichtlich besser detektiert werden, wenn die Ereignisdichte

grof3ist.

In dieser Mesaung konnte ich nur einen Bump-Typ nadweisen. Vielleicht Uberdedt das
Auftreten beider Bump-Typen bei anderen Mesaingen die Diskretiserung im
Fadenhistogramm, weill die Bump-Typen je as verschieden groflen Quanten

zusammengesetzt werden.

In Abschnitt 6.3.2 habe ich beschrieben, dal3 die Quantisierung der Bump-Flade nicht einfach
mit einem Mef3artefakt erklarbar ist.

Durch die Digitalisierung der Stromsignale ezeugte Diskretisierungen von Bump-Parametern
(vor alem der Bump-Amplitude) konren die Quantisierung im Strom-Zeit Integral ebenfalls
nicht erkldren und sollten -wenn vorhanden- wie der 50 Hz-Brumm bel allen Experimenten
beobacdhtbar sein.

Es ist Uberraschend, dal3 die diskrete Verteilung der Bump-Féade bis hin zu grofRen Fladhen
scharf genug bleibt um aufgelost zu werden. Da jede Stufe der Enzymkaskade ene
exponentiell abklingende Lebensdauer aufweist, sollte aich die Verstdrkung nadh jeder
Kaskadenstufe unscharf sein. Daraus laf3t sich schlief3en, dal? die Quantisierung in einem spaten
Schritt der Enzymkaskade passeren muf3.

Ursache aner quantiserten Bump-Flache konnte aiuch eine grupperte Anordnung von
Membrankanden sein. Terminale Transmitter der Phototransduktionskaskade kdnnten, je nach
der Menge der Transmitter, eine verschieden grofe Zahl von Membrankanal-Clustern
erreichen und so nur eine diskrete Zahl von Membrankanéen 6ffnen. Dies setzt voraus, dal3 die
Cluster alle die gleiche Zahl von Membrankanden besitzen. Eine dusterférmige Anordnung
von Membrankanden wurde bisher nicht nadgewiesen, ihre Existenz aer auch ncht

ausgeschlosen.
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7.3 Ausblick

Eine weitergehende Untersuchung der Quantiserung des Strom-Zeit Integrals von Bumps

erscheint mir aul3erst vielversprecdhend.

Eine Moglichkeit wére der Versuch zdlspezfische Ladungsquanten g mit Hilfe statistischer
Methoden aus den Bumps zu rekonstruieren. Unter der Bedingung, dal3 Campbell's Theoreme
gelten (hier: Bumps snd Superpositionen unabhéangger und identischer Elementarereignisse
(, Quanten®)), sollten zum Beispiel mit der “shot noise analysis® Haufigkeit und Grole der
Ladungsquanten direkt beobadtbar sein. Eventuell lassen sich mit dieser Methode auch bei
Mesaungen Quantisierungen des Strom-Zeit Integrals von Bumps nadhweisen, wo sie mit den
in dieser Arbeit vorgestellten Methoden (z. B. FFT) nicht beobaditbar waren.

Im Falle ener Bestétigung des Phdnomens ,Quantiserung des Strom-Zeit Integrals von
Bumps‘ wére é@n Vollig neuer Hinweis auf die Struktur der Phototransduktion bei Limulus
polyphemus gefunden.
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Abbildung A.2 zegt schematisch das Vorgehen bei der Korrektur der Uberlagerungen. In
Klammern angegebene Bemerkungen bezehen sich auf Abbildung A.2.

Die Gesamtheit aller Mef3spuren, die bei einer bestimmten Lichtintensitét aufgenommen

wurden (all traces at a certain light intensity), lief3 sich in drei Gruppen einteilen:

Gruppe!l (, darktraces*) Dies snd de esten zwei Sekunden jeder Mef3spur (vor der
Belichtung). In dieser Datengruppe befinden sich rur
Dunkelbumps
Gruppell (, cleantraces’) Dies snd n° Spuren, die nur eindeutig voneinander
trennbare Bumps enthalten

Gruppe lll (,, impure traces*) Dies snd n' Spuren, die wenigstens eine Uberlagerung von

Bumps aufweisen

Aus der ersten Gruppe konnten Informationen tber Dunkelbumps (dc: und dcz) gewonnen
werden. Im Rahmen einer ,, Dunkelbumpkorrektur® wurden die im Mittel zu erwartenden
Dunkelbumps (p(dc:) und p(dc;)) berechnet.

Unter der Annahme, dal3 Dunkelbumps genauso wahrscheinlich vor wie nach der Belichtung
auftreten konren, konrte der Antell der Dunkelbumps an der Gesamtantwort korrigiert
werden. Abbildung A.1 gibt einen Eindruck von den relativen Haufigkeiten der Dunkelbumps
gegeniber denen der lichtinduzierten Bumps. Dargestellt sind de Latenzzaten aller
parametrisierten Ereignisee e@ner Mesaung (Experiment mw_2707. Die Stromspur wurde
schon 2 s vor der Belichtung der Zelle aifgezechret. Vor alem bei schwadien

Lichtintensitéten maditen die Dunkelbumps bis zu 50% der aufgezechneten Ereignisse aus.
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Die Uberlagerungsfreien Spuren der
2neiten Gruppe boten die Moglich-
keit, die Bump-Typen zu trennen
und Aussagen Uber die Kinetik und
die Grofe der Bumps madien zu
kdnren. Insbesondere konrten die
mittleren Faden f (Strom-Zeit
Integrale) von einzenen c;- bzw. c,-
Bumps bestimmt werden (f(c,) und
f(c2)).

ebenfalls

bumps wurden berticksichtigt.

Die af diesen Spuren

vorhandenen  Dunkel-

Die Spuren der dritten Gruppe
bargen Unsicherheiten in  der
Interpretation. Einzig deren Strom-
Zeit blieb wvon
Uberlagerungen unverfilscht. Des-

Integral den
halb wurde die Summe der Strom-
Zeit Integrale dler dieser Spuren (F
'(c1,Co,dcy,dcy)) zur weiteren Ana

lyse herangezogen.
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150

histogram for the latency
mw_2707 (n= 1031)

a)_
0 1000 2000 3000 4000
ﬂashT time (ms
FigureA.l: Histogram for the latency of

bumps. The flash was applied
at t=2000 ms.

Die augrundeliegende Korrekturmethode 1&3t sich folgendermal3en zusammenfassen:

1. bestimme aus Gruppe | die Wahrscheinlichkeit Dunkelbumps zu finden p(dc:) und

p(dcz)

2. bestimme ais Gruppe I

,dunkle") zu finden p“(cy,dcy)

die Wahrscheinlichkeit c¢;- Bumps (lichtinduzierte und

3. bestimme die Wahrscheinlichkeit lichtinduzierte G- Bumps peorr(C1) zu finden aus:

Peorr (Cl) = pc (C11dC1) - p(dC1)1

Gleichung A.1
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al tracesat a
certain light intendty

'

"dark" "clean" "impure"
traces traces traces
N “(dcy) N “(dc,) N (c,.dey) N “(c,dcy)
Y
flcy) F'(c,.c,.dc, dcy)
Y  J .
p(dc,) p°(c, . dc,) |- H------- R el R >
: : Y
: Fi(cydcy)
......................... -
Y
N' (e, dcy)

N total

(c,dcy)

| |

FigureA.2: Scheme of the corredion-method applied to data containing overlappings
(for explanations refer to the text).

74



8. APPENDIX

4.  bestimme aus Gruppe Il die mittlere Fladhe der ¢;- und c,-Bumps f(c1) und f(c)

5.  bestimme die Zahl N °(c;,dc,) der in Gruppe Il enthaltenen c,-Bumps (lichtinduzierte

und ,,dunkle®)
6. bestimmein Gruppelll die Gesamtflache dler Antworten F '(c1,C2,dca,dC)

7.  subtrahiere den wahrscheinlichen Flachenantell der c,-Bumps an F '(c1,C2,0c1,dc,) und

erhalte den wahrscheinlichen Flachenanteil der c,-Bumps F'(c,,dc,) nadh:

F'(c,,dc,)=F'(c,,c,,dc,,dc,) - p°(c,,dc,) xF(c,) xn', Gleichung A.2

8.  dividiere F '(c,,dc,) durch die mittlere G-Bump-Fade f(c;) und erhalte die Zahl
N'(cz,dc,) der in Gruppe 1l enthaltenen c,-Bumps (lichtinduzierte und , dunkle®)

9. addere hierzu de Zahl der c,-Bumps aus Gruppe Il N (c;,dc,) und erhalte die Zahl

total

der c-Bumpsinsgesamt N corr(C2,dC)

10. subtrahiere die Zahl der insgesamt zu erwartenden ,,dunklen” c-Bumpsund erhadte die

total

Zahl der lichtinduzierten c-Bumps N ™ corr(C2) nach

Ntotal (Cz) — Ntotal (C21dC2) _ p(dCz) xntotal’ GlaChung A3

corr corr

11. bestimme die Wahrscheinlichkeit, lichtinduzierte ¢- Bumps zu finden peorr(C2)

Wesentlich ist an diesem Verfahren die Annahme, dal3 sich auf den Uberlagerten Spuren im
Mittel nicht mehr c;-Bumps befinden als auf den ,sauberen” Spuren (Rezept Nr. 2, 7).
Wahrscheinlich finden sich auf den Uberlagerten Spuren aber mehr c¢;-Bumps, da die

Uberlagerungen auch von diesen gebil det werden.
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