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1. Zusammenfassung

Hintergrund:

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die im Rahmen eigener Vorversuche
beobachtete Diskrepanz zwischen morphologischen Gegebenheiten
und physiologischen Befunden im Dendritensystem der elektro-
sensorischen Afferenz der clusterbildenden Elektrorezeptoren beim
Wels Schilbe mystis. Die Widerspriiche scheinen bei eingehender neu-
rophysiologischer Analyse mit klassischen Theorien nicht erklarbar
und wurden bislang noch in keiner vertffentlichten Studie genauer
untersucht oder diskutiert; sie manifestierten sich z.B. in folgenden
einfachen Beobachtungen: Die elektrosensorische Afferenz bildet beim
Wels Schilbe mystis ausgedehnte Dendritenstrukturen mit mehreren
Millimetern Erstreckung, deren Funktionieren nur auf der Basis aktiv
uber die Dendritendstchen fortgeleiteter Aktionspotentiale erkldrbar
scheint. Wie sich aus der Analyse eigener Vorversuche ergab, wire dies
jedoch schwer mit den hochregelmafigen Aktivitdatsmustern der af-
ferenten Faser (sehr geringe Streuung des Interspike-Intervalls) und
der konvergenzproportionalen Empfindlichkeitserhohung im Cluster
vereinbar, deren Koinzidenz eine Superposition graduierter Potentiale
nahelegt und damit einer Fortleitung von Aktionspotentialen wider-
sprechen wiirde.

Das Auftreten von Konvergenz mehrerer, iiber ein Hautareal ver-
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teilter ampulldrer Rezeptororgane auf eine afferente Nervenfaser, die
sog. »Clusterbildung«, wurde erstmals in den Arbeiten von Peters &
Mast (1983) und Zakon (1984) eingehend untersucht; alle bisherigen
Veroffentlichungen (ibid., insbes. auch Peters & van Ieperen 1989a,
Teunis et al. 1990b, Bretschneider & Peters 1992, Peters et al. 1997a)
beschiftigten sich jedoch nur phdnomenologisch mit den Auswirkun-
gen von Clusterbildung auf Funktion und Leistungsfihigkeit des
elektrosensorischen Sinnessystems. Dabei erbrachten die bisherigen
Studien z.T. einander widersprechende Ergebnisse und gelangten da-
mit auch zu unterschiedlichen Schluf3folgerungen tiber die physiolo-
gischen Mechanismen. Diese Unstimmigkeiten betrafen insbesonde-
re den Einflufd der Konvergenz auf die Empfindlichkeit, auf das Signal/
Rausch-Verhidltnis und den Frequenzgang, den mutmaflichen Ort der
Aktionspotential-Bildung, die Korrelation zwischen den Parametern
Empfindlichkeit, Spontanaktivitat und »Rauschen«, den Ursprung des
»Rauschens«, sowie die Adaptationsmechanismen und die Einstellung
der Ruhefrequenz bei zunehmender Konvergenz und Vergrofierung
des Clusters (auch Andrianov et al. 1996). Wahrend Funktion und
Rezeptormechanismus der singuldren ampulldren Rezeptororgane und
Synapsen bereits gut erforscht sind und alle Prozesse ab der Bildung
von Aktionspotentialen in der afferenten Faser ebenso als bekannt gel-
ten, konnten bei Clusterbildnern die Schritte der Fortleitung und
Uberlagerung postsynaptischer Signale, die in Dendriten bei der Kon-
vergenz sensorischer »Inputs« ablaufen, in den bisherigen Untersu-
chungen noch nicht gekldrt werden und sind deshalb Gegenstand

vorliegender Arbeit.
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Problemstellung, Ergebnisse und SchluBfolgerungen:

1. Die Morphologie des ausgedehnten Dendritensystems spricht
nach gangiger Lehrmeinung fiir eine synapsennahe Aktions-
potentialbildung und saltatorische Erregungsleitung im Den-

dritenbaum.

Bei Welsen der Spezies Schilbe mystis1afit sich im elektrosensorischen
System eine Konvergenz mehrerer, im Laufe der Ontogenie in ihrer
Zahl zunehmender (bis zu ca. 30) ampulldrer Rezeptororgane eines sog.
Clusters auf eine primdre afferente Nervenfaser nachweisen (Peters &
Mast 1983 (Clarias lazera), Roth, unveroffentl. Beobachtungen (Schilbe
mystis)). In der vorliegenden Arbeit an Schilbe mystis wurden zwei
morphologische Grundtypen der Clusterinnervierung gefunden:
STERN- bzw. BAUMCHEN{Ormig; bei Clustern vom »Bdaumchentyp« an
der Analflossenbasis wurden Konvergenzareale mit Langen von bis zu
2mm beobachtet (grofiter Abstand zwischen 2 Ampullen, die von einer
Afferenz versorgt werden) - in Einzelfdllen auch etwas dariiber. Die
Dendriten weisen iiber ihre gesamte Erstreckung Myelinisierung auf
mitu.a. atypisch kurzen Internodienabstdnden von typischerweise nur
etwas mehr als 10pm bei einem Faserdurchmesser von gut 1um und
konnen relativ grofde Langen von bis zu ca. 3mm erreichen (der lang-
ste Dendritenast ist stets etwas ldnger als der Abstand zwischen den
beiden entferntesten Ampullen dieses Clusters). Dabei treten sehr un-
terschiedliche Dendritenldngen innerhalb eines Clusters auf, die um
mehr als den Faktor zehn differieren konnen (s. Abb. 1.1). Es ergibt
sich aus diesen Beobachtungen, dafl innerhalb eines Clusters vom
Baumchentyp die Dendriten mit sehr verschiedener Liange bei einer

wahrscheinlichen Lingskonstante von wenigen hundert Mikrometern
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sehr unterschiedliche elektrische Eigenschaften (Wirkwiderstand =
Resistanz R, Kapazitit C, Scheinwiderstand = Impedanz Z) besitzen
miissen. Myelinisierung, Dendritendimensionen, sowie die Linge und
Unterschiedlichkeit der Fortleitungsstrecke lassen nach klassischer
Lehrmeinung (Lehrbiicher der Physiologie) eine synapsennahe Ak-

tionspotentialbildung und saltatorische Fortleitung der Erregung innerhalb

der Dendriten erwarten.

Abb.1.1: Aufnahme eines typi- ”
schen Clusters vom »Bdumchentyp« bei

Schilbe mystis, DASPEI-Farbung, konfokales Laserscanningmikroskop
(Balken =100 um). Deutlich zu erkennen ist die Verzweigungsstruktur des

Dendritenbaums und die Myelinisierung der Dendriten (= Abb. 3.1.1).

2. Diehochregelmifdiige Impulsaktivitit deutet auf einen einheit-

lichen Impulsentstehungsort hin.

Ampulldre Elektrorezeptoren sind spontanaktivund generieren in der
afferenten Faser Aktionspotentiale in sehr regelmafiger Abfolge; die
statistische Auswertung des Interspike-Intervalls (Abb. 1.2) weist eine
eingipflige, schmale, symmetrische Verteilung auf (s = 7%).

Eine Verteilung wie diese zeigt einen einzigen stabilen und inva-

rianten Grundrhythmus, der auf der ausschlief8lichen Aktivitdt oder

Zusammenfassung
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Abb.1.2: Interspike-Intervallhistogramm der Spontanaktivitdt bei Schilbe
mystis. Klassenbreite = 1 ms, n = 1050 (= Abb. 3.2.1, mod.).

Dominanz eines singuldren »Rhythmusgebers« beruhen muf}, und ist
mit der Existenz mehrerer ungekoppelter, in den einzelnen Dendriten
lokalisierter Impulsentstehungsorte nicht zu vereinbaren. Dieses Er-
gebnis kann aufgrund von Befunden (Peters & Mast 1983, van Dongen
& Bretschneider 1984, Peters & van Ieperen 1989, Peters et al. 1997a
u.a.) zur Empfindlichkeitserh6hung innerhalb des Clusterverbands
nur mit monozentrischer Erregungsbildung im Axon — am Beginn der
gemeinsamen Faser zentral der proximalsten, basalen Ramifikation —
gedeutet werden. Diese Schluf3folgerung, die durch die spater durch-
gefiihrten progressiven TTX-Blockierungsexperimente dieser Arbeit (s.
Pkt. 6) eindeutig bestdtigt wird, widerlegt damit die zur Erkldrung der

Systemfunktion wiederholt herangezogene sog. »Kollisionstheorie«.

Zusammenfassung
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Diese versucht eine Synchronisierung der Aktionspotentiale an meh-
reren synapsennahen Entstehungsorten auf der Basis fortgeleiteter
Erregungin der gesamten Endarborisation, ausgelost durch das jeweils
empfindlichste Organ, zu erkldren (Murray & Capranica 1973, Holden
1976, Pabst 1977, Sanchez & Zakon 1990, Teunis et al. 1990b, Bretschneider
& Peters 1992, Longtin & Racicot 1996). Damit besteht ein klarer Wider-
spruch zwischen der morphologisch naheliegenden Forderung nach
synapsennaher Aktionspotential-Bildung und dem physiologisch be-

griindeten Postulat monozentrischer Erregungsbildung im Axonstamm.

3. Die Unabhingigkeit der Aktionspotentialamplitude von den
passiven elektrischen Eigenschaften der Dendritenstrecke
spricht fiir eine aktive Erregungsbildung nahe der Dendriten-

endigung oder fiir aktive retrograde Invasion.

Der Vergleich der an verschiedenen Orten innerhalb eines Clusters
mefbaren Aktionspotentialamplituden zeigt keinerlei signifikanten
Unterschied zwischen Aktionspotentialen, die — nahe oder fern ihres
mutmaflichen Entstehungsortes — von proximal bzw. distal innerhalb
des Clusters gelegenen Organampullen abgeleitet wurden (Abb. 1.3).

Berechnet man die elektrotonische Stromausbreitung im Dendri-
ten auf der Basis des statischen bzw. dynamischen Kabelmodells, so
miifite sich eine extreme Abschwidchung der Amplituden von EPSPs
oder auch Aktionspotentialen bereits nach sehr kurzen Fortleitungs-
distanzen von weit weniger als einem Millimeter zeigen (Abb. 4.1.1,
S. 98, Abb. 4.3.1, S. 110). Das hier gemessene Ergebnis widerspricht so-
mit im Falle monozentrischer Erregungsbildung im Axonstamm klar
einer passiven Ausbreitung der Aktionspotentiale in der Endarborisation,

und ist nur mit einer aktiven retrograden Invasion vom Aktionspo-
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tentialentstehungsort in die Endarborisation hinein erkldrbar. Dieses
Postulat wird u.a. auch in den spiter durchgefiihrten Experimenten

durch die progressive Blockierung mit TTX eindeutig bestatigt.

3 median = 1.000 median = 1.000 3% Abb.1.3: Vergleich derim
]I © mean =0.983 mean =1.017 ¢ ]I
std. deviation = 0.080 std. deviation = 0.080 .
. 1,49 15t/99t percentilles ] 15/99t percentilles Ampu]]en]umen abgrelf—
£ std. error of mean EEEM std. error of mean
= . .
o 4, baren Aktionspotential-
) . .
o amplituden  zwischen
£ 104 —
- proximal und distal gele-
£
<081 genen Clusterorganen bei
> e
& 06 the datasets »distal« and »proximal« are Schilbe mystis. Die Mittel-
not significantly different on 5% level
(Student's t-Test for two paired populations) werte der AktiOHSpOtEI’I-
T T
proximal distal tialamplituden unter-

scheiden sich nur geringfiigig (nicht-signifikant verschieden auf 5%-
Niveau), die Standardfehler der Mittelwerte iiberlappen sich gerade noch
(NB: die grofSeren Amplituden wurden an distalen Organen nach lidngerer

Fortleitungsstrecke gemessen). (= Abb. 3.3.1)

4. Das Wiedereinsetzen der Spontanaktivitat nach starken lumen-
negativen Stimuli beruht auf einem dendritenlokalisierten
Adaptationsprozef3, der maf3geblich von der Aktivitat TTX-

blockierbarer Natriumkanile abhidngt.

Es gibt wihrend der elektrischen Konstantstromreizung mit weit tiber
dem dynamischen Arbeitsbereich des Rezeptorsystems liegenden ka-
thodischen (lumennegativen) Intensitdaten, der sog. »kathodischen
Inhibition« (= cathodal inhibition, vgl. Bretschneider et al., 1980),
nach der zu erwartenden anfanglichen vollstindigen Unterdriickung
der Nervenimpulse eine oft langanhaltende, plateauartige Zwischen-

phase, in der eine leicht reduzierte, sehr regelmafiige Spontanaktivitat

Zusammenfassung
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bei Fehlen jeglicher Empfindlichkeit selbst fiir sehr starke, super-
maximale Reize auftritt. Die Riickkehr der Empfindlichkeit nach dieser
Phase erfolgt — bis zur vollstdandigen Wiederherstellung der urspriing-
lichen Spontanaktivititund Empfindlichkeit—anisotrop, d.h. das Rezep-
torsystem reagiert zundchst nur mit einer Zunahme der Aktivitdt bei
anodischer Reizpolaritit (Erregung), aber nicht (oder nur in geringe-
rem Umfang) mit einer Abnahme bei kathodischer Polaritdt (Abb. 1.4).

Diese Anpassung des Systems an die verdnderten Potential-
bedingungen wahrend supermaximaler DC-Reizung verlduft somit in
zwei Schritten — einem schnellen (innerhalb weniger Sekunden), der
die regelmaflige, reizunabhdngige Aktivitdt wiederherstellt und auf
hohem Niveau stabilisiert, und einem langsamen (Minuten- bis Stun-
den-Bereich), der schliefdlich die Reizempfindlichkeit zurtickbringt —
und setzt die Existenz wenigstens zweier adaptiver Mechanismen vor

120s

30Imp./s

(1)) -

(m)

Abb.1.4: Typischer Verlauf eines »kathodischen Inhibitionsexperiments«
bei Schilbe mystis: Vor Anlegen des »Inhibitionspotentials« ist Spontan-
aktivitét (gestrichelte Linie) und » Vollmodulation« auf den Teststimulus
gegeben (Potentialhub des Testreizes moduliert die Aktivitét der Afferenz
gerade auf Null). Nach Zuschalten des Inhibitionspotentials wird fiir ei-
nige Sekunden die Spikeaktivitit vollstindig unterdriickt (Phase I), da-
nach tritt eine Plateauphase (II) auf. Die Wiederkehr der Empfindlichkeit
in Phase (III) erfolgt deutlich anisotrop. (= Abb. 3.8.1)
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der Bildung der Aktionspotentiale voraus. Durch Vergleiche mit Ergeb-
nisssen zum Ioneneinflufy (Roth 1971, Peters et al. 1975, Zhadan &
Zhadan 1975, Bauswein 1977, Bretschneider et al. 1979 & 1980, Peters
etal. 1997a) und zur chemisch-osmotischen Sinneszellentfernung (Roth
1973) mufl man den primdren, schnelleren der beiden Adaptations-
mechanismen in den Dendriten lokalisieren (Bretschneider et al. 1980,
Peters et al. 1988b, Bretschneider & Peters 1992). Da nach TTX-Ein-
wirkung auf distale Bereiche der Endarborisation diese Stabilisierung
der Spikerate nicht stattfindet und die Spontanaktivitat z.T. praktisch
bis auf Null (im Mittel: 17% des Ausgangswertes) abféllt (Abb. 3.6.7,
S. 64), der Adaptationsmechanismus also eindeutig unterdriickt wird,
kann dieser Adaptationsschritt nur den dendritischen, spannungs-
gesteuerten und TTX-blockierbaren Natriumkanélen zugeordnet werden,
wie sie auch fiir die Erregungsbildung und -fortleitung im Hodgekin-

Huxley-Zyklus verantwortlich sind.

5. Die Korrelation zwischen Aktionspotentialamplitude und
Interspike-Intervall 14f3t sich als Ausdruck EPSP-korrelierter
potentialabhingiger Inaktivierung dendritischer Natriumkanile
deuten und zeigt einen aktiven Beitrag dieser Kanile bei der

Fortleitung der EPSPs an.

Es gibt eine augenfillige Korrelation zwischen Aktionspotentialamplitude
und Interspike-Intervall: bei Stimulation der ampulldren Elektrorezeptoren
tritt mit zunehmender Spikerate in der afferenten Faser eine Verminde-
rung der (ableitbaren) Aktionspotentialamplitude ein und umgekehrt
(s. Abb. 1.5, nichste Seite). Zur Erklarung dieses Phinomens kommen
nach gegenwartigem Stand der Forschung lediglich Refraktdrphédno-

mene (verzogerte Reaktivierung der spannungsgesteuerten Natrium-

Zusammenfassung
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Spikeamplitude, norm. [%]

60— ¢ parameterfreier asymptotischer Exponentialfit
d aus 511 Datenpunkten
Korrelationskoeffizient 0.979; linienmarkiert: r

50 - 95%-Vorhersagebereich der Messung (21,960c); |

Pa grau: 95%-Konfidenzintervall der Regression P

oT T
I T T T T T T T T T T T T T T I

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Intervall [ms]
Abb.1.5: Korrelation zwischen Aktionspotentialamplitude und Inter-
spike-Intervall bei Schilbe mystis. Symbole: schwarze Rauten = Einzel-
mefiwerte (NB: MeSwerte, die nahe der Regressionskurve liegen, sind oft
mehrfach autgetreten und beeinflussen die Mittelwertbildung daher star-
ker), offene Kreise = Mittelwerte der Spikeamplitude, die Spontantrequenz
(= 100%) liegt bei 49,5 s (entspr. 20,2 ms mittl. Interspike-Intervall). Je
hoher die Spikefrequenz, desto geringer ist die Aktionspotentialampli-
tude. Das Ergebnis ist bei Reizung im physiologischen Arbeitsbereich des
Rezeptors unabhéngig von der Reizsituation, das Korrelationsverhalten
auf Einschalten eines anodischen Reizes ist nicht unterscheidbar von dem
bei Ausschalten eines kathodischen Reizes. Die Amplituden der Spikes
unmittelbar nach Stimulusbeginn fallen signifikant aus dem 95%-Vorher-
sagebereich der Messung heraus (grau hinterlegte Bereiche a, b) und weisen
so bereits auf eine indirekte Kopplung beider Parameter hin (kombiniert

aus Abb. 3.9.2 und 3.9.3). Weiteres siehe Text.
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kandle nach einem vorangegangenen Aktionspotential) oder die poten-
tialabhdngige Inaktivierung dieser Kanile (durch intradendritischen
Potentialanstieg unterhalb der Feuerschwelle bedingte Verschiebung
des Natriumkanalgleichgewichts zugunsten der nicht-aktivierbaren Kon-
formation) in Betracht. Ein Zusammenhang mit Refraktirphdnomenen
in der Endarborisation kann aufgrund der grofien Zeitdimension dieses
Phdnomens sowie verschiedener weiterer Experimentalbefunde (s.a.

Abb. 1.6) eindeutig ausgeschlossen werden.

A Abb.1.6: Amplituden-
(D 324 o+
d \3" R 6y . abhéingigkeit »kiinstlich«
e — . .
z__? s*0 (=durch elektrische Direkt-
i /T\(Z) # = durch Depolarisation stimulation des Neuriten)
hd / des Neuriten hervor-
v I gerufene Aktions- .. .
A potentiale ausgeloster Aktionspoten-
ca.5pV tiale in Abhingigkeit vom
I TN 'm | il ‘\ i | “‘ ?*v f w") Abstand zum vorangegan-
LN i it f i iy
\\ i It
m \o\ PP A0 | TIHRO I F I WO | tims] | genen Spontanspike.

Oszilloskopausdruck eines reprdsentativen Einzelexperiments an einem
Cluster von Schilbe mystis (Beobachtungen an insges. 23 Clustern bei 3
Individuen); Zeitbasis 5ms/DIV; »s« markiert spontane Aktionspotentiale,
Sterne stellen die Ergebnisse anderer Versuchsdurchldufe dar, »A« kenn-
zeichnet das Reizartefakt, die punktierte Linie »5« die gemittelte Amplitu-
de der Spontanaktivitit + Standardabweichung ¢ (grau hinterlegt). Die
Standardabweichung (6 = 3,2%, n =2x30) wurde vor (G = 3,1% der Spontan-
amplitude, n = 30) und nach (0 = 3,4%, n = 30) der Durchfiihrung der Ver-
suchsreihe aus jeweis 30 aufeinanderfolgenden Aktionspotentialen ermit-
telt und dient als Mag fiir die Pradzision der Amplitudenbestimmung.
Mefwerte 3, 4 und 5 sind demnach signifikant erhoht, der erste MefSwert

ist signitikant verringert (punktierte Linie (1), Kurve optisch angepaft).
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Das Experiment zeigt eindeutig, daf§ Aktionspotentiale, die durch direkte
Depolarisation des Neuriten etwa in der Mitte zwischen zwei Spontan-
spikes »kiinstlich« ausgeldst werden, signifikant hbhere Amplitudenwerte
aufweisen als ihre spontanen Nachbarn. Wire die nachgewiesene Ampli-
tudendepression Folge eines Refraktidrphdnomens, so wédren »kiinstlich«
ausgeldste Spikes in gleicher Weise von der Amplitudenverminderung be-
troffen wie im vorangegangenen Experiment (Abb. 1.5) und miifSten den
entsprechenden Amplitudenverlauf (2) zeigen (die strichpunktierte Linie
entspricht der gemessenen Regressionskurve aus Abb. 1.5). Die Versuchs-
ergebnisse (%) widerlegen klar die Annahme eines ursdchlichen Zusammen-
hangs der Amplitudendepression mit dem Refraktdrverhalten der Natrium-
kandle, stehen jedoch im Einklang mit der Prasumption einer potential-
abhédngigen Inaktivierung durch den EPSP-verursachten Potentialanstieg
im Dendriten (»Inaktivierungshypothese«), die eine intermediédre Erho-
hung der Amplitudenwerte fiir »kiinstlich« (nicht durch EPSP-Anstieg) aus-
geloste Aktionspotentiale vorhersagt, da kurznach einem vorangegangenen
Aktionspotential noch weitgehend hyperpolarisierte Membranverhdéltnisse
vorherrschen mit entsprechend hoher Aktivierbarkeit der Natriumkanéle
(Weiteres siehe Text). Lediglich der erste MefSwert ca. 4 ms nach einem
Spontanspike zeigt eine signifikante (und der zweite eine geringere)
Amplitudenverminderung, die tatsidchlich dem Refraktirverhalten der

Natriumkanéle zuzuschreiben sein diirfte (nach Abb. 3.9.4, modifiziert).

Das Ergebnis aus Abb. 1.6 widerspricht klar der »Refraktdrhypo-
these«, kann hingegen plausibel und hinreichend auf der Basis ver-
minderter Aktivierbarkeit dendritischer Natriumkanile (potential-
abhidngige Inaktivierung) aufgrund des EPSP-induzierten Anstiegs des

intradendritischen Potentials erklart werden: Der Potentialverlaufin Abb.
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1.6 zeigt nicht — wie im Falle eines Refraktdrphdnomens zwingend zu
erwarten —deutlich niedrigere, sondern intermedidr signifikant héhere
Amplitudenwerte fiir Aktionspotentiale, die durch elektrische Depolari-
sation der Dendritenendigung mit geringerem Abstand zum vorangegan-
genen Spike ausgelost wurden und widerspricht damit bereits eindeutig
der »Refraktarhypothese« (wdre das Refraktdarverhalten der Natrium-
kandle Ursache der Amplitudendepression, so wiirde sich dieses auf
alle Aktionspotentiale unabhidngig von ihrer Auslosung auswirken). Es
steht jedoch im Einklang mit der Annahme einer EPSP-abhidngigen Ak-
tivierung der Natriumkandle: Kurz nach Ende eines Aktionspotentials
hat noch kaum ein EPSP-induzierter Anstieg des intradendritischen
Potentials stattgefunden, wie er mit Entstehung und Ausbreitung eines
EPSPs und dem Aufbau eines Generatorpotentials zwangsldufig
einhergehen muf3. Die Aktivierungswahrscheinlichkeit der Natrium-
kandle ist deshalb zu diesem Zeitpunkt unmittelbar nach einer voran-
gegangenen Hyperpolarisation nahezu maximal und damit sind hier
bei »kinstlich« durch Depolarisation des Neuriten hervorgerufenen
Aktionspotentialen (deren Auslosung kein EPSP-Anstiegim Dendriten
vorausgeht) besonders grof3e Aktionspotentialamplituden zu erwar-
ten. Mit Zunahme des EPSPs steigt auch das intradendritische Poten-
tial an, woraus in Abhdngigkeit von dessen Stdrke eine subliminale
Aktivierung der dendritischen Natriumkanadle resultiert; diese setzt durch
Verschiebung des Konformationsgleichgewichts der Natriumkanale
(vom aktivierbar geschlossenen iiber den gedffneten zum geschlossen-
nicht-aktivierbaren Zustand) deren Aktivierungswahrscheinlichkeit
im Hodgekin-Huxley-Zyklus herab (= potentialabhédngige Inaktivie-
rung) und somit verringert sich die Amplitude der Erregung (Hodgekin

& Huxley 1952a-d, Lehrbiicher der Physiologie). Je groler das einem
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Aktionspotential vorausgegangene EPSP und damit auch die potential-
abhéngige Inaktivierung der Natriumkanale, desto kleiner ist demnach
zwangslaufig die Amplitude dieses Aktionspotentials.

Diese Interpretation der Amplitudendepression als EPSP-korrelierte
potentialabhédngige Inaktivierung der durch TTX blockierbaren den-
dritischen Natriumkandile fordert somit zwingend eine EPSP-abhan-
gige, dem Aktionspotential vorausgehende Aktivierung dieser Kana-
le, womit auch gleichzeitig ihre aktive, unterstiitzende Rolle bei der
Fortleitung graduierter Potentiale nachgewiesen wire (Hodgekin &
Huxley 1952a-d), wie sie seit der Beschreibung der Kanaleigenschaften
(ibid.) bereits wiederholt diskutiert wurde (u.a. Stafstrom et al. 1982,
Perkel & Perkel 19835, Miller et al. 1985, Huguenard et al. 1989, French
etal. 1990, Alzheimer et al. 1993, Brown et al. 1994, Taylor et al. 1995,
Johnston etal. 1996, Lipowksy etal. 1996, Cash & Yuste 1998, Poznanski
& Bell 2000a,b).

6. Experimente mit progressiver Blockierung der dendritischen
Natriumkanéle durch TTX lassen sich nur mit folgenden
Schlufdfolgerungen in Einklang bringen: (1) Es gibt nur einen
singuldren Ort der Aktionspotentialbildung, der sich im
Axonstamm befindet. (2) Dieser integriert die — mit Unterstiit-
zung dendritischer Natriumkanéle bis dorthin aktiv fort-
geleiteten — EPSPs bis zum Erreichen der Ausléseschwelle fiir
ein Aktionspotential. (3) Die Aktionspotentiale werden dabei
anthero- wie retrograd aktiv fortgeleitet und invadieren den

gesamten Dendritenbaum.

Um die Rolle der dendritischen Natriumkanéle genauer zu untersuchen,

wurden Experimente durchgefiihrt, bei denen diese Kanéle progressiv
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durch TTX blockiert wurden. Dazu appliziert man denKanalblocker
auflerhalb des Clusters durch eine Punktldsion der Haut und 143t ihn
aus proximaler bzw. distaler Richtung in den Dendritenbaum eindif-
fundieren. Mittels Doppelableitung aus proximaler und distaler Extrem-
position wurden im Verlauf der Diffusionsausbreitung des Kanalblockers
in das Cluster hinein hochsignifikante Verdnderungen in Aktionspoten-
tialamplitude, -frequenz, Erregungsmustern und Empfindlichkeit der
Organcluster in Abhédngigkeit von Applikationsort und Ableitort regi-
striert (s. Abb. 1.7, ndchste Doppelseite).

Diese Befunde geben eine Vielzahl von Hinweisen tiber die den-
dritischen Prozesse: Unter proximaler TTX-Einwirkung auf den Axon-
stamm kommt es am Impulsentstehungsort zu Arhythmien wegen des
Ausfalls einzelner oder mehrerer aufeinander folgender Aktionspoten-
tiale im gesamten Dendritenbaum, bei weiterhin absolut synchronem
Auftreten der noch verbleibenden Aktionspotentiale. Mehrere hypo-
thetische Impulsentstehungsorte in den einzelnen Dendritendsten,
wie sie die »Kollisionstheorie« postuliert, miifsten unausweichlich durch
Anwendung von TTX entkoppelt (asynchron) und nachfolgend, bei
zunehmender Blockierung von Natriumkanédlen in den zur autono-
men Bildung von Aktionspotentialen befahigten Strukturen zunédchst
gestort (arhythmisch) werden und nachfolgend ganz ausfallen. Dies
steht jedoch im Widerspruch zur Beobachtung synchroner und im
Grundrhythmus stabiler »alles-oder-nichts«-Entladungen und kann
deshalb eindeutig ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse belegen damit,
dafl die Erregungsbildung unter physiologischen Bedingungen — trotz
erregbarer Dendriten — erst und ausschlief}lich im Axonstamm am Be-
ginn der gemeinsamen Afferenz — und damit monozentrisch - statt-

finden mufs.
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proximale TTX-Applikation

distale TTX-Applikation
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Interspike- geringfugig; mit fortschrei- 1y, oy ca. das Sechsfache;
Intervall tender Messung durch AAI_IS- Spikemuster bleibt regel-
fall v. Spikes unregelmafig, i
mafig
»stottern«
weitgehend unveridndert drastischer Riickgang
Reizantwort |1ach Ende der Spontanak- | nach Ende der Spontan-

aktivitat ist System nicht
mehr erregbar

Hinweise auf
Ursachen (s.
Diskussion)

Einflufy auf Digitalsystem
(d.h. AP-Generation oder
-Fortleitung), Analogsystem
weitgehend unbeeinfluf3t

Einflufy auf Analogsystem
(z.B.aktiv unterstiitzte EPSP-
Fortleitung), Digitalsystem
unbeeinfluflt

Abb.1.7: Ubersichtsgraphik und tabellarische Zusammenfassung der TTX-

verursachten Verdnderungen der Parameter Spikeamplitude, Reizantwort

und Interspike-Intervall der afferenten Faser bei fortschreitender Besetzung

dendritischer Natriumkanéle der Endarborisation aus proximaler bzw.

distaler Richtung (Abb. 3.6.5, 4.6.1, Tab. 3.6.4, komb.). Weiteres siehe Text.

Zusammenfassung

27



28

Die Anwendung von TTX an distalen Dendritenabschnitten fiihrt
dazu, dafs die retrograde Fortleitung von Aktionspotentialen von ihrem
Entstehungsort zurtick in die Endarborisation zunédchst in ihrer Am-
plitude kontinuierlich vermindert und schlie8lich vollstindig unter-
driickt wird, wiahrend andere, noch TTX-unbeeinflufite Bereiche der
Endverzweigung Aktionspotentiale mit nahezu unverminderter Am-
plitude ableiten lassen. Ohne aktive Erregungsleitung ist es demnach
Aktionspotentialen nicht moglich, die Dendritenstrecke zu tiberwinden.

Auflerdem geht mit zunehmender TTX-Besetzung der dendriti-
schen Natriumkandle auch eine Verminderung der orthograden EPSP-
Ausbreitung einher, die sich u.a. in einer Zunahme des Interspike-In-
tervallsund in einer Verminderung der Empfindlichkeit fiir elektrische
Reize duflert und durch eine Verringerung der den Impulsent-
stehungsort erreichenden, EPSP-korrelierten und depolarisierenden
Stromkomponente der dendritischen Natriumkanéle verursacht sein muf.
Eine andere Ursache fiir die Verlangsamung des Generatorpotential-
anstiegs als die Blockierung distal-dendritischer Natriumkandle mit der
Folge einer Verringerung des EPSP-unterstiitzenden Depolarisations-
stroms kann somit nach der hier angestellten Analyse als Wirkungs-
mechanismus fiir den kontinuierlich-stetigen Anstieg des Interspike-
Intervalls eindeutig ausgeschlossen werden. Ab einem gewissen
Blockierungsgrad der Natriumkanile der distalen Dendriten werden
offenbar die wirksamen, aber bisher mef3technisch nicht fafibaren,
synaptischen Potentiale entlang der Dendritenstrecke so weit abge-
schwicht, dafl sieam Impulsentstehungsort am Beginn der gemeinsa-
men Afferenz die kritische »Feuerschwelle« nicht mehr erreichen und
damit keine Aktionspotentiale mehr auslosen konnen. Dieser Beitrag

der dendritischen Natriumkandle ist damit — entsprechend dieser Be-
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funde - unter physiologischen Bedingungen Voraussetzung fiir die
Ausbreitung postsynaptischer Potentiale innerhalb der Endarborisation
und damit mafigeblich und unverzichtbar fiir den Aufbau des Gene-
ratorpotentials.

Aus der Analyse der Ergebnisse kann damit nur gefolgert werden,
dafl durch den EPSP-verursachten Anstieg des intradendritischen
Potentials tiber eine geringfiigige Verschiebung des Konformations-
verhdltnisses der Natriumkanéle entsprechend der von Hodgekin &
Huxley (1952a-d) gefundenen Aktivierungswahrscheinlichkeitsdichte-
funktion ein subliminaler Verstarkungsmechanismus gesteuert wird,
der in der Lage ist, postsynaptische Potentiale auf dem Wege einer
Stromverstarkung bei ihrer Ausbreitung in den dendritischen Struktu-
ren aktiv zu unterstiitzen. Die auf diese Weise verlustarm zum Impuls-
entstehungsort in der gemeinsamen Afferenz fortgeleiteten EPSPs
werden dort bis zum Erreichen der Feuerschwelle integriert und 16sen
Aktionspotentiale aus, die sich bei ihrer retrograden Invasion der End-
arborisation derselben Natriumkanalpopulation bedienen kénnen, die
bereits die Ausbreitung der postsynaptischen Potentiale unterstiitzt
hat. Die EPSP-verursachte Verschiebung des Konformationsverhaltnisses
der Natriumkanadle ist demnach ausreichend, die Ausbreitungsverluste
uber die grofden Fortleitungsdistanzen innerhalb des Dendritenbaumes
zu kompensieren, jedoch zu gering, um die Fortleitung der Aktions-
potentiale zu gefdhrden, deren retrograde Ausbreitung fiir einen notwen-
digen »Reset« der Natriumkanaile sorgen diirfte, der fiir die Funktion
des Systems unverzichtbar ist. Jedoch manifestiert sich nach gegenwar-
tigem Erkenntnisstand in der nachgewiesenen Amplitudendepression (s.
Pkt. 5)die vorangegangene subliminale Aktivierung der Natriumkanile,

die hierfiir Voraussetzung ist und durch die EPSPs verursacht wird.
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Auflerdem kommt es durch TTX zu einer Unterdriickung der
dendritenlokalisierten Adaptation der Spontanaktivitdt der afferenten
Faser, wie sie u.a. nach »kathodischer Inhibition« eintritt und fiir das
Wiedereinsetzen einer Spontanaktivitat trotz fehlenden EPSPs verant-
wortlich ist: Nach TTX-Einwirkung auf distale Dendritenabschnitte
kann trotz weiterhin vorhandener synaptischer Aktivitdt und Depola-
risation der Dendritenendigung weder dieses postsynaptische Poten-
tial den Impulsentstehungsort aktivieren, noch findet eine adaptive
Neueinstellung der Spontanaktivitat statt, da offensichtlich beide Pro-
zesse auf TTX-sensitiven Natriumkandlen basieren und durch den
Kanalblocker unterbunden werden (s.a. Kap. 4.3, S. 130-154).

Zusammenfassend lassen sich aus diesen Ergebnissen u.a. folgende
Schliisse ziehen: (1) In jedem Cluster ist unter physiologischen Bedin-
gungen fiir die Generierung der Aktionspotentiale nur ein Impuls-
entstehungsort verantwortlich, der sich im Axonstamm der gemein-
samen Afferenz befindet. (2) Die Ausbreitung der postsynaptischen
Potentiale in den Endédstchen der Dendriten erfolgt aktiv mit Unter-
stiitzung dendritischer Natriumkanale, die im fiir die Aktionspotential-
auslosung noch unterschwelligen Bereich als spannungsgesteuerte
Stromverstédrker »stabil und prézise« (was Gegenstand kontroverser
Diskussion ist, s.u.) arbeiten und postsynaptische Signale so verstarken,
daf} die bei elektrotonischer Ausbreitung eines EPSPs unausweichlich
eintretende Amplitudenabnahme teilweise oder vollstandig ausgegli-
chen wird. Durch einen solchen subliminalen Verstarkermechanismus
wie er seit den Arbeiten von Hodgekin & Huxley (1952a-d) bereits
wiederholt diskutiert wurde, entstehen erst die Voraussetzungen fiir
Konvergenz und Addition der postsynaptischen Potentiale im

Axonstamm (u.a. Stafstrom et al. 1982, Perkel & Perkel 1985, Miller et
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al. 1985, Huguenard et al. 1989, French et al. 1990, Alzheimer et al.
1993, Brown et al. 1994, Taylor et al. 1995, Stuart & Sakmann 1995,
Johnston etal. 1996, Lipowksy etal. 1996, Cash & Yuste 1998, Andreasen
& Lambert 1999, Poznanski & Bell 2000a,b). (3) Die Endarborisation
wird in ihrer gesamten Erstreckung von den Aktionspotentialen aktiv
retrograd invadiert, was u.a. eine essentielle »Reset«-Funktion in den

dendritischen Strukturen erfiillen diirfte (s. Diskussion, Kap. 4.3, S. 30-154).

7. Resiimee und Erweiterung des Rezeptormodells.

Die Endarborisation stellt damit ein — in dieser Form und Auspragung
aus der Literatur noch nicht bekanntes — hoch wirksames, ideal auf die
physiologischen Erfordernisse abgestimmtes peripheres Konvergenz-
system innerhalb eines Dendritenbaumes dar, das auf der Basis passi-
ver Nerveneigenschaften allein weder erkldarbar noch in dieser Form
iberhaupt potentiell realisierbar wire. Wie in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, basiert die Funktion des Dendritensystems mafgeb-
lich auf der AKTIVEN Arbeitsweise dendritischer Natriumkanadle, die u.a.
gleichzeitig die Aufgabe von »Analogverstarkern« fiir die postsynaptische
Potentialintegration erfiillen wie auch der Fortleitung von Aktions-
potentialen dienen. Die aktiv unterstiitzte Fortleitung graduierter
Potentiale, wie sie aus der Analyse des Systems zu folgern ist, war zwar
seit den Arbeiten von Hodgekin & Huxley (1952a-d) wiederholt Ge-
genstand theoretischer Diskussion, wird jedoch erst seit Kurzem v.a.
im Rahmen zentralnervoser Informationsverarbeitung im Sdugerhirn
weltweit in mehreren Arbeitsgruppen experimentell untersucht (Stu-
art & Sakmann 1995, Magee & Johnston 1995, Schwindt & Crill 19985,
Lipowsky et al. 1996, Haag & Borst 1996, Stuart et al. 1997a,b, Cook &
Johnston 1997, Mittmann et al. 1997, Cash & Yuste 1998, Mickus et
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al. 1999a,b). Neben diesem Beitrag zur Untersuchung und aktuellen
Diskussion aktiver dendritischer Prozesse als einem allgemeinen
Funktionsprinzip dendritischer Integration erweitert die vorliegende
Arbeit das bislang giiltige Rezeptormodell um aktive Mechanismen bei
Fortleitung und Verarbeitung synaptischer Potentiale. Sie miissen
essentiell und - dem einfachsten, hier vorgeschlagenen Erklarungs-
modell zufolge sogar ausschlieflich — denselben dendritischen span-
nungsgesteuerten und TTX-blockierbaren Natriumkanilen zugeordnet
werden, die auch fiir die retrograde Fortleitung der Aktionspotentiale
in die Endarborisation zuriick verantwortlich sind. Nach bisherigem
Kenntnisstand existierten noch eine Reihe ungekldrter Fragen und
Widerspriiche im bislang bekannten Modell des ampulldren Rezeptor-
systems im Zusammenhang mit der Funktion von Clusterbildung und
peripherer Konvergenz. Hierzu zdhlen vor allem (1) die fehlende Kor-
relation zwischen Spontanaktivitit und Empfindlichkeit (Peters et al.
1975, Bretschneider et al. 1979 & 1980, Peters et al. 1988, Teunis et al.
1989, Bretschneider & Peters 1992, Heijmen & Peters 1995, Peters et al.
1997), (2) die Stabilisierung der Spontanaktivitdt und die Abweichung
des Signal/Rausch-Verhéltnisses vom Nyquist-Kriterium im Zusammen-
hang mit der ontogenetischen Konvergenzzunahme und dem Wachstum
der Clusterorgane (Peters & Mast 1983, van Dongen & Bretschneider
1984, Peters & van Ieperen 1989, Teunis et al. 1990, Bretschneider et
al. 1991, Peters et al. 1997), sowie (3) die Frage nach dem theoretisch
bereits postulierten ersten dendritischen Adaptationsmechanismus
bei Anderung des lonenmilieus und »kathodischer Inhibition« (Roth
1971 & 1973, Peters et al. 1975 & 1988, Zhadan & Zhadan 1975, Baus-
wein 1977, Bretschneider et al. 1979 & 1980, Zakon 1984, Sanchez &
Zakon 1987 & 1990, Peters & van leperen 1989, Peters et al. 1997). Der
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aktive Beitrag des dendritischen Natriumkanal-Systems bei Fortleitung
und Verarbeitung postsynaptischer Potentiale, der in dieser Arbeit her-
geleitet und indirekt bewiesen werden konnte, fiihrt ein wichtiges
neues Element in das bislang bekannte Modell dieses Rezeptor-
mechanismus ein und ist damit geeignet, die oben genannten Wider-
spriiche zu tiberbriicken und das Verstdndnis fiir dieses Sinnesystems

zu erweitern.
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2. Einleitung

Der elektrische sinn ist bei Fischen und aquatisch lebenden Amphi-
bien weit verbreitet und wird zusammen mit den Mechanosensoren,
die auf Druckschwankungen und niederfrequente Wasserbewegungen
ansprechen, dem Lateralis- oder Seitenliniensystem zugerechnet. Die
Existenz dieses Sinnes wurde zundchst bei der aktiven Elektroortung
schwach elektrischer Fische entdeckt, die sehr empfindlich auf dufiere
elektrische Reize wie auch auf die Verdnderung der selbst generierten
Felder reagieren (Lissmann 1958, Lissmann & Machin 1958, Machin
& Lissmann 1958, Bennett 1971). Jedoch sind auch viele nicht elektri-
sche Fische dazu befdhigt, diese Sinnesmodalitdt wahrzunehmen und
z.B. auf elektrische Felder in ihrer Umwelt zu reagieren. Hierzu dienen
ihnen ampulldre Elektrorezeptoren, die in ihrer Haut nach einem fest-
gelegten Verteilungsmuster angeordnet auf die Wahrnehmung elek-
trischer Niederfrequenzfelder spezialisiert sind. Als ancestraler
Rezeptortyp kommen Sinnesorgane dieser Bauart bei allen elektro-
sensitiven Teleostiern (Gymnotiden, Mormyriden —elektrisch aktiven
wie nicht aktiven — sowie bei Welsen), des weiteren bei Haien, Lungen-
fischen, Storen, Flosselaalen wie auch bei wasserlebenden Schwanz-
lurchen vor; vom Typ des tuberdsen Elektrorezeptors oder Knollen-
organs, wie er ausschlieflich bei elektrogenen Mormyriden und

Gymnotiden auftritt und dort der aktiven Elektrolokalisation dient,
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indem er mit phasischen Reaktionen auf die Entladungen ihrer elek-
trischen Organe reagiert, sind sie morphologisch, physiologisch und
funktionell verschieden. Ampulldre Elektrorezeptoren wiederum wer-
den gewohnlich in zwei Unterklassen geteilt: die Lorenzinischen Am-
pullen und die Mikroampullen (u.a. auch »small pit organs« oder ein-
fach »ampulldre Organe« genannt); da sich diese Arbeit ausschlieflich
mit letzteren beschiftigen wird, werden sie im Folgenden — wie auch
in der Literatur verbreitet — oft nur als ampullédre Elektrorezeptoren,
Elektrorezeptoren oder ampulldre Organe bezeichnet werden (Bennett
1971a,b, Szabo 1974, Zakon 1986, Fiedler 1991, Bretschneider & Peters
1992, Kramer 1996).

Lorenzinische Ampullen kommen bei Elasmobranchiern vor und
sind grof3e Sinnesorgane mit tausenden von Sinneszellen, die tiber
einen langen Kanal mit der Umwelt in Verbindung stehen; sie geho-
ren zu den empfindlichsten Sensoren fiir elektrische Felder und sind
physiologisch bestens an das Leben im Meerwasser mit seiner hohen
Leitfdhigkeit und dem aus osmoregulatorischen Griinden geringen
Hautwiderstand der Fische angepafit (Bennett 1971a,b, Obara & Bennett
1972, Obara 1974, Kramer 1996).

Die Mikroampullen, die typischerweise bei Siifwasservertretern
der vorgenannten Tiergruppen anzutreffen sind, bestehen hingegen
aus wenigen Dutzend Sinneszellen in einem Ampullenbecher von ca.
100 pm Durchmesser, der sich tiber einen Porus zum Umgebungswasser
offnet. Diese Hautsinnesorgane, birnenférmige Invaginationen, an de-
ren Basis sich ein eingesenkter Sinnesepithelkomplex aus sekundédren
acustico-lateralis-Rezeptoren umgeben von akzessorischen Zellen be-
findet, stehen iiber einen Kanal, der mit einer Mucopolysaccharid-Gal-

lerte gefiillt und reich an sezernierten, die Leitfdhigkeit ethohenden und
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das lonenmilieu puffernden Kaliumionen ist, mit dem Auflenmedium
in Verbindung. Als sekundire Rezeptoren iibertragen die neuro-epi-
thelialen Rezeptorzellen eines ampulldren Organs ihre Information
synaptisch zu einer afferenten Faser, die sie zum Gehirn fortleitet, wo
Weiterverarbeitung und Verrechnung der Einzelorganantworten statt-
finden (Bennett 1971a,b, Szabo 1974, Bennett & Clusin 1979, Teeter
& Bennett 1981, Bretschneider & Peters 1992).

Diese Afferenzen zeigen eine stindige, reguldre Spontanaktivitat,
die durch Stimuli moduliert wird: bei Teleostiern erhéhen anodische
oder lumenpositive Reize die Spikerate des afferenten Neurons, wah-
rend kathodische, lumennegative Reize diese verringern. Dieser Me-
chanismus erlaubt die Codierung beider Reizpolaritdten und stellt ei-
nen wichtigen Mechanismus zur Empfindlichkeitserh6hung dar, da
keine Codierungsschwelle existiert und jeder noch so kleine Stimulus
(theoretisch) eine detektierbare Frequenzdanderung (Af) hervorruft. Den
primédren Transduktionsschritt stellt beim ampulldren Elektrorezeptor
die Polarisierung seiner basalen Sinneszellmembran dar, die nach géan-
giger Lehrmeinung direkten Einfluf auf den Offnungszustand span-
nungsgesteuerter Calciumkandle und damit auf die Transmitteraus-
schiittung besitzt (Bennett & Clusin 1979, Bennett & Obara 1986,
Schifer et al. 1990, Teunis et al. 1991b, Bretschneider & Peters 1992,
Heijmen & Peters 1995b, Peters et al. 1997b). Der modulierte Trans-
mitterfluf 16st organ- und synapsennah die Erregung in der afferenten
Faser aus. Durch einen stindigen geringfiigigen Calciumeinstrom in
die Rezeptorzellen auch in Abwesenheit von Stimuli kommt es zu ei-
nem zyklisch repetitiven Prozef3, der die konstante Spontanaktivitat
der afferenten Faser speist (Bennett 1971a, Bretschneider et al. 1980,
Bretschneider etal. 1990, Bretschneider & Peters 1992, Andrianov 1996),
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und die Voraussetzung fiir die bipolare und schwellenlose Arbeitswei-
se des ampulldren Elektrorezeptors darstellt.

Daneben gibt es aber eine Reihe von Spezies, die von diesem klas-
sischen Schema der Innervierung und Informationsverarbeitung, wie
man es bei den meisten elektrosensitiven Teleostiern kennt, in einem
Punkt abweichen: bei den sog. »Clusterbildnern« bleibt es im Laufe
der Ontogenese nicht bei der typischen 1-zu-1-Verschaltung eines je-
den Organs tiber eine Nervenfaser zum ZNS. Auch hier wird in juveni-
lem Stadium zundchst durch eine vom einem Ast des Seitenliniennervs
inihr Zielgebiet auswachsenden Faser ein Organ induziert (Roth 1985
& 1986, Roth & Wittmaack 1991, Teunis et al. 1991a, Roth 1993, Roth
pers. Mitt.). Im Laufe der Entwicklung aussprossende Neuritendste in-
duzieren jedoch weitere Organe, die mehrere hundert Mikrometer vom
»Ursprungsorgan« entfernt liegen und die damit iiber diesselbe Faser
innerviert werden. Dadurch entstehen im Laufe der Ontogenese wach-
sende Cluster, funktionelle Einheiten aus bis zu ca. 30 Organen, verteilt
iber ein Hautareal von bis zu 2 x 1 mm? (z.B. bei grofleren Adult-
exemplaren von Schilbe mystis), deren Information in einem prima-
ren afferenten Neuron konvergiert und dort vorverarbeitet wird. Die
Funktion des daraus resultierenden Dendritensystems 13t sich bei ge-
nauerer Analyse nur schwerlich mit einigen klassischen Vorstellun-
gen der Neurophysiologie (Dendriten als passive Verschaltungs- und
Integrationsstrukturen; ausschlief3lich passive Fortleitung graduierter
postsynaptischer Potentiale und dadurch bedingt stark dekrement-
behaftete Ausbreitung von Analogsignalen bereits tiber kurze Den-
ritendistanzen; daraus resultierende Notwendigkeit zur synapsennahen
Digitalisierung postsynaptischer Potentiale; aktive Signalfortleitung

ausschliefilich auf Aktionspotentiale beschrankt; komplexe und spe-
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zialisierte Informationsverarbeitung nur in neuronalen Netzen des
Zentralnervensystems etc.) in Einklang bringen, wie sie einige Jahr-
zehnte lang uneingeschrankt zu gelten schienen.

Die im elektrosensorischen System clusterbildender Welse auftre-
tende periphere Konvergenz besitzt eine Reihe weiterer Implikationen,
die auf grundsitzliche Funktionsprinzipien verweisen konnten, die
auch tber dieses System hinaus von allgemeinerer Bedeutung sind.
Bestimmte Aspekte dieser Konvergenz im elektrosensorischen System
wurden bereits in mehreren fritheren Arbeiten behandelt (Bretschnei-
deretal. 1980, Peters & Mast 1983, van Dongen & Bretschneider 1984,
Peters & van leperen1989, Teunis et al. 1990b, Sanchez & Zakon 1990,
Bretschneider & Peters 1992, Heijmen & Peters 1995, Andrianov 1996,
Peters et al. 1997a). Im Mittelpunkt aller dieser bisherigen Arbeiten
standen phanomenologische Untersuchungen tiber die Auswirkungen
der Clusterbildung auf Rezeptorverhalten und Rezeptormechanismus
(Empfindlichkeit, Dynamik, Frequenzverhalten, Rauschanalyse etc.).
Jedoch ergaben diese Arbeiten noch kein eindeutiges Bild von Arbeits-
weise, Funktion und biologischer Bedeutung der Konvergenz; insbe-
sondere die Prozesse in dieser ausgedehnten multifunktionalen End-
arborisation zwischen den Synapsen und der Bildung des ableitbaren
Aktionspotentials im afferenten Neuron waren in keiner dieser Arbei-
ten Gegenstand genauerer Untersuchungen. So fehlten bislang expe-
rimentell fundierte Erkenntnisse iiber die Prozesse der Signalausbrei-
tung und -verrechnung dieser priméren Integrationsstufe und somit
uber alle Vorgidnge, die sich von der synaptischen Antwort tiber die
Fortleitung postsynaptischer Potentiale bis zu dem oder den Genera-
tionsorten der Aktionspotentiale, die bisher ebenfalls nicht identifi-

ziert werden konnten, der Interaktion der Informationen der verschie-
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denen Organ-»inputs« und der Ausbreitung der Aktionspotentiale im
Dendritenbaum abspielen, weshalb eine Reihe von Ergebnissen die
periphere Konvergenz betreffend, bisher noch nicht schliissig gedeu-
tet werden konnten.

Deshalb beschiéftigt sich die vorliegende Arbeit mit diesen Vorgan-
gen der Signalausbreitung, Informationsverarbeitung und Konvergenz
in ausgedehnten peripheren Dendritensystemen anhand des elektro-
sensorischen Systems clusterbildender Welse. Dieses au3ergewohnli-
che Modellsystem als seltenes Beispiel eines auf periphere Informati-
onsverarbeitung spezialisierten mononeuronalen Konvergenzsystems
im Dendritenbaum eines primdren sensorischen Vertebratenneurons
lafdt gute Voraussetzungen fiir die Untersuchung aktiver Prozesse in
Dendritensystemen erwarten und damit einen Beitrag zur aktuellen
Diskussion dieser Thematik, die seit Mitte der Neunziger Jahre stark
an Bedeutung gewonnen hat und bisher nahezu ausschlief3lich in der
zentralnervosen Informationsverarbeitung im Sdugerhirn untersucht
wurde (u.a. Alzheimer etal. 1993, Brown et al. 1994, Taylor etal. 1995,
Stuart & Sakmann 1995, Magee & Johnston 1995, Schwindt & Crill
1995, Lipowski et al. 1996, Johnston et al. 1996, Haag & Borst 1996,
Gillessen & Alzheimer 1996, Stuart et al. 1997a,b, Cook & Johnston
1997, Mittmann et al 1997, Liischer & Larkum 1998, Stuart & Spruston
1998, De Schutter 1998, Cash & Yuste 1998, Mickus et al. 1999a,b,
Poznanski & Bell 2000a,b).
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Morphologie

Diese Arbeit beschiftigt sich —wie eingangs dargelegt — mit den Signal-
ausbreitungsvorgdangen in der Endarborisation, untersucht an Hand
des Modellsystems der afferenten Dendriten des elektrosensorischen
Systems clusterbildender Welse. Die Idee zur Bearbeitung des Themas
vorliegender Dissertation entstand angesichts der morphologischen
Beobachtung dieses Sinnessystems mit seiner sehr ausgedehnten pe-
ripheren Konvergenz zahlreicher (bis zu ca. 30) Sinnesorgane auf ein
primaéres afferentes Neuron und der physiologischen Untersuchung
und Charakterisierung der Cluster mittels Doppelableitung zur Iden-
tifizierung der Clusterzugehorigkeit. Die Grof3e und Ausdehnung die-
ses dendritischen Systems wirft, wie spdter noch diskutiert werden soll,
eine Reihe von Fragen zur Arbeitsweise des dendritischen Systems auf, das
eine Integrations- und Verarbeitungsleistung der zahlreichen, raumlich
weit gestreuten Inputs der konvergierenden Sinneszellen innerhalb ei-
nes Neurons ohne die Moglichkeit polyneuronaler Verarbeitungsnetze
zu erbringen hat. Von besonderem Interesse ist hierbei auch die Signal-
ausbreitung innerhalb des Dendritenbaums, die auf der Basis der klas-
sischen neurophysiologischen Vorstellungen kaum denkbar wire. Um
die Funktion der Endarborisation besser einschitzen zu konnen, stellt

sich zwangsldufig die Frage nach morphologischen Anpassungen und
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besonderen Funktionskorrelaten in der Ausbildung des Dendritenbaums,
die diesen an die spezifischen Anforderungen adaptieren. Deshalb war
es naheliegend, Bau der Endarborisation, Dendritendurchmesser,
Mpyelinisierung, Verzweigungstopologie und Dendritenldngenverhalt-
nisse genauer morphologisch zu studieren. So standen zundchst mor-
phologische Untersuchungen im Zentrum des Interesses. Es sollte ge-
klart werden, wie das Verschaltungsmuster der Dendriten auf das
afferente Neuron aussieht, welche Verschaltungstopologie vorliegt,
wie das Verhaltnis der dendritischen Fortleitungsstrecken innerhalb
des Clusters von der Synapse zur Afferenz beschaffen ist und welchen
Durchmesser und Grad an Myelinisierung sie besitzen, welchen Bau,
welche Starke und Breite die Markscheide aufweist. Diese Untersu-
chungen wurden tiberwiegend am Fluoreszenzbinokular, Fluoreszenz-
mikroskop sowie am konfocalen Laser-Scanningmikroskop unter
Anfarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DASPEI (Diaminostyrylpyri-
diniumiodid) durchgefiihrt.

Bei Fischen der Spezies Schilbe mystis fanden sich zwei Grundtypen
von Clustern, die im Folgenden als »Baumchentyp« und »Sterntyp«
bezeichnet werden. Sie treten je nach untersuchter Rezeptorreihe in
unterschiedlicher relativer Haufigkeit auf. Wahrend der »Sterntyp«
typischerweise bis zu rund einem Dutzend Organe umfaf3t, konnen
Cluster des »Baumchentyps«bis zu ca. 30 Organe einschliefen, die alle
auf ein primadres afferentes Neuron konvergieren. Das Konvergenzareal
bzw. die Langsausdehnung eines Clusters des »Baumchentyps« kann
mehrals2 mm erreichen (die maximalen Dendritenldngen konnen da-
bei fast 3 mm betragen). Den hdchsten Verbreitungsgrad besitzen die
Cluster vom »Bdumchentyp« auf der Analflosse in einem parallelen

Streifen nahe ihrer Basis (in den spateren physiologischen Versuchen
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an Schilbe mystis wird ausschlief8lich mit Organclustern dieses Typs
von der Basis der Analflosse gearbeitet).

Wihrend Cluster vom »Sterntyp« bei idealtypischer Ausprigung
ndherungsweise »hub«-Topologie mit radial-zentripetalen Dendriten,
zuweilen mit dichotomen Sekundirverzweigungen, bei annahernd
gleicher Lange aufweisen, besitzen typische »Baumchen«-Cluster eher
eine »line«-Topologie, die jedoch erhebliche Variabilitit und Polymor-
phie mit z.T. hierarchischen oder mehrstufigen Verzweigungs-
elementen aufweisen kann. Uberwiegend sind in »Bidumchen «Clustern
von Schilbe mystisim Faserverlauf der Afferenz proximale Organe tiber
kurze, weitgehend direkt in den gemeinsamen Axonstamm einlaufen-
de Dendriten innerviert, wahrend distalere Organe stets tiber um ein
mehrfaches lingere Dendriten versorgt werden, die sich z.T. ein- oder
mehrstufig verzweigen konnen. Die Endarborisation ist bei Schilbe mystis
wie auch bei Physialia spec. nahezu vollstandig bis zu den synaptischen
Endigungen myelinisiert. Wahrend Physialia stark verdickte Dendriten
(bis zu ca. 5 pym Innendurchmesser) und relativ ausgeglichene
Dendritenldngen aufweist — axonnahe Organe werden nicht auf direk-
tem Wege, sondern durch »mdandrierende« Dendriten innerviert, lan-
gere Dendriten besitzen oft einen grofieren Querschnitt, Axonstamm
entspringt oft weit innerhalb des Clusters und liegt nicht typischerweise
wie bei Schilbe mystis proximal aufierhalb des Clusters, wodurch ein
teilweiser Ausgleich der Leitungslingendifferenzen und Propagations-
widerstdnde eintreten konnte, was als morphologische Anpassung der
EPSP-Fortleitung tiber grofiere Distanzen zu einem moglicherweise wei-
ter entfernt in der gemeinsamen Afferenz liegenden Generationsort der
Aktionspotentiale gedeutet werden kdnnte —sind Dendriten bei Schilbe

mystis im Durchmesser unauffillig und i.d.R. deutlich diinner als das
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Axon. Bei Schilbe mystis treten in »Baumchenclustern«z.T. extreme Un-
terschiede in den Leitungslangen von 1:5 bis 1:10 und dariiber auf, die
keine der vorgenannten morphologischen Kompensationsmechanismen
erkennen lassen (der hochste beobachtete Quotient lag bei 1:16,9). Im
Mittel lag der Dendritenldngenquotient, ermittelt aus der Horizontal-
projektion des jeweils langsten und kiirzesten Dendriten eines Clusters
anhand von Laser-Scanning-mikroskopischen Bildern und Fluoreszenz-
mikrophotographien von Clustern des Biumchentyps mit mehr als 6
Organen, bei 8,7 + 3,1 (n = 63). Der Neuritendurchmesser der Verzwei-
gungsdste (rami) ist mit 1,2 + 0,5 pm (n = 27) deutlich diinner als der
des afferenten Axons, das 2...5 pym Durchmesser erreichen kann. Die
Mpyelinisierung ist iber die gesamte Fortleitungsstrecke stark ausgepragt
und weist — in etwa dem Axonkaliber entsprechend, zumeist jedoch
dieses etwas tibertreffend - einen typ. Auendurchmesser von 3 pm auf,
die Markscheide ist jedoch mit einer typischen Linge von 12...15 pm bei
einer Anulusbreite von 3...5 pm aufiergewohnlich kurz und liegt um
mehr als eine Gréenordnung unter den typischen Werten myelinisier-
ter Neuriten (Leonhardt 1977); der Grad der Myelinbedeckung liegt —
bedingt durch den Quotienten der Segmentldngen von interannuldrem :
annuldrem Abschnitt—nur bei ca. 75%. Nach Leonhardt und Benninghoff
(1985) zeigen diese Daten nicht die zu erwartende typische Anpassung
des Systems an die saltatorische Erregungsleitung mit der Optimierung
hinsichtlich seiner Langskonstante und belegen eine fiir myelinisierte
Fasern dieses Durchmessers ausgesprochen kurze Lingskonstante mit

relativ starker Signaldimpfung, wie spater noch diskutiert werden soll.

Abb. 3.1.1...7 DASPEI-Farbungen von Clustern ampulldrer Organe
unterschiedlicher Ausprdgung, Schilbe mystis (Balken 2 100 um) >
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Abb. 3.1.4 Cluster vom »Bidumchentyp« in untypischer Ausprigung,

Schilbe mystis, DASPEI-Fiarbung, konfokales Laserscanning-Mikroskop
(Balken 2 100 um)
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Abb. 3.1.5 grofies »dreireihiges« Cluster vom »Bdumchentyp«, Schilbe
mystis, photographische Autnahme einer DASPEI-Farbung am Fluoreszenz-

binokular, kontrastverstiarktes Negativ
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Abb. 3.1.6 Cluster vom »Sterntyp« in untypischer Ausprigung (Ubergangs-
form), Schilbe mystis, DASPEI-Firbung, konfokales Laserscanning-Mikro-
skop (Balken 2 100 um)

Ergebnisse



Abb. 3.1.7 Cluster vom »Sterntyp«, Schilbe mystis, DASPEI-Farbung, kon-

fokales Laserscanning-Mikroskop (Balken £ 100 um)
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Abb. 3.1.8 »Falschfarben-Aquidensitendarstellung« einer konfokalen
Laserscanning-Aufnahme DASPEI-getarbter Dendriten von Schilbe mystis,
Einzelschichtebenenrekonstruktion aus den Ebenen grofSter Schérfe mit
schematischer Darstellung einer Dendritenrekonstruktion, die aus der
Auswertung von ca. 200 Einzelschichtebenen entstand. Alle Abmessun-

gen in pym.
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max. min. Q max. min. Q max. min. Q
1639 167 9,81 773 153 5,05 1526 324 4,71
1155 252 4,58 643 101 6,37 1601 212 7,55
1681 198 8,49 605 117 5,17 1587 94| 16,88

769 103 7,47 1975 123 16,06 731 86 850
1753 139 12,61 723 108 6,69 1046 130 805
1744 264 6,61 1338 126 10,62 1356 160 848

842 62 13,58 1542 304 5,07 1454 156 932

761 76 10,01 1437 104 13,82 1600 248 6,45
1455 106 13,73 1389 222 6,26 1006 79 12,73
1798 406 4,43 1509 149 10,13 1283 204 6,29
1366 159 8,59 1483 148 10,02 675 78 8,65
1464 196 7,47 1717 298 5,76 1634 238 6,87
1236 89 13,89 1434 182 7,88 772 65 11,88

635 234 2,71 1752 128 13,69 738 112 6,59
902 143 6,31 1754 193 9,09 749 103 7,27
1763 480 3,67 1705 176 9,69 1678 243 6,91

1155 85 13,59 997 132 7,55 973 156 6,24
1608 256 6,28 826 168 4,92 1693 175 967
2113 224 9,43 777 75 10,36 1084 120 9,03
1436 127 11,31 755 157 4,81 1292 131 9,86
1355 209 6,48 1698 180 9,43 1420 107 13,27

Dendritenlangenquotient: 8,65 + 3,14 (n = 63)

Abb. 3.1.9 Dendritenlidngenquotienten Q

der langsten (max.) und kiirzesten (min.)
Dendriten, ermittelt aus der Horizontalprojektion der Endarborisation;

Schilbe mystis; (Beispiel einer Auswertung: 1338 ym : 126 uym = 10,67)
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3.2 Statistische Untersuchung des Interspike-
Intervalls

Die Interspike-Intervall-Statistik kann Aussagen tiber die Zahl der ak-
tiven Impulsentstehungsorte liefern und somit weitere Hinweise zur
Lage des oder der Spikegeneratoren geben. Bei jeder Ableitung aus dem
elektrosensorischen System von Schilbe mystis stellt man ein sehr
hohes Maf} an Regelmifiigkeit und Konstanz bei der Spikeabfolge
wahrend der Spontanaktivitat fest. Um diesen augenfalligen Eindruck
genauer quantitativ zu untersuchen, wurde eine grof3e Anzahl von
Interspike-Intervallen wahrend Spontanaktivitdt erfaft und dies mit
Spikemustern in der »Aufwachphase« post appl. MS-222 (siehe auch
Material und Methoden) und nach proximaler TTX-Applikation (sie-
he auch Kap. tiber progressive TTX-Vergiftung) verglichen, die ein je-
weils evident anderes Bild liefern.

Zur statistischen Untersuchung des spontanen Interspike-Intervalls
wurden 1050 Interspike-Intervalle einer idealtypischen Ableitung aus
einem grofen Cluster von Schilbe mystis mit zwolf, von einer Einzel-
faser innervierten Organen vermessen und statistisch erfa3t. Das statisti-
sche Ergebnis ist eine schmale, eingipflige und weitgehend symmetrische
(Offset = Schiefe der angepafiten Haufigkeitsverteilungskurve: 0,7%)
Interspike-Intervall-Haufigkeitsverteilung (ISI-Haufigkeitsverteilung)
ohne jegliche Basisverbreiterung mit einem ¢ von lediglich 7%.

Ein gdnzlich anderes Bild zeigt die ISI-Hdufigkeitsverteilung in der
Aufwachphase nach MS-222 Anésthesie, die z.T. neben der klassischen
»burst«-Aktivitat (kurze »Spikesalven« unterbrochen von lingeren
erregungslosen Phasen) beobachtet werden kann und die an demsel-

ben Cluster wie zuvor durchgefiihrt wurde: hierbei kommt es zu einer
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kontinuierlichen Spontanaktivitdt mit leicht verringerter Frequenz,
jedoch mit starken, irreguldren Fluktuationen im Interspike-Intervall.
Die resultierende ISI-Haufigkeitsverteilung ist hier weitaus breiter, stark

asymmetrisch, mit steilem Anstieg beginnend bei kurzen Intervallwerten
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Abb. 3.2.1 ISI-Héaufigkeitsverteilung der Spontanaktivitit, Schilbe mystis
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ab 3,8 ms, linksgipflig, mit flachem Auslauf zu grof3en Intervallwerten
hin und zeigt somit gute Ubereinstimmung mit der zu erwartenden
Verteilungskurve eines Systems mit entkoppelten autonomen Van-der-

Polschen Oszillatoren. Eine Kurve wie diese ist mit einem singuldren
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Abb. 3.2.2 ISI-Hédutigkeitsverteilung post narc. MS-222, Schilbe mystis
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Oszillatorsystem nicht in Einklang zu bringen (Hoppe et al. 1982,
Gerthsen et al. 1977).

Eine dritte Art von Verteilungkurve erhdlt man bei proximaler
Vergiftung des Initialabschnittes der gemeinsamen Afferenz mit TTX
(siehe Ergebnisse und Diskussion der progressiven TTX-Vergiftung).
Existiert hypothetisch nur ein Impulsentstehungsort, so mufite dieser
(zwangslaufig) in der gemeinsamen Afferenz liegen und in seiner Funk-
tion durch TTX beeintriachtigt werden, was pradigital z.B. zu einer
Schwellenerh6hung fiir die Auslosung eines Aktionspotentials oder
nach der Aktionspotentialbildung zu einem Ausfall einzelner Spikes
fiihren konnte. Beides wiirde sich in charakteristischer, unterscheid-
barer Weise in der ISI-Héufigkeitsverteilung manifestieren. Im Falle der
Alternativhypothese wird eine Verdanderung erst dann und nur in dem
Mafie eintreten, wie die TTX-Front bei progressiver TTX-Vergiftung mit
proximal der Endarborisation gelegenem Applikationsort die jeweils
organnah gelegenen Impulsentstehungsorte in den Dendriten erreicht
und vergiftet bzw. durch Unterbrechung der Erregungsfortleitung die
Kommunikation der einzelnen Aktionspotentialgeneratoren unterbin-
det und diese damit entkoppelt. Auch dies wiirde zu einer charakteri-
stischen und von vorgenannten Moglichkeiten klar unterscheidbaren
Verdnderung der ISI-Haufigkeitsverteilung fiihren; dariiberhinaus
wiren unterschiedliche Spikemuster bei der Doppelableitung aus ver-
schiedenen Ampullen bei partieller Vergiftung der Endarborisation die
unausweichliche Folge (dies konnte jedoch in sémtlichen Versuchen
nicht ein einziges Mal gefunden werden, wie im weiteren Verlauf der
Arbeit noch gezeigt wird). Betrachtet man nun die Histogrammkurve,
so zeigt diese eine eindeutige, fast dquidistante Mehrgipfligkeit. Zu-

satzliche Nebengipfel treten — mit abnehmender »Peak«-Hohe - bei
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Abb. 3.2.3 ISI-Haufigkeitsverteilung nach proximaler TTX-Applikation;
charakteristische stotternde Aktivitédt der Afferenz mit Austall von Einzel-
spikes und Spikegruppen; zum Vergleich einkopiert: Diagramm der Spontan-
aktivitdt prae appl. TTX (Amplitude verkleinert).

Abb. 3.2.4 Darstellung der ISI-Verteilung im »Scatter-Plot« (Nebenseite) >
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den Vielfachen des Grundintervalls t_, also neben 1-t; auch bei 2-t_,
3-t,, 4-t; auf. Das kiirzeste Intervall entspricht in etwa dem Grund-
intervall der unvergifteten Faser, liegt jedoch geringfiigig hoher als
dieses; auch das schmale, symmetrische Grundmaximum ist im Ver-
gleich zum unbeeinflufiten System etwas zu ldingeren Intervallwerten
hin verschoben. Eindeutig ist das Fehlen jeglicher kiirzerer Intervalle,
wie sie bei entkoppelten Oszillatoren mit einer unteren Schranke, die
durch die Refraktdrzeit des Systems bestimmt wird, auftreten miifsten.
Diese Verteilung der Spikeintervalle belegt somit klar, daf sie einem
Rhythmusgeber entspringt, bei dem einzelne Spikeereignisse synchron
im gesamten Cluster ausfallen. Eine Entkopplung einzelner Impulsent-
stehungsorte oder Subzentren wurde niemals beobachtet; die Intervall-
Verteilungskurven sind im gesamten Cluster (dies wurde in zahlreichen

weiteren TTX-Versuchen bestdtigt, siehe unten) absolut identisch.

3.3 Amplitudenvergleich innerhalb eines
Clusters

Wie aus den morphologischen Daten und Bildern ersichtlich, kon-
nen sich typische Cluster bei adulten Tieren der Spezies Schilbe mystis
iiber bis zu 2 mm und mehr erstrecken. Dabei treten Dendritenldngen
beim »Bdumchentyp«in dhnlicher Gré3enordnung auf (sie liegen ge-
naugenommen sogar um 20...40% dartiber, da sie nicht geradlinig auf
den proximal aufderhalb des Clusters gelegenen basalen Ramifikations-
punkt, der als Beginn der gemeinsamen Afferenz betrachtet werden
kann, zulaufen). Postuliert man jedoch eine monozentrische Er-
regungsbildung an einem singuldren Spike-Initiationsort, der dann

zwangsldufig in der gemeinsamen Afferenz liegen miifite, so wiirden
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wie zuvor erwahnt z.T. Wegstreckendifferenzen bei den Leitungslidn-
gen von bis zu 1:10 und dartiber auftreten. Bei derartigen Wegstrecken
und Streckendifferenzen ist jedoch (wie in der Berechung im Kapitel
Diskussion, ISI-Statistik abgeschitzt, siehe auch Kapitel Diskussion,
Abschnitt: Amplitudenvergleich und Morphologie) zwangsldufig mit
Amplitudenunterschieden und Impulsverbreiterungen bei den ab-
greifbaren Aktionspotentialen zwischen proximalen und distalen Am-
pullen zu rechnen.

Deshalb wurden Doppelableitungen in langgestreckten Clustern
vom »Bdumchentyp«an insgesamt fiinf Adultexemplaren von Schilbe
mystis vorgenommen. In Vorversuchen wurde die Auswirkung der
Elektrodenpositionierung innerhalb des Ampullenlumens und die
Unterschiede in den beiden Ableitsignalwegen untersucht. Durch das
angewandte Experimentalschema und die mathematische Verrechnung
zur Elimination der Storgrofien (siehe Material und Methoden) konn-
te der Einfluf} ableittechnischer Parameter wie Elektrodenpositionie-
rung und -beschaffenheit, Unterschiede in den Ableitsignalwegen auf
einen Wert von 0,3% (SEM) und der Fehler durch morphologische Un-
terschiede zwischen den beiden abgeleiteten Ampullen entsprechend
auf 0,9% (SEM) reduziert werden.

Zur Untersuchung eines moglichen Amplitudengradienten inner-
halb eines Clusters wurden an jedem der fiinf Versuchstiere zwolf
Mittelwertpaare aus jeweils 30 Einzelmessungen erhoben und in die
Auswertung einbezogen. Die Gesamtzahl der gepaarten Einzelmessun-
gen der Spikeamplitude betrug somit 1800 (zum Experimentalansatz
siehe Material und Methoden). Ein signifikanter Amplitudenabfall
entlang der Clusterausdehnung konnte experimentell in keiner Wei-

se gefunden werden. Im Gegenteil zeigt sich eine fast perfekte Uber-
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einstimmung der ableitbaren Spikeamplituden und Spikeformen tiber
das gesamte Cluster. Der Medianwert ist identisch, die Mittelwerte
stimmen bis auf + 1,7% iiberein (+ 0,2 ¢). Uberraschenderweise waren
die abgreifbaren Amplituden am distalen Clusterende sogar die gering-
fligig grofBeren, jedoch ist diese Beobachtung angesichts des nicht-
signifikanten Unterschieds bei den Amplitudenhohen statistisch nicht
abzusichern und moglicherweise zufilligen Ursprungs. Die Ergebnis-
se belegen jedoch stringent, dafd die Amplituden am distalen Ende des
Clusters keinen signifikanten Abfall - bedingt durch die extreme Fortlei-
tungsstrecke — zeigen und die Aktionspotentiale sich somitim Rahmen

der MefRgenauigkeit dekrementfrei in der Endarborisation ausbreiten.

# median = 1.000 median = 1.000 #
7 @ mean = 0.983 mean=1.017
1.4 - TI std. deviation = 0.080 std. deviation = 0.080 ]
' 15t/99th percentilles ] 15t/99th percentilles
E' i std. error of mean M std. error of mean
.
2 1,24
() J
'g
R O
= .
1S
< 0,8+
(V)
= J
Q.
v 0,6 — the datasets »distal« and »proximal« are
L, not significantly different on 5% level
%’ (Student's t-Test for two paired populations)
| |

proximal distal

Abb. 3.3.1 Vergleich der im Ampullenlumen abgreifbaren Aktionspotential-
amplitude zwischen proximal und distal gelegenen Clusterorganen bei Schilbe

mystis. Die Standardfehler der Mittelwerte tiberlappen sich geringfiigig.
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3.4 Praparationsversuche

ZLur genaueren Untersuchung des Systems ist es naheliegend, Nerv
und Dendriten zu prdparieren, um Zugang zu den neuronalen Struk-
turen fiir eine direkte intra- oder extrazelluldre Ableitung, Stimulati-
on oder sogar »voltage-clamp«-Experimente zu erhalten. Es wurden
rund 300 Praparationsversuche an Clustern der basalen Partie der Anal-
flosse an insgesamt 43 Individuen der Spezies Schilbe mystis unter-
nommen, da nur hier unter giinstigsten Beleuchtungsbedingungen
die afferente Faser im basalen Bereich der Analflosse sichtbar gemacht
werden kann. Die erfolgreiche Priaparation eines intakten Prdparats
erwies sich als weitaus komplizierter, als sie sich zunédchst darstellte.
Folgende Hauptschwierigkeiten sind zu beriicksichtigen:

1. Die neuronalen Strukturen sind selbst unter sehr guten Pridpa-
rationsbinokularen nur sehr schwer sichtbar zu machen (zur Beleuch-
tungstechnik und Auflosungsgrenze siehe Material und Methoden)
und liegen an der Aufldsungsgrenze des technisch Moglichen (Pohl
1958, Romeis 1968, Bergmann & Schiéfer 1974, Inoué 1987, Zeiss 1999,
personl. Diskussion mit Dr. Bisenmatter, Physiker, und H. Serfling, Ent-
wicklungsingenieur, beide Fa. Zeiss — Mikroskope und medizinische
Optik). Deshalb sind die Fasern nur zeitweise und partiell wahrend der
Praparation sichtbar, oder eher, erahnbar. Phasenweise sind die Struk-
turen unter keinen Umstdnden erkennbar, z.B. bei Schnittfiihrung,
Abpréparieren der Haut etc. — die Praparation muf hier »blind« fort-
gefiihrt werden.

2. Die Sichtbarkeit verschlechtert sich drastisch, wenn die Haut
geoffnet wird durch Triitbungsbildung (u.a. Fettropfchen), Menisken-

bildung durch Objekte, die aus dem diinnen Flissigkeitsfilm, der die
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Prdparationsstelle stets tiberdecken muf}, herausragen, und durch
Uberschichtung mit Silikonél, das die Stelle isolieren und vor Austrock-
nung schiitzen soll.

3. Diezu praparierenden Strukturen liegen im pm-Bereich und sind
damit duflerst fein und empfindlich. Bereits geringfiigige Zerrungen,
Quetschungen oder kurzzeitiges Trockenfallen fithren zur sofortigen
Beschddigung der Nervenfunktion. Evtl. hat bereits die Trennung der
Haut von der Bindegewebsschicht eine kritische mechanische Scher-
und Zugbelastung der zwischen beiden Schichten gelegenen Fasern zur
Folge; auch leichtes Bertihren der Fasern mit Praparationswerkzeugen
zur Losung vom umgebenden Gewebe fithrt hochstwahrscheinlich
zur mechanischen Uberbeanspruchung.

4. DaFasern und Dendriten vollstandig myelinisiert sind, scheiden
einfache extrazelluldre Ableitungen ohne vollstandige Praparation der
Faser und sehr gute elektrische Isolation von der Umgebung durch
Abheben und Umbhiillen des Neuriten mit Silikondl aus; alle Ableit-
versuche aus der nicht freipraparierten Faser erzielten keine brauchbaren
Ergebnisse. Auch das Eindringen in die Afferenz mit einer intrazellula-
ren Mikroelektrode nach Fenestrieren der Hautoberfliche ist nahezu
unmoglich und schlug trotz einiger hundert Versuche fehl.

Es wurden drei Praparationstechniken erprobt:

1. Der direkte Zugang durch Vorperforieren und flache Inzision
der Haut in der unteren Rumpfpartie (der Fisch liegt flach auf agarbe-
schichtetem Praparationsspiegel, Schnittformen siehe Schemazeich-
nung). Der Longitudinalschnitt befindet sich knapp oberhalb der
Analflossenbasis in der unteren ventralen Rumpfpartie. Anschliefiend
wird vorsichtig die Haut flach vom darunterliegenden Gewebe gelost

und abgeklappt und der im Bindegewebe eingebettete Nerv freigelegt.
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Abb. 3.4.1 Schnittfiihrung bei der Prdparation der afferenten Faser (Abb.
nach Irlbauer, 1987, modifiziert)

2. Nadelpraparation. Mittels Skalpellspitze und sehr feiner Prapa-
riernadel wird eine kleine Offnung im Bereich der Kehlung zwischen
Rumpf und Analflossenansatz iiber dem afferenten Nerv erzeugt.
Anschliefend wird der Nerv mit Prapariernadel und speziellen Sub-
miniaturhaken (Irlbauer 1987) vom Gewebe gel6st und vorsichtig an-
gehoben.

3. Ein Kkleiner, ca. 3 mm grofier U-formiger Hautlappen wird vom
Korperstamm zum Flossenrand zu bis auf Hohe des von dieser Faser
innervierten Clusters abgeklappt. Dazu wird die Haut erst perforiert
und dann eingeschnitten. Die Praparationstiefe wird diesmal so ge-
wihlt, daf’ die gesamten neuronalen Strukturen mit dem Hautlappen
mitgenommen und abgeklappt werden. Die Strukturen liegen dann im
Erfolgsfall bereits ohne grofen Freilegungsaufwand offen und sind von
der Bindegewebsseite (serosale Seite des Hautprdparats) zuganglich.

Jede der Methoden ist prinzipiell geeignet, den afferenten Nerv

freizulegen. Dies ist jedoch mit groBem Aufwand und meist etlichen
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Fehlversuchen verbunden. Die Erfolgsquote konnte mit jeder dieser
Methoden bis auf etwa 20% fiir das erfolgreiche Freilegen der Faser ge-
steigert werden. Jedoch stellt jede der Methoden einen mechanischen,
evtl. auch einen chemischen bzw. osmotisch-siccativen Stref} fiir die
sehr empfindlichen Strukturen dar und ist in keiner Weise mit der ver-
gleichsweise einfachen Prdparation von Nervenidsten z.B. des Seiten-
liniennervs vergleichbar. Selbst bei weitestgehender Minimierung aller
Stref3faktoren sind die afferenten Einzelfasern wegen der Komplexitat
der Praparation und der relativ langen Zeitspanne bis zur erfolgreichen
vollstandigen Freilegung und Beginn der Ableitung stets bereits irre-
versibel geschddigt. Deshalb scheidet eine direkte Untersuchung der
neuronalen Strukturen nach unserem praparationstechnischen Kennt-

nisstand aus.

3.5 Theoretische Abschitzung der Signalaus-
breitung in der Endarborisation

Eswurde versucht, iiber mathematische Modellierung des Dendriten-
baums genauere Informationen tiber das System zu erhalten. Da je-
doch keine exakten Daten tiber die Endarborisation vorliegen (weder
zur Morphologie, z.B. Querschnittsverteilung und -profile im Dendri-
tenbaum, Myelinisierungsgrad, Anzahl der Myelinlagen, noch zu
Kanalbestiickung, Verteilungsdichteprofilen, Leitfihigkeit der Ionen-
kanile oder elektrischen Daten der Endarborisation usw.), erscheint
eine aufwendige mathematische Simulation der Signalausbreitung z.B.
mittels der etablierten neurophysiologischen Analysesoftware NEURON
(NEURON Version 4.3.1 for NT-Workstations: Hines M. & Moore J.W.,

Duke University, Durham, Carnevalle N.T., Yale Univ., New Haven CT,

Ergebnisse



http://neuron.duke.edu, http://neuron.yale.edu) wenig sinnvoll und
wurde deshalb nach einigen Versuchen der Simulation mit Literatur-
daten nicht weiter fortgefiihrt. Eine grob abschédtzende Berechnung
der Aktionspotentialausbreitung mit »unscharfen« Parametern lieferte
angesichts der vielen Freiheitsgrade und der grofien Variationsbreite
einiger Parameter (es liegen auch keine hinreichend exakten und ver-
lafdlichen Grenzwerte vor, die eine einschrdnkende Abschitzung er-
lauben wiirden) keine sinnvollen und aussagekréftigen Ergebnisse

und wurde deshalb auch nicht in diese Arbeit aufgenommen.

3.6 Progressive TTX-Vergiftung

Ziel dieser Experimente ist es, Aussagen iiber die Vorgdnge in der
Endarborisation treffen zu konnen, die auf dem Wege direkter Mes-
sung nicht zu gewinnen sind, da das System nach unseren bisherigen
Erfahrungen trotz intensiver Anstrengungen praparativ fiir neurophy-
siologische Untersuchungen nicht zugéanglich ist. Aus den morpholo-
gischen und physiologischen (Doppelableitungen) Experimenten an
Schilbe mystis ist bekannt, dafi es sich bei dem untersuchten System
um ein sehr ausgedehntes Dendritensystem handelt, bei dem die In-
puts aus einigen hundert bis tiber tausend chemischen Synapsen, die
den Sinneszellen der sensorischen Epithelien von bis zu ca. 30 Orga-
nen zugeordnet sind und tiber ein Areal von bis zu ca. 2 mm verteilt
sein kdnnen, auf ein afferentes Neuron konvergieren. Daraus ergeben
sich Fragen tiber Zahl und Lage der Generationsorte fiir die Aktions-
potentiale (Impulsentstehungsorte), tiber ihre Synchronisation, falls
mehrere davon existieren, tiber die Fortleitung der graduierten post-

synaptischen Potentiale (PSP) von der Synapse zum Impulsentstehungs-
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ort, iiber die Interaktion der einzelnen Organantworten am Impuls-

entstehungsort und die Funktionsweise der Konvergenz und iiber die

retrograde Ausbreitung der Aktionspotentiale in der Endarborisation.
Es wéren nun prinzipiell mehrere Funktionsmechanismen dieses Sy-
stems denkbar, die nach bisherigem Kenntnisstand jedoch z.T. weitere

Fragen oder Probleme aufwerfen wiirden (Genaueres siehe Diskussion):

e Esliegtin jedem Dendritenast ein Impulsentstehungsortin der Ndhe
der postsynaptischen Strukturen, der die synaptischen Potentiale in
aktiv fortgeleitete Aktionspotentiale umsetzt. Es gabe dann im Sy-
stem mehrere Impulsentstehungsorte, die durch einen bislang nicht
identifizierten Mechanismus synchronisiert werden miif3ten. Die
Fortleitung der postsynaptischen Potentiale und die Ausbreitung der
Aktionspotentiale zur Synapse wéaren damit unkritisch.

e Es gibt nur einen Impulsentstehungsort fiir das gesamte Dendriten-
system. Dieser muf’ dann zwangslaufig in der gemeinsamen Afferenz
—und somit bis zu ca. 2...3 mm von der Synapse entfernt — lokali-
siert sein. Die EPSPs konnten diese Distanz elektrotonisch nach theo-
retischen Erwdgungen jedoch kaum tiberwinden. Folglich wiren in
diesem Fall u.U. hypothetisch aktive Mechanismen zu postulieren,
die die postsynaptischen Potentiale bei ihrer Ausbreitung unterstiitzen;
diese Fortleitungsmechanismen konnten z.B. auf der Basis spannungs-
gesteuerter Kanile (z.B. Natriumkandle) arbeiten. Fiir diese Spekula-
tionen tber aktive Fortleitungsmechanismen lagen uns jedoch zu
diesem Zeitpunkt keine Hinweise aus Experiment oder Literatur vor;
sie entsprangen einer Hypothese, die in Kenntnis grundlegender Eigen-
schaften spannungsgesteuerter Natriumkandle aufgestellt wurde.

e Es konnte die gesamte Endarborisation synchron spiken. Auch in

diesem Fall wird jedoch der Spike an einer Stelle initiiert und dort der
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Hodgkin-Huxley-Zyklus erstmals ausgelost. Somit ist dieser Fall erst ab
der Auslosung eines Aktionspotentiale unterscheidbar von den vor-
genannten Hypothesen; der Unterschied liegt lediglich im Grad der
Kopplung, den elektrisch-morphologisch-physiologischen Eigen-
schaften der Endarborisation, ob man eher von einer lokal begrenz-
ten, sich in der Arborisation ausbreitenden Erregung oder von aus-
gedehnten, weitgehend snychron aktiven Strukturen sprechen kann.
Fiir die Kldrung der Systemfunktion ist dies zundchst von untergeord-
neter Bedeutung. Der Impulsentstehungsort kann auch hier nahe den
postsynaptischen Strukturen oder in der gemeinsamen Afferenz liegen.

e Impulsentstehungsorte, die mitten in den Dendriten der Endarbor-
isation liegen, wéren theoretisch zwar moglich (sie wiirden sich ent-
sprechend ihrer Lage im Dendritensystem zwischen den beiden oben
genannten Fillen verhalten und experimentell manifestieren), je-
doch wire eine solche Lage physiologisch wenig sinnvoll und kaum
wahrscheinlich.

Durch Einsatz eines spezifischen Blockers fiir spannungsgesteuerte
Natriumkandle konnen gezielte Eingriffe in dem System vorgenom-
men werden. Da der Kanalblocker weder an der Sinneszelle (und de-
ren Transduktionsvorgidngen) angreifen kann (Zipser & Bennett 1973,
Akutsu & Obara 1974, Umekita et al. 1975, Obara & Sugawara 1979,
Bennett 1986, Bretschneider & Peters 1992), noch an deren Synapse
zum afferenten Neuron oder den unspezifischen subsynaptischen Kat-
ionenkandlen (Narahashi et al. 1966, Ulbricht 1979, Stryer 1996), die
fiir die Entstehung des postsynaptischen Potentials verantwortlich sind,
bleibt seine Wirkung beschrankt auf den Generationsprozef der Ak-
tionspotentiale am Impulsentstehungsort, die Fortleitung der Aktions-

potentiale sowie evtl. im Falle aktiver (und u.U. auch passiver) Fort-
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leitung der EPSPs auf deren Ausbreitung und damit auf die Entstehung
des Generatorpotentials am Impulsentstehungsort. Diese TTX-inhi-
bierbaren Prozesse finden jedoch — in Abhédngigkeit von den oben
genannten Hypothesen — in unterschiedlichen Bereichen der Endar-
borisation statt. Der Grad der TTX-Wirkung auf die drei potentiell
affizierten Prozesse 1df3t sich mittels Doppelableitung (moglichst an
proximaler und distaler Extremposition innerhalb eines Clusters) klar
unterscheidbar bestimmen und den unterschiedlichen Funktionshypo-
thesen zuordnen. Eine lokale Applikation des TTX mittels positions-
genauer und statischer (ortsfester) Mikroinjektion ist nicht moglich
(grofRe technische und praparative Schwierigkeiten, aufierdem breitet
sich das TTX sofort im umgebenden Gewebe aus und bleibt dann also
nicht lokal begrenzt wirksam). Deshalb wurde ein anderer Weg be-
schritten und der Kanalblocker auferhalb des Clusters appliziert und
von proximal bzw. distal in das Cluster eindiffundieren lassen (siehe
Material und Methoden). Die Ausbreitung durch Diffusion von der
Applikationsstelle ausgehend muf in homogenem Gewebe kontinu-
ierlich, gleichférmig und weitgehend isotrop erfolgen. Da das Molekiil
als nicht membrangingig bekannt ist (eigene Vorversuche, Stryer 1996,
Alberts et al. 1983, Molecular Probes 1999), kann es sich ausschlief3lich
im Interstitium ausbreiten, und hat dadurch eine verlangerte Diffu-
sionsstrecke gegentiber freier Ausbreitung, was zu einer Verlangsa-
mung der Diffusion fiihrt. Relevante Wechselwirkungen sollten in die-
sem System nur mit Natriumkandlen auftreten (quantitative Titration
der Natriumkanale mit TTX, siehe Moore & Narashi 1967, Narahashi
& Moore 1968, Ulbricht 1977, Molecular Probes 1999), die zu einer fiir
unsere Betrachtungen als stabil zu bezeichnende Bindung des Blocker-

molekiils in der Kanalpore nach sich zieht (Ulbricht 1977, 1979, Stryer
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1996); Bindungen zu anderen Strukturen in gleichgewichtsrelevanten
Dimensionen sind nicht zu erwarten (ibid., Narahashi et al. 1966).
Auflerdem konnte die Diffusion noch von Stromungen im Inter-
stitium tiberlagert sein. Zieht man zur Abschdtzung des Strémungs-
einflusses Daten von Sdugetieren bzw. des Menschen heran (Schmidt et
al. 1983, Eckert 1986, Silbernagl & Despopoulos 1991, Randall 1997),
so sollte dieser Einflufy von untergeordneter Bedeutung sein, da ge-
richtete Fliissigkeitsbewegungen in Form von interstitiellen Stromun-
gen wie auch Drainagestromungen des Lymphsystems typischerweise
derart geringfiigig bzw. langsam sind, daf3 sie von Diffusionsbewegungen
kleiner Molekiile wie dem des TTX um Groéflenordnungen tibertroffen
werden. Transmurale Austauschvorgdnge in der terminalen Strombahn
und Stoffaustausche innerhalb von Geweben tber die interstitielle
Fluissigkeit werden deshalb bei Molekiilen von der Grofle des TTX
nahezu ausschlie8lich von der Diffusion getragen (ibid.). Eine Ausnah-
me von der dominierenden Rolle der Diffusion im Stofftransport bilden
in diesem Bereich Kapillarstromungen, die mit typischen Geschwin-
digkeiten von 0,3 mm/s deutlich tiber der zu erwartenden mittleren
Diffusionsgeschwindigkeit von 0,01 mm/s liegt. Diese Diffusions-
geschwindigkeit wurde fiir TTX im freien Plasma unter Annahme ei-
ner konstanten Konzentration am Applikationsort, die der Konzentra-
tion der applizierten TTX-Losung entspricht, und eines linearen
Konzentrationsgradienten fiir eine Diffusionsstrecke von 1 mm er-

rechnet nach:

. RT  dln()
r= N,-6-m-n-r dx

¢ R-T d In(c,)
x_,zfo N,-6-m-n-r  dx d
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Hierbei entsprechen R der allgemeinen Gaskonstante, T der Absolut-
temperatur in Kelvin, N, der Avogadrokonstante oder Loschmidtschen
Zahl, wder Kreiszahl, n der dynamischen Viskositdt der Losung, rdem
Teilchenradius, In dem Logarithmus naturalis und dc;/dx dem Konzen-
trationsgradienten zum jeweiligen Zeitpunkt t. Durch Bildung des Inte-
grals iiber der Diffusionsgeschwindigkeit zum Zeitpunkt t erhadlt man
die Diffusionsstrecke, die unter den gegebenen Annahmen nach rund
zwei Minuten einen Millimeter erreicht (Hodgeman 1953, van Holde
1971, Cantor & Schimmel 1980, Brdicka 1985, Atkins 1998). Dabei
handelt es sich um eine mittlere Diffusionsgeschwindigkeit, d.h. es gibt
»schnellere« und »langsamere« Molekiile (Maxwell Verteilung). Die
tatsdachliche mittlere Diffusionsgeschwindigkeit diirfte jedoch sicherlich
geringer sein, primar da sich die Diffusionsstrecke im Interstitium verlidn-
gert und sich der Konzentrationsgradient zusatzlich abflacht aufgrund
der Konzentrationsabnahme durch Verdiinnungseffekte am Applika-
tionsort und durch TTX-Bindung in Natriumkandlen entlang der
Diffusionsstrecke. Praktisch sollten (fiir Molekiile mittlerer Geschwin-
digkeit) Diffusionszeiten von 3...5 Minuten fiir eine Diffusionsstrecke
von 1 mm zu erwarten sein. Dies waren gute Ausgangsvoraussetzun-
gen fiir die Beobachtung der Ausbreitung der Diffusionsfront durch das
Cluster und die progressive Vergiftung der TTX-inhibierbaren Prozesse.
Um diese Uberlegungen im praktischen Experiment zu iiberpriifen,
wurden deshalb in einem Vorversuch drei Diffusionsstrecken unter-
sucht: 0,5 mm, 1,0 mm, 2,0 mm.

Fiir die theoretische Berechnung wurde die Diffusionsausbreitung
nach dem ersten Fickschen Gesetz nach oben genannter Formel unter
Verwendung der bekannten Zahlenwerte und Konstanten (s.o.) simuliert.

Einzige experimentelle Variable, die mit erheblicher Unschérfe in der

Ergebnisse



realen Applikationssituation versehen ist, stellt die Konzentration cam
Applikationsort, dem Diffusionszentrum, dar, da dort durch Verdiinnungs-
effekte in das Umgebungsmedium zwangsldufig eine geringere als die
Ausgangskonzentration der applizierten TTX-Losung vorliegen wird.
Es zeigt sich jedoch, daf} eine Verdnderung der TTX-Konzentration am
Applikationsort um den Faktor zehn die Diffusionsgeschwindigkeit ledig-
lich um 20% und damit nur unerheblich fiir eine grobabschétzende Betrach-
tung verdndern wiirde. Veranschlagt man die zuvor erwdahnten Faktoren,
die die Diffusionsausbreitung verlangsamen, mit einem hypothetischen
Faktor von zwei, so erhilt man eine erstaunlich gute Ubereinstimmung

zwischen theoretischen und experimentell gefundenen Werten:

e . theoretische Korrigierter praktisch
Diffusionsdistanz
Diffusionszeit | theoretischer Wert | gemessener Wert
0,5 mm 28s 56s 45s
1,0 mm 114 s 228 s 240 s
2,0 mm 456 s 912's 1290 s
10000 5
E —1—Schéatzwert
M, i (Fehlerbalken + 50%)
+—
‘o 1000 -0 —MeBwert
o E
c
2
wv
£ 100 1
= E
a 3
10 T T T T
0 0,5 1 1.5 2

Diffusionsstrecke [mm]

Abb. 3.6.1 Vergleich zwischen theoretisch berechneten und experimentell

gemessenen Diffusionszeiten; die grofSere Steigung der MefSkurve steht in

Einklang mit den Erwartungen (s. Text)
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Die hohere Steigung der Experimentalkurve steht ebenfalls in gu-
tem Einklang mit den theoretischen Erwartungen: da die Konzentrati-
on an TTX mit der dritten Potenz der Diffusionsdistanz abnimmt, ge-
niigt auf kurze Enfernung bereits eine kleinere Fraktion der schnelleren
Molekiile, um das System vollstdndig zu blockieren, wiahrend iiber eine
Strecke von 2 mm dieser Effekt erst eintritt, wenn sich die Konzentra-
tion ihrem Maximalwert ndhert und auch die langsameren Molekiile
ihren Wirkort erreicht haben. Diese Uberlegungen stellen zweifellos
lediglich eine grobe Abschidtzung der zu erwartenden Ausbreitungsver-
héltnisse im Untersuchungssystem dar. Da sie jedoch unter den expe-
rimentellen Rahmenbedingungen als weitgehend konstant angesehen
werden konnen und (abgesehen von Kapillaren) keine systematischen
Inhomogenitdten oder Storfaktoren fiir die Ausbreitung vorliegen, ist
auf jeden Fall mit der Ausbildung einer homogenen Diffusionsfront zu
rechnen (wie sie aus einschldgigen Experimenten bekannt ist), die sich
vom Applikationsort zentrifugal isotrop ausbreitet (Hodgeman 1953,
Cantor & Schimmel 1980, personl. Diskussion mit Prof. P. Fromherz,
Direktor der Abteilung fiir Membran- und Neurophysik am Max-Planck-
Institut Martinsried) und damit die Dendritenstrukturen nachvollzieh-
bar und definiert vergiftet. Eine direkte Beobachtung der Diffusions-
ausbreitung des TTX ist leider nicht moglich; fluoreszenzmarkiertes TTX,
das frither von Molecular Probes vertrieben wurde, ist nach fundierten
Recherchen und Korrespondenz mit Experten auf diesem Gebiet (A.
Schulz, MoBilec LLC, Florida, USA, T.C. Smith, Molecular Probes, Oregon,
USA) nicht mehr verfiigbar und wird mangels Nachfrage weltweit nicht
mehr synthetisiert. Auflerdem ware der Nachweis — geschweige denn
quantitative Untersuchungen — in unserem System mit den zur Verfi-

gung stehenden Mitteln nachweistechnisch praktisch ausgeschlossen.
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Durch Wahl des Applikationsortes konnen somit zwei klar unter-
schiedliche Inhibitionsszenarien geschaffen werden, die unterschied-
liche und fiir die zuvor erwdhnten denkbaren Arbeitsprinzipien der
Endarborisation charakteristische Ergebnisse liefern miissen. Zwar ist mit
einer nicht unerheblichen Variabilitit zwischen den einzelnen Versu-
chen zu rechnen, die insbesondere aus Unterschieden in Clusterbau
und Ableitgeometrie, aber auch durch Unterschiede in der tatsdchlich
ins Gewebe aufgenommenen TTX-Menge resultieren diirfte; Probleme
treten jedoch — wie bereits zuvor erwdhnt —lediglich auf, wenn sich der
TTX-Applikationskanal in unmittelbarer Nahe zu Kapillaren befindet,
da dann - wie sich im Experiment bestédtigte — die Diffusionsausbrei-
tung des TTX gravierend gestort und offenbar ein Teil der applizierten

Substanz entlang der Blutbahn transportiert wird.

3.6.1 Vorversuche zur TTX-Vergiftung

Vor der Durchfiihrung der TTX-Versuche miissen zunachst zwei Fragen
geklart werden: 1. Kann TTX auch ohne Mikroldsion in das untersuch-
te Gewebe gelangen und am afferenten Neuron wirksam werden oder
dringt es ausschlieflich durch die zuvor beigebrachte Punktldsion ein
und diffundiert von dort aus zentrifugal in das umgebende Gewebe
und zum Neuron? (= Blindversuch) 2. Welchen Einfluf auf das Unter-
suchungssystem tiben Mikroldsion und Applikationsprocedere aus?
(= Leerversuch) So ist z.B. eine negative Korrelation zwischen Ionen-
konzentration im Umgebungsmedium um den Ableitort herum und
mefbarer Spikeamplitude bekannt (die im Ampullenlumen abgreif-
bare Spikeamplitude ist unter extrem ionenarmen Milieubedingungen

am grofiten und verringert sich mit zunehmender Ionenkonzen-
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Abb. 3.6.2 Leerversuch (Applikation einer wirkstofffreien Losung auf Stich-
kanal) und Blindversuch (Applikation der TTX-Ldsung auf unversehrte
Haut).
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tration z.B. durch austretende Gewebsfliissigkeit, bedingt durch den
abnehmenden »Shunt«-Widerstand tber die leitfihigere Umgebung
der elektrosensorischen Ampulle, den Wasserkodrper, zum Signalbe-
zugspunkt der Messung; siehe Material und Methoden). Hierbei spielt,
wie sich zeigte, u.U. auch durch Hautldsionen austretende Korper-
fliissigkeit eine Rolle. Diese Fragestellungen wurden zundchst mittels
Blind- und Leerversuch untersucht (siehe Kap. Material und Metho-
den). Diese Versuche bestitigten jeweils einen geringen Einflufi dieser

Faktoren, der deutlich unter Signifikanzniveau liegt.

3.6.2 Proximale TTX-Vergiftung

Vergiftet man das System unter den in Material und Methoden be-
schriebenen Bedingungen aus proximaler Richtung (d.h. Diffusions-
richtung des TTX vom Kérperstamm zum Rand der Analflosse) und
leitet dabei aus zwei Ampullen in proximaler und distaler Extrem-
position innerhalb des Clusters ab, so erhdlt man — trotz einiger Varia-
bilitdt im Detail — ein sehr charakteristisches und hochsignifikantes
Verdnderungsmuster.

Die durchschnittliche Versuchsdauer (d.h. die Zeit ab der TTX-Appli-
kation bis zum letzten Mef3punkt vor Ausbleiben der Spikes) betrdgt im
Mittel 4 min 10 s (£ 2’40”) (Quartilabstand 2’00”...5’15”). Das Ende der
Messungen wird durch das Ausbleiben der Aktionspotentiale bestimmt.
Waihrend dieser Zeitspanne verringert sich die ableitbare Spikeamplitude
nur geringfiigig. Der Amplitudenmittelwert der dem Applikationsort
fernen Ampulle bleibt zundchst in guter Naherung konstant (£ 1%),
beginnt nach 75% der Versuchsdauer minimal abzusinken und erreicht

zum Ende der Messung 95%. Charakteristisch ist, dafl die applikations-
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ortndhere Ampulle zunédchst nur geringfiigig und nicht-signifikant in
ihrer Amplitude unter der Ampulle am distalen Clusterende liegt, sich
ab 75% der Versuchsdauer erstmals signifikant (auf 95%-Niveau) un-
terscheidet und zum Ende der Messung auf 81% der Ausgangs-
amplitude abfillt. Damit bleibt somit insgesamt der Einflufd der TTX-
Vergiftung auf die abgreifbaren Spikeamplituden im Ampullenlumen
relativ gering.
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Dafiir zeigt sich bei jeder Messung ein charakteristischer Einflufl
der TTX-Vergiftung auf Spikefrequenz und Spikerhythmus: Die Grund-
frequenz der Spikeereignisse nimmt nur geringfiigig im Verlauf der
Messung ab, dafiir kommt es etwa ab der Halfte der Versuchsdauer zum
Ausfall von Einzelspikes und spdter von ganzen Spikegruppen; das
System beginnt zu »stottern« (siehe Abschnitt: »statistische Untersu-
chung des Interspike-Intervalls« in diesem Kapitel). Obwohl der resul-
tierende Frequenzriickgang in dhnlicher Grofienordnung liegt wie bei
der distalen TTX-Applikation, sind das zu beobachtende Phanomen
wie auch der zugrundeliegende Mechanismus (siehe Diskussion) vol-
lig unterschiedlich und treten ausschlieflich bei der proximalen TTX-
Vergiftung auf. Dabei blieben wihrend der gesamten Messung die
Spikeereignisse auf beiden Ampullen absolut synchron; in allen Mes-
sungen wurde nicht ein einziger Spike gefunden, der nur an einer
Ableitstelle sichtbar war und am anderen Ende des Clusters nicht auftrat.
Die Abnahme der Reizempfindlichkeit (gegeben durch die Frequenz-
antwort des Clustersystems auf einen erregenden anodischen Stimu-
lus) fallt mit 25% relativ gering aus (von 145% auf 109% bezogen auf
das Kontrollniveau der Spontanaktivitit), wahrend die Spontan-
aktivitatim selben Zeitraum um 90% (von 100% auf 10%) absinkt. Am
Ende der Messung, wenn bereits keine spontanen Spikes mehr auftre-
ten, lief3 sich bei einem Teil der Experimente noch fiir kurze Zeit durch

einen stdrkeren Stimulus eine Erregung auslosen.

< Abb. 3.6.3 Einfluf§ von proximal appliziertem TTX auf die Aktivitéts-
muster der elektrosensorischen Afferenz; ungefiillte Pfeile vor den grau
hinterlegten Balken (Breite: 11+G) zeigen die Austélle aus einem regel-

magigen Aktivitdtsrhythmus an. Oszilloskopregistrierung, 10ms/DIV.
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Abb. 3.6.4 Charakteristischer Ausfall von Spikeereignissen nach proxima-
ler TTX-Applikation dargestellt als Scatterplot (Zeitfenster gekiirzt) mit
dariibergelegter Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion (der Approximation

liegt ein 20.000-ms-Intervall zugrunde).
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3.6.3 Distale TTX-Applikation

Bei distater Applikation von TTX zeigt das System ein klar unterschied-
liches, nicht minder charakteristisches Verhalten.

Die durchschnittliche Versuchsdauer ist hier erwartungsgemaf lan-
ger und betrdgt 5 min 40 s (+ 4’20”) (Quartilabstand 3'30”...6’00”). Im
Gegensatz zur proximalen TTX-Vergiftung, wo die Aktionspotentiale
bereits ausbleiben, wenn der mutmafiliche Impulsentstehungsort in
der gemeinsamen Afferenz (wie spater dargelegt werden wird) vergiftet
ist, miissen hier grofe Teile der Endarborisation vergiftet sein, bevor
jegliche Spikeaktivitdt zusammenbricht. Im Verlauf der fortschreitenden
Vergiftung kommt es dabei zu einer drastischen Abnahme der ableit-
baren Spikeamplitude. Die Abnahme setzt zundchst nach ca. 10% der
Versuchsdauer auf der dem Applikationsort ndheren Ampulle ein; dort
fallt die Amplitude gegen die Mitte der Versuchsspanne auf Werte nahe
50%, zum Ende des Versuchs liegt sie hdufig nahe der Erfassungsgrenze
(ca. 15...18% der Normalamplitude), zuweilen auch darunter und ver-
schwindet dann vollstindig im Rauschen (Mittelwert 23%). Zur selben
Zeit, wenn am distalen Clusterende keine Spikes mehr registriert werden
konnen, sind aber auf der dem Applikationsort fernen Ampulle noch
kraftige Aktionspotentiale mit mehr als 50% der Normalamplitude ab-
zuleiten. Auch bei dieser Ampulle ist also zum Ende des Mefiintervalls
ein deutlicher Riickgang der Spikeamplitude zu verzeichnen; dieser be-
ginnt jedoch typischerweise erst nach mehr als der Halfte der Versuchs-
dauer und erreicht einen durchschnittlichen Minimalwert von 57%.
Damit liegt die Amplitude der applikationsortfernen Ampulle zum Ende
der Versuchsdauer mit 248% fast zweieinhalb Mal so hoch wie die der

nahe an der Applikationsstelle gelegenen Ampulle. Die Verldufe der
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Abb. 3.6.5 Auswirkungen progressiver TTX-Vergiftung aus proximaler
bzw. distaler Diffusionsrichtung auf die abgreifbaren Aktionspotential-
amplituden an einer applikationsortnahen und einer applikationsort-
fernen Ampulle innerhalb eines Organclusters von Schilbe mystis. Darge-

stellt sind die jeweiligen Mittelwertskurven mit ihrem Standardfehler
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Amplitudenkurven sind mit mehr als 6 ¢ (!) hochsignifikant unterschied-
lich. Wie bereits erwdahnt, verschwinden zuweilen die Amplituden der
nahe am Applikationsort gelegenen Ampullen vollstindig, wahrend
weiter entfernt liegende Ampullen z.T. noch lingere Zeit weiterspiken.

Die Spikefrequenz nimmt auch hier deutlich auf rund 17% des
Ruhewerts ab, jedoch durch kontinuierliche Zunahme des Interspike-
Intervalls (ISI); der Spikerhythmus bleibt bis zum Ende der Messung
streng regelmaf3ig, ein »Stottern« oder jegliche andere Art von Arhythmie
ist niemals zu beobachten. Auch hier bleiben die Spikeereignisse auf

beiden Ampullen absolut synchron, bis die Amplitude ggf. in einer der
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Abb. 3.6.6 Reizantwort nach TTX-Inhibition
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beiden Ampullen unter die Nachweisgrenze fillt und verschwindet.
Die Reizempfindlichkeit geht drastisch zurtick und zwar um 83% (von
152% auf 26%, bezogen auf das Kontrollniveau der Spontanaktivitat),
wihrend auch hier die Spontanaktivitdt im selben Zeitraum um 87%
(von 100% auf 13%) und damit in dhnlicher Gréflenordnung wie die
Reizantwort absinkt. Ist am Ende der Versuchsdauer keine spontane
Spikeaktivitdit mehr registrierbar (trotz bis zuletzt mef3barer Spike-
amplitude am proximalen Ableitort), so 1af3t sich auch durch starke

anodische Stimuli keine Erregung mehr ausldsen.

proximale TTX-Applikation distale TTX-Applikation
TN\“ [ TE N FENETEEr.
R s e
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K
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Versuchsdauer

Abb. 3.6.7 Einfluff der TTX-Vergiftung auf die Spontanaktivitdt. Der
Frequenzriickgang verlduft nicht signifikant unterschiedlich, hat jedoch
unterschiedliche Ursachen: der Abtall der Spikerate wird bei distaler TTX-
Applikation durch eine kontinuierliche VergrofSerung des Interspike-In-
tervalls hervorgerufen, wihrend dieses bei proximaler TTX-Anwendung
nur leicht ansteigt und der Frequenzriickgang primér durch den Austall
von Spikeereignissen hervorgerufen wird (»stottern«), siehe Schema-
darstellung der Spikemuster, Originalregistrierungen Abb. 3.6.3 und kom-
biniertes Scatterdiagramm Abb. 3.6.4.
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3.6.4 Vergleich der Applikationssituationen

Tabenarische Kurzzusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse der

progressiven TTX-Vergiftung:

distale TTX-Applikation

proximale TTX-Applikation

applikationsortnahe
Ampulle um typ. 80%

applikationsortnahe
Ampulle um typ. 15...20%

rasch einsetzend, zundchst

bei Ampullen nahe Applika-
tionsort, n. halber Versuchs-
dauer auch an zweiter Amp.

wenn iiberhaupt, erst gegen
Ende der Messung (auch
dann eher bei Ampullen
nahe Applikationsort)

hochsignifikanter Unter-

wenig signifikanter Unter-

Amplituden- | schied zwischen den Spike- |schied zwischen den Spike-
riickgang amplituden der proximalen |amplituden der proximalen
und distalen Ampullen (bis |und distalen Ampullen (bis
zu 2003 oder 60) 75% der Versuchsdauer)
Spikeamplitude der proxi- beide Ampullen spiken bi?
malen Ampulle verschwin- Zurfll Ende der Messung mit
det oft vollstandig, wahrend Xa elz'u Lénvﬁr,mﬁl derter
die distale Ampulle weiter- mplitude, 18 Viessung
spiket du_rch Ausblelbeq von
Spikes beendet wird
vergroflert sich kontinuier- Ver.gr('jf%‘erjc SiCh, allenfalls .
Interspike- lich auf ca. das Sechsfache; geringfiigig; mit fortschrei-
Intervall Spikemuster bleibt regel- tender Messung durch ,Al}s-
méig fall v. Spikes unregelmafig,
»stottern«
drastischer Riickgang weitgehend unverdndert
Reizantwort | 1ach Ende der Spontan- nach Ende der Spontanak-

aktivitdt ist System nicht
mehr erregbar

tivitat bleibt das System oft
noch fiir kurze Zeit erregbar

Hinweise auf
Ursachen (s.
Diskussion)

Einfluf auf Analogsystem
(z.B.aktiv unterstiitzte EPSP-
Fortleitung), Digitalsystem
unbeeinflufdt

Einfluf auf Digitalsystem
(d.h. AP-Generation oder
-Fortleitung), Analogsystem
weitgehend unbeeinflufit
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3.7 Spannungssensitive Farbstoffe

Nach dem Stand der Literatur (u.a. Konnerth et al. 1988, Fromherz &
Lambacher 1991, Fromherz & Vetter 1991 & 1992, Antic et al. 1992,
Fromherz & Muller 1993 & 1994, Rohr & Salzberg 1994, Tanifuji 1995,
Kogan et al. 19935, Hirota et al. 1995, Momose-Sato et al. 1995, Kogan
et al. 1995, Cinelli et al. 1995a,b,c, Larkum et al. 1996, Zecevic 1996,
Meyer et al. 1997, Bullen et al. 1997, Hess & Webb 1998, Saito et al.
1998, Sakai et al. 1998, Sato et al. 1998) und personlichen Gesprachen
mit Prof. R. J. Paul, Miinster, bestand zunichst das Vorhaben, das
Dendritensystem von Schilbe mystis mittels bildgebender Potential-
gradientenanalyse mit membranassoziierten spannungssensitiven Farb-
stoffen zu untersuchen. Diese Technik liefd beim gegenwaértigen Stand
der Technik zumindest wertvolle Hinweise fiir die Untersuchung lang-
samer Potentialverdnderungen wie postsynaptische Potentiale und
Generatorpotentiale und, wenn auch nicht zeitaufgelost, eine Besta-
tigung der aktiven retrograden Invasion der Endarborisation durch die
Aktionspotentiale erwarten. Prof. Paul, der 1998 gerade an der Etablie-
rung und Verbesserung dieser Technik in seinem Labor arbeitete, be-
richtete von ersten positiven Erfahrungen mit spannungssensitiven
Farbstoffen in Vorversuchen und hielt die geplanten Messungen an
Schilbe mystis noch im Frithjahr 1999 fiir sinnvoll und méglich, so-
bald seine Meflanlage vollstandig erprobt und in einigen konkreten
Punkten weiterentwickelt sei. Es traten jedoch, wie zu erfahren war,
eine Reihe unerwarteter Schwierigkeiten und Riickschldge auf, die die
Moglichkeit einer erfolgversprechenden Messung in weite Ferne riik-
ken lief3.

Deshalb wurde das Projekt auf Einladung von Prof. P. Fromherz,
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einem der weltweit fithrenden Experten auf dem Gebiet spannungs-
sensitiver Farbstoffe wie auch der theoretischen Analyse von Vorgangen
in Neuronen, auf einem Institutskolloquium am Max-Planck-Institut
Martinsried im Mirz 2000 vorgestellt und alle bisherigen Ergebnisse
diskutiert. Prof. Fromherz rdaumte der Untersuchung mit spannungs-
sensitiven Farbstoffen in vivo in unserem System keinerlei Erfolgsaus-
sichten ein (einigermaflen detaillierte Untersuchungen sind z.Zt. nur
in speziell ausgewdhlten, sehr robusten Systemen in Zellkultur mog-
lich) und erklarte eindeutig die Literaturaussagen einiger Kollegen zu
den gegenwartigen Untersuchungsmoglichkeiten der bildgebende Poten-
tialgradientenanalyse mit membranassoziierten spannungssensitiven
Farbstoffen fiir zwar in ndherer oder ferneren Zukunft (fiinf bis zehn
Jahre) aussichtsreich, aber beim momentanen Stand der experimen-
tellen Technik noch in keiner Weise realisierbar, da die Entwicklung
der Methode zur allgemeinen in-vivo-Anwendbarkeit in physiologi-
schen Systemen noch ganz am Anfang stehe und zahlreiche Probleme
weitgehend ungeldst seien. Da er mit allen weltweit fithrenden Labors
auf diesem Gebiet in enger wissenschaftlicher Verbindung stehe, kon-
ne er mit Sicherheit sagen, daf} die geplanten Messungen in keinem
Labor weder gegenwirtig noch mit héchster Wahrscheinlichkeit auch in
den nédchsten zwei bis drei Jahren technisch moglich seien. Folgende
Probleme sind beim gegenwadrtigen Stand der Forschung in unserem
System noch nicht l6sbar (personliches Gesprache mit Prof. Fromherz
und Mitarbeitern Prinz, Kuhnert, Braun, Miiller, Jenkner):
1. Die Einbringung und Verteilung des Farbstoffs intrazelluldr oder
selektiv an die Neuronmembran extrazelluldr ohne Kontaminati-
on des tibrigen Systems und Anfarbung anderer Membranen und

Strukturen.
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2. Die hohe (Photo-)Toxizitdt der gegenwartig bekannten Farbstof-
fe, die fiir diese Versuche geeignet wiren.

3. Die zu geringe Stabilitdt der Farbstoffe.

4. Dierelativ niedrige raumliche und zeitliche Auflésung der Analy-
severfahren.

5. Die Notwendigkeit complanarer Strukturen, die frei von Deck-
gewebe vorliegen miissen; in der Regel ist sogar die vollige Isolie-
rung der Fasern von jeglichen Fremdgeweben und Untersuchung
in der »Petrischale« erforderlich (tiberwiegend werden die Experi-
mente gegenwadrtig mit kultivierten Neuronen durchgefiihrt).

Somit scheidet jede direkte Beobachtung der Prozesse in der Endarbo-

risation via bildgebender Potentialanalyse mit spannungsensitiven Farb-

stoffen beim gegenwartigen Stand der Technik aus.

3.8 Kathodische Inhibition

Jede Form von Konvergenz bedeutet gleichzeitig eine Verarbeitung
der in das System eingespeisten Information. Diese Informationsver-
arbeitung beinhaltet (neben der Anwendung einer »Input-Output«-
Ubertragungsfunktion) zumindest die riumliche (z.B. Addition mit oder
ohne Gewichtung) und zeitliche (u.a. phasisch-tonisches Rezeptor-
Antwortverhalten, Adaptationsphdnomene) Verrechnung der konver-
genten Eingdnge und wird in der Regel in separaten Verarbeitungsstufen
spezialisierter neuronaler Netze, zumeist im Zentralnervensystem, aus-
gefiihrt. Im elektrosensorischen System geschehen jedoch wichtige
Verarbeitungsschritte der konvergenten Information zwangsldufig in
der Endarborisation eines Einzelneurons, da hier die Informationen

aller Organe zusammenlaufen und digitalisiert werden (die anderen
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Stufen der analogen Signalumsetzung konnten lediglich Einflu neh-
men auf Zeitkonstanten, Amplitudenkennlinien; siehe Diskussion).
Um weitere Informationen tiber die Verarbeitungsprozesse dieses Kon-
vergenzsystems zu gewinnen, sind potentiell auch alle Phanomene
der Regulation und Adaptation interessant, da sie u.U. auch mit dem
Verhalten der Natriumkandle in der Endarborisation in Zusammen-
hang stehen und so moglicherweise Riickschliisse tiber deren Funkti-
on in der Dendritensystem zulassen.

Ein besonders interessanter Fall von Adaptation tritt bei der »ka-
thodischen Inhibition« des Systems durch starke Stimulusintensitaten
auf. Nach der zu erwartenden anfidnglich absoluten Unterdriickung
jeglicher Spikeantwort kommt es zu einer u.U. langanhaltenden (bis
uber eine Stunde) Plateauphase, wahrend derer eine vollig regelmafiige
und konstante, jedoch deutlich reduzierte Aktivitdt bei absolutem Feh-
len jeglicher Empfindlichkeit auftritt (Bretschneider et al. 1980). Dieses
Verhalten, es kann It. Roth und Bretschneider (Roth 1971, Bretschneider
etal. 1980) auch durch calciumfreies Medium hervorgerufen werden,
erinnert an die Ergebnisse von Roth (Roth 1973) nach der Entfernung
der Sinneszellen. Bretschneider und Peters (Bretschneider et al. 1980,
Peters et al. 1989a) postulieren aus diesen Ergebnissen einen »bias
currents, der den Spikegenerator versorgt und den sie auch mit ande-
ren Adaptations- und Regulationsvorgdangen in Verbindung bringen.
Um dies genauer zu hinterfragen, mit dem Verhalten der Natrium-
kandle in Bezug zu setzen und auch mit der Unterdriickung der Spike-
aktivitdt durch TTX zu korrelieren, wurden die Experimente mit Schilbe
mystis wiederholt und dabei vor allem auf die Uberginge der verschie-
denen Inhibitionsphasen und die Wiederkehr der Empfindlichkeit ge-

achtet. Im wesentlichen konnten die Ergebnisse von Bretschneider et al.
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A Abb. 3.8.2 Beispiel »scheinbarer Empfindlichkeit« trotz kathodischer
Inhibition (Abb. auf dieser Seite oben). Weitere Erlduterung im Text.
<1 Abb. 3.8.1 Typischer Verlauf kathodischer Inhibitionsexperimente
(Nebenseite). Vor Einschalten des Inhibitionspotentials sind Spontan-
aktivitit (gestrichelte Linie) und » Vollmodulation« auf den Teststimu-
lus gegeben (Potentialhub des Testreizes moduliert die Aktivitdt der
Afferenz gerade auf Null). Nach Anlegen des Inhibitionspotentials
wird zundchst fiir einige Sekunden die Spikeaktivitédt vollstindig un-
terdrtickt (Phase I), danach tritt eine Plateauphase (II) auf. Die Wieder-
kehr der Empfindlichkeit in Phase III erfolgt deutlich anisotrop.

(1980) in den eigenen Experimenten bestatigt werden. Dartiber hinaus
traten weitere interessante Resultate reproduzierbar auf, die in dieser
Arbeit (ibid.) nicht diskutiert wurden — obwohl sie dort vermutlich z.T.
in gleicher Weise aufgetreten sein diirften.

Fiir die kathodischen Inhibitionsexperimente wurde ein periodischer
Testreiz mit 0,2...0,5 Hz appliziert, der eine Modulation der Spontan-

aktivitat auf Werte nahe Null erzeugte (nachfolgend als » Vollmodulation«
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bezeichnet), zu dem ein um typischerweise eine Dekade stdrkeres
»Inhibitionspotential« aufaddiert werden konnte. Vor dem Einschalten
des »Inhibitionspotentials« erzeugt der Testreiz eine krédftige, mehr oder
weniger um den Wert der Spontanaktivitit symmetrische Modulation
der Clusterantwort. Schaltet man nun das »Inhibitionspotential« ein
und addiert dieses auf den Testreiz, so wird erwartungsgemaf zunachst
jegliche Rezeptorantwort unterdriickt (Phase I). Diese Phase volliger
Unterdriickung ist jedoch nur sehr kurz und dauert typischerweise 1...5s.
Danach stellt sich eine gewisse Spikeaktivitdt wieder ein, die asymp-
totisch, innerhalb weniger, max. 10, Sekunden einem Wert zustrebt,
der typischerweise 50...70% der urspriinglichen Spontanaktivitdt betragt.
Diese Plateauphase (Phase II), in der das Cluster absolut regelmafig
und mit verringerter Frequenz Aktionspotentiale generiert, ist gekenn-
zeichnet durch das Fehlen jeglicher Empfindlichkeit (die teilweise in
den Schreiberregistrierungen vorhandenen »Minizacken« stellen keine
Rezeptorantworten dar, sondern entsprechen genau den Verstarkerarte-
fakten, die das Hugo-Sachs-Stimulationsgerdt im Vorverstarker der Fa.
WPl induzierte und die beim Einsatz der Gerdte in dieser Konstellation
nicht zu vermeiden sind). Appliziert man jedoch sehr starke Stimuli,
so erhdlt man tatsdchlich wieder eine geringfiigige Reizantwort der
afferenten Faser (eine mogliche Erkldrung fiir diesen scheinbaren Wi-
derspruch findet sich an entsprechender Stelle im Kap. Diskussion). Die
Dauer dieser Plateauphase (II) ist hochst unterschiedlich und stark
nichtlinear mit dem »Inhibitionspotential« korreliert; beginnt man
das »Inhibitionspotential« in kleinen Inkrementen zu steigern, so er-
hilt man zunédchst — ab einer gewissen Intensitit, die in der Grofien-
ordnung um etwa eine Dekade (10(0’7"‘1’4)) iiber dem physiologischen

Antwortbereich des Clusters liegt — kurze Inhibitionsphasen von we-
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nigen Sekunden; ab einer gewissen »Schwelle« steigt die Dauer des
Inhibitionsplateaus »explosionsartig« an (hier kann z.B. eine Erh6hung
des »Inhibitionspotentials« um 3% zu einer Verlingerung der Plateau-
phase um 300% fiithren). Ein typisches Beispiel fiir diesen hochgradig
nicht-linearen Zusammenhang zwischen Inhibitionsspannung und

Inhibitionsdauer ist in folgender Abbildung dargestellt.
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Abb. 3.8.3 »Kathodische Inhibition«: Nicht-linearer Zusammenhang
zwischen Inhibitionsspannung und Inhibitionsdauer. Darstellung

eines représentativen Einzelexperiments.

So wurden in verschiedenen Experimenten Plateauphasen von
wenigen Sekunden bis mehr als 10.000 Sekunden beobachtet (letzt-
genanntes Experiment wurde durch das »Absterben« der afferenten

Faser beendet). Normalerweise erholt sich das System wieder und die
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reguldre Spontanaktivitit und Empfindlichkeit setzen graduell wieder
ein. Dieser Prozefs der vollstindigen Adaptation der Rezeptoren an das
»Inhibitionspotential« und die damit einhergehende Restauration der
reguldren Spontanaktivitdit und Empfindlichkeit erstreckt sich
typischerweise tiber mehrere Minuten (Phase III) und scheint nur
wenig von Intensitdt und Dauer der Inhibition abzuhdngen. Auffillig
ist bei allen Experimenten, daf} die Wiederkehr der Empfindlichkeit
stets anisotrop erfolgt und das System bei Wiederkehr der Empfind-
lichkeit und dem allmédhlichen Anstieg der Spontanaktivitat zunachst
nur erregbar und nicht (oder in nur geringerem Umfang) hemmbar ist.
Der Zustand eingeschrankter Hemmbarkeit verschwindet jedoch zu-
nehmend mit der vollstindigen Wiederkehr von Spontanaktivitit und

Empfindlichkeit auf erregende Stimuli.

3.9 Korrelation zwischen Interspike-Intervall
und Spikeamplitude

Aktionspotentiale stellen eine sog. »Alles-oder-Nichts«-Antwort dar
und sollten folglich eine einheitliche Amplitude besitzen. Bei genaue-
rer Beobachtung der Spikeamplitude post stimulum féllt jedoch auf,
daf diese Invarianz der Aktionspotentialamplitude beim elektrosen-
sorischen System nicht gegeben ist, dafd diese sich im Verhdltnis 1:2,5
andern kann und zwar in Abhangigkeit von der Spikefrequenz. Bereits
Obara (1976) hat hierzu an den Lorenzinischen Ampullen von
Plotosus Untersuchungen durchgefiihrt und gelangte zu der unbewie-
senen Hypothese, dafd der poststimulative Amplitudenabfall durch ein
transmembranales »Shunting« innerhalb der Dendriten, verursacht

durch eine mef3bare Leitfdhigkeitszunahme der Dendritenmembran,
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die mit der Kanaloffnungswahrscheinlichkeit der Natriumkanaile in
der Endarborisation korreliert, entstehen konnte. Falls dieser Effekt
tatsdchlich mit der Aktivitat der Natriumkanaile korreliert, so konnten
Untersuchungen dieses Phinomens weitere Erkenntnisse zur Rolle dieser
Kandle in der Endarborisation liefern und damit komplementare Hin-
weise zur Ausbreitung der postsynaptischen Potentiale in den Dendri-
ten, die via Imagingtechniken nicht zu gewinnen waren. Deshalb wur-
den einige Versuchsserien am ampulldren Rezeptor bei Schilbe mystis
und Kryptopterus bicirrhis durchgefiihrt, um die Abhédngigkeit zwi-
schen Interspike-Intervall und Spikeamplitude quantitativ zu untersu-
chen und mit den bisherigen Erkenntnissen zu korrelieren.

Aus den Ergebnissen geht eine klare, hochsignifikate nicht-lineare
Korrelation zwischen beiden Untersuchungsparametern mit Korrela-
tionskoeffizienten von 0,979 (Schilbe mystis) bzw. 0,965 (Kryptopterus
bicirrhis) hervor. Dabei zeigt sich eine starkere Auswirkung auf die
Spikeamplitude in Richtung Frequenzerhohung; der Amplitudenan-
stieg bei Verminderung der Spikefrequenz ist dagegen nur schwécher
ausgeprdgt, jedoch bis in den Zeitbereich von 50 ms statistisch eindeu-
tig nachweisbar. Beide Parameter verlaufen temporar weitgehend par-
allel und besitzen ein sehr dhnliches Zeitverhalten. Statistisch signifi-
kante Unterschiede zwischen An- und Aus-Antworten auf kathodische
bzw. anodische Reize waren nicht zu finden; die Korrelationskurven
liegen jeweils deckungsgleich. Bei genauerer Analyse zeigt sich jedoch,
daf’ nach Einsetzen des Stimulus die Spikeamplitude nicht direkt mit
dem Abstand zum vorangegangenen Spike korreliert, wie dies bei di-
rekter Kausalitdt unter Annahme eines Refraktdrphdnomens der Fall
sein miifdte. Vielmehr »hinkt« der Parameter Spikeamplitude gering-

fiigig hinter dem prazedenten Interspike-Intervall hinterher. Dies weist
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deutlich auf einen Zusammenhang iiber einen dritten Parameter (wie
Leitfdhigkeit, intrazelluldres Potential) hin. Dies manifestiert sich auch
bei den Korrelationsdiagrammen in der Bildung zweier kleiner Mef3-
punktpopulationen, die fiir inhibitorische Stimuli unter (Subpopulation
a), bei exzitatorischen tiber (Subpopulation b) der Korrelationskurve
liegen und sich deutlich tiber das 95%-»Vorhersageband« (+ 1,960 ©)
hinaus erstrecken; die Erstspikes nach Stimulationsbeginn fallen da-
mit signifikant (95%-Niveau) aus der Korrelationsbeziehung Interspike-
Intervall und Spikeamplitude, indem sie tempordr hinter dem korre-
spondierenden Interspike-Intervall geringfiigig hinterherhinken (die
Berechnung von Korrelationsbeziehung und Konfidenzintervallen in
den abgebildeten Diagrammen beriicksichtigt selbstverstandlich alle
Mefwerte, auch die der beiden Subpopulationen, da ihre Ausgrenzung
nach streng wissenschaftlichen Kriterien nicht moglich ist und einen
willkirlichen Eingriff darstellen wiirde; bei der Beurteilung dieser Be-
rechnungen ist zu berticksichtigen, dafl viele MefRwerte innerhalb des
Konfidenzbandes wegen ihres hdufigeren Auftretens starker zu gewich-
ten sind und damit den Kurvenverlauf auch in héherem Maf3e beein-
flussen).

Fiir dieses Phanomen konnten drei mogliche Erklarungen ins Feld
gefiihrt werden: a) bei der Amplitudendepression handelt es sich um
ein Phdnomen der relativen Refraktdrphase und korreliert mit tempo-
raren, konformationskinetischen Phanomenen (Reinaktivierung der
Kaliumkanile und Ubergang der Natriumkanile in den aktivierbaren
Zustand; diese miiflte jedoch hier erheblich langsamer als gemeinhin
bekannt ablaufen, da beide Parameter bis ca. 50 ms miteinander kor-
relieren, was gangigen Vorstellungen tiber den Zeitverlauf der Konfor-

mationsiibergdnge widersprechen wiirde, aulerdem steht diese Hypo-
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Abb. 3.9.1 Korrelation zwischen Aktionspotentialamplitude und Interspike-
Intervall bei Kryptopterus bicirrhis. Schwarze Rauten = EinzelmefSwerte
(NB: MeSwerte z.T. mehrfach belegt), offene Kreise = Mittelwerte der Spike-
amplitude. Spontanfrequenz (= 100%): 49,5 s™ (2 20,2 ms).
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Abb. 3.9.3 Korrelation zwischen Aktionspotentialamplitude und Inter-
spike-Intervall bei Schilbe mystis. Grau hinterlegt sind die beiden Sub-
populationen a und b, die Hinweise auf einen indirekten Zusammenhang

der beiden Parameter iiber eine dritte Grofie geben. Weiteres s. Text.
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Abb. 3.9.4 Amplitudenabhéngigkeit »kiinstlich« (= durch elektrische Direkt-

stimulation des Neuriten) ausgeldster Aktionspotentiale in Abhdngigkeit
vom Abstand zum vorangegangenen Spontanspike. Schilbe mystis, Oszillos-
kopausdruck eines représentativen Einzelexperiments (Beobachtungen
an insges. 23 Clustern bei 3 Individuen); »s« markiert spontane Aktions-
potentiale, Sterne stellen die Ergebnisse anderer Versuchsdurchldufe dar,
»A« kennzeichnet das Reizartefakt, die punktierte Linie »5« die gemittelte
Amplitude der Spontanaktivitdt + Standardabweichung ¢ (grau hinter-
legt). Die Standardabweichung (G = 3,2%, n = 2x30) wurde vor (¢ = 3,1%
der Spontanamplitude, n = 30) und nach (6 = 3,4%, n = 30) Versuchsdurch-
fiihrung aus jeweis 30 aufeinanderfolgenden Aktionspotentialen ermit-
telt und dient als Maf fiir die Prdzision der Amplitudenbestimmung.
MefSwerte 3, 4 und 5 sind demnach signitikant erhoht, der erste MefSwert

ist signitikant verringert (punktierte Linie (1), Kurve optisch angepaf3t).
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these mit der zuvor erwdhnten indirekten Kopplung beider Parameter
nicht in Einklang), oder b) die Amplitudendepression entsteht durch
transmembranales »Shunting«, verursacht durch die Leitfahigkeits-
erhohung von Ionenkandlen entsprechend vorgenannter »Obara-
Hypothese«, oder c¢) die Amplitudendepression ist ein potentialabhén-
giges Inaktivationsphdnomen der Natriumkandle. Um die tatsachliche
Ursache dieses Phdnomens zu kldren, wurde versucht, die Fragestel-
lung durch retrograde Stimulation des afferenten Nervs zu untersu-
chen. Wegen der hohen prédparativen Schwierigkeiten gelang auch
hier eine Einzelfaserprdparation nicht.

Nachdem einzelne Beobachtungen (neben der grofien Zeitdimen-
sion dieses Phanomens von ca. 50 ms) bereits Gegenargumente gegen
die Refraktdarhypothese lieferten (1. indirekte Kopplung beider Para-
meter nach Stimulationsbeginn, deutlich schwichere Korrelation des
Erstspikes nach Stimulationsbeginn; 2. keine Amplitudendepression
trotz kurzer Interspike-Intervalle bei »burst«-Aktivitat in der Aufwach-
phase nach MS-222 Betdubung; 3. keine Bestatigung der zu erwarten-
den Temperaturabhdngigkeit der Konformationskinetik), wurde nach
einer anderen Methode zur Klarung dieser Frage gesucht. Dazu wurde
folgender Versuch durchgefiihrt: wahrend konstanter Spontan-
aktivitdt wurde durch einen starken 200-ps-Puls unter Umgehung der
Sinneszellen und Synapsen, die auf Stimuli dieser Dauer keine Reakti-
on zeigen (Peters & Buwalda 1972, de Weille 1983, Bretschneider et al.
1985, Bretschneider & Peters 1992, Heijmen et al. 1995a, Heijmen &
Peters 1995b), eine direkte Stimulation der Faser durchgefiihrt (Roth
1973 & 1978) und ein irreguldres Aktionspotential »kiinstlich« indu-
ziert (fehlende synaptische Latenz), dessen Lage zum jeweils vorange-

gangenen Spontanspikes variiert werden kann.
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Ab einem Abstand von ca. 6 ms zum vorangegangenen Spike weist
dieses evozierte Aktionspotential keinerlei Amplitudendepression auf,
vielmehr erreicht seine Amplitude bei Intervallen um 10 ms zum vor-
angegangenen Spontanspike nach eigenen Beobachtungen sogar ge-

ringfligig grofBere Werte als seine Spikenachbarn.
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4. Diskussion

4.1 Untersuchung der Morphologie

Wichtige Funktionsprinzipien des Nervensystems

Im Laufe der Evolution des Nervensystems haben sich eine Reihe von
Mechanismen entwickelt, die fiir seine Funktion nach klassischer Vor-
stellung lange Zeit als unverzichtbar und universell giiltig betrachtet
wurden. Im Folgenden seien ausschnittweise die fiir die weitere Dis-
kussion wichtigen Funktionsprinzipien, wie sie in klassischen Stan-
dardwerken (z.B. Florey1975, Penzlin 1980, Schmidt et al. 1983, Kandel et
al. 1985, Eckert 1986) abgehandelt werden, in starker Vereinfachung un-
ter einer eher technisch-systemtheoretischen Sichtweise kurz dargestellt:
e Das Nervensystem ist aus Nervenzellen aufgebaut, die die (Haupt-)
Tragerinnen der primdren Systemfunktion (Empfang, Verarbeitung,
Fortleitung und Weitergabe neuronaler Information) darstellen. Diese
bestehen typischerweise (im Falle einer multipolaren Nervenzelle
mitlangem Neurit = Axon) aus einem Zellkdrper (Soma), Dendriten
und langgestrecktem Axon, das fiir die Informationsfortleitung in
einer Vorzugsrichtung dient. Eine Reihe abweichender Bau-
prinzipien sind moglich. Die Ubertragung der Information von Neu-
ron zu Neuron erfolgt meist tiber chemische, seltener tiber elektri-

sche Synapsen.
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e Die Informationsfortleitung basiert auf der Anderung elektrischer
Potentiale. Die hierfiir notwendige Stromausbreitung erfolgt durch
elektrische Leitung zweiter Art, also durch Ionenleitung im Elektro-
lyten, innerhalb der durch die Zellmembranen und ggf. Markschei-
den von den umgebenden Geweben isolierten Zellen. Auch ein grofder
Teil der Informationsverarbeitung geschieht auf elektrischem Wege;
dabei bedient sich das Nervensystem typischerweise neuronaler
Netzwerke, also zwei- oder mehrstufiger Verschaltungen von Ner-
venzellen, die tiber erregende und/oder hemmende Synapsen mit-
einander verbunden sind und die Grundfunktionseinheiten neuro-
naler Verarbeitung darstellen. Addition, Subtraktion, Konvergenz,
Divergenz, Hemmung, raumliche und zeitliche Summation, Bahnung,
Verarbeitung im Amplituden- (Kennlinientransformation) und Zeit-
bereich, Filterung etc. konnen auf diese Weise dargestellt werden.
Durch beliebige Kombinationsméglichkeiten dieser Grundverschal-
tungen sind eine ungeheure Vielzahl auch hoherer Verarbeitungs-
leistungen realisierbar. All diese Verarbeitungsfunktionen basieren
auf einem einheitlichen Grundmechanismus: eine Erregung be-
stimmter Intensitédt (die durch ihre Impulsfrequenz codiert ist) in
einer Nervenzelle (n) wird z.B. iiber eine oder mehrere Synapsen auf
eine oder mehrere Nervenzellen der Verarbeitungsstufe (n+1) ibertra-
gen und erzeugt dort eine Sequenz von erregenden oder hemmenden
postsynaptischen Potentialpulsen. Diese werden in den Empfanger-
zellen der Stufe (n+1) mit sich selbst sowie mit anderen Inputs tiber
die elektrischen (RC-)Eigenschaften der Zelle gewichtet und verrech-
net (entsprechend ihrer raumlichen und zeitlichen Konsistenz), um
dort erneut eine aktive Erregung anderer Intensitdt hervorzurufen

oder ihrer Fortleitung zu unterdriicken. Im Falle einer fortgeleiteten
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Erregung kann diese in gleicher Weise tiber Synapsen zur nachsten
Verarbeitungsstufe (n+2) fort- oder auf eine vorangeschaltete Ver-
arbeitungsstufe (n) zuriickiibertragen werden; ebenso ist eine direkte
Riickkopplung auf dieselbe Zelle oder ein anderes Neuron derselben
Verarbeitungsstufe moglich.

Die Fortleitung der Information erfolgt in nahezu allen Neuronen
fiir den tiberwiegenden Teil der Fortleitungsdistanz aktiv; lediglich
iber kurze Distanzen (typ. unter 100 ym) z.B. in Dendriten bis zum
Erreichen eines aktivierbaren Zentrums, das zur Bildung von Aktions-
potentialen befdhigt ist (Spike-Initiationszone), oder in sehr kompak-
ten Neurozyten kann sie ausschlief8lich elektrotonisch erfolgen. Zur
aktiven Fortleitung bedient sich das Nervensystem eines Mechanis-
mus, bei dem es alle Informationen in Sequenzen von Aktionspoten-
tialen umwandelt, kurze (um 1 ms) Spannungspulse (weitgehend)
einheitlicher Amplitude, die durch Permeabilititsanderungen der
Neuronmembran primar fiir Natrium- (Aufstrich des Aktionspoten-
tials) und zeitversetzt fiir Kaliumionen (Abfall des Aktionspotentials),
dem sog. Hodgin-Huxley-ZyKklus, entstehen. Die treibende Kraft und
Energiequelle fiir diesen aktiven Prozef ist der tiber der Membran
aufgebaute lonengradient, der — tiber spannungsgesteuerte Membran-
permeabilititen fiir Natrium- und Kaliumionen abgerufen — den
»push-and-pull«-Verstarker (wortl.: Gegentaktverstarker) treibt und
so die Nervenpotentialinderung bei der Fortleitung unterstiitzt. Als
Generator fiir diesen energieliefernden Ionengradienten dienen
ATP-getriebene Ionenpumpen in der Nervenzellmembran, die die
Ionenbatterie kontinuierlich nachladen.

Im Falle der Fortleitung von Aktionspotentialen gilt ein Alles-oder-

Nichts-Prinzip, bei dem alle aktivierbaren Natriumkanale durch eine
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positive (selbsterregende) Riickkopplungsschleife bei Uberschreiten
eines Schwellenwerts zur Offnung gebracht werden, bevor der Span-
nungspuls durch die zeitversetzt potentialabhidngig aktivierten
Kaliumkandle wieder zuriickgesetzt wird. Der zu iibermittelnde
Intensitdtswert wird dabei durch den Mechanismus der Aktions-
potential-Generation »digitalisiert« und durch Frequenzmodulation
- genauer Puls-Intervall-Modulation (PIM) - codiert; die Spike-
amplitude tragt damit keine systemrelevante Information. Dieses
Prinzip der Digitalisierung der Signale gilt als unverzichtbare Voraus-
setzung fiir die dekrementfreie, prizise, exakte und storsichere Uber-
tragung von Information mittels autoregenerativer Erregungsfort-
leitung selbst tiber relativ kurze Distanzen von deutlich weniger als
1 mm, da die Transmission analoger Information Verlusten, Storun-
gen und Beeinflussungen verschiedenster Art selbst in myelinisie-
rten Fasern unterworfen und eine reproduzierbare, verlaliche und
quantitativ exakte Fortleitung tiber grofiere Strecken auf andere
Weise nicht moglich wire. Die Autoregenerativitdt und digitale Na-
tur der Aktionspotentiale gelten dabei als unverzichtbare Vorausset-
zung fiir die Informationstibermittlung innerhalb der Neurozyten
und dartiber hinaus fiir die Fortleitungs- und Verarbeitungsfunktion
des gesamten Nervensystems.

e Vertebraten-Neurone sind hédufig zur Erh6hung der Geschwindig-
keit aktiver Fortleitung myelinisiert (saltatorische Erregungs-
leitung); die Ausbildung einer Markscheide gilt gemeinhin als Indi-
kator aktiver saltatorischer Erregungsleitung. Durch die Umhiillung
eines einige hundert Mikrometer bis iber einen Millimeter langen
Faserabschnitts durch die Isolierschicht der vielfach um die Faser ge-

wundenen Membranen einer Schwannschen Zelle werden Mem-
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branleitfihigkeit und Membrankapazitat herabgesetzt, die Langs-
konstante der Faser und dadurch die longitudinale Reichweite einer
Depolarisation, die an einem nicht-ummantelten kurzen erregbaren
Nervabschnitt, dem Ranvierschen Schniirring, stattfindet, deutlich
vergrofiert. Die Depolarisation erreicht so tiberschwellig den nidch-
sten, oft viele hundert Mikrometer entfernten Schniirring und kann
dort neuerlich ein Aktionspotential auslosen. Da die internodiale
Impulsfortleitung tiber eine relativ grof3e Distanz (typ. einige hun-
dert Mikrometer bis einige Millimeter) elektrotonisch, also mit
Lichtgeschwindigkeit, stattfindet, bevor neuerlich ein Hodgin-
Huxley-»Verstarkerzyklus« erforderlich wird, sind hohe Leitungs-
geschwindigkeiten bei geringem Platzbedarf (verglichen mit der
Ausbildung von Riesenaxonen der Evertebraten) zu erzielen. Gleich-
zeitig sinkt der Energiebedarf drastisch, da grofie Axonabschnitte
durch die Markscheide isoliert sind und folglich (fast) kein
Depolarisationsstrom durch die Membran der interanuldren Seg-
mente austreten kann; durch die um 3...4 Grofienordnungen gerin-
gere Globalkapazitdt eines Funktionsabschnittes aus Nodium und
Internodium im Vergleich zu marklosen Fasern entsprechender
Leitungsgeschwindigkeit ist auch der erforderliche Ionenstrom zur
Umladung des Membrankondensators und zur Depolarisation des
Neuronabschnittes entsprechend geringer.

Typischerweise wird angenommen, dafl ein graduiertes Potential,
falls es eine hinreichende Amplitude besitzt, um in dieser Zelle iiber-
haupt eine Erregung hervorrufen zu kdnnen, (spatestens) am ersten
Ranvierschen Schniirring ein Aktionspotential generiert (sofern es
sich um myelinisierte Neuriten(abschnitte) handelt und die Erre-

gung nicht als Integrationsprodukt kurzer Dendriten am Axonhiigel
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eines nahegelegenen Zellsomas gebildet wird); die nodale Natrium-
und Kaliumkanal-Dichte liegt dort typ. mehr als hundertfach hoher
als an unmyelinisierten Abschnitten (Cahalan 1978), wodurch ein
lokales Leitfdhigkeitsmaximum entsteht und somit durch Fokus-
sierung der Stromlinien die lokale Stromdichte im System dort am
hochsten ist (zumindest hoher als an nachgeschalteten Strukturen
des Systems; spater im Faserverlauf positionierte Schntirringe erhal-
ten wegen des starken Ladungsabflusses durch das kaskadierte
»Spannungsteilersystem« natiirlich nur geringere Anteile des gradu-
ierten Signals, ibid.). Da die zuvor genannte Globalkapazitit hier
verringert, die lokale Leitfdhigkeit jedoch stark erhoht ist, erreicht
man durch beide Faktoren eine verstarkte Nutzung des Depolarisa-
tionsstroms fiir die Aktivierung der spannungsgesteuerten Natrium-
kandle und eine Reduzierung der Systemzeitkonstante. Durch die
hohe Natriumkanaldichte der kurzen Nodularabschnitte setzt die
Kettenreaktion der positiv riickgekoppelten Natriumkanal-Offnungs-
wahrscheinlichkeit frither ein (die notwendige Grenzverstarkung zur
Ausldsung einer Kettenreaktion wird bereits bei geringerem Aktivie-
rungsgrad erreicht); die Erregungsschwelle liegt deshalb niedriger als
an jedem anderen Faserabschnitt entsprechender »Bauart« mit ge-
ringerer Natriumkanal-Dichte (ebenso gilt die hohe Natriumkanal-
Dichte am Axonhiigel bei typischen integrativen Neuronen auch als
entscheidender Mechanismus der Schwellenabsenkung, die ihn als
Spike-Initiationszone fiir Inputs aus kurzen unmyelinisierten Den-

driten auszeichnet).

Analoge Ausbreitung von Potentialen erfolgt somit nur iiber sehr
kurze Distanzen und findet dann stets rein elektrotonisch, also pas-

siv, statt: »Graduierte Potentiale breiten sich stets ohne aktive Un-
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terstlitzung rein elektrotonisch aus ... {und/nehmen deshalb mit zu-
nehmender Entfernung vom Entstehungsort rasch ab. Diese ampli-
tudenmodulierten analogen Signale ... treten daher nur in kleinen
Neuronen, wie nichtfeuernden lokalen Schaltneuronen ..., {die nicht
fdahig sind}, Aktionspotentiale hervorzubringen, oder tiber kurze Lei-
tungsdistanzen unter einigen hundert Mikrometern als Signal-
ibertragungsmechanismus auf; ...{amplitudenmodulierte analoge
Signale} sind daher nicht in der Lage, Informationen tiber groflere
Entfernungen zu tibermitteln... Soll die Information tiber grofiere
Strecken ...{transportiert werden}, muf$ sie in Aktionspotentiale um-
gewandelt werden (frequenzmodulierte Impulse), die ohne Dekre-
ment ... weitergeleitet werden, ... {da sich} nur die{se} Signale nach
dem Alles-oder-Nichts-Prinzip ... mit aktiver Unterstiitzung {ausbreiten
konnen).«, (Eckert 1986, Zusammentf. d. d. Verf.). Die passive Aus-
breitung graduierter Signale spielt demzufolge nur in kleinen nicht-
spikenden lokalen Schaltneuronen sowie zur integrativen Verarbei-
tung lokaler synaptischer Eingdnge bei typischen Leitungsdistanzen
im 100-pm-Bereich eine Rolle. Somit werden Analogsignale tiber-
wiegend als unvermeidliche Zwischenstufe bis zur nachsten Digita-
lisierung der Information angesehen, »graduierte Potentiale bleiben
meist auf sensorische und postsynaptische Membranen beschriankt,
wiahrend die dazwischenliegenden Leitungsdistanzen von Aktions-
potentialen tiberbriickt werden« (ibid.). Weitergehende, aktive
Funktion bei der Fortleitung oder Verarbeitung von Information
kommt graduierten Signalen im Nervensystem nach klassischer
Lehrmeinung nicht zu.

Die Ubertragung der Information von Zelle zu Zelle erfolgt iiber

Synapsen meist chemischer Art, die vereinfacht folgendermafien funk-
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tionieren: Die Depolarisation einer Sinneszelle oder eines vorgeschal-
teten Neurons fiihrt tiber die Aktivierung spannungsabhdngiger
Calciumkanadle und den Anstieg des intrazelluldren Calciumspiegels
zur Calcium-gesteuerten Exozytose von Transmittervesikeln. Diese
diffundieren durch den synaptischen Spalt und interagieren mit den
entsprechenden transmitterspezifischen Rezeptoren an der subsynap-
tischen Membran. Dies fiihrt tiber die Aktivierung der gekoppelten
Ionenkanile (Offnung der »Gates« = Tore) in der subsynaptischen
Membran, zur Erh6hung der Membranleitfahigkeit fiir permeable
Ionen. Daraus resultiert im Falle einer typischen erregenden Synapse
mit unspezifischen Kationenkandlen in der subsynaptischen Mem-
bran eine Steigerung des Nettoeinstroms positiver Ladungen (haupt-
sdchlich Natriumionen) in die subsynaptische Dendritenendigung
(postsynaptischer = subsynaptischer Strom) und damit der Aufbau
eines depolarisierenden —also erregenden — postsynaptischen Poten-
tials (EPSP = exzitatorisches postsynaptisches Potential). Dieses EPSP
(bzw. seine Stromkomponente) breitet sich elektrotonisch (also passiv)
bis zum nahegelegenen Impulsentstehungsort z.B. am ersten Ranvier-
schen Schniirring (s.0.) aus und 16st dort bei Erreichen der Feuer-
schwelle ein Aktionspotential aus. »Graduierte Potentiale treten an
sensorischen und postsynaptischen Membranen auf ...{und} blei-
ben in ihrer lokalen Ausbreitung sehr beschrinkt. ...{Sie erfahren}
mit zunehmender Entfernung vom Ort der Stromzufiihrung eine
starke Abschwidchung des Membranpotentials ... {und} sind daher
nicht in der Lage, Informationen tiber grofiere Entfernungen zu
ubermitteln; ... {postsynaptische Potentiale 16sen deshalb}, wenn sie
grofd genug sind, in lokal benachbarten Strukturen des postsyn-

aptischen Neurons Aktionspotentiale aus,... die allein groflere
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Leitungsdistanzen ohne Verlust der Signalstédrke tiberwinden kon-
nen.«, (Eckert 1986, Zusammentf. d. d. Verf.).

e Die Auswertung von Information aus mehreren Eingangskanilen
erfolgt nach klassischer Vorstellung stets in Neuronenverbdanden,
die in der Regel (bei Vertebraten) im Zentralnervensystem lokalisiert
sind und die Verarbeitungsfunktionen des Nervensystems bereit-
stellen. Dies gilt z.B. auch fiir die Verrechnung konvergenter Infor-
mation aus mehreren Sinnesorganen, die einen wichtigen Prozef3
der Informationsverarbeitung und damit typischerweise eine Funk-

tion des Gehirns darstellt.

Morphologische Untersuchungen

Einige dieser klassischen Vorstellungen lassen sich nur schwerlich mit
den morphologischen Beobachtungen in den elektrosensorischen Af-
ferenzen clusterbildender Welse in Einklang bringen. Zunachst weist
dieses System eine Konvergenz der sensorischen Information mehrerer
raumlich verstreut tiber ein grofleres Hautareal angeordneter Sinnes-
organe auf, die mikroskopisch beobachtet und physiologisch mittels
Doppelableitung der Nervenimpulse aus dem Ampullenlumen der am
Cluster beteiligten Organe eindeutig charakterisiert werden kann.
Bemerkenswerterweise steht fiir die bei jeder Konvergenz von Infor-
mation notwendige Verrechnung der Inputs kein neuronales Netzwerk
mit interneuronalen synaptischen Verschaltungen zur Verfiigung,
sondern sie findet peripher mononeuronal in einem ausgedehnten
Dendritenbaum eines priméren afferenten Neuron statt. Hierbei han-
delt es sich nicht um ein homogenes, kleines Sinnesepithel, bei dem
mehrere lokal eng benachbarte Synapsen im afferenten Neuron ein

gemeinsames EPSP ausbilden, sondern um weit verstreute, disjunkte
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Sinnesepithelien zahlreicher Einzelsinnesorgane, deren postsynaptische
Potentiale ohne aktive Mechanismen kaum den gemeinsamen
Axonstamm erreichen und miteinander additiv interagieren konnen.
Vergleichbares ist in dieser Form und Ausprdgung in der neurophy-
siologischen Literatur nicht bekannt. Bei Schilbe mystis und Physialia
spec. treten Dendritenldngen von z.T. tiber 2 mm auf. Auch wenn man
bei Physialia iber morphologische Anpassungen der Dendriten hin-
sichtlich ihres Durchmessers, ihrer Myelinisierung und eines Leitungs-
langenausgleichs spekulieren konnte, ist selbst dort eine elektro-
tonische Ausbreitung postsynaptischer Potentiale bis zum gemeinsamen
Axon nach klassischer Theorie kaum vorstellbar (siehe auch Kap. Dis-
kussion, ISI-Spikestatistik). Dies gilt umso mehr fiir die Verhiltnisse bei
Schilbe mystis, die weder eine Verdickung der Dendriten noch einen
Ausgleich extremer Unterschiede in der Leitungslinge von z.T. 1:10
und dartiber aufweisen. Somit wire nach klassischer Vorstellung zu
postulieren, dafd Spike-Inititionsstellen synapsennah in jedem Den-
dritenast vorhanden sind (Teunis et al. 1990b). Dies steht jedoch im
Widerspruch zum physiologischen Befund hoch-regelméfiiger Spike-
muster, die mit mehreren unabhédngigen, nicht gekoppelten Impuls-
entstehungsorten, wie sie in der Kollisionstheorie diskutiert wurden
(Murray & Capranica 1973, Pabst 1977, Holden 1976, Sanchez &
Zakon 1990, Teunis et al. 1990b, Longtin & Racicot 1996), keinesfalls
vereinbar sind. Da die singuldren Impulsentstehungsorte lediglich auf
elektrischem Wege kommunizieren, d.h. gekoppelt sein konnten, und
eine Kopplung tiber graduierte Potentiale auszuschlieffen ist (siehe
Kap. Diskussion, Spikestatistik), bliebe als einzige theoretisch denkbare
Moglichkeit eine Kopplung der Spikezentren tiber Aktionspotentiale,

d.h. eine retrograde Invasion der Aktionspotentiale in alle Aste des

Diskussion



Dendritenbaums und somit die Auslosung eines Hodgin-Huxley-Zy-
Kklus an jedem der Impulsentstehungsorte mit Zuriicksetzen der gesam-
ten Endarborisation auf die Startbedingungen eines einheitlichen
Ruhepotentials. Alternativ kdnnte dies auch als eine elektrisch stark
gekoppelte, in ihrer Gesamtheit spikende Endarborisation interpre-
tiert werden, die jeweils wiederum von einer der synapsennahen, in
jedem Dendritenast vorhandenen Spike-Inititionsstellen getriggert
wiirde. Ein derartiger Mechanismus wirft jedoch ein fundamentales
Problem auf: es gibt keine Moglichkeit, die eine Verrechnung, d.h. primér
eine Addition der Einzelempfindlichkeiten der konvergent zusammen-
geschalteten Organe erlauben wiirde — mit den Vorteilen der Verrin-
gerung des Rezeptorrauschens, der Linearisierung der Einzelkenn-
linien, ggf. auch der Vergroflerung des Dynamikbereichs, der
Steigerung der Zeitauflosung des Clustersystems u.d., also aller Vortei-
le, die als evolutive Triebfeder der Konvergenzbildung zu erwarten
sind —; das jeweils »schnellste« bzw. empfindlichste Organ in jedem
Cluster 16st eine afferente Nervenerregung aus; die restlichen Organe
des Clusters leisten keinen Beitrag zur Verbesserung des Systems. Ein
derartiger Mechanismus, der in der Ontogenese (und vermutlich auch
beim Ubergang vom Nicht-Clusterbildner zum Clusterbildner in der
Phylogenese, da die 1:1-Verschaltung der Organe zum ZNS den
urspriinglicheren Zustand repriasenrieren diirfte und nicht die Cluster-
bildung) zunehmend komplexere Strukturen aufbaut und unter Ener-
gieaufwand erhilt, ohne dafl diese zusatzlichen Strukturen einen Nut-
zen bringen (in einem Cluster mit (n) Organen wiirden (n-1) Organe
keinen Beitrag zur Funktion des Clustersystems liefern), erscheint phy-
siologisch schwer vorstellbar, zumal auch Ampullen im Adultstadium

reversibel eingeschmolzen und wieder neugebildet werden konnen,
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z.B. in Abhdngigkeit vom physiologischen Zustand des Tieres (Roth
personl. Mitteilung; eigene Beobachtung). Zwar wurde diese (Kollis-
ions-)Theorie mit dem Durchsetzen des »fittesten« Organs von Teunis
et al. (1990b) bei Clarias gariepinus aufgrund von Befunden der
Rauschanalyse diskutiert, die weitgehend von der Zahl konvergieren-
der Organe unabhidngige Ergebnisse liefert, wobei die Rauschquelle als
organassoziiert, evtl. im synaptischen Ubertragungsmechanismus lo-
kalisiert, betrachtet wird; diese Annahme wurde jedoch bislang keines-
wegs zwingend nachgewiesen und wird durch andere Ergebnisse (s.u.)
z.T. eindeutig widerlegt. Als mogliche Erkldarung fiir die Kollisions-
theorie fiihrt diese Arbeit (ibid.) an, daf$ sich durch diesen Mechanis-
mus stets der beste Rezeptor durchsetzt und seine Information zum
ZNS fortleitet; dadurch kénnte eine Redundanz des Systems, eine gro-
Bere Verletzungssicherheit und ein »aus dem Verkehr ziehen« dlterer,
schlechterer Organe erreicht werden. Dies erscheint jedoch vor dem
Hintergrund der Systemplastizitdt und reversiblen Organneubildung
unwahrscheinlich (Szamier & Bennett 1973, Roth 1985 & 1986 & 1993,
Teunis et al. 1989 & 1991a, Roth & Wittmaack 1991, Roth personl.
Mitt.). Auflerdem zeigen Arbeiten der Utrechter Arbeitsgruppe um
Prof. Peters eine Addition der Empfindlichkeit der Einzelorgane inner-
halb eines Clusters mit hoher Signifikanz (Peters & Mast 1983: 96 +
10%, Peters & van Ieperen 1989: 106 + 9%, bzw. Peters et al. 1997a: 104
+ 8%); theoretischer Erwartungswert bei exakter Additivitdt = 100%; Er-
wartungswert im Falle der Kollisionstheorie = 0%), die keinesfalls mit
einer »Kollisionstheorie« oder einem Durchsetzen des »fittesten« Or-
gans in Einklang gebracht werden kann (zusétzlich bleiben auch die
Befunde der superproportionalen Empfindlichkeitsreduktion bei Aus-

schaltung einzelner Clusterorgane in van Dongen & Bretschneider
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(1984) unter der Hypothese der Kollisionstheorie unerklarlich). Den-
dritische Miniaturpotentiale (Spencer & Kandel 1961, Amitai et al.
1993, Yuste et al. 1994), die jedoch nicht mit hinreichender Amplitu-
de die gemeinsame Afferenz erreichen, um dort eine Erregung auslo-
sen zu konnen, als weitere Hypothese, die potentiell zur Erkldrung der
Signalausbreitung tiber die grofien Dendritenstrecken und Addition
der Einzelorganempfindlichkeiten in der Lage wire, konnten niemals
gefunden werden (obwohl sie im Falle ihrer Existenz nachweisbar sein
miifiten) und sind eindeutig auszuschliefen, da sie u.a. sowohl mit der
auflerst geringen Streuung des Interspike-Intervalls (siehe nachster Ab-
schnitt) wie auch mit der graduierten Inhibierbarkeit des dendriti-
schen Fortleitungsmechanismus in den spdteren TTX-Experimenten
unvereinbar waren.

Jegliche Verrechnung der Inputs aus den Einzelorganen ist nur
analog auf der Basis des Kirchhoffschen Knotenpunktsatzes der Sum-
mation von Zweigstromen vorstellbar. Dazu miissen analoge Aquiva-
lente der postsynaptischen Potentiale in einem rdumlich-zeitlichen
Fenster, das durch die passiven elektrischen Eigenschaften des Systems
bestimmt ist, an einen Ort miteinander interagieren und ihre Strom-
komponenten sich am Knotenpunkt des Axonursprungs, der auch den
Impulsentstehungsort trigt, entsprechend der Kirchhoffschen Regel
addieren. Das aber wiirde einen Mechanismus zur Ubertragung der
analogen Information voraussetzen, der es den postsynaptischen Po-
tentialen ermdglicht, die grofle Dendritenstrecke ohne gravierende
Informationsverluste zu iiberwinden und in die gemeinsame Afferenz
zu gelangen.

Betrachtet man unter den vorgenannten Aspekten den Bau typi-

scher Cluster vom Baumchentyp bei Schilbe mystis, so zeigt sich ein
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Bild, das verschiedene Fragen aufwirft. Entsprechend der klassischen
neurophysiologischen Theorie miifite ein myelinisierter Neurit mit
einem Faserdurchmesser im Mikrometerbereich und einer Faserlange
von 2 mm und dariiber Aktionspotentiale generieren und diese
saltatorisch fortleiten, da dies die einzige Moglichkeit zur verlustfreien
Signaltibermittlung tiber diese Dendritenstrecke darstellen sollte. Die
Linge der interanuldren Segmente ist mit typ. 12...15 pm bei einem
mittleren Faserdurchmesser von 1,2 pm als aulergewohnlich kurz zu
bezeichnen (Leonhard 1977). Faserdurchmesser, Aufbau der Schwann-
schen Zellen, Myelinisierungsgrad und Internodienldnge liegen weit
unter den Werten von Neuritensystemen, deren Langskonstante mm-
Dimensionen erreicht. Die Parameter Faserdurchmesser, Internodien-
lange, Myelinisierungsgrad und Liangskonstante sind nach Leonhard
(ibid.) und anderen Autoren (Hodgin & Rushton 1946, Stampfli 1954,
Rall 1959 & 1970 & 1977, Benninghoff & Goertler 1985) eindeutig
miteinander korreliert (»Der Faserdurchmesser verhilt sich typischer-
weise zur Lange des Internodiums etwa wie 1:100. Die Markscheiden-
dicke ist dem Axonkaliber annahernd proportional {nach Benninghoff
& Goertler, 1985, betrigt das Verhéltnis 6:4)... Mit dem Bau der
Nervenfaser korreliert ebenso deren Langskonstante, die stets um ein
Weniges tiber der Internodienldange {typ. Faktor 5, ibid.} liegt und so-
mit die Erregungsfortleitung durch tiberschwellige Depolarisation am
ndchsten Ranvierschen Schniirring gewdhrleistet«, Leonhard 1977);
dies alles spricht klar gegen ein System mit grofler Langskonstante (A).
Handelt es sich bei den afferenten Dendriten des elektrosensorischen
Systems von Schilbe mystis um ein typisch gebautes afferentes senso-
risches Wirbeltierneuron mit entsprechenden Daten (Hodgin &

Rushton 1946, Stampfli 1954, Rall 1959 & 1970 & 1977, Andersen et
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al. 1980, Podznanski 1988, Holmes 1989, Bernander et al. 1991, Rapp
etal. 1994, Spruston et al. 1994, Major et al. 1994 u.a.), so wire allein
aufgrund dieser Befunde eine Langskonstante in der Groéflenordnung
von wenigen hundert Mikrometern zu erwarten, was auch mit der
relativ geringen Internodialldnge (aufgrund der Internodienldnge lage
der Schatzwert der Lingskonstante in der GrofRenordnung von hun-
dert Mikrometern) evtl. noch in Einklang zu bringen wdre (s.a.
Benninghoff et al. 1985). Bereits bei einer Dendritenlinge von 3 A, die
weit tiberschritten werden diirfte (dies entsprache bei einer Dendriten-
lange von 3 mm bereits einer fiir Neuriten dieses Baus unrealistisch
groflen Liangskonstante von 1000 pm), erreichen bei statischer Be-
trachtung (ohne Beriicksichtigung der Membrankapazitit, die die
Fortleitung zusdtzlich dynamisch dampfen wiirde) bei passiver Fort-
leitung nur 5% der eingespeisten Signalamplitude das Ende des Den-
driten; bei 6 A (2 500 um) wiren es 0,6%; bei 10 A (2 300 um) wiirden
sogar nur 0,004% des Ausgangssignals an das Dendritenende gelan-
gen. So miifste man aufgrund der elektrophysikalischen Eigenschaften
annehmen, dafd das Potentialgeschehen bei rein elektrotonischer Aus-
breitung am Beginn des Axonstamms nur in untergeordetem bzw. zu
vernachldssigendem Mafie von der synaptisch iibertragenen Informa-
tion, weit starker hingegen von extraneuronalen Geschehnissen, Stor-
potentialen, Leitfihigkeitsschwankungen, Anderung der Membran-
eigenschaften etc. beeinflu3t werden wiirde und dafl postsynaptische
Potentiale bei einem potentiell am Beginn der gemeinsamen Afferenz
gelegenen Impulsentstehungsort diesen unter keinen Umstdnden er-
regen konnten. Selbst wenn man eine Dendritenldnge von nur 1 A zu-
grundelegen wiirde, was bei dieser Morphologie als vollig unrealistisch

gelten darf — dies wiirde eine Langskonstante von 3 mm erfordern, die
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bisher nur in Axonen mit 10 pm Dicke und dariiber mit entsprechend
starken und breiten Myelinscheiden beobachtet wurde (Benninghoff
1985, Eckert 1986, Schmidt et al. 1983) —, wire ein Signalverlust von rund
?/, und eine immer noch relativ starke Stéranfélligkeit des Systems kaum
fiir einen der informationskritischen Ubertragungsfaktoren eines hoch-
spezialisierten, optimierten und vermutlich evolutiv durch Cluster-
bildung fortentwickelten Sinnessystems sinnvoll und tolerabel (ohne
entscheidende physiologische Vorteile wire die Clusterbildung vermut-

lich in der Evolution gar nicht »erfunden«und »beibehalten« worden).
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Abb. 4.1.1 Berechnete Signaldimpfung in einem Neuriten von 3 mm
Liange (Myelinisierungsgrad 75%). Bei elektrotonisch sich ausbreitenden
DC-Potentialen fillt deren Ausgangsamplitude (100%) innerhalb der
Ldngskonstante (hier ca. 0,5 mm) auf 36,8%; nach einer Dendritenstrecke
von 3 mm sind lediglich noch 0,25% der eingespeisten Signalamplitude
vorhanden (graue Kurve). Verdnderliche Signale wie Aktionspotentiale
werden jedoch durch die Membrankapazitit weitaus stdrker geddmpft,
wie die schwarze Kurve veranschaulicht (fiir die Berechnung zugrunde-
gelegte Werte: R, =3 Ohm/m, R, =3 Ohm/m? C = 0,01 F/m? D=1 um,
f=1kHz).
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Auflerdem kommt es unabhidngig von der konkreten Grofie der
Langskonstante zu einem stetigen longitudinalen Abfall des postsyn-
aptischen Potentials von Nodium zu Nodium, da an jedem Schniirring
entlang der Fortleitungsstrecke im Dendriten ein bestimmter Anteil
des Reststroms austritt und so das fiir eine Auslosung eines Aktions-
potentials zur Verfiigung stehende Potential von Schniirring zu
Schniirring schwicht. Da sich die schwachen Restpotentiale, die das
gemeinsame Axon erreichen kdonnten, dort nicht addieren, sondern
nur auf einen mittleren Potentialwert angleichen wiirden (bei den Bei-
tragen der Teildste wiirde es sich elektrisch betrachtet um den Zusam-
menschlufl hochimpedanter Spannungsquellen handeln, bei deren
Zusammenschaltung ein entsprechend den Impedanzverhiltnissen
gewichteter Mittelwert resultierte), waren die Bedingungen fiir die Aus-
16sung eines Aktionspotentials am ersten Ranvierschen Schniirring in
der gemeinsamen Afferenz dufierst ungiinstig. Zudem wirkt sich auch
noch die Membrankapazitit negativ auf die bisherige Betrachtung der
Systemfunktion aus, da sie den Potentialanstieg an einem entfernte-
ren Neuritenabschnitt erheblich ddmpfen und verzégern wiirde.

All diese Faktoren sprechen dafiir, da} die postsynaptischen Po-
tentiale nicht elektrotonisch die Dendritenstrecke tiberwinden. Legt
man das klassische neurophysiologische Modell zugrunde, dann sollten
Aktionspotentiale generiert werden und zwar in einem synapsennahen
Abschnitt, also wahrscheinlich am ersten Ranvierschen Schntirring des
jeweiligen Dendriten (Hausser et al. 1995, Koch et al. 1995, Mainen et
al. 1995, Colebert & Johnston 1996, Stuart et al. 1997a,b, Liischer &
Larkum 1998), wie dies bereits verschiedentlich in der Endarborisation
von Afferenzen des Lateralissystems diskutiert wurde (z.B. Murray &

Capranica 1973, Teunis et al. 1990b, Sanchez & Zakon 1990). Falls aber
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diese Annahme synapsennaher Spike-Initiationsorte zutrifft, dann
besitzt jeder oder zumindest fast jeder Dendritenast einen autonomen
Spikegenerator oder -initiator.

Alternativ dazu und im Widerspruch zur klassischen neurophysio-
logischen Vorstellung wére die Annahme monozentrischer Erregungs-
bildung an einem einzigen Impulsentstehungsort, der am Beginn der
gemeinsamen Afferenz liegen miifite. Dies wiirde einen Mechanismus
voraussetzen, der es den graduierten Potentialen gestatten wiirde, die
grofde Entfernung bis zum Impulsentstehungsort zu tiberwinden. Hierfiir
kdme ggf. ein Mechanismus der Stromverstarkung in Betracht, der die
zuvor erwdhnten hochimpedanten Spannungsquellen in spannungsge-
steuerte Stromquellen verwandeln wiirde, die einen dem postsynap-
tischen Potential entsprechenden Teilstrom beitragen, niederimpedant
in das gemeinsame Axon einspeisen, und diesen am Strom-Summations-
knoten zu Beginn des gemeinsamen Axons mit den Beitrdgen aller
anderen Aste entsprechend der ersten Kirchhoffschen Regel aufaddie-
ren konnten. Die Aufgabe des Stromverstarkers konnten hypothetisch
iiber die Dendritenldnge verteilte lonenkanale als spannungsgesteuerte
Stromquellen tibernehmen (Traub & Llinas 1979, Jack et al. 1983, Gilly
& Armstrong 1984, Yoshii et al. 1988, French et al. 1990, Vallet et al.
1992, Taylor et al. 1993 & 1995, Stuart & Sakmann 1995a, Magge &
Johnston 1995a, Schwindt & Crill 1995, Johnston et al. 1996, Lipowski
etal. 1996, Cook & Johnston 1997, Poznanski & Bell 2000a,b). Das Ge-
neratorpotential entsprache dann dem Spannungsabfall des Gesamt-
stroms am »Knotenpunkt« des Impulsentstehungsorts tiber dem vir-
tuellen Lastwiderstand des Ladungsabflusses tiber das afferente Axon
und wiirde so die Bedingungen fiir einen additiven Konvergenz-

mechanismus mit monozentrischer Erregungsbildung erfiillen.
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4.2 Statistische Untersuchung des Interspike-
Intervalls

Betrachtet man nun die ISI-Statistik, so kann diese Aussagen tiber die
Zahl der aktiven Impulsentstehungszentren liefern, die sich in beiden
vorgenannten Theorien unterscheidet. Analysiert man die Meflergeb-
nisse einer typischen Clusterableitung von Schilbe mystis, dann zeigt
sich eine schmale, eingipflige, symmetrische ISI-Haufigkeitsverteilung
mit einem ¢ von nur 7% und ohne jegliche Basisverbreiterung zu lan-
geren Intervallwerten hin. Dies ist mit der Annahme ungekoppelter
autonomer Spikegeneratoren absolut unvereinbar; die Folge dieser Hy-
pothese wire eine breite, unsymmetrisch linksgipflige Haufigkeitsver-
teilung mit Intervallwerten, die am hochfrequenten Ende etwa bei einem
t(min) entsprechend der Refraktdrzeit des Dendritensystems steil ein-
setzt und sich u.U. bis zu einem t(max) des schnellsten Teiloszillators
erstrecken kann. Eine Haufigkeitsverteilung wie die eben beschriebe-
ne dhnelt oder entspricht dem Bild, das nach Andsthesie eines Fisches
mit MS-222 in der »Aufwachphase«der peripheren Neurone hdufig be-
obachtet werden kann. Hier zeigen sich nach einer anfanglichen sog.
»burst«-Aktivitit bei Wiedereinsetzen der Spontanaktivitdt oft zu-
ndchst unregelmaifiige, »chaotische« Spikemuster, die nach Analyse
der ISI-Haufigkeitsverteilung gute Ubereinstimmung mit der zu erwar-
tenden Verteilungskurve eines Systems mit mehreren ungekoppelten
oder entkoppelten autonomen harmonischen Oszillatoren van-der-
Polschen Typs (Murray & Capranica 1973, Chance et al. 1973, Holden
1976, Pabst 1977, Hoppe et al. 1982) aufweist, deren genaue Anzahl
aus diesen Daten jedoch nicht gefolgert werden kann. Als Hypothese

wadre denkbar, daf$ hier der reguldre Impulsentstehungsort in der ge-
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meinsamen Afferenz blockiert oder zumindest so weit in seiner Funkti-
on beeintrachtigt ist, daf} die auf physiologischem Wege stattfindende
Erregungsbildung dort zundchst ausbleibt, und daf3 Aktionspotentiale
ungekoppelt in den einzelnen Dendriten initiiert werden, die, wie sich
spater bestdtigte, erregbar sind und Spikes generieren konnten, die dann
chaotisch miteinander interagieren und sich in der Endarborisation
ausbreiten wiirden. Da MS-222 vielféltige Auswirkungen auf die ver-
schiedensten Arten von Ionenkandilen besitzt, konnte auf diese Weise
die Initiation der Erregungsbildung in den Dendriten stattfinden, was
unter normalen physiologischen Bedingungen offensichtlich nicht ein-
tritt. Jedoch lassen die vorliegenden Daten lediglich den Schluf auf die
Aktivitdt mehrerer ungekoppelter Oszillatoren zu (das konnen raum-
lich getrennte Strukturen oder Prozesse darstellen), die die Aktions-
potentialgeneration steuern; diese sollten sich dann in den Dendriten
befinden und unabhidngig voneinander (oder hochstens mit geringer
Kopplung untereinander) tdtig sein, jedoch die Endarborisation in
ihrer Gesamtheit erregen konnen.

Im Gegensatz dazu spricht ein Haufigkeitshistogramm wie das bei
reguldrer Spontanaktivitdt gemessene stark fiir eine monozentrische
Erregungsbildung an einem einzigen Impulsentstehungsort, der am
Beginn der gemeinsamen Afferenz liegen muf3, da die Histogramm-
verteilung zwingend von einem (einzigen) Rhythmusgeber stammen
mufd. Theoretisch ware als zweite Moglichkeit die Existenz mehrerer
synapsennaher Initiationsstellen in den Dendriten denkbar, die mit-
tels eines Kopplungsmechanismus untereinander verbunden sind
und sich so wie ein einziges System verhalten. Dieser Kopplungs-
mechanismus, der gewédhrleistet, dafy nur der Impulsentstehungsort

eines Dendritenastes aktiv ist und somit nur ein Organ pro Cluster den
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Spikerhythmus bestimmt, muf} elektrischer Natur sein und auf der
Basis aktiv fortgeleiteter Nervenimpulse funktionieren, da graduierte,
elektrotonisch sich ausbreitende Potentiale diese Kopplungsaufgabe
keinesfalls erfiillen kdnnten (sie waren auflerdem depolarisierend also
exzitatorisch, mufdten aber die Spikeentstehung in Nachbardsten ver-
zogern oder unterdriicken (reziproke Hemmung), da nur ein Rhyth-
musgeber aktiv sein diirfte; auflerdem wiirde eine reziproke Hemmung
auf dieser Ebene die Empfindlichkeit des Systems herabsetzen, da hier
jedes Organ gegen jedes andere »ankdampfen« miifite. Eine Synchroni-
sation durch Mitkopplung auf der Basis eines Analogsignals ist eben-
so auszuschliefen, da sie einen hohen Kopplungsgrad nahe »1« und
damit eine nahezu verlustfreie Ausbreitung der postsynaptischen Po-
tentiale tiber Strecken bis zur doppelten Ausdehnung des Dendriten-
baums erfordern wiirde; prinzipiell wére eine fiir ein Spikehistogramm
dieser Giite erforderliche Préizision bei exakter Additivitdt durch ein
System derartiger Kopplungen nicht vorstellbar). Auerdem miifiten
die graduierten Signale zweimal die Strecke eines Dendritenabschnittes
zurilicklegen, bevor sie mit dem noch nahezu ungedampften Genera-
torpotential des korrespondierenden Organs interagieren konnten,
was fiir postsynaptische Signale als ausgeschlossen gelten darf (es exi-
stieren in diesem System keine Querverschaltungen mit hemmenden
Synapsen, Interneuronen oder andere inhibierende Mechanismen, die
eine derartige Synchronisationsleistung plausibel erfiillen konnten).
Da alsoeine Kopplung auf der Basis graduierter Signale nicht denkbar
ist, wiirde das bedeuten, daf allein die Aktionspotentiale selbst diese
Synchronisationsaufgabe wahrnehmen kénnten, indem sie retrograd
alle Dendritenéaste invadieren und alle Impulsentstehungsorte erregen

und damit die beginnende Depolarisation durch das postsynaptische

Diskussion

123



124

Potential am Impulsentstehungsort wieder zurticksetzen, was ange-
sichts der starken Kopplung der myelinisierten Endarborisation mehr
oder weniger einer in ihrer Gesamtheit spikenden Endarborisation
entsprechen konnte. Dabei wiirde sich stets das empfindlichste und
damit »schnellste« Organ durchsetzen und eine Gesamterregung im
Dendritensystem hervorrufen; dartiber hinaus miif3te man postulie-
ren, dafd diese Aufgabe stets (oder zumindest {iber einen langeren Zeit-
raum bezogen auf die Beobachtungsdauer) von ein und demselben
Organ wahrgenommen wird, da die individuelle Spontanaktivitdt und
Empfindlichkeit einzelner Organe im Cluster deutlich unterschiedlich
ist (Heijmen & Peters 1995), heterogene Rhythmengeber jedoch mit
den Befunden duflerst geringer Interspike-Intervall-Variabilitdt unver-
einbar wiren. Dadurch wiirde in einem Cluster mit (n) Organen stets
nur ein und dasselbe Organ (zumindest fiir einen langeren Zeitraum)
die Perzeption der elektrischen Felder tibernehmen und die Erregung der
afferenten Faser bestimmen, die anderen (n-1) Organe wiirden keinen
Beitrag zur Verbesserung der Systemleistung erbringen (siehe vorange-
gangener Abschnitt); das aber stiinde in klarem Widerspruch zu der von
Peters et al. (Peters & Mast 1983, van Dongen & Bretschneider 1984,
Peters & van Ieperen 1989, Peters et al. 1997a) gefundenen Addition der
Rezeptorempfindlichkeiten im Cluster. Fiir die in vorgenannten Arbei-
ten (ibid.) gefundene Addition der Organeinzelempfindlichkeiten inner-
halb des Clusters muf3 jeder Teilast zwingend seinen Teilstrom beitragen,
der sich am Knotenpunkt des Netzwerks, also dem Beginn des Axon-
stamms, addiert und dort erst in eine Folge von Aktionspotentialen ge-
wandelt werden kann.

Eine dritte Art von Verteilungkurve erhdlt man nach proximaler

Vergiftung des Initialabschnittes der gemeinsamen Afferenz mit TTX
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(siehe unten, siehe Kap. Diskussion, »progressive TTX-Vergiftung«).
Charakteristisch hierfiir ist, dafd das kiirzeste Intervall in etwa dem
Grundintervall der unvergifteten Faser entspricht (geringftigig grofier),
dafl also nicht wie bei entkoppelten Oszillatoren kiirzere Intervalle
auftreten konnen mit einer unteren Schranke, die durch die Refraktar-
zeit des Systems bestimmt wird. Auflerdem zeigt sich das Frequenz-
bzw. Intervallspektrum deutlich mehrgipflig. Zusitzliche Nebenpeaks
treten dabei in guter Ubereinstimmung mit den Vielfachen des Grund-
intervalls t, also neben 1-t; auch bei 2-t,, 3-t., 4-t; auf. Das Grund-
intervall ist dabei im Vergleich zur Spontanaktivitidt des unbeeinflufiten
Systems etwas zu lingeren Werten hin verschoben. Diese Verteilung
der Spikeintervalle belegt klar, daf sie einem singuldren Rhythmus-
geber entspringen muf3, bei dem einzelne Spikeereignisse ausfallen.
Eine Entkopplung einzelner Impulsentstehungsorte oder Subzentren
wurde niemals beobachtet, die Intervall-Verteilungskurven aus beiden
abgeleiteten Organen sind damit absolut identisch. Analysiert man die
theoretisch denkbaren Funktionsmoglichkeiten des Systems und die
daraus resultierenden Konsequenzen einer proximalen TTX-Vergiftung,
so wird Kklar, daf$ in dieser Versuchsituation sehr charakteristische Er-
gebnisse zu erwarten sind. Existiert hypothetisch nur ein Impuls-
entstehungsort, so miifite dieser zwangsldufig in der gemeinsamen
Afferenz liegen und in seiner Funktion frithzeitig durch TTX beein-
trachtigt werden, was pradigital z.B. zu einer Schwellenwerterh6hung
fiir die Auslosung eines Aktionspotentials oder nach der Aktions-
potentialbildung zu einem Ausfall einzelner Spikes fithren kdnnte.
Beides wiirde sich in charakteristischer Weise in der ISI-Haufigkeits-
verteilung manifestieren. Im Falle der Alternativhypothese mehrerer

synapsennaher Impulsentstehungsorte wird eine Verdnderung erst
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dann und nur in dem Mafie eintreten, wie die TTX-Front bei progres-
siver Vergiftung mit proximal der Endarborisation gelegenem Appli-
kationsort die jeweils organnah gelegenen Impulsentstehungsorte in
den Dendriten erreicht und vergiftet bzw. durch Unterbrechung der
Erregungsfortleitung die Kommunikation der einzelnen Aktionspoten-
tialgeneratoren unterbindet und diese damit entkoppelt. Auch dies wiir-
de zu einer charakteristischen und von vorgenannten Moglichkeiten
Kklar unterscheidbaren Veranderung der ISI-Hdufigkeitsverteilung fithren.

Aus den Ergebnissen geht klar hervor, daf$ auch unter proximaler
TTX-Vergiftung beim Ausfall von Spikeereignissen und dem »Stot-
tern« des Systems lediglich ein einzelner Impulsentstehungsort aktiv
ist, der noch nach wie vor einen stabilen Grundrhythmus vorgibt,
dessen Erregung aber unvollstindig bleibt oder aber vollstindig ab-
lauft, und aus dem dann einzelne Spikes ausfallen oder sich nicht in
die Endarborisation fortpflanzen — d.h. es zeigt sich eindeutig ein pri-
marer Angriff des TTX auf das Digitalsystem in Verbindung mit einer
leichteren Beeintrdchtigung des Analogsystems (Vergrofierung des
mittleren Interspike-Intervalls der Grundfrequenz). Zu keinem Zeit-
punkt konnten chaotische Phdnomene mit entkoppelten Generato-
ren (z.B. wie nach MS-222 Anwendung) beobachtet werden (deren
Kopplung tiber die Arborisationsstruktur wiirde nach TTX-Anwen-
dung im Verlauf fortschreitender Blockierung der Endarborisation
zwangslaufig unterbrochen, was unausweichlich zu unkoordinierter
Tatigkeit einzelner Impulsentstehungsorte fithren wiirde), nie konn-
te die Aktivitdt von Subsystemen oder ein Fortleitungsabbruch an
Dendritenverzweigungen nachgewiesen werden. Die Bedeutung des
ISI-Histogramms wird im Zusammenhang mit den TTX-Versuchen

weiter diskutiert.
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4.3 Amplitudenvergleich innerhalb eines
Clusters

Nimmt man nach den vorangegangenen Ergebnissen an, dafl der
Impulsentstehungsort in der gemeinsamen Afferenz liegt, so haben
Aktionspotentiale eine weite Strecke zwischen dem Ort ihrer Entste-
hung und der Synapse zuriickzulegen. Diese Aktionspotentiale, die im
Axonstamm gebildet wiirden, miifiten folglich die gesamte Lange der
Dendritenstrecke iberwinden, um die Synapse zu erreichen, dann z.B.
noch die postsynaptische Membran, die basale Sinneszellmembran,
das Sinneszellumen und die apicale Sinneszellmembran durchqueren,
und sich im Ampullenlumen, das niederimpedant mit dem geerdeten
Wasserkorper des Ableitbeckens in Verbindung steht, ausbreiten, be-
vor sie dort mit einer Amplitude in der typischen Groflenordnung von
10...50 pV im Ampullenlumen abgeleitet werden kdnnen. Diese Aus-
breitung vom Impulsentstehungsort bis in die Region der Synapse
konnte (primdr) innerhalb der Dendriten erfolgen, wobei hier die Fort-
leitung aktiv oder passiv geschehen konnte, oder aufierhalb der Den-
driten diffus tiber das umgebende Gewebe (hierbei kommt natiirlich
nur passive Fortleitung in Betracht); weitere Moglichkeiten sind nicht
denkbar. Im Falle diffuser Ausbreitung ist mit einer extrem starken Ab-
schwichung und Impulsverbreiterung zu rechnen, da die Spikeampli-
tude bei ungehinderter Ausbreitung im Elektrolyten — bereits ohne
zusétzliche resistive (zelluldre, den Ausbreitungsquerschnitt verengende)
Strukturen oder kapazitive Verluste (iiber Membranen quer zur Aus-
breitungsrichtung) — mit dem Quadrat der Entfernung vom Entstehungs-
ort abnehmen wiirde und auf ihrem Weg durch die Gewebsstrukturen,

die als »kaskadierte (R-)RC-Glieder« Tiefpafieigenschaft besitzen, in
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Form und Pulsbreite verdndert wiirde. Deshalb kénnten unter diesen
Ableitbedingungen singuldre Aktionspotentiale aus dem Axonstamm
keinesfalls im Ampullenlumen registriert werden (iiber den Wasser-
trog, in dem der Fisch wiahrend der Ableitung liegt, wiirden derartige
Potentiale durch »shunting« (niederohmiger Abflufy gegen den Masse-
bezugspunkt) zusidtzlich erheblich geschwicht), wie sich spéter in den
TTX-Versuchen eindeutig bestatigte. Ein weit entscheidenderes und
absolut zwingendes Argument ergibt sich jedoch aus der Tatsache, daf§
diese Form der Ausbreitung nicht kanalisiert ist und damit auch kei-
ne elektrisch begiinstigte Verbindung zu den jeweils von dieser Faser
innervierten Ampullen vorhanden wire. Bei Schilbe mystis finden sich
oft benachbarte Cluster, die unmittelbar aneinander grenzen oder so-
gar ineinander verzahnt sind. Diese Cluster lassen sich sauber aus dem
Ampullenlumen ableiten (wenn die Elektrode sorgfiltig im Ampullen-
lumen plaziert ist und den Porus weitgehend abdichtet, erhdlt man
exakt nur Spikes der afferenten Faser, die das jeweilige Cluster versorgt,
nicht jedoch die der Nachbarampullen, die um weit tiber 40 dB in ih-
rer Amplitude abgeschwicht sind, obwohl ihr Impulsentstehungsort
oft sogar ndher an der Ableitelektrode liegt als jener der korrespondie-
renden Faser). Dies bedeutet zwingend, dafy zwischen dem Impulsent-
stehungsort und den entsprechenden Ampullenlumina eine begiinstigte
und gegeniiber ihrer Umgebung wirksam abgeschirmte Verbindung
besteht, die die Aktionspotentiale kanalisiert in die Ampullenlumina
aller Organe des jeweiligen Clusters fortleitet, nicht jedoch zu Organen,
die tiber eine andere Faser innerviert werden und widerlegt damit klar
eine diffuse Ausbreitung der Aktionspotentiale aulerhalb der Faser.
Wird das Aktionspotential innerhalb der Faser nur elektrotonisch

in die Endarborisation fortgeleitet, und findet keine aktive Invasion
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statt, so mufl — unabhingig von der konkreten Grofie der Lingskon-
stante (selbst bei einer hypothetischen Lingskonstante von einem
Meter wire immer noch mit einem signifikanten Ergebnis zu rechnen)
—zwangslaufig bei einer Leitungsstreckendifferenz von 1:5...1:10 und
darliber zumindest im statistischen Mittel ein eindeutig mefibarer
Unterschied in der Dampfung der Amplitude stattfinden (zusatzlich
zu einer Impulsverbreiterung, die durch die RC-Tiefpaf3-Eigenschaften
des Dendriten hervorgerufen wird, siehe letzter Abschnitt). Dies konnte
jedoch experimentell in keinem Fall gefunden werden; im Gegenteil
zeigten sich eine fast perfekte, statistisch hoch signifikante Uberein-
stimmung und sogar geringfligig hohere Amplituden bei den langeren
Leitungsstrecken der distalen Ampullen (dieser Unterschied ist jedoch
statistisch nicht eindeutig abzusichern). Nach dem t-Test nach Student
fiir gepaarte Stichproben muf bei gegebener Mefiwertstreuung und
Stichprobenumfang der Amplitudenwert an der distalen Ampulle
zwischen dem 0,956...1,044-fachen liegen, um als nicht unterschied-
lich auf dem 95%-Signifikanzniveau zu gelten; tatsdchlich wurde er
mit 1,034 gemessen. Unter Zugrundelegung dieses Me3wertes wiirde
dies jedoch bedeuten, daf} die Lingskonstante mehr als das 88fache
der Differenz der Dendritenldngen — also bei einer Leitungslingen-
differenz von 2,5 mm rund 220 mm - betragen miif3te, allein, um die
hierfiir erforderliche geringe statische Dampfung zu erzielen (dabei
sind noch nicht einmal kapazitive Dampfungseffekte beriicksichtigt!),
was als absolut unrealistisch gelten diirfte (Andersen et al. 1980, Eckert
1986, Podznanski 1988, Rapp et al. 1994, Major et al. 1994). Durch die
Tatsache, daff an den entfernteren Ampullen die geringfiigig — jedoch
gerade noch nicht-signifikant — gréfleren Aktionspotentiale gemessen

wurden, ist zwar die Hypothese einer nicht-aktiven Invasion der
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Abb. 4.3.1 Simulation der relativen dynamischen Signaldimpfung im
Neuriten in Abhéngigkeit von dessen statischer Lingskonstante (Daten wie
Abb. 4.1.1). Die horizontale Linie markiert den experimentell ermittelten
Wert der Ddmpfung, grau hinterlegt das 95%-Konfidenzband der Messung
(die 99,0%- bzw. 99,9%- Konfidenzniveaus sind durch kurze Linien mar-
kiert). Die Abbildung zeigt u.a: 1. Je kiirzer die Langskonstante (Abszisse),
desto geringere Anteile der am Beginn des Neuriten vorhandenen Signal-
amplitude erreichen das Neuritenende. 2. Die Langskonstante miifSte Werte
im Meterbereich annehmen, um Signale dimpfungsarm (Ddmpfung < 5%)
tiber die Dendritenstrecke zu tibertragen. 3. Bei einer experimentell ermit-
telten Ddmpfung der Dendriten von 103,4% wiirden (scheinbar parado-
xerweise) Signale nach ldngerer Fortleitungsstrecke weniger gedimpft als
nach kurzer Strecke, was innerhalb eines homogenen passiven Modells
nicht erkldrbar wdre. 4. Fiir einen Ddmpfungswert von 103,4% — 4,4% =
99,0% (= Untergrenze des 95%-Konfidenzbandes) miifSte der Berechnung

zufolge die Lingskonstante unrealistische 8,29 m betragen. Weiteres s. Text.
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Aktionspotentiale noch nicht a priori widerlegt (der Amplituden-
unterschied erreicht noch nicht Signifikanzniveau), jedoch wéren die
Anforderungen an die Ddmpfungsfreiheit der retrograden Signalaus-
breitung und damit an die Lingskonstante des Neuriten extrem hoch,
um dieses Ergebnis auf der Basis eines statistischen Fehlers deuten zu
konnen. Bei Berticksichtigung der Membrankapazitit (elektrophysiolo-
gische Werte der Dendriten wie im vorangegangenen Abschnitt) mifite
sich dieser Wert der Longitudinalkonstante damit sogar auf acht Meter
(sic!) erhdhen, um dieses Ergebnis unter der Hypothese elektrotonischer
Signalausbreitung mit gerade 5%-iger Wahrscheinlichkeit erkldren zu
konnen (die Irrtumswahrscheinlichkeit fiir einen Fehler zweiter Art
betriige selbst im Falle einer Lingskonstante von acht Metern noch
95%!). Damit kann dieses Ergebnis des Fehlens eines signifikanten
Potentialgradienten ausschlie8lich mit aktiver retrograder Fortleitung
der Aktionspotentiale in die Endarborisation hinein erkldrt werden.
Nimmt man im Vorgriff an dieser Stelle ein Teilergebnis aus den
Experimenten der distalen TTX-Vergiftung hinzu, so wird die Schluf3-
folgerung, dafy sich das System aktiver Fortleitung der Aktions-
potentiale bedient, damit zusétzlich klar untermauert. Wird die aktive
Fortleitung der Aktionspotentiale durch Besetzung der Natriumkanéle
mit TTX unterbunden, so wird in den betroffenen Bereichen der End-
arborisation die Amplitude der Aktionspotentiale geschwécht, wihrend
andere, noch unbetroffene Bereiche mit unverminderter Amplitude
weiterspiken. Es zeigt sich sogar, dafy ohne aktive Fortleitung nach
vollstandiger Vergiftung mit TTX tiberhaupt keine Aktionspotentiale
im Ampullenlumen nachweisbar sind, wahrend in geringer betroffe-
nen Bereichen des Clusters weiterhin Aktionspotentiale mit wenig

verminderter Amplitude abgeleitet werden kénnen.
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4.4 Kathodische Inhibition

U m weitere Aufschliisse iiber die Vorginge in der Endarborisation zu
gewinnen, sind auch die Schritte der Informationsverarbeitung und
Adaptation von besonderem Interesse, die in den Dendriten lokalisiert
sind. Diese konnen einen komplementéren Einblick in die pradigitalen
Prozesse geben und damit auch in die Ubertragung der postsynapti-
schen Potentiale. Ein besonders interessanter Fall von Adaptation tritt
bei der »kathodischen Inhibition« des Systems durch starke Stimulus-
intensitdten auf, die u.a. nach Bretschneider et al. (1980) auf zwei
Regulationsmechanismen beruht, einem prasynaptischen und einem
postsynaptischen. Letzterer verspricht Einblick in die dendritischen
Prozesse und interessante Aspekte fiir die Interpretation der TTX-Ver-
suche.

Betrachtet man die Ergebnisse der kathodischen Inhibition, so
fallen sofort Parallelen auf zu den Experimenten von Roth, der Utrech-
ter Arbeitsgruppe um Peters und Bretschneider und anderen mit Cal-
cium-freiem Medium (Roth 1971, Peters et al. 1975, Zhadan & Zhadan
1975, Bauswein 1977, Bretschneider et al. 1979, Bretschneider et al.
1980) und zur Entfernung der Sinneszellen (Roth 1973). All diesen
Versuchen gemeinsam und sehr charakteristisch ist eine langanhal-
tende Phase, in der die Organe sehr gleichmifiig, jedoch mit einer ge-
gentiber der reguldren Spontanaktivitdt verringerten Frequenz spiken,
aber keine (physiologische) Empfindlichkeit besitzen. Betrachtet man
nun die Kette der Vorgidnge, die vom elektrischen Stimulus zur Spike-
antwort der afferenten Faser fithren, so stellt sie sich kurz zusammen-
gefalst (nach Bennett 1971a,b, Szabo 1974, Bennett & Clusin 1979,
Bretschneider et al. 1980, Teeter & Bennett 1981, Bennett & Obara
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1986, Schifer et al. 1990, Bretschneider et al. 1991, Teunis et al. 1991b,

Bretschneider & Peters 1992, Heijmen & Peters 1995b, Andrianov 1996,

Peters et al. 1997b u.a.) folgendermafien dar (sieche Abb. 4.4.1, nédch-

ste Seite):

1.

)]

Einsetzen des (erregenden) anodischen Stimulus,

. Hyperpolarisation der apikalen Sinneszellmembran,

2
3.
4

Depolarisation der basalen Sinneszellmembran,

. Calciumeinstrom durch spannungsgesteuerte Kandle in der

basalen Sinneszellmembran,
Transmitterexocytose in den synaptischen Spalt,
Offnung unspezifischer Ionenkanile auf der subsynaptischen

Membran,

. Daraus resultierend Nettoeinstrom positiver Ladungen (v.a.

Natriumionen) durch die subsynaptische Membran (= subsyn-
aptischer Strom); dieser erzeugt in der postsynaptischen Endi-
gung das EPSP,

Ausbreitung des EPSP in den Dendriten bis zum Generationsort

der Aktionspotentiale,

. Erreichen der Feuerschwelle am Impulsentstehungsort und Aus-

16sung eines Aktionspotentials.
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Abb. 4.4.1 Schematische Darstellung des Rezeptormechanismus. Die Zah-

len beziehen sich auf die Beschreibung auf der vorangegangenen Seite.
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In dieser Kausalkette sind prinzipiell mehrere Schritte denkbar, an de-
nen (mehr oder weniger wahrscheinlich) Verdnderungen angreifen
konnten, wahrend die anderen als (weitgehend) invariabel und non-
adaptiv in diesem Zusammenhang zu betrachten sind. Die regulato-
rischen Schritte konnten sein:

1. Membraneigenschaften der Sinneszelle (basal und/oder apical), die
z.B. iiber Ionenkandle in ihrer Leitfihigkeit beeinfluf3t werden
konnten. Dies konnte sich gleichzeitig auf das intrazelluldre Po-
tential der Sinneszelle auswirken, miifite aber nicht zwangsldufig
mit diesem direkt gekoppelt sein. Damit wiirde sich der durch An-
derung der Widerstandsverhaltnisse tiber der basalen Sinneszell-
membran abfallende Anteil der Reizspannung und evtl. durch
Verschiebung der elektroosmotischen Konzernationsverhéltnisse
der Potentialgradient tiber der basalen Sinneszellmembran als
Steuergrofie des basalen Calciumeinstroms verdndern (bipolarer
Einfluf} auf Arbeitspunkt und evtl. Empfindlichkeit).

2. Ebenso den Potentialgradienten tiber der basalen Sinneszellmem-
bran beeinflussen konnte das Hautpotential, das als adaptives Glied
bei der zweiten Anpassungsphase der kathodischen Inhibition dis-
kutiert wird (Roth 1971, Peters et al. 1975, Zhandan & Zhadan
1975, Bauswein 1977, Bretschneider et al. 1979) und zusammen
mit dem Rezeptorpotential als seriengeschaltete galvanische Ele-
mente den wirksamen Potentialgradienten der basalen Sinnes-
zellmembran beeinfluf3t (bipolarer, evtl. nichtlinearer Einfluf3 auf
Arbeitspunkt).

3. Der Calciumeinstrom durch die basale Sinneszellmembran bei ge-
gebenem Potentialgradienten ist ebenso nicht zwangslaufig als in-

variabel zu betrachten, da auch hier z.B. iber Kanalaktivierbar-
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keiten und allosterische Prozesse eine Steuerung stattfinden konn-

te. (EinfluR auf Ubertragungskennlinie).

. Auch der »Fiillungsgrad« des prasynaptischen Transmitterreservoirs

konnte das Systemverhalten beeinflussen, und zwar sowohl tiber
die Einfithrung bzw. Modulation einer sog. »bias«-Grofle (bias =
wortl. Keil, lineare, additive Komponente, die einen Systemzu-
stand nach oben bzw. unten verschiebt), die die Kennlinie anhebt
oder absenkt, als auch iiber die Exozytosewahrscheinlichkeit und
-menge oder Riickwirkungen auf den Transmitterresyntheseprozefs,
die die Kennlinie in ihrer Steilheit und Gestalt modifizieren (bipo-
larer, evtl. nichtlinearer Einflufy auf Arbeitspunkt und Empfind-

lichkeit).

. Mittel- bis langerfristige Adaptationsmechanismen konnten auch

an den transmittergesteuerten Ionenkandlen und deren Rezeptoren
in der subsynaptischen Membran ansetzen (Penzlin 1980, Wirth &
Gloxhuber 1981, Kandel et al. 1982, Forth et al. 1983, Schmidt
1987). (Abflachung der Ubertragungskennlinie, Empfindlichkeits-

reduktion).

. Eine Beeinflussung der Ubertragungseigenschaften fiir postsyn-

aptische Potentiale; hierfiir kimen prinzipiell alle Arten potential-
regulierter Ionenkanile (zusammen mit den homdoostatischen
Prozessen zur Stabilisierung des Intrazelluldrpotentials) in Be-
tracht. Sind dies v.a. Natriumkandle (deren bedeutende Rolle am
Fortleitungsprozef} spéter gezeigt werden wird; siehe Diskussion
der TTX-Ergebnisse), die diese Aufgabe auch nach theoretischen
Uberlegungen wahrnehmen kénnten, so wire ihr Beitrag ein ak-
tiver (Hodgkin & Huxley 1952a,b, Stafstrom et al. 1982, Jack et al.
1983, Gilly & Armstrong 1984, Llinas 1988, French et al. 1990,
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Alzheimer et al. 1993, Brown et al. 1994, Stuart & Sakmann 1995,
Schwindt et al. 1995, Taylor et al. 1995, Lipowsky et al. 1996, Mitt-
mann etal. 1997, Lampl et al. 1998, Mickus et al. 1999a, Poznanski
& Bell 2000a,b u.a.). Diese Kanile besitzen eine positive Korrelati-
on zwischen der Starke der Depolarisation und der Kanal6ffnungs-
wahrscheinlichkeit, die als Stromverstarker fiir kleine Signale die-
nen konnte; erst ab dem Erreichen der Feuerschwelle erreicht der
»current-gain« Werte > 1 (der durch Offnung eines Kanals zusitz-
lich hervorgerufene Einwdrtsstrom fiihrt in dem RC-System des
wirksamen Neuritenabschnitts zu einem Spannungshub, der sta-
tistisch gesehen die Offnung von mehr als einem Kanal hervor-
ruft), was die bekannte explosionsartige Kettenreaktion auslost
und so den Hodgkin-Huxley-Zyklus startet. Im unterschwelligen
Bereich handelt es sich aus mathematischer Sicht um eine konver-
gente Reihe, die unter der Annahme eines konstanten Verstar-
kungsfaktors (»gains«) g < 1 einen Limes von 1 / (1 — g) besitzt;
wird diese Grenze iiberschritten, setzt eine ungebremste Ketten-
reaktion ein (s.a. Taylor et al. 1995, Lipowsky et al. 1996, Poznanski
& Bell 2000a,b; Modellgraphik siehe nachste Seite). Natriumkanale
zeigen jedoch auch Phianomene der Adaptation, Akkomodation,
Verschiebung der Arbeitskurve und Inaktivation, die als Regulativ
u.a. stabilisierend und adaptiv in den Prozef} eingreifen konnten
(bipolarer, evtl. nichtlinearer Einfluf auf Arbeitspunkt und Emp-
findlichkeit).

. Durch dieselben Phinomene kann auch der Spike-Generator be-
einfluft werden, da dieser von Natriumkanélen angetrieben wird
(bipolarer, evtl. nichtlinearer Einflufl auf Arbeitspunkt und Emp-

findlichkeit).
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< Abb. 4.4.2 Schematische Darstellung eines moglichen Verstérker-
mechanismus auf der Basis der seit Hodgkin & Huxley (1952a—d)
bekannten spannungsabhéingigen Eigenschaften von Natrium- und
Kaliumkanélen. Unterhalb einer gewissen Stabilitdtsgrenze arbeitet
das Kanalsystem stabil als analoger Stromverstarker. Weitere Diskus-

sion im Text.

8. Verschiebung des intrazelluldren Potentials am Ort des Impuls-
generators durch Steuerung von anderen Ionenkanilen als Natri-
umkandlen oder Beeinflussung der Aktivitit von lonenpumpen
(die Beeinflussung dendritischer Ionenkanale fillt unter 6.). Hier-
durch wiirden sich die Potentialverhdltnisse am Impulsentste-
hungsort verschieben, was tiber verschiedene Mechanismen Ein-
flu auf Geschwindigkeit und Zeitpunkt des Erreichens der
Ausloseschwelle fiir ein Aktionspotential besitzt (bipolarer, evtl.

nichtlinearer Einflufy auf Arbeitspunkt und Empfindlichkeit).

Die Schritte 1 mit 4 wiren in den Sinneszellen lokalisiert, 5 mit 8 in der
Endarborisation. Die Faktoren 1, 2, 3, 4, 6, 7 und 8 sind als empfind-
lichkeitssteigernde Adaptationsmechanismen denkbar, die u.a. auch
die 2 Anpassungsstufen bei der Riickkehr von Aktivitdit und Empfind-
lichkeit nach kathodischer Inhibition vollziehen konnten (Punkt 5 ist
eher als langerfristige empfindlichkeitsreduzierende Mechanismen
bekannt). Jeweils in Klammern angegeben ist der whrscheinliche Ein-
fluf’ auf das System. Der erste Schritt, also die Wiederkehr einer gleich-
mafligen Aktivitdt geringerer Frequenz im Vergleich zur Spontan-
aktivitdt des intakten Systems, vollzieht sich in dhnlicher Weise nach

kathodischer Inhibition (Peters et al. 1975, insbes. Bretschneider et al.
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1980) , nach Applikation Calcium-freien Mediums (Roth 1971, Peters
etal. 1975, Zhandan & Zhadan 1975, Bauswein 1977, Bretschneider et
al. 1979 & 1980) wie auch nach Abtdtung bzw. Entfernung der Sinnes-
zellen (Roth 1973). Unterstellt man in allen drei Fillen, die sehr dhnli-
che Ergebnisse hervorbringen, denselben Mechanismus, so muf} die-
ser zwangsldufig in der Endarborisation, also Schritt 6, 7 oder 8,
lokalisiert sein. Eine Adaptation bei den Schritten 1 mit 5 kann unter
dieser Voraussetzung eindeutig ausgeschlossen werden, wie auch z.B.
die Ergebnisse der Arbeiten von Bretschneider et al. (1980) und Peters
et al. (1988b & 1997a) nahelegen und spétere Experimente dieser Ar-
beit mit TTX-Vergiftung klar bestatigen.

Dies wiirde bedeuten, dafy der erste Schritt der Adaptation in der
Endarborisation stattfindet, indem dort eine Erregung generiert wird,
obwohl kein Transmitterflufl auf die synaptische Endigung einwirkt,
was auch in Einklang mit den Literaturergebnissen steht (ibid.). Nach
distaler TTX-Gabe findet dieser Adaptationsschritt jedoch nicht statt
und zwar fillt der Mechanismus — wie an entsprechender Stelle in den
Ergebnissen der TTX-Versuche diskutiert — bereits in dem Mafle aus,
wie TTX in die Endarborisation eindiffundiert, zu einem Zeitpunkt, zu
dem der Kanalblocker den Impulsentstehungsort noch nicht erreicht
hat. Dies ist mit einer Adaptation in Schritt 7 oder 8 unvereinbar und
spricht klar fiir einen Mechanismus, der auf der Funktion dendriti-
scher Natriumkandle basiert (die zweite denkbare Moglichkeit einer
Adaptation am Impulsentstehungsort steht mit diesen TTX-Ergebnis-
sen nicht im Einklang), und der auch mit bereits theoretisch bekann-
ten Kanaleigenschaften gut in Einklang zu bringen wire (Hodgkin &
Huxley 1952a,b, Chandler & Meves 1970, Dubois & Bergman 1975,
Soukimas & French 1980, Stafstrom et al. 1982, Jack et al. 1983, Gilly
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& Armstrong 1984, Aldrich & Stevens 1987, Llinas 1988, Hounsgaard
& Midtgaard 1989, French et al. 1990, Alzheimer et al. 1993, Brown et
al. 1994, Stuart & Sakmann 1995a, Schwindt & Crill 1995, Taylor et al.
1993, Lipowsky et al. 1996, Mittmann et al. 1997, Lampl et al. 1998,
Mickus et al. 1999a,b, Podznanski & Bell 2000a,b u.a.). Aufgrund dieser
Eigenschaften sollte das Natriumkanal-System zu bipolarer Adaptation
in der Lage sein, was sich auch in den Ergebnissen der Korrelations-
versuche zwischen Interspike-Intervall und Spikeamplitude wider-
spiegelt, und einen physiologisch wichtigen stabilisierenden, selbst-
kalibrierenden Riickkopplungsmechanismus im dendritischen System
einfithren wiirde. Dieses Adaptationssystem konnte so auch als sog.
»self-biasing-mechanism« eine mogliche Erklarung liefern fiir den von
einigen Autoren (u.a. Peters & van Ieperen 1989, Teunis et al. 1990,
Bretschneider & Peters 1992, Andrianov et al. 1996, Peters et al. 1997)
theoretisch postulierten Adaptationsmechanismus zum Ausgleich der
Spontanaktivitdt wihrend des in der Ontogenese sich vollziehenden
Aufbaus des elektrosensorischen Systems mit Vergroferung des Sin-
neszellepithels und Zunahme der peripheren Konvergenz; die bei die-
sem Prozefd stets zu beobachtende (Peters & Mast 1983, van Dongen &
Bretschneider 1984, Zakon 1984, Sanchez & Zakon 1987 & 1990,
Peters & van Ieperen 1989a, Sanchez & Zakon 1990, Teunis et al. 1990b
& 1991¢, Bretschneider & Peters 1992, Andrianov et al. 1996, Peters et
al. 1997a, eigene Beobachtungen) Neueinstellung des »Arbeitspunktes
des Systems« konnte auf der Basis eines solchen adaptiven Prozesses,
der entsprechend der Ergebnisse z.B. von Peters et al. (1988b & 1997a)
im axodendritischen System der Afferenz lokalisiert ist, einfach reali-
siert werden. Durch einen solchen Mechanismus wire, wie zuvor er-

lautert, ein Ubertragungsglied innerhalb der Dendriten mit variablem
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»Gain«und »Offset« (also mit adaptiver Ubertragungsverstirkung und
anpafibarer bzw. autoregulativer Arbeitspunkteinstellung) integriert,
das potentiell auch in der Lage wire, die oft diskutierte fehlende Kopp-
lung zwischen Empfindlichkeit und Spontanaktivitat (Peters et al. 1975,
Bretschneider et al. 1979 & 1980, Peters et al. 1988, Teunis et al. 1989,
Bretschneider & Peters 1992, Peters et al. 1997a), sowie Widerspriiche
hinsichtlich der Systemadaptation und der Korrelation von Spontan-
aktivitdt und Signal-Rausch-Verhaltnis (Nyquist-Kriterium) mit der
Clustergrofie bei zunehmender Konvergenz (Bretschneider et al. 1980,
Peters et al. 1975, Peters & Mast 1983, Peters & van Ieperen 1989a,
Teunis et al. 1990, Bretschneider et al. 1991, Peters et al. 1997a) zu
erkldren.

Betrachtet man die Versuchsergebnisse der kathodischen Inhibition,
so geht unmittelbar nach Einsetzen des kathodischen Inhibitionsreizes
die Spikeaktivitdt der afferenten Faser erwartungsgemaf} auf Null zu-
riick. Da die Sinneszellen wahrend dieses extremen Inhibitionsstimulus
zundchst zwangslaufig aufierhalb ihres Arbeitsbereichs liegen, damit
bei der Erregungsbildung ausgeschaltet sind und so auch die Trans-
mitterausschiittung auf Null reduziert sein diirfte (Bretschneider et al.
1980), ist naturgemaf’ keine (physiologische) Empfindlichkeit vor-
handen. Nach wenigen Sekunden kehrt die afferente Faser jedoch
wieder zu einer regelmafligen, im Vergleich zur Spontanaktivitdt ver-
ringerten Aktivitdt zurtick, jedoch bei weiterhin volligem Fehlen jeder
Empfindlichkeit. Dieser Ubergang zur Phase II stellt damit einen er-
sten Adaptationsschritt des elektrosensorischen Systems dar, der nach
Literaturmeinung (ibid., auch: Peters et al. 1988b, Bretschneider &
Peters 1992) im axodendritischen System der afferenten Faser lokali-

siert ist und in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der TTX-Expe-
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rimente (primdr und essentiell) auf einem Mechanismus der dendriti-
schen Natriumkanile basiert sein muf3. Der sich dabei vollziehende
Adaptationsschritt wird nach vorherrschender Meinung (Peters et al.
1975, Zhadan & Zhadan 1975, Bretschneider et al. 1979 & 1980, Pe-
ters et al. 1997) mit den Vorgidngen der primdren Inhibition des
elektrorezeptiven Systems durch Calcium-freies Umgebungsmedium
verglichen, der nach Bretschneider et al. (1980) Parallelen zeigt zur
Sinneszellentfernung (Roth 1973). Wédhrend dieser Phase kommt es
damit — ohne Transmitterausschiittung und postsynaptisches Poten-
tial — durch Adaptation dendritischer Natriumkanaile evtl. im Zusam-
menwirken mit weiteren Faktoren iiber die Verschiebung des Arbeits-
punktes zu einer Neueinstellung des intrazelluldren Potentials, das
dann den Spikegenerator treibt und so zu zyklischer Erregungsbildung
in Abwesenheit jeglicher Empfindlichkeit fiihrt. Nach einer gewissen
Zeit geht das System tiber eine Restitutionsphase III innerhalb weniger
Minuten wieder zu reguldrer Aktivitdt tiber. Wahrend dieser Phase III
findet damit notwendigerweise ein Adaptationsschritt statt, der zwin-
gend auf prasynaptischen Mechanismen beruht und nach Peters et al.
(1975) und Bretschneider et al. (1979 & 1980) durch ein komplexes
Zusammenspiel verschiedener Potentialkomponenten entsteht; pri-
mar iber die Regulation von Haut- und Rezeptorpotential werden die
Rezeptorzellen langsam (typischerweise im Bereich von einigen Minu-
ten bis Stunden) in ihren Arbeitsbereich zuriickgebracht und somit ist
wieder eine reguldre Funktion des elektrosesorischen Systems mog-
lich. Hieraus folgt, dafd zu Beginn der Phase III die Empfindlichkeit auf
einen bipolaren Teststimulus anisotrop zurtickkehrt und zunéchst die
Aktivitédt der afferenten Faser von der Plateauaktivitdt der Phase II

ausgehend nur nach oben, kaum jedoch nach unten moduliert wer-
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den kann (nach vollstindiger Unterbindung der Transmitteraus-
schiittung in Phase I kann diese (als nicht-negative Grof3e) zundchst
nur nach oben und nicht nach unten moduliert werden). Nur in dem
Mafle, wie die spontane Transmitterausschiittung sich den Normal-
werten ndhert und das reguldre Spontanaktivitdtsniveau wieder er-
reicht wird, wobei im Gegenzug das primare Adaptationssystem auf
der Basis dendritischer Natriumkanale in gegenlaufigem Maf3e zurtick-
geregelt wird (nach den experimentellen Ergebnissen ist es um mehr
als eine Grolenordnung schneller als die Restitution des Systems in
Phase Il und reagiert damit ohne erkennbare Zeitverzogerung), kehrt
die vollstindige Inhibierbarkeit des Systems — deutlich nach dessen
Vollaktivierbarkeit — wieder zuriick. Durch die Existenz dieser beiden
Regelkreise auf Sinneszell- und neuronal-préddigitaler Ebene besitzt das
elektrosensorische Analogsystem (mindestens) zwei negative (und damit
systemregulierende und stabilisierende) Riickkopplungsmechanismen
und ist damit zur Autoregulation und selbststandigen Einstellung und
Stabilisierung seines Arbeitspunktes fahig; dies ist Voraussetzung, da-
mit das System z.B. unter wechselnden Umweltbedingungen und bei
der in der Ontogenese zunehmenden Konvergenz und Vergrofierung
des Sinnesepithels stabil funktionieren kann (Goldmann 1953, Gerth-
sen et al. 1977, Hoppe et al. 1982, Peters & Mast 1983, van Dongen &
Bretschneider 1984, Zakon 1984, Sanchez & Zakon 1987 & 1990, Pe-
ters & van Ieperen 1989, Sanchez & Zakon 1990, Teunis et al. 1990b &
1991c¢, Bretschneider & Peters 1992, Andrianov et al. 1996, Peters et al.
1997, eigene Beobachtungen).

Zusammenfassend kann man feststellen, daf§ wiahrend kathodi-
scher Inhibition sich die Riickkehr des elektrosensorischen Systems

zur Normalfunktion in (mindestens) zwei Adaptationsschritten voll-
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zieht: einem ersten, schnellen, TTX-inhibierbaren Schritt, der essen-
tiell auf der Adaptation der dendritischen Natriumkanéle beruht und
eine konstante Basisaktivitdt der afferenten Faser ohne jede Empfind-
lichkeit der sich noch in vollstindiger Inhibition befindlichen
Rezeptorzellen einstellt, und einem zweiten, langsameren, der nach
vorherrschender Meinung (Peters et al. 1975 & 1988 & 1997, Zhadan
& Zhadan 1975, Bretschneider et al. 1979 & 1980) auf dem Zusammen-
spiel verschiedener Potentialkomponenten primaér tiber die Regulati-
on von Haut- und Rezeptorpotential beruht und die Rezeptorzellen so

wieder in ihren Arbeitsbereich zurtickbringt.

4.5 Korrelation zwischen Interspike-Intervall
und Spikeamplitude

Aktionspotentiale folgen prinzipiell dem Alles-oder-Nichts-Prinzip;
dies bedeutet, dafl die Spikeamplitude nicht Trdgerin systemrelevanter
und -verwertbarer Information ist und gemeinhin als konstant be-
trachtet wird. Bei genauerer Beobachtung der Spikeamplitude post
stimulum erkennt man jedoch bei der Ableitung der Aktionspotentiale
der elektrosensorischen Afferenz einen eindeutigen, strengkorrelierten
und stark ausgepragten Zusammenhang zwischen Interspike-Intervall
und Amplitude, der zundchst ungewohnlich erscheint. Ein Einflufd der
Spikefrequenz auf die ableitbare Amplitude im Experiment ware nur
denkbar, wenn die Aktivierbarkeit des schnellen Natrium-Systems sich
andert (relative Refraktdrphdnomene, potentialabhdngige Inaktivation
des Natrium-Systems) oder wenn von Aktionspotentialen gleicher
Hohe unterschiedliche Anteile den Ort der Ableitung erreichen. Damit

kdmen als Ursache dieses Phanomens drei mogliche Erkldrungen in

Diskussion

145



146

Betracht: (1) die Amplitudendepression ist auf Prozesse der relativen
Refraktdarphase zuriickzufithren und korreliert mit temporiren,
konformationskinetischen Phanomenen (Reinaktivierung der Kalium-
kanile und Ubergang der Natriumkanile in den aktivierbaren Zustand),
(2) die Amplitudendepression ist ein potentialabhdngiges Inaktiva-
tionsphdnomen der Natriumkandle, oder (3) die Amplitudendepres-
sion entsteht durch transmembranales »Shunting« (engl., hier: Ablei-
ten tiber einen Nebenschlufiwiderstand bzw. eine Parallelkapazitit)
durch die Leitfahigkeitserhohung von Ionenkanilen. Letzteres wurde
von Obara in seiner Arbeit (1976) postuliert, der dieses Phdnomen an
den Lorenzinischen Ampullen von Plotosus untersuchte. Er gelangt in
dieser Arbeit zu der Schlufifolgerung, dafd der poststimulative
Amplitudenabfall durch ein transmembranales »Shunting« innerhalb
der Dendriten verursacht wird. Dieses »Shunting« soll aus einer expe-
rimentell mef3baren Leitfdhigkeitszunahme resultieren, die mit dem
postsynaptischen Potential korreliert (Obara & Bennett 1972, Obara
1976). Diese das postsynaptische Potential generierende Leitfahig-
keitszunahme miifite jedoch in erster Linie von der Offnung unspezi-
fischer subsynaptischer lonenkanile verursacht werden, die aufgrund
der Gradientenverhdaltnisse v.a. Natriumionen einstromen lassen, so-
wie —zumindest nach den Ergebnissen dieser Arbeit bei Schilbe mystis
—durch EPSP-induzierte Aktivierung spannungsabhédngiger Natrium-
kandle (evtl. zusdtzlich auch Calciumkandle, die bei Schilbe mystis
offensichtlich keine prozefirelevante Rolle spielen), die aufgrund ih-
rer bekannten Eigenschaften (Hodgkin & Huxley 1952a,b, Stafstrom
et al. 1982, Jack et al. 1983, Gilly & Armstrong 1984, Llimas 1988,
French et al. 1990, Alzheimer et al. 1993, Brown et al. 1994, Stuart &
Sakmann 1995, Schwindt et al. 1995, Taylor et al. 1995, Lipowsky et
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al. 1996, Mittmann et al. 1997, Lampl et al. 1998, Cash & Yuste 1998,
Mickus et al. 1999, Poznanski & Bell 2000a,b) durch ihre potentialab-
hingig zunehmende Offnungswahrscheinlichkeit die Natrium-Leit-
fahigkeit ansteigen lassen; eine Beteiligung anderer Arten von Kanilen
(in proze3bestimmendem Umfang) ist nicht anzunehmen. Die elek-
trochemischen Gradientenverhdéltnisse fithren jedoch in jedem Fall
bei Kanalaktivierung jeweils zu einem ausgepragten Nettoeinstrom
positiver Ladungstrager und werden dominiert durch Natriumionen,
deren Reversionspotential tiber dem Spitzenwert des Aktions-
potentials liegt (ibid., Holde 1971, Hoppe et al. 1982, Schmidt 1987,
Attkins 1989). Somit scheidet ein »Shunting« durch subsynaptische
Ionenkandle und Natriumkanale als Ursache der Aktionspotential-De-
pression aus. Vielmehr ist anzunehmen, daf} dieser Effekt aus dem
Inaktivationsphdnomen der Natriumkandle herriihrt. Die langsame,
graduierte Verschiebung des Intrazellularpotentials beeinflufst zwangs-
laufig die Aktivierbarkeit des Natrium-Systems und damit den Schei-
telwert der Aktionspotentiale (die Aktivation ist notwendige und hin-
reichende Bedingung fiir das Auftreten von Inaktivation). Somit kann
die Modulation der Aktionspotential-Amplitude in diesem Fall als
Indikator fiir eine vorangegangene partielle Aktivierung der Natrium-
kandle durch die Ausbreitung graduierter Potentiale in der
Endarborisation angesehen werden — mit der zwangslaufigen Folge der
Unterstiitzung der fortgeleiteten Analogsignale durch ihre Strom-
verstarkung. Das Eintreten einer vom externen Stimulus abhdngigen
Amplitudendepression der Aktionspotentiale durch Inaktivation der
Natriumkandle ware damit notwendige Folge der Ausbreitung
postsynaptischer Potentiale von der Synapse zum Impulsentstehungs-

ort in der gemeinsamen Afferenz in denselben Dendriten, die auch
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von den Aktionspotentialen aktiv retrograd invadiert werden (Hodgkin
& Huxley 1952a-d, Holden 1976, Jack et al. 1983, Llimas 1988, French
et al. 1990, Alzheimer et al. 1993, Stuart & Sakmann 1995a, Taylor et
al. 1995, Magee & Jahnston 1995¢, Poznanski & Bell 2000a,b).

Die zweite Hypothese fiihrt die Amplitudendepression auf temporé-
re, konformationskinetische Phanomene (Reinaktivierung der Kalium-
kanile und Ubergang der Natriumkandle in den aktivierbaren Zustand)
in der relativen Refraktarphase zuriick. Diese Erklarungsmoglichkeit
erscheint bereits sehr unwahrscheinlich aufgrund der grofien Zeit-
dimensionen, in denen dieses Phanomen ablduft, wie auch der fehlen-
den Bestdtigung der zu erwartenden Temperaturabhdngigkeit fiir die-
se auf Konformationsiibergdngen in den Kanalproteinen basierenden
Prozesse. Weitere Gegenargumente liefern die fehlende Amplituden-
depression trotz kurzer Interspike-Intervalle bei »burst«-Aktivitdt in
der Aufwachphase nach MS-222 Betdubung (trotz unkalkulierbarer Be-
einflussungen der Kanalsysteme durch das Anédstethicum wire eine
Beschleunigung der Konformationstibergdnge durch das Pharmakon
als eher unwahrscheinlich zu betrachten) und die tempordr versetzte
Kopplung der beiden Parameter, die sich auch in den disjunkten
Subpopulationen der poststimulatorischen Mef3werte im Korrelations-
plot widerspiegelt.

Den direktesten Gegenbeweis liefern die Experimente mit evozier-
ten Aktionspotentialen, wie sie im Abschnitt »Ergebnisse«beschrieben
wurden. Hierbei zeigt sich, dafl Spikes, die in kurzem Abstand zu einem
vorangegangenen Aktionspotential evoziert werden, — im Gegensatz
zu den Ergebnissen der vorangegangenen Korrelationsexperimente —
eine z.T. sogar geringfiigig hohere Amplitude besitzen als ihre reguldren

Nachbarn. Diese Ergebnisse widerlegen klar die Refraktarhypothese
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mit direkt zeitkorreliertem Wirkungszusammenhang zwischen beiden
Parametern aufgrund tempordrer, konformationskinetischer Phano-
mene, ist jedoch auf der Basis eines Wirkungszusammenhangs tiber
die potentialabhdngige und damit EPSP-korrelierte Inaktivation der
dendritischen Natriumkanale leicht erkladrlich; im Falle eines externen
physiologischen Stimulus wird iiber die Erregung der Sinneszellen ein
kraftiger subsynaptischer Strom mit gleichermafien hohem Potential-
anstieg ausgeldst, der eine entsprechend starke Inaktivation der
Natriumkanaéle nach sich zieht; im Falle evozierter Aktionspotentiale
ist das EPSP-korrelierte Dendritenpotential nach dem »Reset« und der
Hyperpolarisation der Endarborisation aber noch kaum angestiegen,
und damit die Aktivierbarkeitsrate der Natriumkanaile sehr hoch, was
sich in einer gestiegenen Spikeamplitude widerspiegelt. In den TTX-
Experimenten wird dieser potentialgesteuerte Inaktivationsmechanis-
mus tiber die stimulusabhédngige und EPSP-induzierte Aktivierung der
dendritischen Natriumkanale, die sich durch Gabe des Kanalblockers
unterdriicken ldft, eindeutig untermauert.

Somit ist dieses Inaktivationsphdnomen Ausdruck einer »ldnger-
anhaltendenc, also quasi-statischen Aktivation der Natriumkanaile
durch Potentialanstieg in den Dendriten (Hodgkin & Huxley 1952a-d,
Holden 1976, Jack et al. 1983, Llimas 1988, French et al. 1990,
Alzheimer et al. 1993, Stuart & Sakmann 1995a, Taylor et al. 1995,
Magee & Jahnston 1995c¢, Johnston et al. 1996, Poznanski & Bell
2000a,b) und zeigt an, daf sich das analoge postsynaptische Potential
durch die Dendriten ausbreitet und dabei auf seinem Weg Natrium-
kandle aktiviert (Stafstrom et al. 1982 & 1984b & 1985, Huguenard et
al. 1989, Coles & Schneider-Pickard 1989, Hirsch & Gilbert 1991,
Vallet & Coles 1993a,b, Brown et al. 1994, Lipowski et al. 1996,
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Johnston et al. 1996, Haag & Borst 1996, Cash & Yuste 1998, Andrea-
sen & Lambert 1999, Poznanski & Bell 2000a,b). Dies hat zur zwangs-
laufigen Folge, dafl Natriumionen in den Dendriten einstrémen und
dieser einwdrtsgerichtete »Booster«-Strom unterstiitzt das postsynap-
tische Potential (iiber den Grad der Unterstiitzung kann man daraus
freilich noch keine Riickschliisse ziehen; dieser zeigt sich erst in den
Experimenten mit distaler TTX-Applikation). Somit 143t eine Ampli-
tudendepression, die auf Inaktivation der Natriumkandle beruht,
Riickschliisse zu tiber den Aktivierungszustand dieser Kanéle und da-
mit auf einen aktivierungsbedingten aktiven Einwdrtsstrom positiver
Ionenladungen in den Dendriten und bestitigt so eine aktive Rolle der
Natriumkandile bei der EPSP-Fortleitung; diese EPSP-induzierte Aktivie-
rung der Natriumkanale stellt, wie Ergebnisse der TTX-Vergiftung zei-
gen werden, einen unverzichtbaren Mechanismus dar, der es den
postsynaptischen Potentialen tiberhaupt erst gestattet, ihre Informa-
tion dekrementarm, akkurat und prézise tiber die grofde Fortleitungs-

strecke bis zum Impulsentstehungsort zu tibertragen.

4.6 Progressive TTX-Vergiftung

4.6.1 Voriberlegung

Grundsitzliche Voriiberlegungen und Berechnungen zu den Experi-
menten sind bereits im Kapitel »Ergebnisse« angefiihrt, da die theore-
tische Analyse Voraussetzung fiir das Verstandnis der Experimente ist.
Es konnte dort gezeigt werden, daf sich das praparativ nicht zugang-

liche System durch gerichtete Eindiffundierung eines Kanalblockers
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von proximal rsp. distal progressiv, reproduzierbar und in aus experi-
menteller Sicht sehr praktikablen Zeitdimensionen vergiften 1df3t (Ver-
suchsdauern unter 2 min oder iiber 5 min diirften aus experimental-
technischer Sicht als wenig sinnvoll gelten, siehe auch Kap. »Material
und Methoden; aus diesen Zeitvorgaben ergibt sich eine optimale
Diffusionsdistanz von ca. 1 mm; der Applikationsort liegt somit hin-
reichend dicht an den zu untersuchenden Strukturen ohne die Gefahr
unerwiinschter Irritationen des Untersuchungssystems), dafy Storun-
gen allenfalls durch kapilldre Stromungen zu erwarten sind und daf§
die resultierenden Ergebnisse charakteristische und interpretierbare
Antworten zur Fragestellung der Funktion des dendritischen Systems
liefern wiirden und damit wichtige Riickschliisse auf die Prozesse in
der Endarborisation ermdoglichen. Folgt man den theoretischen Uber-
legungen zur Systemfunktion und interpretiert die Daten der ISI-Sta-
tistik, der Konvergenzversuche von Peters et al. (insbes. Peters & Mast
1983, Peters & van Ieperen 1989, Peters et al. 1997), so liefern diese
sehr starke Hinweise auf einen singuldren Impulsentstehungsort. Un-
ter dieser Annahme sind jedoch die Ergebnisse der zuvor diskutierten
Versuche (ISI-Statistik, Korrelation zwischen Interspike-Intervall und
Aktionspotential-Amplitude) nur mit dem Postulat einer aktiven
Invadierung der Endarborisation durch das Aktionspotential in Ein-
klang zu bringen, da die Erregung dann in der gemeinsamen Afferenz
entstehen, der ableitbare Spike jedoch nahe der synaptischen Endi-
gung eines jeden Dendriten aktiv generiert werden miuif3te. Auch ware
dann ein aktiver Mechanismus fiir die Ausbreitung der postsynapti-
schen Potentiale iiber die grofie Dendritenentfernung zu postulieren,
der in Kenntnis wichtiger Eigenschaften spannungsgesteuerter Natrium-

kanile (s.0.) und in Einklang mit den Ergebnissen der Korrelations-
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experimente zwischen Interspike-Intervall und Spikeamplitude nach
eigener Vorstellung am ehesten durch einen Mechanismus auf der Basis
spannungsgesteuerter Natriumkandle bewerkstelligt werden konnte.

Damit lassen sich als zentrale Fragen bei der Funktion dieses
Konvergenzsystems die Lage des Impulsentstehungsortes und daran
gekoppelt die Ausbreitungsmechanismen der Aktionspotentiale und
postsynaptischen Potentiale tiber die grofden Dendritendistanzen for-
mulieren. Alle drei Prozesse (EPSP-Fortleitung, Aktionspotentialgene-
ration und retrograde Ausbreitung der Aktionspotentiale) wiren im
Falle vorgenannter Hypothese zur aktiv unterstiitzten Fortleitung der
postsynaptischen Potentiale an die Funktion der spannungsgesteu-
erten Natriumkandle gekoppelt (im Falle der aktiven EPSP-Fortleitung
ist dies nattirlich bis zu diesem Punkt der Diskussion noch spekulativ,
obwohl bereits starke Evidenzen fiir diese Hypothese in dieser Arbeit
gewonnen werden konnten); dies war der Anlaf}, TTX als klassischen,
hochselektiven Natriumkanal-Blocker als erstes auf die Endarborisa-
tion dieses Untersuchungssystems anzuwenden.

TTX wirkt, wie allgemein bekannt (Moore & Narashi 1967, Narashi
& Moore 1968, Ulbricht 1977, Alberts et al. 1983, Stryer 1996, Molecu-
lar Probes 1999) hochselektiv und bindet (unter normalen Versuchsbe-
dingungen) nahezu irreversibel, stochiometrisch und mit sehr hoher
Affinitdt an die Kandle des schnellen, spannungsaktivierbaren Natrium-
Systems (ibid.), das fiir den »Aufstrich« des Aktionspotentials, die De-
polarisation, zustdndig ist. Mit der Zahl der besetzten Ilonenkanaile
wird die Zahl aktivierbarer Kanile reduziert, was eine entsprechende
Auswirkung tiber die Verringerung des Depolarisationsstroms und
dariiber auch auf die Spike-Amplitude besitzt. Aufgrund der hohen

Bindungsaffinitdt unter normalen physiologischen Bedingungen ist
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TTX damit geeignet, z.B. die Kanalzahl titrativ tiber die TTX-Menge zu

bestimmen, die einen halbmaximalen Effekt erzielt. Durch diese

hochselektive Wirkung dieses Blockers, der alle anderen Arten von

Ionenkandlen und Poren unbeeintrachtigt laf3t (ibid.), ist eine geziel-

te Untersuchung der Rolle dieser Natriumkanaile in analogen und di-

gitalen Prozessen gewdhrleistet.

Folgende Ergebnisse sind fiir die verschiedenen Fille denkbar:

e Impulsentstehungsort in gemeinsamer Afferenz: Im Falle der Cluster
vom »Baumchentyp« (fiir die Versuche wurden Cluster aus der basis-
nahen Reihe auf der Analflosse ausgewdhlt, die nach unserer mor-
phologischen Kenntnis mit hoher Wahrscheinlichkeit diesem Clu-
stertyp zuzuordnen sind, was nachtréaglich post experimentum fiir
alle Versuche betdtigt werden konnte) wird der Impulsentstehungs-
ort bei proximaler TTX-Applikation zwangsldufig als erstes von der
TTX-Front erreicht werden (ldge ein Cluster vom »Sterntyp« mit ei-
ner Spike-Initiationsstelle im Zentrum des Clusters vor, so wire,
leicht nachvollziebar, die Art und Abfolge der Systemverdnderungen
bei einem Cluster dieses Typs klar unterscheidbar eine andere; der
Angriff des Kanalblockers auf den Impulsentstehungsort wiirde in
diesem Fall bei proximaler und distaler Applikation in gleicher Wei-
se erfolgen und in beiden Applikationssituationen symmetrische
ununterscheidbare Ergebnisse liefern, die einen Angriff auf die Aktions-
potential-Initiationsstelle und damit den Digitalisierungsprozesses
zwischen der Beeintrachtigung der Analogvorgiange an applikations-
ortnaher und applikationsortferner Ampulle widerspiegeln wiirden).
Das TTX kann am Spikegenerator vor und/oder nach der
Digitalisierung der Rezeptorinformation Einflufy auf das System

nehmen. Vor der Digitalisierung wiirde dabei zu einer Erthohung der
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Feuerschwelle fiir die Aktionspotential-Entstehung fithren und da-
mit das Interspike-Intervall kontinuierlich vergrofiern (durch Reduk-
tion der Dichte aktivierbarer Kanile verschiebt sich die Schwelle fiir
die Auslosung der »Kettenreaktion« zu héheren Depolarisations-
werten (Liischer & Shiner 1990a,b, Amitai et al. 1993, Mainen et al.
19935, Rapp etal. 1996, Stuart et al. 1997a), nach der Digitalisierung
entspriache einem Einfluf} auf bereits gebildete oder zumindest in-
itiierte Aktionspotentiale und konnte dabei eine Auswirkung auf
den Scheitelwert des Aktionspotentiale (unterschreitet er einen kri-
tischen Wert, konnte davon die Ausbreitung der Erregung betroffen
sein), auf das vollstandige Ablaufen des Hodgkin-Huxley-Zyklus, auf
die Ausbildung lediglich einer Art von lokaler Erregung, auf die Aus-
breitung des Aktionspotentials z.B. durch Abbruch der Erregungs-
fortleitung an Ramifikationspunkten (Grossmann 1979, Parnas &
Segev 1979, Stockbridge 1989, Liischer & Shiner 1990a,b, Kraut-
hamer 1990, Korogod 1990, Fromherz & Vetter 1991, Fromherz &
Gaede 1993, Migliore 1996, Baccus 1998, Goldfinger 2000) bis hin
zur vollstindigen Ausloschung eines bereits gebildeten Aktions-
potentials bedeuten; diese Phdnomene erlangen fiir das System erst
Bedeutung und manifestieren sich, indem sie mit einer Storung des
Spikerhythmus oder der antero- bzw. retrograden Fortleitung ein-
hergehen. Welches System am stdrksten von der TTX-Wirkung be-
troffen ist, laf3t sich dabei a priori nicht vorhersagen. U.U. konnten
die proximalen Ampullen mit geringem zeitlichen Versatz von der
TTX-Front erreicht und die Aktionspotentiale in ihrer Amplitude er-
kennbar verringert werden. Diese Wirkungen miissen auftreten,
bevor eine Auswirkung auf die Aktionspotential-Amplituden der di-

stalen Organe oder ein Zusammenbruch der Empfindlichkeit er-
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kennbar wird. Weiterhin wird charakteristisch sein, daf der Ausfall
von Spikes an einem singuldren Impulsentstehungsort im gesamten
Cluster an allen Ableitstellen synchron auftritt und nachgewiesen
werden kann (bei mehreren Impulsentstehungsorten, die in ver-
schiedenen Dendritendsten lokalisiert sind, konnten diese nattirlich
niemals gleichzeitig ausfallen). Bei distaler TTX-Applikation miif3-
te die aktive Komponente der EPSP-Fortleitung zunehmend unter-
driickt werden, was eine kontinuierliche, zuletzt drastische Zunahme
des Interspike-Intervalls nach sich z6ge; der Impulsentstehungsort
diirfte erst als letztes von der TTX-Vergiftung betroffen sein, d.h. das
gesamte System miiflte bereits in hochstem Mafie vergiftet sein, an
den distalen Ampullen wére bereits lingst keine Ableitung von
Aktionspotentialen mehr moglich, da die retrograde Invasion unter-
bunden ist, bevor eine Auswirkung auf das Digitalsystem des Impuls-
entstehungsort durch Spikerhythmus-Unregelmafligkeiten erkennbar
werden dirfte (wahrscheinlich wire bereits das gesamte System zu-
vor funktionsunfihig). Dieser Fall sei nachfolgend als HYPOTHESE A
bezeichnet.

Im Unterschied dazu wiirde ein System mit je einem synapsennahen
Impulsentstehungsort in jedem Dendriten zunédchst von proximal
appliziertem TTX nicht beeinfluf3t werden; die Auswirkungen wiren
erst zu beobachten, wenn die Diffusionsfront die Region der jewei-
lig abgeleiteten Organe erreicht und dort die Prozesse in zuvor be-
schriebener Weise stort. Proximal gelegene Organe wiirden frither
erreicht werden als distale und deshalb friiher einen Effekt auf die
Spikeamplitude zeigen (sie ist als analoger Parameter naturgemaf}
anfalliger und sofort erkennbar graduell von Stérungen betroffen,

wiahrend digitale Prozesse ein gewisses Mafl an Storsicherheit auf-
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weisen und bis zum Erreichen einer kritischen Grofie keinen Einfluf}
der Storung erkennen lassen); kurz darauf konnte ggf. das Digital-
system der Spikegeneration von der Vergiftung betroffen sein. Ebenso
miifite frithzeitig erkennbar das in diesem Fall obligat zu postulie-
rende (wegen der Ergebnisse aus ISI-Statistik und Spike-Amplituden-
vergleich mittels Doppelableitung) Kopplungssystem zwischen den
einzelnen Impulsentstehungsorten betroffen sein, da die Ausbrei-
tung der Aktionspotentiale iiber den basalen Ramifikationspunkt
am Beginn des gemeinsamen Axons in seiner Funktion von den
TTX-Molekiilen beeintrachtigt wire. Ein distales Subsystem noch
unbeeinflufiter Organe wiirde noch eine gewisse Zeit lang nach
Vergiftung der proximalen Organe seine weitgehend regelmafiige
Funktion beibehalten, wobei es fortschreitend zu einer Entkopplung
der Impulsentstehungsorte kommen miifste. Infolge dessen sollten
bei partieller Vergiftung des Clusters zwangsldufig Zustinde
entkoppelter Subsysteme mit unterschiedlichen Spikerhythmen
nachweisbar sein; eine kontinuierliche und homogene Vergrofie-
rung des Interspike-Intervall iiber die gesamte Clusterausdehnung
hinweg kdonnte unter diesen Annahmen bei distaler TTX-Applika-
tion niemals zustandekommen. Vielmehr wiirde es in Asten mit »extern
getriebenem Impulsentstehungsort« mit einsetzender Entkopplung
zwangsldufig zu irreguldren, nicht-linearen, sprunghaften Verande-
rungen in Spontanfrequenz und Empfindlichkeit kommen. Dieser
Fall sei in der Folge als HYPOTHESE B bezeichnet.

e Ein Impulsentstehungsort, der zwischen diesen logischen Extrem-
positionen mitten in der Dendritenerstreckung liegt, ist kaum wahr-
scheinlich und physiologisch wenig sinnvoll; fiir ihn wiirden ent-

sprechende Uberlegungen gelten (der Zeitpunkt der TTX-Wirkung
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lage zwischen denen der beiden vorgenannten Fille, die Entkopp-
lungsphdnomene der einzelnen Impulsentstehungsorte miif3ten
jedoch in dhnlicher Weise auftreten). Da dieser Fall als nicht wahr-
scheinlich zu betrachten ist, und durch die Ergebnisse widerlegt
wird, sei er hier nicht in allen Einzelheiten diskutiert.

Mit aktiver retrograder Fortleitung der Aktionspotentiale ist nur bei
Hypothese A zu rechnen; hier wiirde das System im Falle distaler TTX-
Applikation eine TTX-abhdngige Reduktion der Spikeamplitude bis
auf Werte nahe Null zeigen (dies wére im Fall der Hypothese B nicht
moglich, da hier der Spikegenerator und nicht die Aktionspotential-
Fortleitung betroffen wire), die zunachst an den distalen Ampullen
einsetzt. Diese Amplitudenreduktion an den distalen Ampullen
mufd den ersten, deutlich erkennbaren Effekt vor einer erkennbaren
Verminderung der Spontanfrequenz oder Empfindlichkeit darstel-
len; ein irreguldres Spikerhythmusgeschehen darf es dabei bis zur
nahezu vollstdndigen Vergiftung des gesamten Dendritenbaums
nicht geben.

Ebenso ist nur unter Hypothese A aktive EPSP-Fortleitung anzuneh-
men (bis zum diesem Stand der Diskussion zundchst noch hypothe-
tisch-postulativ). Wenn dieser Prozef3 aktiv funktioniert und auf der
Basis spannungsgesteuerter Natriumkanale arbeitet, dann wird eine
TTX-Vergiftung des Systems auch hier eine charakteristische Wir-
kung hervorrufen. Betrachtet man den gesamten Rezeptor-
mechanismus, wie er nach vorherrschender Meinung nach den Er-
gebnissen u.a. von Bennett, Obara, Peters, Bretschneider et al
beschrieben wird (Bennett 1971a,b, Szabo 1974, Bennett & Clusin
1979, Bretschneider et al. 1980, Teeter & Bennett 1981, Bennett &
Obara 1986, Schifer et al. 1990, Bretschneider et al. 1990, Teunis et
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al. 1991b, Bretschneider & Peters 1992, Heijmen & Peters 1995b,
Andrianov 1996, Peters et al. 1997b u.a.), so kann TTX nur an Natri-
umkanadlen der Dendriten und Axone der afferenten Fasern angreifen.
Weder der Transduktionsprozefl der Sinneszelle (Zipser & Bennett
1973, Akutsu & Obara 1974, Umekita et al. 1975, Obara & Sugawara
1979, Bennett 1986, Bretschneider & Peters 1992), noch Transmitter-
ausschiittung, Prozesse an der subsynaptischen Membran, subsyn-
aptischer Strom - an den unspezifischen Ionenkandlen der
subsynaptischen Membran kann TTX nicht angreifen (Narahashi et
al. 1966, Ulbricht 1979, Stryer 1996) — und das daraus resultierende,
subsynaptisch generierte postsynaptische Potential werden von
TTX beeinflufit. Dagegen kann TTX an den Natriumkandlen der
Dendriten und des Axons angreifen (hierbei interessieren nur Ein-
fliisse bis zur Generierung eines Aktionspotentials am Impuls-
entstehungsort, da Auswirkungen auf das Digitalsystem eine ande-
re, klar unterscheidbare Art von Verdnderungen hervorbringen) und
eine hypothetische aktive Fortleitung der postsynaptischen Poten-
tiale unterdriicken und spéter auch ggf. die Schwelle am Impuls-
entstehungsort erhdhen. Beides wiirde zu einer kontinuierlichen
Verringerung der Frequenz bzw. Vergrofierung des Interspike-Inter-
valls fithren. Der Angriffsort, ob Hemmung der EPSP-Fortleitung in
den Dendriten oder Erhohung der Feuerschwelle am Impulsentste-
hungsort, kann zundchst am Ergebnis nicht entschieden werden;
eine kausale Zuordnung der zunehmenden Frequenzverminderung
durch TTX-Vergiftung mit der Unterdriickung der aktiven EPSP-
Fortleitung kann jedoch vorgenommen werden, sofern als Ursache
dieses Effekts die Schwellenerh6hung am Impulsentstehungsort

ausgeschlossen werden kann (s.u.).
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e Auch der Parameter Empfindlichkeit wiirde sich unter den beiden
Hypothesen charakteristisch unterscheiden: Im Falle der Hypothe-
se A wird hier bei distaler TTX-Applikation die aktive, Natriumkanal-
gestiitzte Fortleitung graduierter Signale mit fortschreitender Aus-
breitung des Kanalblockers in zunehmendem Mafie beeintrachtigt;
weshalb eine kontinuierliche graduelle Absenkung der Amplitude
des Analogsignals und damit auch des Generatorpotentials resultie-
ren wird und folglich eine Vergroferung des Interspike-Intervalls
eintritt. Dieser Effekt wird sich in anndhernd gleicher Weise auf die
relative Absenkung der spontanen wie auch der reizinduzierten Fre-
quenz bemerkbar machen und beide in dhnlicher Grofienordnung
absenken. Bei proximaler TTX-Verabreichung wird priméar der
Impulsentstehungsort davon betroffen sein; die Ausbreitung des
Kanalblockers wird grofie Teile der Endarborisation wiahrend der
Versuchsdauer nicht erreichen und so den »Stromverstarker-
mechanismus« dort nicht beeintrdchtigen (doppelte Diffusions-
strecke = vierfache Diffusionszeit = Achtel der TTX-Konzentration!);
damit wird nach wie vor die Ausbreitung der synaptisch tibertrage-
nen sensorischen Information weitgehend intakt bleiben und ein
reizkonformes Generatorpotential ausbilden. Hier wiirde jedoch der
Impulsentstehungsort durch Blockierung seiner Natriumkandle be-
eintrachtigt werden. Dies kann sich prédigital in einer Anhebung
der Ausloseschwelle fiir die Aktionspotential-Bildung oder nach
Auslosen des Hodgkin-Huxley-Zyklus iiber verschiedene Mechanis-
men in einem Ausfall bereits gebildeter oder zumindest initiierter
Spikes oder dem Abbruch der Erregungsfortleitung dufiern (s.u.). Da-
durch wird im Falle prddigitalen Angriffs des Kanalblockers das

Interspike-Intervall sich kontinuierlich vergroflern bzw. nach der
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Digitalisierung durch Spikeausfall (»Stottern«) bemerkbar machen;
durch beide Phanomene kommt es zum Abfall der Spikerate. Diese
beginnende Beeintrdchtigung des Digitalsystems wird eine gewisse
Zeit lang durch Stimulation des Systems kompensiert werden kon-
nen, und zwar durch den dann deutlich hoheren subsynaptischen
Strom und den daraus resultierenden steileren Anstieg des
Generatorpotentials; durch eine Art Facilitationseffekt, der von dem
hoheren Generatorpotential, und einem verminderten Inaktivations-
effekt, der von der hoheren Depolarisationsgeschwindigkeit aus-
geht, konnte so trotz der Beeintrachtigung des Digitalsystems eine
fortpflanzungsfahige Erregung ausgebildet werden, die ohne Stimu-
lation die kritische Stirke moglicherweise nicht erreicht hitte. Da-
durch wird das bereits irreguldr und mit stark verminderter Frequenz
spikende System fiir eine gewisse Zeitspanne durch Stimulation
noch zu regelmafiiger und nur wenig beeintrachtigter Aktivitat an-
geregt werden konnen. D.h. bei distaler TTX-Applikation werden
spontane und reizinduzierte Aktivitdt drastisch und in dhnlichem
Mafe sinken, wahrend bei proximaler TTX-Gabe die Spontan-
frequenz ebenso drastisch fdllt und das System stottert, wihrend
poststimulatorisch die Systemantwort eine gewisse Zeit lang nur
wenig durch den Kanalblocker beeinfluf3t sein wird.

e Unter Hypothese B hingegen konnte von der distalen TTX-Vergif-
tung kein Analogsignal betroffen sein. In diesem Falle wiirde der
Kanalblocker ausschlie8lich an den Impulsentstehungsorten der je-
weiligen Dendritendste angreifen, die zu diesem Zeitpunkt bereits
von der TTX-»Wolke« erfafst wurden. Da die gesamte Endarborisa-
tion im Falle dieser Hypothese vom »fittesten« Organ gesteuert und

erregt wiirde (Teunis et al. 1990), wiirde eine Reduzierung der Emp-
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findlichkeit des Gesamtclusters erst durch Anhebung der Spikeaus-
16seschwelle an diesem »empfindlichsten« Impulsentstehungsort des
»fittesten« Organs eintreten; je nach Lage dieses Organs im Gesamt-
cluster ist dieser Effekt frither oder spater zu erwarten. Wird dieses
Organ bereits frithzeitig von der TTX-Front erfaf3t und verliert seine
Empfindlichkeit, dann wird ein anderes Organ mit der dann hoch-
sten Empfindlichkeit die Rolle des Rhythmusgebers im Cluster {iber-
nehmen. Wihrend dieser Ubergangsphase kommt es moglicherweise
zu ersten Fluktuationen und Irregularitdten im Interspike-Intervall.
Liegt das empfindlichste Organ dagegen vom TTX-Applikationsort
aus betrachtet in diametral entgegengesetzter Position im Cluster, so
wird das empfindlichkeitsbestimmende Organ erst sehr spat von der
Kanalblockierung betroffen sein und seine Empfindlichkeit einbii-
fen. In dem Mafle, wie Fortleitungsstrecken und Verzweigungs-
punkte im Dendritenbaum betroffen sind und die Erregungs-
ausbreitung dort gestort ist, wird es zur Entkopplung der betroffenen

Clusterbereiche mit charakteristischen Folgeerscheinungen kommen.

4.6.2 Proximale TTX-Applikation

Die Abnahme der Aktionspotential-Amplitude zeigte in allen Expe-
rimenten in Abhédngigkeit des TTX-Applikationsorts ein charakteristi-
sches Verhalten. Vor Beginn der Messung sind Spikes regelmafliger Fre-
quenz mit einer einheitlichen Amplitude an allen Ampullen eines
Clusters abgreifbar. Bereits das hohe Maf3 an Regelmafigkeit, das sich
in dem ISI-Haufigkeitsverteilungshistogramm manifestiert, liefert star-
ke Hinweise auf nur einen Spikeentstehungsort in der gemeinsamen

Afferenz. Diese Schlufifolgerung wird durch die Ergebnisse der proxi-
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malen TTX-Applikationen erhédrtet, und zwar durch folgende Befun-
de: (1) Spikes treten immer synchron an allen Ampullen auf; nicht ein
einziges Aktionspotential konnte jemals im Verlauf fortschreitender
Vergiftung gefunden werden, das nur auf einer Ampulle ableitbar war,
wihrend es auf einer anderen Ampulle ausfiel. (2) Der Zusammen-
bruch der Spikeaktivitdt findet ebenfalls gleichzeitig im gesamten Clu-
ster statt. (3) Proximale TTX-Applikation ist stets durch das Auftreten
»stotternder« —also durch irreguldren Ausfall von Spikeereignissen ge-
kennzeichneter — Aktivitat charakterisiert. Zu diesem frithen Zeitpunkt,
zu dem nur der Impulsentstehungsort und evtl. der proximalste
Clusterrand betroffen ist, findet ein Angriff auf das Digitalsystem statt,
lange bevor eine Amplitudenabsenkung an den proximalen Organen
nachweisbar ist, die als analoger Parameter unmittelbar in dem Mafe
sichtbar wird, in dem eine Blockierung von Kanilen stattfindet
(doppelte Diffusionsstrecke = vierfache Diffusionszeit = Achtel der TTX-
Konzentration! Deshalb bleibt die TTX-Wirkung wiahrend des Versuchs
auf einen Teil des Clusters beschrdankt). Deshalb ware (4) eine Beein-
trachtigung der digitalen Prozesse synapsennah gelegener Impulsent-
stehungsorte keinesfalls moglich. (5) Dieses Stottern tritt im gesamten
Cluster absolut ereignissynchron auf — nie wurde eine sonst unvermeid-
lich eintretende Entkopplung dendritischer Spikezentren beobachtet.
(6) Das ISI-Verteilungshistogramm zeigt klar einen Angriff auf das Digital-
system eines singuldren Impulsentstehungsortes. (7) Im Falle distaler
TTX-Anwendung wurde in keinem Versuch auch nur eine einzige Ir-

regularitdt im Spikezyklus beobachtet, die dann unvermeidlich auftreten

Abb. 4.6.1 Ubersichtsgraphik der Veranderungen durch proximal

bzw. distal in das Cluster eindiffundierendes TTX. >
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miifste, wenn die Impulsentstehungsorte synapsennah gelegen wéaren.
All diese Ergebnisse sind nur mit einem einzelnen Impulsentstehungs-
ort im Axonstamm der gemeinsamen Afferenz in Einklang zu bringen.

Insgesamt tritt bis gegen Ende der gesamten Versuchsdauer kein
signifikanter Amplitudenriickgang und kein signifikanter Unterschied
zwischen Spikeamplituden auf beiden Ampullen auf. Die Wirkung des
TTX bleibt somit weitgehend auf den Impulsentstehungsort be-
schrankt und duflert sich dort in charakteristischer Weise in einer mit
dem Ausfall einzelner Spikeereignisse, spater im Versuchsverlauf auch
ganzer Spikegruppen, einhergehenden Verminderung der Spikerate;
der Einfluf auf das Grundintervall des Interspike-Intervalls bleibt je-
doch gering. Bei dieser Applikationssituation findet folglich weit tiber-
wiegend ein charakteristischer Angriff auf das Digitalsystem der Spike-
erzeugung im Axonstamm (oder die Fortleitung der Aktionspotentiale)
am oder nahe bei dem Impulsentstehungsort statt. Ein Angriff auf die
Impulsfortleitung an Ramifikationspunkten ist wenig wahrscheinlich,
da es dann mit fortschreitender Vergiftung zur Fortleitung der Erre-
gung auf nur einem der beiden Aste der Dichotomie kommen kénn-
te, wahrend sie im anderen Ast abbricht (Grossmann 1979, Parnas &
Segev 1979, Stockbridge 1989, Liischer & Shiner 1990a,b, Krauthamer
1990, Korogod 1990, Fromherz & Vetter 1991, Fromherz & Gaede
1993, Migliore 1996, Baccus 1998, Goldfinger 2000), und so Spikes nur
zu einem Teil der Ampullen aktiv fortgeleitet wiirden. Dies konnte
jedoch wéahrend der gesamten Experimente nicht ein einziges Mal be-

obachtet werden.
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4.6.3 Distale TTX-Applikation

Der Startpunkt der Messung entspricht dem der proximalen TTX-Ex-
perimente. Bereits nach rund 10% der Versuchsdauer beginnt jedoch
ein drastischer Abfall der Spikeamplitude auf der dem Applikationsort
ndher gelegenen distalen Ampulle, der gegen Ende der Messung im
statistischen Mittel 80% erreicht, bei einigen Experimenten fallen die
Aktionspotentiale sogar unter die Nachweisgrenze und verschwinden
im Rauschen. Nach 75% der Versuchsdauer erreicht der Amplituden-
wert mit 34% der Ausgangsamplitude weniger als die Halfte des Wertes
der zu diesem Zeitpunkt noch in geringerem Umfang von den Kanal-
blockern betroffenen proximalen Ampulle, deren Amplitude zu die-
sem Zeitpunkt noch 72% des Ursprungswertes betragt. Damit sind die
Kurvenverldufe an beiden Ableitorten hochsignifikant unterschied-
lich (auf 6 o!). Grad und Kinetik der Amplitudenabsenkung korrelie-
ren gutund bestédtigen den Wirkungszusammenhang mit der TTX-Ver-
giftung. Diese Ergebnisse belegen —in Verbindung mit dem Befund zur
Lage der Spike-Initiationsstelle im Axonstamm der gemeinsamen
Afferenz — eindeutig, daf} (1) eine aktive retrograde Invadierung der
Endarborisation durch die Aktionspotentiale stattfindet, deren Spike-
amplitude in Abhdngigkeit vom Kanalbesetzungsgrad der jeweiligen
Partie der Endarborisation durch Verringerung des Depolarisationsstroms
absinkt, (2) da ohne retrograde Invasion keine mef3baren Spikes das
Ampullenlumen erreichen, (3) dafl der ableitbare Spike synapsennah
im jeweiligen Ast der Arborisation gebildet wird, der das jeweilige ab-
geleitete Organ versorgt, wohin er durch aktive Erregungsleitung vom
Impulsentstehungsort im Axonstamm der gemeinsamen Afferenz tiber

die Dendriten bis nahe den synaptischen Endigungen fortgeleitet wurde.
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Arhythmien - gleich welcher Art —wurden bei distaler TTX-Appli-
kation niemals beobachtet; das Spikemuster bleibt bis zum Ende der
Messung, das durch das vollstindige Ausfallen der Erregungsbildung
im gesamten System gekennzeichnet ist, in hochstem Mafle regelma-
Rig. Die Spikerate fillt jedoch auch hier, und zwar durch kontinuierli-
che Vergrofierung des Interspike-Intervalls. Das zeigt klar, dafl mehr
Zeit bis zur Auslosung des jeweils ndchsten Spikes am Impulsentste-
hungsort vergeht und damit, dafd dort der Anstieg des Generatorpoten-
tials langsamer verlduft; dies kann — wie zuvor dargelegt — auf der Basis
des bekannten Rezeptormechanismus allein durch eine Beeintrachti-
gung der Fortleitung des postsynaptischen Potentials zum Impuls-
entstehungsort durch TTX-Wirkung gedeutet werden (der TTX-Angriff
erfolgt eindeutig auf die Fortleitung der analogen postsynaptischen
Potentiale in den Dendriten nach der Bildung des subsynaptischen
Stroms und vor Erreichen des Impulsentstehungsortes; der Impuls-
entstehungsort konnte nach Kenntnis der TTX-Ausbreitung allenfalls
zum Ende der Mefperiode und auch dann nur in geringem Ausmafl
von TTX-Molekiilen erreicht werden, jedoch noch nicht zum Zeit-
punkt des Wirkungseintritts, da die TTX-Front erst viel spéter die na-
her am Impulsentstehungsort gelegene Ampulle passiert (siehe Am-
plitudenverlauf an der Impulsentstehungsort-ndheren Ampulle) und
deutlich nach diesem Zeitpunkt den Impulsentstehungsort (der zu-
dem eine hohere TTX-Toleranz besitzt) in geringer Konzentration er-
reichen konnte; bei proximaler TTX-Anwendung mit weit starkerem
TTX-Angriff auf die Analogprozesse des Impulsentstehungsortes bleibt
der Einfluf} auf das Interspike-Intervall-Grundintervall selbst nach
massiver Storung des Digitalsystems relativ gering; somit kann als

Ursache der Interspike-Intervall-Vergroferung ein TTX-Effekt am
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Impulsentstehungsort eindeutig ausgeschlossen und der Effekt auf TTX-
Blockierung dendritischer Natriumkandile zuriickgefiihrt werden). Da
die Blockierung dendritischer Natriumkanéle zu einer Dampfung der
Ausbreitung der synaptischen Information fithrt, muf3 hieraus zwangs-
laufig gefolgert werden, dafl die Fortleitung der postsynaptischen Po-
tentiale durch aktive Mechanismen zumindest unter Beteiligung
spannungsgesteuerter Natriumkanadle als deren entscheidende und
unverzichtbare Voraussetzung erfolgt.

Ein Angriff auf den Aktionspotential-Generationsmechanismus
als Ursache der Vergrofierung des Interspike-Intervalls kann somit nach
den vorangegangenen Ausfiihrungen durch diese Experimentalergeb-
nisse eindeutig ausgeschlossen werden. Bereits die Resultate der Korre-
lationsversuche zwischen Interspike-Intervall und Spikeamplitude
zeigen, dafd die bei steigender Spikefrequenz auftretende Amplituden-
depression die Folge von Inaktivationsphdnomenen der terminalen
dendritischen Natriumkandile darstellt, die — wie dort bereits beschrieben
—-nach allgemeiner Vorstellung (Hodgkin & Huxley 1952a-d, Holden
1976, Jack et al. 1983, Llinas 1988, French et al. 1990, Alzheimer et al.
1993, Stuart & Sakmann 1995a, Taylor et al. 1995, Magee & Johnston
19935¢, Johnston et al. 1996, Poznanski & Bell 2000a,b) eine vorange-
gangene quasistatische Aktivation eben dieser Kandle voraussetzt (ent-
sprechend des Konformationszyklus: aktivierbar geschlossen = aktiviert
offen = nicht-aktivierbar geschlossen), was bereits Riickschliisse auf
eine Natriumkanal-basierte Verstarkung der postsynaptischen Poten-
tiale erlaubt (Stafstrom et al. 1982 & 1984b & 1985, Huguenard et al.
1989, Coles & Schneider-Picard 1989, Hirsch & Gilbert 1991, Vallet &
Coles 1993a,b, Brown et al. 1994, Lipowsky et al. 1996, Johnston et al.
1996, Haag & Borst 1998, Cash & Yuste 1998, Andreasen & Lambert
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1999, Poznanski & Bell 2000a,b). Auch korreliert diese Verstirkung mit
dem ersten Adaptationsschritt nach kathodischer Inhibition, der nach
Interpretation der Ergebnisse, in Ubereinstimmung mit der Literatur-
meinung, einen dendritischen Mechanismus darstellt und keinesfalls
auf einem prasynaptischen Prozefy beruhen kann (s.o.). Da dieser
Mechanismus durch TTX praktisch vollstindig blockiert wird, mufl
daraus seine essentielle Kopplung an die Funktion der dendritischen
Natriumkandle gefolgert werden.

Ein Angriff auf prasynaptische Analogprozesse als die einzige andere
theoretisch denkbare Moglichkeit ist auszuschliefden, da nach Kenntnis
des Rezeptormechanismus die basale Sinneszellmembran keine TTX-
inhibierbaren Kandle besitzt (Zipser & Bennett 1973, Akutsu & Obara
1974, Umekita et al. 1975, Bennett & Clusin 1979, Obara & Sugawara
1979, Bennett & Obara 1986) und nur iiber spannungsgesteuerte
Calciumkanile zur Stimulustransduktion verfiigt (Bennett 1967 &
1971a,b, Bennett & Clusin 1979, Bennett & Obara 1986, Peters et al.
1988, 1997Db, Peters & van leperen 1989, Bretschneider et al. 1991,
Bretschneider & Peters 1992, Heijmen & Peters 1995b). Selbst wenn
man das Fehlen TTX-inhibierbarer Kandle in Zweifel zoge, so miif3ten
bei distaler TTX-Vergiftung die unwiderlegbar nachgewiesenen span-
nungsgesteuerte Calciumkanadle (ibid.) durch hohe Stimulusintensi-
tdten vollstdndig aktivierbar bleiben und nach wie vor eine maximale
Transmitterausschiittung und damit einen subsynaptischen Strom
maximaler Starke auslosen kdnnen, da ein TTX-Angriff auf diese Pro-
zesse ausgeschlossen ist (Narahashi et al. 1966, Moore & Narashi 1967,
Narashi & Moore 1968, Ulbricht 1977, Alberts et al. 1983, Stryer 1996,
Molecular Probes 1999). Trotzdem kommt es bei weitgehender Vergif-

tung der dendritischen Fortleitungsstrecken zu keiner Erregung der
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afferenten Faser. Erhoht man die exzitatorische Stimulusintensitat
weiter auf Werte, die das System unter Umgehung von Sinneszellen
und Synapsen direkt erregen konnten, so wird selbst dadurch kein
Aktionspotential mehr ausgeldst, da der Stimulus, der die Dendriten-
enden erreicht und unter Normalbedingungen — offensichtlich mit
aktiver Unterstiitzung der Natriumkanile — zum Impulsentstehungs-
ort fortgeleitet wird, iber die blockierte Dendritenstrecke nicht mehr
dort hin gelangen kann.

Der Zeitpunkt vollstandiger Unterdriickung jeder Spikeaktivitat
tritt in dieser Applikationssituation — im Gegensatz zur proximalen
TTX-Vergiftung, wo der Impulsentstehungsort als erste Struktur er-
reicht und blockiert wird — erwartungsgemaf spater ein, weil die TTX-
Front weit in die Endarborisation eindringen und grofie Teile davon
vergiften mufl (redundante Parallelsysteme), bevor jede Aktivitat zum
Erliegen kommt. Die Spiketdtigkeit endet jedoch bereits, wenn erheb-
liche Teile der Endarborisation vergiftet oder in ihrer Funktion in star-
kem Maf3e beeintrdchtigt sind, wie aus dem Verlauf der Kurven klar
hervorgeht; eine vollstandige Blockierung aller Dendriten ist nicht
erforderlich (s.0.). Offenbar fithren der aus der TTX-Vergiftung resul-
tierende Abfall der »EPSP-Verstirkung« und sogenannte »loading«-
Phdnomene (Peters & Mast 1983, van Dongen & Bretschneider 1984)
der blockierten Dendritenstrecken (inaktive Dendriten stellen eine
»Ladungssenke« dar) dazu, dafy die Schwelle zur Auslosung eines
Aktionspotentials am Impulsentstehungsort nicht mehr erreicht wer-

den kann.
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4.6.4 Bestimmung der Empfindlichkeit

Die Ergebnisse der bei einem Teil der TTX-Vergiftungsexperimente
durchgefiihrten Empfindlichkeitsmessungen zeigen ebenso charakte-
ristische Unterschiede zwischen den beiden Angriffsrichtungen des
Kanalblockers. Bei proximaler TTX-Applikation bleibt die Antwort des
Systems auf einen erregenden Stimulus weitgehend erhalten, wahrend
die Spontanaktivitit durch zunehmenden Ausfall von Einzelspikes
und Spikegruppen im Verlauf der Messung absinkt. Dies kann sogar so
weit gehen, daf} das unstimulierte Organ keine Spontanaktivitit mehr
zeigt, aber trotzdem auf Stimuli noch kraftige und nahezu regelmafi-
ge Spikemuster erzeugt. Die ISI-Statistik belegt klar, dafd der Riickgang
der Spontanfrequenz bei proximaler TTX-Vergiftung durch Ausfall
von Spikeereignissen aus einer regelmafiigen Spikefolge zustande-
kommt, die durch einen einzelnen Rhythmusgeber erzeugt werden, da
die Histogrammverteilung mehrgipflig ist und klare Peaks bei Vielfa-
chen des Grundintervalls aufweist. Der Einflufl mufl zweifelsfrei auf
der Digitalstrecke zwischen der Spikeinitiation (d.h. nicht zwangsldu-
fig, dafd der Hodgkin-Huxley-Zyklus vollstandig und ungestort ablau-
fen und eine voll ausgebildete Erregung entstehen miifite, sondern
evtl. lediglich, dafl die Schwelle erreicht und die Kettenreaktion ange-
stoen wurde, die nach Offnung der Kaliumkanile in einem lokalen
»Reset« des Systems endet) und der retrograden Invasion der Spikes in
die Endarborisation stattfinden (es gibt keine singuldren Spike-
ereignisse in Teilbereichen der Arborisation!). Es liegt deshalb nahe
anzunehmen, dafd der Kanalblocker die Ausbildung einer reguldren
und fortpflanzungsfihigen Erregung am Impulsentstehungsort behin-

dert und es lediglich zur Ausbildung eines amplitudenreduzierten
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Aktionspotentials oder einer Art von lokaler Erregung (dies muf3 nicht
gleichbedeutend einer Lokalerregung im Sinne der klassisch physio-
logischen Definition sein, z.B. Schmidt 1987) kommt. Da TTX die Zahl
aktivierbarer Natriumkanale reduziert, wird sich dies sowohl auf die
Schwelle der Erregungsbildung am Impulsentstehungsort wie auch an
den benachbarten Ranvierschen Schniirringen auswirken sowie auf den
Scheitelwert des ausgelosten Aktionspotentials und zwar auf direktem
(iber Kanalblockierung) wie indirektem Wege (iiber die adaptive Ab-
senkung der Aktivierungswahrscheinlichkeit der verbleibenden un-
blockierten Kandle tiber die Verringerung der Depolarisations-
geschwindigkeit). Dadurch unterschreitet moglicherweise das am
benachbarten Schniirring zur Verfiigung stehende Aktionspotential
die durch TTX erhohte Aktivierungsschwelle fiir die Auslosung des
Hodgkin-Huxley-Zyklus und es kommt nicht zur Fortpflanzung der
Erregung, die retrograde Invasion unterbleibt. Ein anderer denkbarer
Erkldarungsansatz ware ein Unterschreiten der kritischen Aktivierungs-
geschwindigkeit zur vollstandigen Ausldosung der Kettenreaktion am
Impulsentstehungsort (Holden 1976, Penzlin 1980, Kandel et al. 1985,
Llimas 1988, French et al. 1990) und damit eine Akkommodation der
Ausloseschwelle. Nach dem Abbruch der Erregungsfortleitung (Rapp
et al. 1996, Stuart et al. 1997b) und dem Ausfall eines Spikes konnte
eine leicht verdnderte Grundsituation eintreten: der Impulsentste-
hungsort wird hyper- bzw. repolarisiert nach einem fehlgeschlagenen
Versuch der Aktionspotentialauslosung; dadurch erhoht sich die
Aktivierungswahrscheinlichkeit der zuvor akkommodierten, noch
unblockierten Natriumkanadle, die Endarborisation wurde aber nicht
durch eine retrograde Erregung vollstindig entladen (fehlender

»Reset«). Damit baut sich am Impulsentstehungsort mit hoherer Ge-
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schwindigkeit ein etwas grofieres Generatorpotential auf, da es sich
auf den Pegel der vorangegangenen und nicht zuriickgesetzten den-
dritischen Depolarisation aufsetzen kann; die Aktivierungswahrschein-
lichkeit ware so hoher und konnte dann ein reguldres, fortpflanzungs-
fahiges Aktionspotential ausldsen. Wird das System jedoch stimuliert,
dann wird ein deutlich héherer subsynaptischer Strom die Dendriten
weit schneller und stdrker depolarisieren als in unstimuliertem Zu-
stand. Somit steigt die Depolarisierungsgeschwindigkeit am Impuls-
entstehungsort erheblich an und kann ohne Schwierigkeiten noch
eine vollstandige, fortpflanzungsfahige Erregung im partiell vergifte-
ten Axonstamm auslosen. Aufierdem konnte das erhdhte postsynap-
tische Potential zusdtzlich als eine Art Facilitator wirken. Da bei den
Experimenten mit relativ starken Stimuli gearbeitet wurde, ist nicht
verwunderlich, dafl weitgehend reguldre Stimulusantworten noch
auftreten, selbst wenn das System unstimuliert keine Aktions-
potentiale mehr hervorzubringen imstande ist; das Interspike-Inter-
vall ist jedoch gegeniiber dem unvergifteten Zustand wegen der erh6h-
ten Aktionspotentialschwelle etwas vergrofiert.

Auch wenn ein Nachweis des genauen Wirkungsmechanismus
anhand der Ergebnisse nicht moglich ist, kann ein Angriff auf das
Digitalsystem nahe dem Impulsentstehungsort aufgrund der Ergebnis-
se als gesichert gelten. Diese Erklarungshypothesen liefern somit eine
mogliche, plausible Deutung sowohl fiir den Ausfall von Spike-
ereignissen nach proximaler TTX-Applikation, der zu mehrgipfligen
Interspike-Intervall-Verteilungen mit (ndherungsweise) Intervallviel-
fachen des Grundintervalls fiihrt, wie auch fiir das Ergebnis, dafd nach
Stimulation der Ausfall von Spikes im partiell inhibierten System lange-

re Zeit ausbleibt und wieder weitgehend regelmaflige Aktivitat auftritt.
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Ein anderes Bild entsteht nach distaler TTX-Applikation: vor Ein-
tritt der TTX-Wirkung ist die Situation hinsichtlich Spontanaktivitat
und Stimulusantwort vergleichbar, die Systemparameter weisen keine
signifikanten Unterschiede auf. Da hier der TTX-Angriff auf die
Natriumkandle des Dendritenbaums stattfindet, ist davon die aktive
Fortleitung der postsynaptischen Potentiale betroffen und dieser Ef-
fekt sollte sich in dhnlicher Weise auf die Ausbildung der Spontan-
frequenz wie auch der Reizantwort in einer kontinuierlichen Vergro-
Berung des Interspike-Intervalls auswirken. Dies bestdtigte sich im
Experiment: der Riickgang der Reizantwort betrug 83%, der Riickgang
der Spontanaktivitdt lag bei 87%. Diese Ergebnisse zeigen, dafy auch
das reizinduzierte vergroflerte postsynaptische Potential in dhnlicher
Weise vom Versagen des aktiven Fortleitungssystems in den Dendri-
ten betroffen ist wie das Spontan-EPSP und daf selbst bei Stimulation
des Systems die Ausbreitung des postsynaptischen Potentials auf die
aktive Unterstiitzung der spannungsgesteuerten Natriumkandale ange-
wiesen ist, um die Information von der Synapse zum Impuls-
entstehungsort zu tibertragen. Die Dampfung spontaner und
stimulusinduzierter Erregung ist vergleichbar; selbst hohe, weit tiber
der Séttigungsschwelle liegende Stimulusintensitdten und daraus re-
sultierende maximale postsynaptische Potentiale sind in gleicher
Weise auf die Unterstiitzung der Natriumkanile bei der Fortleitung
angewiesen; sind erhebliche Teile der distalen Dendritenabschnitte an
ihren Natriumkandlen TTX-blockiert, so laf3t sich keine Erregung
mehr auslosen, obwohl nach wie vor die maximale Stirke des
subsynaptische Stroms vorliegen muf}, da dieser nicht durch die TTX-
Vergiftung beeintrachtigt werden kann (dies gilt sogar fiir

unphysiologisch starke Reizintensitdten, die eine Direktstimulation
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der Dendritenendigungen hervorrufen und dennoch den Impuls-
entstehungsort ohne aktive Unterstiitzung bei ihrer Ausbreitung nicht

mehr erreichen kénnen, s.o.).

4.7 Gesamtdiskussion der Ergebnisse

Betrachtet man die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit in der
Gesamtschau und fiigt die Mosaiksteine aneinander, so ergibt sich
folgendes Bild des elektrosensorischen Systems clusterbildender Wel-
se (am Beispiel von Schilbe mystis):

Die Morphologie zeigt ein Sinnessystem mit einer aulergewhn-
lichen, rdaumlich sehr ausgedehnten peripheren Konvergenz zahlrei-
cher (bis ca. 30) tiber ein grofieres Hautareal verteilter ampullédrer Or-
gane auf ein singuldres primdres afferentes Neuron, das damit
verschiedene Aufgaben der Signalverarbeitung auf dieser ersten
neuronalen Stufe (mononeuronal, also ohne neuronales Netzwerk) er-
fillen muf; das dendritische System grofier Adultexemplare der Spe-
zies Schilbe mystis kann eine Longitudinalerstreckung von mehr als
2 mm aufweisen. Einzelne Dendriten des Endbdumchens konnen eine
Erstreckung von bis zu ca. 3 mm ereichen und sind dabei tiber ihre ge-
samte Linge myelinisiert, jedoch liegen ihre Werte fiir Markscheiden-
lange mit 12...15 pm und Grad der Myelinbedeckung mit 75% bei ei-
ner Anulusbreite von 3...5 pm ungewohnlich niedrig. Damit zeigt der
Dendritenbau deutliche Abweichungen von den Erwartungswerten
typischer Neuriten mit saltatorischer Erregungsleitung (Hodgin &
Rushton 1946, Staimpfli 1954, Rall 1959 & 1970 & 1977, Leonhard
1977, Benninghoff & Goertler 1985). Aus diesen Werten lidf3t sich eine

Langskonstante in der Groflenordnung von einigen hundert Mikro-
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metern und damit nur einem Bruchteil der Dendritenldnge ermitteln.
Wie leicht theoretisch zu errechnen, muf$ es deshalb als ausgeschlos-
sen gelten, daf’ postsynaptische Potentiale die Strecke bis zu einem po-
tentiellen Impulsentstehungsort im gemeinsamen Axonstamm rein
passiv durch elektrotonische Fortleitung tiberwinden; entsprechendes
gilt fiir die retrograde Ausbreitung dort generierter Aktionspotentiale
zuriick in den Dendritenbaum, die bei elektrotonischer Fortleitung
keinesfalls von der Ableitelektrode registriert werden konnten. Auf der
Basis der bekannten elektrophysikalischen Eigenschaften passiver
Neuriten ergibt sich somit eindeutig, dafl: (1) aufgrund normaler
elektrotonischer Ausbreitung nur minimale, zu vernachldssigende
Anteile des postsynaptischen Potentials einen Impulsentstehungsort
in der gemeinsamen Afferenz erreichen kénnten, und (2) dafy das
Potentialgeschehen weit starker durch extraneuronale Faktoren be-
stimmt wiirde als durch die synaptisch tibertragene Information der
elektrosensorischen Rezeptoren. Ahnliches gilt fiir die Ubertragung
der Aktionspotentiale tiber die Dendritenldnge.

Analysiert man die Ergebnisse der ISI-Statistik und der Konvergenz-
experimente, so zeigen diese klar, daf} (1) das abzuleitende, hochregel-
maflige Spikemuster nur von einem einzigen Impulsgenerator stam-
men kann, und (2) dafl sich die Inputs der einzelnen ampulldaren
Organe arithmetisch addieren. Ersteres kann theoretisch dadurch er-
reicht werden, dafd nur ein Impulsentstehungsort in der gemeinsamen
Afferenz vorhanden ist, oder, daf§ zwar mehrere Impulsentstehungs-
orte in den einzelnen Asten der Dendriten existieren, diese aber gekop-
pelt sind (wie im Abschnitt Spikestatistik genauer dargelegt); als allei-
nige Moglichkeit der Kopplung wére eine retrograde Invasion aller

Dendritenéste durch Aktionspotentiale von dem Organ mit der hoch-
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sten Empfindlichkeit denkbar (Murray & Capranica 1973, Pabst 1977,
Holden 1976, Sanchez & Zakon 1990, Teunis et al. 1990b), das damit
eine mehr oder weniger synchrone Erregung der gesamten Endarbo-
risation hervorruft und so den Reset aller anderen Impulsentstehungs-
orte durchfiihrt (Rapp et al. 1996, Stuart et al. 1997b). Letztere
Moglichkeit wére jedoch absolut unvereinbar mit der Addition der
Einzelempfindlichkeiten, wie Peters et al. sie in mehreren Arbeiten
nachgewiesen haben (Peters & Mast 1983, Peters & van leperen 1989,
Peters et al. 1997), die lediglich durch einen singuldren Impuls-
entstehungsort in der gemeinsamen Afferenz zu realisieren ist (durch
analoge Summation der Einzelstrombeitrdge eines jeden Dendriten).
Bereits diese Ergebnisse sind nur unter der Hypothese eines singuldren
Impulsentstehungsortes erkldrbar, der jedoch aufgrund der physiolo-
gischen Eigenschaften keinesfalls durch elektrotonisch sich ausbrei-
tende postsynaptische Potentiale gespeist werden kann.

Dieser nach klassisch neurophysiologischer Vorstellung nicht er-
klarbare Widerspruch in der Dendritenfunktion 1df3t sich nur 16sen,
wenn man eine aktive Komponente bei der Fortleitung der postsyn-
aptischen Potentiale in Form eines spannungsgesteuerten Stromver-
starkers postuliert, die physiologisch durch entsprechende potential-
abhdngige Ionenkanadle realisiert werden konnte (primér waren fiir
diese Aufgabe nach theoretischen Uberlegungen am ehesten Natrium-
kanile, ggf. noch Calciumkanadle, potentiell geeignet). Dadurch kénnten
die postsynaptischen Potentiale durch diese Art der Stromverstarkung
mit geringem Potentialdekrement (oder evtl. sogar mit geringfiigiger
Amplitudenverstirkung, wie aus den Ergebnissen des Amplituden-
vergleichs gefolgert werden konnte) tiber die weite Dendritenstrecke

von der Synapse zum Impulsentstehungsort im Axonstamm transpor-
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tiert werden. Dabei weist diese Art der Fortleitung eine Reihe von Vor-
teilen auf, wie hohere Geschwindigkeit und Prizision der Informations-
tubertragung (Shaw 1981, Taylor et al. 19935, Schwindt & Crill 1995,
Haag & Borst 1996, Rall 1997), verbesserte Storsicherheit (durch Erho-
hung des axonalen Stromflusses wird die Informationsiibertragung
weniger anféllig fiir alle Arten von Storungseinfliissen), Minimierung
digitalisierungsbedingter Informationsverluste und »Jitter«-Probleme
(Fluktuationen und Inakuranzen in der Zeitachse) durch analoge
Informationsvorverarbeitung, d.h. Vorverrechnung und Addition der
Einzelinputs (Goldmann 1953, Shaw 1981, Hoppe et al. 1982, Taylor
etal. 1995), und ermoglicht so die Bereitstellung exakterer und hoher
zeitaufgeloster Information zur Weiterverarbeitung im ZNS.

Bereits seit langerer Zeit diskutiert man theoretisch tiber aktive
Eigenschaften der Dendritenmembran, wie eine mogliche persistente
Aktivierung von lonenkanélen, und deren Einflufl auf die Ausbreitung
analoger Kleinsignale wie synaptische und andere graduierte Potentiale
in Neuriten (u.a. Chandler & Meves 1970, Traub & Llinas 1979, Llinas
& Sugimori 1980, Stafstrom et al. 1982 & 1984b & 1985, Jack et al.
1983, Gilly & Armstrong 1984, Miller et al. 1985, Perkel & Perkel 1985,
Yoshi et al. 1988, Sutor & Hablitz 1989a, Hounsgaard & Midtgaard
1989, Deisz et al. 1991, Vallet & Coles 1993a,b, Taylor et al. 1993). Der
wahrscheinlichste und in diesen Arbeiten meist genannte Mechanis-
mus, der eine derartige Verstarkeraufgabe erfiillen konnte, basiert auf
der Leitfahigkeitsanderung der spannungsgesteuerten Natriumkanale
(auch wenn lange Zeit direkte experimentelle Beweise fiir diese Hypo-
these fehlten). Allein auf der Basis der sigmoiden Aktivierungs-
wahrscheinlichkeitsdichtefunktion der Natriumkandle in Kombinati-

on mit den potential- und zeitabhidngigen Einfliissen auf Natrium-

Diskussion

177



178

und Kaliumionenstrome, die auf Aktivations- und Inaktivations-
eigenschaften dieser Ionenkanéle basieren, konnte bereits ein derar-
tiger Verstirkermechanismus realisiert werden (ibid.). Uber dieses seit
den Ergebnissen von Hodgkin & Huxley (1952a-d) prinzipiel bekannte
Verhalten der Natriumkanaile hinaus wird in neueren Arbeiten (Llinas
& Yarom 1981, Stafstrom et al. 1982 & 1985, Llinas 1988, French et al.
1990, Alzheimer et al. 1993, Brown et al. 1994, Stuart & Sakmann
1995a, Mittmann et al. 1997, Lampl et al. 1998, Mickus et al. 1999a,b,
Crill 2000) ein weiterer Typ von Natriumkanalen diskutiert, der als nicht-
inaktivierender Natriumkanal bezeichnet wird und nach Alzheimer et
al. (1993) und Stuart & Sakmann (1995a) einen weiteren Zustand im
Konformationsgleichgewicht der schnellen spannungsgesteuerten
Natriumkandle darstellt, deren Subpopulation tiber ein dynamisches
Gleichgewicht mit den Konformationszustinden des Hodgkin-Huxley-
Zyklus in Beziehung steht (Hille 1975 & 1992, Holden 1976, Aldrich
& Stevens 1987, French et al 1990). Dieser Kanaltyp bzw.
Konformationszustand konnte aufgrund seiner stark reduzierten
Inaktivationskinetik und besseren Aktivierungslinearitdt auch im
schwellennahen Bereich bei geringerer positiver Selbstriickkopplung
eine sehr gute Eignung zur stabilen Verstirkung graduierter Klein-
signale besitzen, jedoch wére — wie zuvor ausgefiihrt — eine Realisie-
rung der Verstdrkeraufgabe auch ohne diesen Kanaltyp tiber das Kon-
formationstriplett der klassischen Hodgkin-Huxley-Kinetik denkbar.

Wenn die Dendriten entsprechend dieser Hypothese durch ihre
Natriumkandle die graduierten postsynaptischen Potentiale bei ihrer
Fortleitung aktiv unterstiitzen und verstarken, dann stellt sich immer
noch die Frage, wie die Aktionspotentiale, die bei Kryptopterus bicirrhis

nach den Ergebnissen von Bennett (1971a) die Endarborisation nicht
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aktivinvadieren, die weite Distanz bis ins Ampullenlumen ohne star-
ke frequenzabhidngige Ddmpfung und ohne Impulsverbreiterung zu-
riicklegen kdnnen. Die Versuche zum Amplitudenvergleich innerhalb
eines Clusters belegen jedoch bei Schilbe mystis stringent, dal dort die
stets zu beobachtende dampfungsfreie Ausbreitung der Aktions-
potentiale innerhalb des Dendritenbaums im Falle passiver Invasion
eine utopische Langskonstante von mehr als 8 Metern erfordern wiirde
und deshalb ausschlief8lich mit aktiver retrograder Invasion zu erkld-
ren ist. Folglich werden - bereits durch vorgenannte Ergebnisse zwin-
gend zu postulieren — beide Signalausbreitungswege, die antherograde
Fortleitung des postsynaptischen Potentials von der Synapse zum
Impulsentstehungsort in der gemeinsamen Afferenz wie auch die re-
trograde Invasion der Aktionspotentiale tiber diesselbe Strecke zurtick
zu den Synapsen mit aktiver Unterstiitzung zuriickgelegt, die mut-
maflich primér von der Aktivitdt derselben spannungsgesteuerten
Natriumkanile getrieben wird. Die Experimente mit kathodischer
Inhibition zeigen, daf} in der peripheren, pradigitalen Verarbeitungs-
kette des elektrosensorischen Sinnessystems mindestens zwei adaptive
Prozesse, von denen der langsamere (im Bereich von einigen 10 Minu-
ten arbeitende), aber vermutlich hinsichtlich seiner Adaptationsbreite
leistungstdhigere, der nach den Erkenntnissen von Peters et al., Roth
u.a. (Roth 1971, Peters et al. 1975 & 1988 & 1997, Zhadan & Zhadan
1975, Bauswein 1977, Bretschneider et al. 1979 & 1980) mit Potential-
verschiebungen tiber der Fischhaut und der basalen Sinneszellmem-
bran einhergeht, prasynaptisch lokalisiert ist, wahrend das schnell (im
Sekundenbereich) adaptierende System, das auch mit dem phasisch-
tonischen Systemverhalten dieses Rezeptortyps zumindest partiell

korrelieren diirfte, sich in den peripheren Dendriten der priméren
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Afferenz befindet (Bretschneider et al. 1980, Peters et al. 1988b &
1997). Wie sich nach distaler TTX-Gabe zeigt, fallt dieses System in
dem Maf3e aus, in dem das TTX aus distaler Richtung die peripheren
Dendriten erreicht und deren Natriumkandle besetzt. Dieses Ergebnis
steht im Einklang mit der Annahme einer aktiven Funktion des
schnellen spannungsabhingigen und als einzigen TTX-blockierbaren
Natrium-Systems bei der Ausbreitung der postsynaptischen Potentia-
le im Dendritenbaum und laf$t sich nur deuten, wenn die schnelle
Adaptation des elektrosensorischen Systems, die auch durch TTX unter-
driickt wird, ebenfalls auf diesem Natriumkanal-basierten Mechanismus
beruht, der hier die Aufgabe eines autoregulativen spannungsgesteu-
erten Stromverstdrkers mit selbstandiger Einstellung und Stabilisierung
des Arbeitspunktes erfiillt.

Die Ergebnisse der Korrelationsexperimente zwischen Interspike-
Intervall und Spikeamplitude lassen sich —auch im Lichte der bisheri-
gen Erkenntnisse — nur als partielle potentialabhdngige Inaktivation
des Natrium-Systems interpretiern. Dadurch wird die Amplitudenmo-
dulation zum Indikator von Existenz und Stédrke eines graduierten Poten-
tials in der Endarborisation. Aufierdem setzt die partielle Inaktivation
eine tempordre, (in Dimensionen von Nervenspikes) quasistatische
Aktivation des Natrium-Systems im unterkritischen, stabilen Arbeits-
bereich der Natriumkandle voraus, also oberhalb der Aktivierbarkeits-
schwelle (eine Schwelle fiir die Aktivierbarkeit existiert angesichts der
bekannten Aktivierungswahrscheinlichkeitsdichtefunktion der Natrium-
kandle strenggenommen nicht - trotzdem muf; eine hinreichende
Aktivierungsstdarke erzielt werden, die das Konformationsgleich-
gewicht zu Lasten des aktivierbaren Zustands signifikant verschiebt),

aber unterhalb der Feuerschwelle (Hodgkin & Huxley 1952a-d,
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Chandler & Meves 1970, Holden 1976, Soukimas & French 1980, Jack
etal 1983, Llinas 1988, French et al. 1990, Alzheimer et al. 1993, Stu-
art & Sakmann 1995a, Taylor et al. 1995, Magee & Jahnston 1995c¢).
Dadurch zeigen diese Ergebnisse, dafl die Natriumkandle durch ana-
loge, graduierte und mit dem postsynaptischen Potential korrelierte
Signale in ihrer Leitfahigkeit moduliert werden konnen und dafi sie
durch diese Modulation zwangsldufig eine stabile Verstarkerfunktion
fiir postsynaptische Potentiale erfiillen. So unterstiitzen diese Ergeb-
nisse die Theorie, dafl Natriumkandle durch graduierte Potentiale zu
partieller, stabiler und relativ statischer, persistenter Aktivierung an-
geregt werden konnen und damit geeignet und in der Lage sind,
Analogsignale auf dem Wege einer potentialgesteuerten Strom-
verstarkung in ihrer Ausbreitung zu unterstiitzen und stabil zu verstar-
ken (ohne Auslosung der Kettenreaktion im Hodgkin-Huxley-Zyklus).
Erst durch einen Mechanismus wie diesen sind prézise und gut zeitauf-
geloste Rechenwerke in grofien Konvergenzsystemen auf der Basis von
Analogsignalen wie postsynaptischen Potentialen darstellbar, indem
diese Signale bereits pradigital vorverarbeitet und niederimpedant auf
dem Wege der Kirchhoffschen Summation der Teilstrome aus den
Dendritendsten am Impulsentstehungsort addiert werden kénnen
(Stafstrom et al. 1982 & 1984b & 1985, Huguenard et al. 1989, Coles
& Schneider-Pickard 1989, Hirsch & Gilbert 1991, Vallet & Coles
1993a,b, Brown et al. 1994, Lipowski et al. 1996, Johnston et al. 1996,
Haag & Borst 1996, Cash & Yuste 1998, Andreasen & Lambert 1999,
Poznanski & Bell 2000a,b). Also 1af3t eine Amplitudendepression, die
auf der partiellen Inaktivation der Natriumkanadle basiert, Riickschliis-
se zu Uiber den préinitiatorischen Aktivierungszustand dieser Kandle

(vor Auslosung eines Aktionspotentials) durch graduierte Potentiale
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und so auf einen dadurch hervorgerufenen aktiven Einwartsstrom von
Natriumionen durch diese Kandle des schnellen spannungs-
aktivierbaren Natrium-Systems der Dendriten, durch den die entspre-
chenden Signale notwendigerweise in ihrer Ausbreitung unterstiitzt
werden.

Es liegt deshalb nahe, die beiden aktiven Fortleitungsvorgiange,
den der postsynaptischen Potentiale zum Impulsentstehungsort im
Axonstamm wie den der retrograden Invasion der dort ausgelosten
Aktionspotentiale in Richtung der Synapsen, die beide von der aktiven
Rolle der Natriumkanéle abhédngig sind, unter progressiver Inhibition
des Systems durch TTX aus proximaler bzw. distaler Richtung genau-
er zu untersuchen und dabei die Vorgdnge in der Endarborisation an
zwei verschiedenen Punkten ihrer proximodistalen Erstreckung mit-
tels Doppelableitung simultan zu erfassen. Auf diese Weise sind
reproduzierbare, charakteristische und interpretierbare Ergebnisse zu
gewinnen, die wichtige Riickschliisse tiber das prdparativ nicht zu-
giangliche Dendritensystem zulassen.

Aus den Ergebnissen der proximalen TTX-Vergiftung folgt u.a. ein-
deutig, dafd der Angriff zundchst ausschliefdlich auf das digitale System
am Impulsentstehungsort stattfindet, dafl dieser Impulsentstehungs-
ort nur singuldr in jedem Cluster vorhanden und am Beginn der ge-
meinsamen Afferenz lokalisiert ist. Aus den Ergebnissen der distalen
TTX-Vergiftung geht klar hervor, dafl (1) die retrograde Invasion der
Aktionspotentiale bis in die synaptische Region aktiv stattfindet, (2)
dafl ohne aktive retrograde Invasion keine Spikes im Ampullenlumen
mefibar sind, und (3) daf? der ableitbare Spike synapsennah im jeweiligen
Ast des Dendritenbaums gebildet wird. Auflerdem bestdtigen diese

Experimente die bereits zuvor aufgrund anderer Ergebnisse dieser Ar-
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beit aufgestellte Hypothese, dafy die Ausbreitung der postsynaptischen
Potentiale durch einen aktiven Mechanismus unterstiitzt wird, der
entscheidend, wenn nicht sogar nahezu ausschlie8lich, durch die
spannunggesteuerten Natriumkandle getragen wird. Insgesamt erge-
ben sich aus diesen Ergebnissen klar drei primdre Schluf3folgerungen:

(1) Es gibt nur einen einzigen Impulsentstehungsort; dieser liegt
in der gemeinsamen Afferenz. Dies stellt die einzige Moglichkeit dar
fiir einen Funktionsmechanismus mit maximaler Empfindlichkeit
und Effektivitit und unter Vermeidung eines »hohen neuronalen
Prozessierungsaufwands« durch eine 1-zu-1-Verschaltung (ein elektro-
sensorisches Organ wird auf ein zentrales Neuron abgebildet) mit kon-
sekutiver zentraler Informationsverarbeitung, wobei auch die Digita-
lisierungsverluste, Umsetzungsfehler und »Jitterproblemes, bedingt
durch Laufzeitverzogerungen bei der Informationsiibertragung und
Digitalisierung bei dieser Art der préddigitalen Informationsverarbei-
tung in der Endarborisation eines peripheren Konvergenzsystems, von
vorne herein vermieden bzw. minimiert werden. Als analoges System
diirfte es so prinzipiell eine hohere Prazision und Zeitauflosung errei-
chen als jedes noch so komplexe neuronale Netzwerk im Gehirn, da
diese Art der Informationsverarbeitung (Goldman 1953, Shaw 1981,
Koch et al. 1983, Taylor et al. 1995, Schwindt & Crill 1995, Haag &
Borst 1996 , Stuart et al. 1997b, Rall 1997) durch ihre Vorgeschichte
stets auf digitalisierten und damit prinzipbedingt auflésungs- und
préazisionsreduzierten (in Amplituden- und Zeitachse) Daten basiert,
die vor jeder Verrechnungs- und Verschaltungsstufe erneut reanalogisiert
und héufig in einem im Vergleich zum Interspike-Intervall grofleren
Zeitfenster integriert werden missen, bevor sie wiederum unter

Informationsverlust in ein pulsintervallmoduliertes Signal transfor-
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miert werden; diese in vorgeschalteten Stufen der Verarbeitung ver-
worfene Information kann durch keine noch so komplexen zentralen
neuronalen Verarbeitungsprozesse wiedergewonnen werden.

(2) Die synaptisch tibertragene Analoginformation weitrdumig
verstreuter elektrosensorischer Organe wird tiber die — aus dieser phy-
siologischen Optimierung der Signalverarbeitung und Systemfunktion
resultierende — weite Strecke von den synaptischen Endigungen bis
zum Impulsentstehungsort aktiv fortgeleitet. Ohne diese Unterstiit-
zung der Fortleitung durch den Stromverstdrkermechanismus der
Natriumkanaile sind selbst starke postsynaptische Potentiale, die durch
grofle, weit im Sattigungsbereich des Systems liegende Stimuli hervor-
gerufen werden (Maximalantworten), — die TTX-Exerimente bestati-
gen hierin die zuvor aufgefiihrten theoretischen Analysen — nicht in
der Lage, die Distanz zum Impulsentstehungsort zu tiberwinden.

(3) Die dort am Impulsentstehungsort ausgelosten Aktionspotentiale
breiten sich ebenfalls in beide Richtungen - anthero- wie retrograd —
aktiv nach dem Hodgkin-Huxley-Mechanismus aus und diirften dabei
von denselben Natriumkanailen unterstiitzt werden, die auch fir die
Analogverstarkung der postsynaptische Potentiale zustdndig sind (Jack
etal. 1983, Hounsgaard & Midtgaard 1989, French et al. 1990, Alzheimer
et al. 1993, Taylor et al. 1995). Diese retrograde Invasion wird damit
zu einem Reset der gesamten Endarborisation fithren (Rapp et al. 1996,
Stuart et al. 1997), denn nur so —nach dem Zurtiicksetzen des Dendriten-
potentials in den partiell depolarisierten Asten des Dendritenbaums —

C

neuerlich mit definierten, stets gleichen Potentialstartbedingungen

i 10 o
kann das System als Integrator ( U = f ) C dt) und Digitalisierer
=

seine prazise Funktion erfiillen (daneben diirfte der retrograden Inva-

sion auch eine »Refresh«-Aufgabe des unidirektionalen »push-up-
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Dendritenverstarkers« zukommen, da das aktivierte Natriumkanal-
System Gleichrichtereffekt besitzt und so auf die Repolarisation durch
die Kaliumkandle angewiesen ist, um auf Stimulusabschwdchungen
schnell reagieren zu kdnnen; zudem werden Akkommodations- und
Inaktivationseffekte an den Natriumkanilen vor jedem neuen Zyklus
auf definierte Werte zuriickgesetzt — Wiederherstellung eines definier-
ten Konformationsgleichgewichts und damit einer konstanten »Ver-
starkercharakteristik«). Dadurch stellt das dendritische System ein sehr
einfaches, aber effizientes und hochst prazises Informationsverarbei-
tungs-, Konvergenz- und Integrationssystem dar, das als analoger
Mechanismus ein hoheres Mafl an Prazision und Zeitauflosung errei-
chen diirfte als jedes noch so komplexe neuronale Netzwerk, (u.a.
Goldman 1953, Shaw 1981, Hoppe et al. 1982, Koch et al. 1983, Taylor
et al. 1995, Schwindt & Crill 1995, Stuart et al. 1997b).

Das elektrosensorische System clusterbildender Welse ist damit ein
interessantes Beispiel eines mononeuronalen peripheren Konvergenz-
systems mit analoger Informationsverarbeitung im Dendritenbaum
eines primdren afferenten Neurons, wie es in vergleichbarer Form und
Ausprdgung aus der Literatur nicht bekannt ist. Dabei diirften die
Dendriten eine Reihe verschiedener Aufgaben tibernehmen, wie aktive
Fortleitung analoger postsynaptische Potentiale, raumliche und zeit-
liche Integration, Vorverarbeitung im Amplituden- und Zeitbereich,
aktive Frequenzfilterung, prazises Additionsrechenwerk (Koeffizienten-
addierer), autoregulative Einstellung von Arbeitspunkt und Verstarkungs-
faktor, Adaptationsfunktionen (auf elektrische Stimuli, Verdnderungen
im Ionenmilieu, ontogenetische Entwicklung des elektrosensorischen
Systems...), phasisch-tonisches Rezeptorverhalten, Systemstabilisierung,

retrograde Fortleitung von Aktionspotentialen mit Reset des Integrators,
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ohne daf} hierfiir der zusétzliche Aufbau komplexer neuronaler
Strukturen in Form von Netzwerken mit zwischengeschalteter
Digitalisierung der Information erforderlich wire, und bestédtigen und
erweitern damit das Konzept der aktiven Dendriten in der neuronalen
Verarbeitung analoger Informationen. Uber einen neu entwickelten
experimentellen Ansatz der Systemanalyse unter progressiver in-situ-
Vergiftung des Dendritensystem mit dem Natriumkanalblocker TTX
konnten so in Verbindung mit mehreren komplementiren indirekten
Versuchsansitzen experimentelle Fakten und Mefergebnisse gewon-
nen werden zum Thema aktiver Analogprozesse in dendritischen Sy-
stemen, das bereits lange theoretisch diskutiert wurde (Chandler & Meves
1970, Traub & Llinas 1976, Llinas & Sugimori 1980, Stafstrom et al.
1982 & 1984b & 1985, Jack et al. 1983, Gilly & Armstrong 1984, Miller
et al. 1985, Perkel & Perkel 1985, Yoshi et al. 1988, Sutor & Hablitz
1989a, Hounsgaard & Midtgaard 1989, Deisz et al. 1991, Vallet & Coles
1993a,b, Taylor et al. 1993), aber bislang nur durch wenige experimen-
telle Befunde modellfrei verifiziert und erhdrtet werden konnte.
Neben dem Beitrag zur Untersuchung und aktuellen Diskussion
analoger dendritischer Prozesse als einem allgemeinen neurologi-
schen Funktionsprinzip, gewinnt diese Arbeit neue Erkenntnisse zum
Mechanismus des ampulldren Elektrorezeptors in konvergenten Syste-
men. Nach bisherigem Kenntnisstand existierten noch einige unge-
kldrte Fragen und Widerspriiche im bislang bekannten Modell des
Rezeptorsystems, so z.B. die fehlende Korrelation zwischen Spontan-
aktivitdt und Empfindlichkeit (Peters et al. 19735, Bretschneider et al.
1979 & 1980, Peters et al. 1988, Teunis et al. 1989, Bretschneider &
Peters 1992, Heijmen & Peters 19935, Peters et al. 1997), das nicht-ad-

ditive Verhalten der Spontanaktivitdt und die Abweichung des Signal-
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Rausch-Verhiltnisses des Clustersystems bei zunehmender Konvergenz
vom Nyquist-Kriterium (Peters & Mast 1983, van Dongen & Bretschnei-
der 1984, Peters & van leperen 1989, Teunis et al. 1990, Bretschneider
et al. 1991, Peters et al. 1997); die Widerspriiche um dendritische
Adaptationsmechanismen im Zusammenhang mit der ontogenetischen
Anpassung an Konvergenzzunahme und Wachstum der Clusterorgane
sowie die Frage nach dem theoretisch bereits postulierten ersten den-
dritischen Adaptationsmechanismus bei Anderung des lonenmilieus
und kathodischer Inhibition (Roth 1971 & 1973, Peters et al. 1975 &
1988 & 1997, Zhadan & Zhadan 1975, Bauswein 1977, Bretschneider
etal. 1979 & 1980, Zakon 1984, Sanchez & Zakon 1987 & 1990, Peters
& van Ieperen 1989, Peters et al. 1997). Die aktiven Mechanismen des
dendritischen Systems, die in dieser Arbeit gefunden werden konnten,
fithren ein neues wesentliches Element in das bislang bekannte Mo-
dell dieses Rezeptormechanismus ein und wiren damit potentiell ge-
eignet, die oben genannten Widerspriiche aufzuldsen und das Ver-

standnis dieses Systems zu erweitern.
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5. Material und Methoden

5.1 Abkiirzungen und Begriffsdefinitionen

AP
Spike

IEO

PSP

EPSP

Aktionspotential

wird in dieser Arbeit synonym zum Begriff Aktions-
potential gebraucht

Impulsentstehungsort; Ort, an dem Aktionspoten-
tiale gebildet werden kdnnen

postsynaptisches Potential; die durch den subsyn-
aptischen Strom tber der subsynaptischen Mem-
bran erzeugte Potentialverdnderung

exzitatorisches postsynaptisches Potential

Generatorpotential das am Ort der Erregungsbildung tiber der Neu-

Cluster

prox.

ritenmembran abfallende graduierte depolarisieren-
de Potential, das bei Erreichen der »Feuerschwelle«
dort ein Aktionspotential auslost

System mehrerer, auf eine afferente Faser konvergie-
render ampulldrer Organe

proximal, ndher an der Korpermitte gelegen; proxi-
male Clusterorgane der Analflosse liegen innerhalb
eines Clusters ndaher an der Flossenbasis; proximale

TTX-Applikation bezeichnet eine Anwendungssitu-
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dist.

ZNS
TTX

DASPEI

MS-222

VT
VD
ISI
SD

ation (bezogen auf Cluster der Analflosse), bei der
das TTX von zentral nach peripher durch das Clu-
ster diffundiert, also von der Flossenbasis in Rich-
tung Flossenrand

distal, weiter entfernt von der Kdrpermitte; distale
Clusterorgane der Analflosse liegen innerhalb eines
Clusters naher am Flossenrand und in der Regel wei-
ter vom Axon der afferenten Faser entfernt; distale
TTX-Applikation bezeichnet eine Anwendungssitu-
ation (bezogen auf Cluster der Analflosse), bei der
das TTX von peripher nach zentral durch das Clu-
ster diffundiert, also vom Flossenrand in Richtung
Flossenbasis

Zentralnervensystem

Tetrodotoxin, Blocker fiir spannungsgesteuerte
Natriumkanale
2-(4-Dimethylamino)styryl-N-ethylpyridiniumiodid
C,,H, IN,, Floureszenzfarbstoff, der u.a. zur Vitalfir-
bung von Neurozyten verwendet wird
m-Aminobenzoesdure-ethylester-methansulfonat,
C,,H,sNO.S; Andstheticum, Analgeticum und Seda-
tivum fir Poikilotherme

Versuchstier

Versuchsdauer

Interspike-Intervall

»standard deviation«, Standardabweichung der
Einzelwerte einer Messung von ihrem Mittelwert,

mittlerer Fehler der Einzelmessung
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SEM »standard error of mean«, Standardfehler des arith-
metischen Mittels einer Messung, mittlerer Fehler

des Mittelwerts

5.2 Versuchstiere

In allen Versuchen wurden Welse der Spezies Schilbe mystis (afrika-
nischer Silberwels) eingesetzt, die bereits tiber Jahre im Institut fiir
Zoologie der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen gehalten und
geziichtet wurden und iiber die bereits in der Arbeitsgruppe umfang-
reiche Erfahrung vorliegt. Bei Schilbe mystis handelt es sich um einen
Clusterbildner, d.h. zahlreiche (bis zu ca. 30) ampulldre Organe kon-
vergieren auf ein singuldres primares afferentes Neuron, das die Informa-
tion unmittelbar integriert und zum ZNS fortleitet. Tiere dieser Spezies
besitzen zwei Clustertypen, von denen der groflere »Baumchentyp«,
der z.B. vorherrschend in einem basisnahen Streifen auf der Afterflosse
anzutreffen ist, eine grofde rdumliche Erstreckung von bis zu ca. 2 mm
aufweist. Die relativ gute Sichtbarkeit der Ampullen, Pori und Sinnes-
epithelien, zuweilen auch der Afferenz, bei relativ schwacher Pigmen-
tierung der diinnen Flossenstrukturen, die zugleich eine einfache
Transmissionsausleuchtung, gute Planitdt und horizontale Ausricht-
barkeit des Untersuchungsareals ermoglicht, sowie relativ gute elektro-
physikalische Ausgangsbedingungen stellen bewédhrte Voraussetzun-
gen fiir die elektrophysiologischen Untersuchungen dar.

Einige morphologische Vergleichsbeobachtungen wurden an
Physialia spec., einem afrikanischen Glaswels (ebenfalls Cluster-
bildner) durchgefiihrt, der nur in wenigen Exemplaren (Korperldnge

50...70 mm) zur Verfiigung stand. Neurophysiologische Ableitungen
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gestalten sich bei dieser Spezies relativ schwierig, da hier insbes. die
Ampullenpori geringe Durchmesser von 3...5 pm aufweisen, die im
Ampullenlumen abgreifbare Spikeamplitude um 35...50% geringer ist
als bei Schilbe und der Signal-Rausch-Abstand zusatzlich durch das
starkere Elektrodenrauschen der diinner ausgezogenen und damit
hochohmigeren Glasmikroelektroden verschlechtert wird. Dafiir er-
laubt seine hohe Transparenz, die nahe an die Verhdltnisse von
Kryptopterus heranreicht, ideale Bedingungen fiir morphologische
Untersuchungen eines Clusterbildners.

Als hinsichtlich seines ampulldren Elektrorezeptors bestuntersuch-
tes Versuchstier wurde Kryptopterus bicirrhis, der indische Glaswels,
fiir einige vergleichende Untersuchungen eingesetzt. Die Bedingun-
gen flir morphologische und physiologische Untersuchungen sind bei
dieser Spezies nahezu ideal wegen seiner fast perfekten Transparenz
und seinen ideal fiir Ableitungen geeigneten Ampullen, jedoch zeigt
diese Spezies keine Clusterbildung, also auch keine Konvergenz meh-
rerer Organe auf eine sehr grof3e Endarborisation und ist somit in die-
ser Arbeit nur gelegentlich als Vergleichsorganismus von Bedeutung.

Alle Versuchstiere der Spezies Schilbe mystis wurden vor der Ver-
wendung im Experiment mindestens fiir sechs Monate im Hause ge-
halten und an das Miinchner Leitungswasser (Temperatur 25°C) ge-
wohnt, da aus der jahrelangen Erfahrung in der Arbeitsgruppe bei
Haltung und Zucht dieser Tiere bekannt ist, dafl Anderungen in den
Haltungsbedingungen (Temperatur, lonenzusammensetzung) Auswir-
kungen auf Anzahl und Funktion der Elektrorezeptoren besitzen. Im
Experiment wurden ausschliefdlich semiadulte Tiere (ab ca. 60mm
Korperlinge oder 9 Monate) oder kleinere Adultexemplare (Korperldnge

typ. 80...120 mm) eingesetzt. Wie aus eigenen mikroskopischen Farbe-
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Abb. 5.2.1

Schilbe mystis, Adultexemplar

studien bekannt war, treten erste Doubletten ab ca. 24 mm Korperldn-

ge auf, erste Vierer-Cluster ab 30mm und erste Zehner-Cluster ab

56 mm.
Korperldnge des 25 % der Cluster an Analflossenbasis
Versuchstiers [mm] | grofier/gleich ...Organe (oberes Quartil)
24 2
30 4
38 6
56 10

Die abkiirzende Bezeichnung: »morphologisch und physiologisch
gesunde Rezeptororgane« steht fiir eine Kontrolle der Versuchstiere
vor dem Versuchsbeginn. Wie bereits erwdhnt, steht die Ausbildung
der ampulldren Organe in Zusammenhang mit Faktoren wie Fisch-
gesundheit, Haltungsbedingungen des Versuchstiers etc. Deshalb wur-
den routineméfig alle Versuchstiere vor Experimentalbeginn generell
untersucht und nur »gesunde« Tiere den Versuchen unterzogen. Kri-
terien dieser Untersuchung waren erstens morphologischer (Zahl und
Verteilungsmuster der Ampullen, Sichtbarkeit und Form von Ampul-

lenbecher und Porus, Zahl und morphologisches Erscheinungsbild der
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afferente Sinnes-
Flossenstrahl Nervenfaser zellen Ampulle Porus

Abb. 5.2.2 Ampullidrer Elektrorezeptor bei Kryptopterus bicirrhis, Mikro-
photographie, Balken 2 500 um (aus: Roth & Eschrich 1998).

Abb.5.2.3 Schema-
tischer Querschnitt
durch einen ampulld-

/ ren Elektrorezeptor am

Ampullenlumen

Beispiel Schilbe mystis
(8Z = Sinneszelle).

Sinneszellen...) und zweitens physiologischer (hoch regelmafiige und
frequenzkonstante Spontanaktivitiat von 40...80 Hz, gesunde, normal-
typische und reproduzierbare Reizempfindlichkeit und Adaptation)
Natur, wobei fast immer Fische, mit morphologisch gutem Befund
auch einen hohen Anteil an Organen mit physiologisch reguldrer

Spikeaktivitdit und Empfindlichkeit aufwiesen, und somit die ver-
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schiedenen Kriterien stark korrelierten.Durch diesen Vortest konnte
sichergestellt werden, dafl kein unndotiger Experimentalaufwand an
nicht gesunden Tieren getrieben wurde, die von vorn herein keine er-
folgreichen Messungen erlauben, und es konnte ausgeschlossen wer-
den, dafd geschéddigte oder pathologisch verdnderte Tiere in die Unter-
suchungen einbezogen wurden, die das Normalbild verzerren. Andere
Selektionskriterien als diese wurden nicht angewendet, vor allem
wurden von Organen bzw. Clustern, die diese Kriterien erfiillten, kei-
ne Experimentaldaten erfolgreicher Messungen nachtriglich verwor-
fen. Auffillig war die starke Konvergenz der Kriterien, die meist un-
zweifelhafte Entscheidungen zulieflen. Bei allen physiologischen
Experimenten wurde ausschlieflich aus Ampullen der Analflosse
(iberwiegend aus deren craniobasaler Partie) abgeleitet; je nach Ent-
wicklungszustand des Versuchstiers befinden sich dort in jeder Kam-
mer zwischen zwei Flossenstrahlen meist ein oder zwei ausgedehnte
Cluster vom Baumchentyp, die fiir die Ableitversuche Verwendung

fanden.

5.3 Allgemeines zur Methodik der Elektro-
physiologie

5.3.1 Vorbemerkungen

Doas elektrosensorische System der Welse laf3t sich bereits mit relativ
einfachen Mitteln untersuchen und die Erregung der afferenten
Nervenfaser non-invasiv aus dem Ampullenlumen ableiten; es eignet

sich deshalb auch sehr gut als Lehrversuch fiir Anfingerpraktika. Auch
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wenn dieses Sinnessystem bereits seit mehr als 30 Jahren intensiv er-
forscht wurde, im peripheren Aufbau relativ einfach erscheint und
scheinbar leicht mit exakten Stimuli erregt werden kann, gestalten sich
exakt quantitative Untersuchungen dieses Rezeptorsystems besonders
schwierig und werfen eine Reihe z.T. noch ungeldster und in der Lite-
ratur noch nicht beschriebener Probleme auf, von denen nur einige
hier erwdhnt werden sollen, soweit sie fiir die folgenden Experimente
oder die Interpretation von Literaturdaten von Bedeutung sind.

Das ampulldre Rezeptororgan wird gemeinhin als Voltmeter oder
Spannungsmesser beschrieben (z.B. Bennett 1967, 1971a+b, Bret-
schneider et al. 1991, Andrianov et al. 1996), da das Rezeptorsystem
fiir ein physiologisches System als hochimpedant zu bezeichnen ist
und damit nur sehr geringe Reizstrome zur Stimulation erforderlich
sind und aufierdem den primdren, die Transduktionskette auslosen-
den Schritt im Rezeptormechanismus nach vorherrschendem Ver-
standnis des Rezeptorsystems der Potentialgradient tiber der basalen
Sinneszellmembran darstellt, der fiir die Offnung von Calciumkanile
verantwortlich ist und damit die Transduktionskette bis zu Erregung
der afferenten Nervenfaser auslost (Bennett 1971a+b, Bretschneider et
al. 1991, Heijmen & Peters 1995, Andrianov et al. 1996). Aus Arbeiten
wie Bretschneider et al. 1991 geht hervor, daf z.B. fiir Kryptopterus
bicirrhis ein Stimulationsstrom von lediglich 0,2 pA/Hz am jeweiligen
Rezeptororgan erforderlich ist, bei dem entsprechend 0,002 pA (oder
2 fA) durch die einzelne Sinneszelle flief}en. Dies entspricht Werten
bester Elektrometerverstarker von Prdzisionsvoltmetern, die unter
grofitem technischen Aufwand in Speziallabors betrieben werden, und
kommt dem Ideal einer stromlosen Spannungsmessung sehr nahe.

Entsprechend dieser Charakterisierung sollten Spannungen bzw., da

Material und Methoden



es sich um exogene, in der Umwelt der Fische vorhandene Potentiale
handelt, die iiber die Ausbreitungsstrecke im »Elektrolyten« abfallen,
Potentialgradienten die addquaten Stimuli darstellen, die auch im
Experiment dem Fisch bzw. Teilen seines elektrorezeptiven Systems als
Reize dargeboten werden sollten. Aus naheliegenden Griinden quan-
tifiziert man seit lingerer Zeit die Stimuli im Experiment fast aus-
schlieflich tiber ihre korrespondierende Stromkomponente bzw. bei
grofirdaumiger, weitgehend homogener Stimulation tiber ihre Reiz-
stromdichte (z.B. Peters & Bretschneider 1972, Bullock & Fessard 1974,
Finger 1986, Bretschneider et al. 1991), da beide Grofen (Potential-
gradient und Stromdichte) bei Kenntnis der Leitfdhigkeiten tiber das
Ohmsche Gesetz fiir homogen durchflossene Volumenleiter (bei ho-
mogenen Feldverhéltnissen) ineinander tiberfithrt werden kénnen
(Bretschneider & Peters 1992). Im gesamten Stimulationsstromkreis
am Beispiel einer lokalen Stimulation bei geerdetem Fischrumpf, der
vereinfacht als Serienschaltung der Widerstande im Elektrolyten, der
Fischhaut (mit parallel geschaltetem Rezeptororgan, das jedoch nur
einen sehr geringen Anteil an der Korperoberfliche einnimmt) und
des Fischkorpers aufgefal3t werden kann, stellt die Leitfahigkeit des
Umgebungsmediums des Fisches die Hauptvariable dar (die anderen
Parameter sind konstant oder unterliegen bei StiRwasserfischen weit-
gehender Homoostase). Da der parallelgeschaltete Komplex aus Haut-
und Organwiderstand um mehrere Groflenordnungen tiber den ande-
ren Widerstinden liegt, stellt er bei gegebener Pragespannung den
strombestimmenden Faktor dar und besitzt somit auf die im Rezeptor-
organ perzipierten Spannungen kaum einen Einfluf3. Diese werden
von der exogenen (niederimpedanten) Spannungsquelle bestimmt,

die entsprechend dem Widerstand des Gesamtsystems einen gewissen
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Strom liefert und dem Rezeptororgan den Stimulus aufprédgt. Da je-
doch die Umgebungsleitfihigkeit in erheblichen Grenzen variieren
kann, wird sich der letztendlich mafigebliche Potentialgradient tiber
der basalen Sinneszellmembran entsprechend dem Produkt R-Idesihn
durchflieBenden (minimalen) Stroms einstellen, der entlang eines
unverzeigten Pfades invariant ist und besser von dessen Stromdichte
als von dem davon unabhédngigen, mit den Umgebungsparametern
variierenden Potentialgradienten im Wasserkorper beschrieben wird,
der zusdtzlich noch von dessen Konduktanz abhédngt (wird in der Li-
teraturangabe der Potentialgradient angegeben, so kann dieser nicht
ohne den Wert der Wasserleitfahigkeit interpretiert werden). Aus die-
sem Grunde ist die Angabe des Reizstroms bzw. der Reizstromdichte
der verldfdlichere und besser vergleichbare Parameter (Bretschneider &
Peters 1992), der in der Literatur seit langerer Zeit fast durchgangig
verwendet wird. Ein weiterer Grund ist technischer Natur: Stimulus-
strome lassen sich weit besser kontrollieren und quantifizieren und
vermeiden verschiedene Probleme an den Stimulationselektroden, die
bei Spannungsstimuli zwangslaufig auftreten und jede Quantifizie-
rung des Reizes auf direktem Wege ohne Verwendung aufwendiger
Elektroden und Potentiostaten mit Vierpunktregelung und -messung

(s.u.) a priori verhindern.

5.3.2 Allgemeines zur Systemvariabilitit

Die individuelle Empfindlichkeit eines einzelnen ampulldren Rezep-
tors variiert innerhalb einer groflen Bandbreite von 40...50 dB
(Bretschneider et al. 1980, 1991, Peters & Mast 1983, Bretschneider &

Peters 1992, Heijmen & Peters 1995), die mindestens auf drei entschei-
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dende Faktoren zuriickzufiihren ist (abweichende und genauere Dif-
ferenzierung ist moglich): (1) interindividuelle Unterschiede der
Rezeptorempfindlichkeit (darunter diirften z.B. die »Vorgeschichte«
des Indiviuums mit dessen Haltungsbedingungen, Gesundheitszu-
stand, Art und Starke der Stimuli im natiirlichen oder kiinstlichen
Umfeld des Fisches und damit der »Trainingszustand« der Rezeptoren,
aber auch genetische und sonstige, auf anderen Faktoren beruhende
evtl. nicht erkldrbare interindividuelle Unterschiede fallen), (2) syste-
matische intraindividuelle Unterschiede (je nach Lage des einzelnen
Rezeptors auf dem Fischkorper, dessen elektrisches Leitfdhigkeits- bzw.
Widerstandsmuster eine gravierende Stérung der weitgehend parallelen
Feldlinien im homogenen Wasserkorper darstellt; aus diesem Grunde
ist z.B. ein Vergleich von Ampullen verschiedener Korperregionen
nicht zuldssig, wie eigene abschédtzende Untersuchungen mit Feld-
mikrosonden belegen), (3) nicht-systematische intraindividuelle Un-
terschiede (jedes Rezeptororgan besitzt nach eigenen Beobachtungen
individuelle in weiten Grenzen von typ. 20 dB und dariiber variable
Empfindlichkeiten; hierunter fallen u.a. Zahl und Empfindlichkeit der
Sinneszellen, geometrische Faktoren der Ampullen und Pori, wie sie u.a.
auch in Bretschneider et al. 1980, Peters & Mast 1983, Heijmen & Pe-
ters 1995, u.a. angesprochen werden). Dies bedeutet, dafl vergleichen-
de Aussagen zwischen verschiedenen, selbst benachbarten Ampullen
oder wihrend der Ontogenese des Fisches und der dabei auftretenden
Vergroflerung der Cluster oder der Organ- und Clusterneubildung nach
Hautresektion gemaf eigenen Erfahrungen nur mit grofler Vorsicht
interpretiert werden sollten. Es ist deshalb fiir exakt quantitative Un-
tersuchungen notwendig, entweder den individuellen Rezeptor zu

charakterisieren, bei statistischen Aussagen zwischen Untersuchungs-
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und Kontrollgruppe jegliche systematische Unterschiede sorgfaltigst
auszuschlieflen oder auf absolute Aussagen zu verzichten, jeden Re-
zeptor zu normieren und nur relative Verdnderungen tiber einen ver-
gleichsweise kurzen Experimentalzeitraum von einigen Minuten zu

untersuchen.

5.3.3 Stimulationsfeldbedingungen

Wil man reproduzierbare und vergleichbare Empfindlichkeitsdaten
produzieren, ist es unverzichtbar, sich mit den Stimulationsbedingun-
gen genauer auseinander zu setzen.

1. Homogenfeldstimulation. Sie stellt die scheinbar am einfachsten
zu realisierende Methode dar, deren Ergebnisse am besten vergleich-
bar sind mit Empfindlichkeitswerten aus Verhaltensversuchen (die
natiirlich aufgrund der neuronalen Integration und Verarbeitungen
andere Werte liefern), da sie unter vergleichbaren Stimulationsfeld-
bedingungen gewonnen werden konnen. Hierfiir ist prinzipiell nur
ein Rechteckbecken mit Dimensionen erforderlich, die »hinreichend
grofl« gegentiiber dem Fischkorper sind (der Fischkorper mufd auch
»hinreichend tief« unter der Wasseroberflache liegen), mit »nicht-
polarisierbaren« Plattenelektroden, die in zwei gegeniiberliegende Sei-
ten des Trogs eingelassen sind und diese vollstdndig bedecken und
eine Fischhalterung, die keine Deformation des Feldes hervorruft. In
der Praxis erweist sich das Problem der Fischhalterung wie auch der
Einfiihrung der Ableitelektrode als relativ schwierig 16sbar; auch Aus-
richtung des Fischkorpers und Zugianglichkeit der Ampullen ist bei
dieser Anordnung sehr ungiinstig. Deshalb wurde eine Vertikalan-

ordnung entwickelt, die fiir diese Experimente besser geeignet ist.
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Eine Konstruktion des Fischhalters aus einem massiven Festkorper
sollte vermieden werden, da diese praktisch immer eine andere
Konduktanz als das Umgebungswasser aufweist. Gerne wird hierfiir
ein Isolator als Trager verwendet, der jedoch die Feldlinien verdrangt
und im Nahbereich kaum kontrollierbare Feldverhdltnisse schafft
(eine Tierfixierung mittels Prapariernadeln, wie sie hierbei gelegent-
lich verwendet wird, hat unbedingt zu unterbleiben). Selbst ein diin-
ner, poroser Tontrdger verzerrt bereits deutlich die angelegten Felder
und macht nach eigenen Messungen den Potentialgradienten um ca.
50...80% steiler als im freien Wasserkorper. Konstruktiv konnte dieses
Problem in Vorversuchen am besten durch eine Fadenhalterung gelost
werden, die aus jeweils ca. 10 Fiden auf beiden Rumpfseiten des Fi-
sches quer zu dessen Liangsachse besteht. Als Fadenmaterial wurden
spezialversponnene Aramidfasern (Kevlar®-Garn Typ 139Ht, 560dtex
Filamentflachgarn), die freundlicherweise unentgeltlich von der Fa.
DuPont, CH-1218 Genf, Schweiz, fiir diese Versuche zur Verfiigung
gestellt wurden, eingesetzt, da dieses Fadenmaterial die mit Abstand
besten Eigenschaften hinsichtlich geringer Lastdehnung und nahezu
volliger Feuchteresistenz (Feuchtedehnung unter 0,1%) aufweist. Mit
dieser Art der Tierhalterung konnte bei Vermeidung von Erschiitterun-
gen und Stromungen im Wassertrog eine nahezu ideale Fixierung des
Tieres gewdhrleistet werden. Es konnten mit dieser Befestigungs-
methode in Vorversuchen mehrere stabile Ableitungen tiber z.T. mehr
als eine Stunde durchgefiihrt werden. Auch der Halter fiir die
Ableitelektrode mufl geerdet und aktiv geschirmt (»actively driven
shield«), vollstindig und wasserdicht elektrisch isoliert, tauchbar und
schlank sein, um die Messung moglichst wenig zu beeinflussen. Die

Feldverzerrung durch den Fischkorper ist dem physiologischen Sy-
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stem immanent und tritt in gleicher Weise auch unter nattirlichen
Bedingungen auf. Die Fischhaut besitzt einen relativ hohen elektri-
schen Widerstand, weshalb elektrische Felder vom Fischkorper eher
verdrangt werden. Bevorzugte Ein- bzw. Austrittsorte fiir Feldlinien
stellen Maul und Kiemenspalten dar, die tiber u.a. die Kiemen-
epithelien niederimpedant mit dem Korperinneren des Fisches in
Verbindung stehen. Daraus resultieren systematische Unterschiede in
der Empfindlichkeit ampulldrer Organe in verschiedenen Regionen
des Fischkorpers, die physiologischen Ursprungs sind und bei der kor-
rekten Auswertung von absolut-quantitativen Versuchsdaten u.U.
berticksichtigt werden miissen.

2. Lokalstimulation. Hierbei wird eine irgenwie geartete Elektro-
de (z.B. Kugelelektrode, Hufeisenelektrode, Ringelektrode) in die Ndhe
der Ableitstelle gebracht und der Fischrumpf geerdet. Experimentell ist
dieser Aufbau sehr einfach zu realisieren, jedoch muf3 hier die Stimu-

lusintensitét, falls erforderlich, auf anderem Wege (z.B. Potentialdif-
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Abb. 5.3.1 Eintluf8 der Distanz zwischen Stimuluselektrode und Hautober-

fldche bei Lokalstimulation (Fehlerdreiecke = Standardabweichung, n = 12).
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ferenz tiber der Fischhaut, Spannungshub im Ampullenlumen) bestimmt
werden, da die Feldverhaltnisse hierbei nicht zu kontrollieren sind.
Der Einflufd der Elektrodenposition ist bei einem Abstand von 5 + 1 mm
auflerst gering und betrdgt nach eigenen Messungen 2,1%/mm (SEM,
n=12).

Bei dieser Art der Stimulation sollte — im Gegensatz zum vorher
gesagten — der Stimulus nicht tiber seine Stromkomponente quantifi-
ziert und vor allem nicht mit anderen Experimenten unter abweichen-
den Bedingungen verglichen werden, da — wie sich in Vorversuchen
Hinweise ergaben - die Stimulusintensitdten deutlich differieren kon-
nen. Kann die Stimulusintensitdt jedoch definiert und meflortnah
iber die hervorgerufene Potentialdifferenz erfaf}t werden, so stellt
diese Methode den einfachsten und direktesten Weg zur Bestimmung
der Eigenschaften des ampulldren Elektrorezeptors auf der Ebene der
Einzelorgane bzw. Cluster dar.

3. Current Clamp Stimulation. Diese zundchst bestechend einfa-
che und exakte Methode (verwendet u.a. in Peters & Mast 1983) wur-
de ebenfalls bei Vorversuchen genauer analysiert. Sie geht davon aus,
dafd durch ein Hautareal definierter Grof3e ein kontrollierbarer (»clamped«
= »geklemmter«) homogener elektrischer Strom hindurchgeschickt
wird. Konstruiert man - wie in Peters & Mast 1983 - eine kleine
Stimulationskammer, die auf die Fischhaut aufgepref3t wird und und
gegen die Umgebung mit einem Silikongummiring abdichtet, so erge-
ben sich im Experiment zwei Probleme: Erstens tibt diese Vorrichtung
Druck auf die Fischhaut um die Ableitstelle aus, der sich diffus tiber das
Gewebe bis zu den Sinneszellen fortpflanzen kann und diese mef3bar
beeinflufdt (diese Irritation der Sinneszellen a3t sich durch Trennung

der Tierfixierung von der Kammervorrichtung erreichen; die Abdich-
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tung kann in diesem Fall tiber auf den Silikongummiring aufgetrage-
nes hochviskoses Silikonfett gewdhrleistet werden). Zweitens stellt
diese Kammer ein sehr kleines, vom grof3en Wasserkorper der Umge-
bung abgetrenntes Teilvolumen dar, das in der Grofienordnung von
0,1 cm?3 liegt. Die Stimulations- und Ableitbedingungen, Temperatur
und Ionenkonzentration verdndern sich in diesem winzigen Volumen
so schnell, dafl im Minutenbereich wahrend eines Experiments keines-
falls von einer Konstanz ausgegangen werden kann. Zur optimalen
Homoostase der Umgebungsbedingungen wurde sogar fiir das »grofie«
Ableitbecken mit ca. 50...100 cm? Volumen ein DurchfluBhomdostat
erprobt und bei einigen Experimenten eingesetzt, da sich wahrend
lingerer Versuchsdauer Ionenkonzentrationen wie Temperatur im
Ableitbecken in ergebnisrelevanten Dimensionen dnderten. Da eine
starke Temperaturabhingigkeit des ampulldren Elektrorezeptors be-
kannt ist (in eigenen Vorversuchen wurde z.B. bei 25°C eine
Temperaturabhingigkeit der Ruheaktivitdt bei Schilbe mystis von

11,5 £ 3,1 (SD) %/°C; n=6 Versuchstiere; entsprechend einem Q,, von
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r=0,99879
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15 20 25 30
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Abb. 5.3.2 Abhdngigkeit der Spontanaktivitdt von der Wassertemperatur,
Schilbe mystis (Fehlerbalken = Standardabweichung, n = 6).
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2,97 ermittelt), wurde die Temperatur bei den Experimenten miterfaf3t
und auf £1°C konstantgehalten. Falls die Raumtemperatur nicht der
Wassertemperatur von 25°C entspricht, muf stets eine rasche Anglei-
chung von etwa der halben Differenz zwischen Wasser- und Umge-
bungstemperatur pro 10 Minuten bei einer Wasserhohe von 10 mm
im Becken berticksichtigt werden. Das bedeutet bei einer Raum-
temperatur von 21°C also ca. einen Temperaturabfall von etwas iiber

1°C in Smin!
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Abb. 5.3.3 Abkiihlungsgeschwindigkeit von 100 ml Wasser in tempe-
riertem Massiv-PMMA-Becken in 10 mm Schichthéhe bei 21°C

Raumtemperatur.

4. Lumen Clamp Stimulation. Hierbei wird die kombinierte
Stimulations- und Ableitelektrode in das Ampullenlumen eingefiihrt
(z.B. Bretschneider et al. 1991) und am Ampullenporus abgedichtet.
Diese Abdichtung geschieht mechanisch und durch Austausch des
Umgebungsmediums durch einen Isolator wie Silikonoél oder deioni-

siertes Wasser. Die Anwendung von Silikondl birgt jedoch das Risiko
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Abb. 5.3.4 Schwenkbares Ableitbecken fiir Lokalstimulation (links oben)
Abb. 5.3.5 Becken fiir Homogenfeldstimulation (links unten)
Abb. 5.3.6 Tauchbarer Elektrodenhalter (diese Seite unten);

Beschreibung siehe Text

Schraubmuffe (PTFE)
mit Trockenspaltpassung O-Ring Ag/AgCl-
zur Ableitelektrode (Silikon) Teflon (PTFE) Draht

MeBelektrode (Fa. Bohlender GmbH)
(silanbeschichtet) \ )\

Plexiglasrohr (PMMA) mit
eingeklebtem VA-Stahlrohr
(Schaft z. Reinigung demontierb.)

der unkontrollierten Verdnderung der lonenkonzentration durch Se-
zernierung von Kaliumionen in den Ampullenbecher (neben einem
evtl. Kaliumleckstrom aus der Elektrodenspitze), der nun nicht mehr
iiber den Porus mit dem Umgebungswasser in Verbindung steht, wo-
durch sich so das dynamische Ionengleichgewicht verdndert. In An-
betracht der hohen Empfindlichkeit und Isolationswiderstdnde der
Sinneszellen und Wandstrukturen im Ampullenbecher (Stimulations-
strom von 0,2 pA/Hz am jeweiligen Rezeptororgan, s.o.) sind Restleck-
strome, die tiber den ionenhaltigen Wasserfilm aus dem Porus austre-
ten und an der ebenfalls ionenabsondernden, feuchten Fischaut
»entlangkriechen«, wie auch Leckstréme durch den Elektrodenschaft,
kaum zuverldssig zu unterbinden oder zu quantifizieren.

Durch intelligente Kombination verschiedener Stimulations-

methoden mit der Erfassung moglichst vieler elektrischer Parameter
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(Spannung, Strom, Widerstand), kann ein tieferes Verstandnis des
elektrosensorischen Systems gewonnen werden, wobei die Gefahr von
falschen Ergebnissen und Fehlinterpretationen wegen Artefakten, sy-
stematischen Fehlerquellen beim intraindividuellen Vergleich (s.o.)
und unzuldssigen Deutungen von Ergebnissen, die unter unterschied-
lichen Bedingungen gewonnen wurde (s.u.), sehr grof§ ist.

Diese kurze Aufstellung gangiger Stimulationsmethoden und ei-
niger wichtiger Probleme wurde fiir das urspriingliche Promotions-
thema (»Physiologische Charakterisierung der Konvergenzbildung im
elektrosensorischen System clusterbildender Welse«) experimentell und
theoretisch erarbeitet und zusammengestellt und dient dieser Arbeit
als wichtige Grundlage zur Versuchsdurchfithrung und Analyse von
Fehlerquellen sowie als Hintergrundwissen fiir die Diskussion von
Literaturergebnissen; sie soll aulerdem einen kleinen Einblick in die
Schwierigkeiten exakt-quantitativen Arbeitens vermitteln. Deshalb
wurde bei den Experimenten dieser Arbeit stets mit relativen Stimulus-
intensitdten gearbeitet, die unter minimaler Beeinflussung und grof3t-

moglicher Konstanz der Bedingungen gewonnen wurden.

5.3.4 Stimulations- und Erdungselektroden

In den Literaturarbeiten wurden fast stets als Stimulations- und als
Referenzelektroden Ag/AgCl-Elektroden eingesetzt. Diese sollen als
Elektrode zweiter Art eine stabile Halbzelle bilden, die konstante
Experimentalverhdltnisse wihrend der Versuchsdauer gewéhrleistet.
So etabliert und - bei richtiger Anwendung — bewidhrt diese Methode
bei der Kontaktierung des Elektrolyten in der Ableitelektrode ist, er-

scheint dieser Elektrodentyp fiir den Einsatz als Stimulations- und als
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Referenzelektrode weniger geeignet (Instandhaltungsaufwand nach
jedem Experiment, hohe Ubergangswiderstinde, starke Strompolari-
sierung, die Messung u.U. beeinflussende Photosensibilitdt der AgCl-
Schicht durch photoelektrischen Effekt, geringe Strombelastbarkeit
1 nAh/mm?, geringe Stabilitdat in chloridarmem Milieu; Ives 1969,
Lavallee 1969, Geddes 1972, Purves 1981, Smith 1985, Ogden 1994).
Deshalbist eine potentialstabile Metallelektrode erster Art mit moglichst
grofler Oberfliche, die all diese Probleme nicht aufweist, einer Ag/
AgCl-Elektrode klar vorzuziehen. Platin ist bekanntermaflen fiir die-
sen Einsatzbereich sehr geeignet, aber extrem teuer. V4A-Stahl (sdure-
bestindiger, hochnickellegierter Chrom-Nickel-Stahl) hat sich als
»Platinersatz« bestens bewdhrt und weist in dieser Anwendungssituation
ahnliche Vorteile wie das Edelmetall auf (V2A-Stahl ist weitaus leichter
zu beschaffen, jedoch sind seine Eigenschaften weit von denen des
Platins oder von V4A-Legierungen (und hoher) entfernt). Trotzdem
sollte auch hier zu Stimulationszwecken eine spannungsgesteuerte
Stromquelle eingesetzt oder — falls Potentialgradientenstimulation
angewendet werden soll — auf einen 4-Punkt-Potentiostaten zuriickge-
griffen werden. Das Stimulationsgerét sollte frei von Stérungen und
Tragerfrequenzen sein, iber einen Trennverstirker vom Signal-
generator »galvanisch« getrennt sein und einen bezugspotentialfreien
Differenzstromausgang besitzen (fiir Potentialgradientenstimulation
entsprechend: Differenzspannungsausgang mit einem hochohmigen
Differenzspannungsfiihler-Steuereingang).

Im Falle einer Homogenfeldstimulation zeigte sich ein weiterer
Aspekt, der unbedingt zu berticksichtigen ist: Im Ableittrog befinden
sich (ohne Mefielektroden) stets drei Elektroden: die beiden

Stimulationselektroden und eine kombinierte Erdungs- und Signal-
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bezugselektrode. Letztere hat die Funktion, als Erdungselektrode elek-
trische Storungen abzuleiten und zu neutralisieren und das Bezugs-
potential der Messung bereitzustellen. Dabei ist bei den meisten kom-
merziellen elektrophysiologischen Verstarkern genau zu beachten, daf§
sich der Ort der Ableitung dquipotential zur Signalbezugselektrode
befindet, da die Stimulationspotentiale durch Elektrodengrenzschicht-
phdnomene (die bekanntlich zu starken Verzerrungen des Potential-
gradienten fithren) um mehrere Groflenordnungen tiber den zu messenden
Potentialen liegen konnen und damit die Eingangsgleichtaktspan-
nungsunterdriickung (»common mode rejection ratio« = CMMR) des
Ableitverstdrkers tiberlasten und diesen in die Sdttigung treiben. Aus
dieser Notwendigkeit heraus zum Einsatz einer dritten Erdungs- und
Bezugselektrode, die grof3flichig und in der Nahe des zu untersuchen-
den Rezeptororgans lokalisiert sein muf, resultiert eine neue Schwie-
rigkeit, da diese Elektrode einen stark feldverzerrenden und damit die
Empfindlichkeitsmessung storenden Einflufl ausiibt, trotz ihrer rela-
tiv geringen Effizienz. Abhilfe konnte durch einen sehr leistungsfahi-
gen spannungsgesteuerten Stromkonverter mit selbstzentrierendem
bezugspotentialsymmetrischem Ausgang und »Feedback-Sense«-Elek-
trode (Rickkopplungselektrodenfiihler) geschaffen werden, die aktiv
auf virtuelles Nullpotential geregelt und stabilisiert wird. Dadurch
konnen Stérungen im gesamten Wasserkorper des Trogs tiber die bei-
den grof¥flachigen Stimulationselektroden optimal neutralisiert und
gleichzeitig der Ableitort exakt auf virtuellem Bezugspotential gehal-
ten werden, wobei sich eine echte, zusitzlich storungsmindernde

Differenzmessung realisieren 1af3t.
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5.3.5 Stimulationsgeréte

Die Anforderungen an ein Stimulationsgerdt ergeben sich weitge-
hend aus dem vorher Gesagten. Das Gerdt muf? die gewiinschte Signal-
form storungsfrei und mit entsprechender Amplitude generieren und
mittels eines geeigneten Trenngerdts (optisch, galvanisch, kapazitiv,
fm-codiert oder digital) getrennt in den abgeschirmten Ableitbereich
ibertragen, muf} einen spannungsgeregelten Stromausgang besitzen
und sollte im Falle der Homogenfeldstimulation auch dariiber hinaus
die im letzten Abschnitt genannten Forderungen erfiillen. Das zu Beginn
der Arbeit wihrend der Vorversuche eingesetzte Stimulationsgerdt der
Fa. Hugo Sachs Modular Typ 215/I mit Reizisoliereinheit O-10 (Hugo
Sachs Elektronik & Harvard Apparatus GmbH, D-79232 Hugstetten/
March, Deutschland) ist hierfiir (je nach Art der Messung) kaum geeig-
net, da es keine hinreichenden Werte fiir die Storsicherheit gewdhrlei-
stet, das Trenngerdt durch die hF-Amplitudenmodulation hochfre-
quente Storungen in das Ableitsystem tibertrdagt, die dort durch
Demodulation in andere Frequenzbdnder verschoben werden kon-
nen, quasitonische Rechteckreize von mehreren hundert Millisekun-
den oder Sekunden nicht akkurat tiber die Reizisoliereinheit reprodu-
zieren kann, fiir Sinusstimulation oder andere Reizformen und
-parameter nicht geeignet ist und keinen spannungsgesteuerten
Stromausgang besitzt. Deshalb wurden nach Maf3gabe der experimen-
tellen Erfordernisse entsprechende Module konzipiert und getestet,
die von beliebigen Signalgeneratoren gespeist werden kénnen (wur-
de jedoch fiir die Messungen nicht fertiggestellt, da letztendlich nur
geringere Anforderungen an die Stimulationsseite gestellt wurden).

Die Schaltpldne, Stiicklisten und Layouts der entwickelten Gerdte sind
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im Abschnitt Gerdtebaupldane enthalten. Auf die verschiedenen Signal-
formen sei an dieser Stelle nicht ndher eingegangen und nur erwdhnt,
dafl sinusformige Stimuli etabliert und optimal geeignet sind, um bei
computergestiitzer Erfassung und Auswertung der Meflergebnisse z.B.
die Systemempfindlichkeit schnell und prézise zu ermitteln. Auf3er-
dem vermeidet diese Signalform die Transientenbildung, Polarisierungs-
phdanomene und andere Elektrodenprobleme und Artefakte. Da die
Messungen der vorliegenden Arbeit manuell erfadt wurden, fand die
traditionelle Stimulationsmethode des Systems mit quasistatischen
Rechteckreizen Anwendung. Bei den Experimenten mit Doppelab-
leitungen war nur eine relative, grob quantifizierbare Stimulations-
quelle erforderlich. Deshalb wurde fiir diese Experimente wieder ein
einfaches Batteriestimulationsgerat mit Potentiometerregelung und
manueller Reizauslosung eingesetzt, da dieses weit weniger Probleme
in dieser experimentellen Situation bereitete als das Stimulationsgerat
der Fa. Hugo Sachs Elektronik. Um Elektrodenartefakte und andere
Stérungen zu verringern, wurde ein Stabilisationswiderstand von
56 kOhm (bei einigen Experimenten auch 300 kOhm bei entspre-
chend erhohter Stimulationsspannung) eingesetzt. Da die Stimulus-
intensitdt an der Elektrode mittels Digitalmefigerdt kontrolliert und
fiir die Auswertung normiert wurde und der Aufbau innerhalb der zu
vergleichenden Versuchsserien unverandert blieb, ist dieses Vorgehen
bei den Versuchen dieser Arbeit unkritisch. Stimulusdauer und -timing
wurden storungsfrei via LED und Lichtleiter aus dem Abschirmkaéfig
ibertragen und mittels Selen-Photodetektor gewandelt und auf einem
weiteren Oszilloskopkanal dargestellt oder direkt per Videoerfassung
zusammen mit einer LCD-Uhr als Zeitgeber und dem Oszilloskop-

schirmbild zur spateren Auswertung aufgezeichnet.
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5.3.6 Abschirmung und Stérungskontrolle

Wiein umfangreichen Vorversuchen festgestellt werden konnte, stel-
len in diesem System elektromagnetische Einstreuungen eine in zwei-
facher Hinsicht tiickische Fehlerquelle dar. Im Vergleich zu klassischen
intrazelluldren Ableitungen aus der Nervenfaser sind die Signale hier
z.T. um mehr als vier Groenordnungen oder mehr als 80 dB geringer.
Dies erfordert im Vergleich zu Intrazelluldrableitungen andere Ab-
schirm- und Ableitungstechniken. Bei der Abschirmung ist besonders
zu beachten, daf} elektrostatische Einstreuungen aufgrund der Signal-
pegel und Widerstandsbedingungen deutlich groflere Anforderungen
an die Abschirmmafinahmen stellen. Bei Doppelableitungen ver-
schlechtert sich die Situation deutlich (das Storspektrum verdandert
sich und der Storpegel steigt im Vergleich zu einer optimierten Einzel-
ableitung auf mehrfach hohere Werte an). Dies resultiert aus einem
weit schwerer zu kontrollierenden Problemkomplex der induktiven
Einstreuungen, dem bei Doppelableitungen kaum mit der Minimie-
rung der aufgespannten Induktionsflachen beizukommen ist, da die
beiden Schenkel des Y-formigen Ableitpfades mit der Signalbezugs-
leitung aufgrund der geometrisch vorgegebenen Platzierung der
Mikromanipulatoren beiderseits des Ableittroges drei grofiflichige
Induktionsschleifen aufspannen, wobei diese Storungen wegen der
sehr geringen Signalpegel um rund 80 dB besser unterdriickt werden
miissen als dies bei typischen intrazelluliren Messungen der Fall ist.
Gegen das Problem induktiver Einstreuungen hilft bekanntermafien
ein Faradey-Kafig nur wenig; eine moglichst weite raumliche Entfer-
nung der Induktionsquellen (Storfeldstdrke verringert sich entspre-

chend dem Kehrwert des Abstands und nicht mit dessen Quadrat, wie
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Abb. 5.3.7 Schemaabbildung zu den Induktionsproblemen bei Doppelab-

leitung. Rechts oben: Prinzip der twisted-pairs-Anordnung - siehe Text.
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bei elektrostatischen Stoérungen), Ausrichtung der Leiter im Versuchs-
aufbau, u.U. der Einbau von Kompensationsschleifen durch Leiter-
kreuzung zur Erzielung einer Gegeninduktion (sog. »twisted pairs«-
Anordnung) und die Lokalisation auf einer massiven Stahlplatte

tragen jedoch zu weiterer Reduktion dieser Storungskomponente bei.

5.3.7 Interspike-Intervall-Variabilitdt durch exogene

Stoérungen

Nach eigenen Beobachtungen zum Rezeptorrauschen an Schilbe
mystisliegt die Interspike-Intervall-Variabilitdt bei sorgfaltig durchge-
fihrten Experimenten unter weitgehender Ausschaltung elektroma-
gnetischer Einstreuungen duflerst niedrig und weit unter den Werten,
die in den Arbeiten der Utrechter Arbeitsgruppe fiir Ictalurus nebulo-
sus LeS publiziert wurden (Bretschneider et al. 1980, Teunis et al. 1991,
u.a.). Auch im Uberblick tiber zahlreiche andere Arbeiten am Elektro-
rezeptor insbes. von Bennett, Roth und anderen sind Fluktuationen
der von Bretschneider und Teunis publizierten Groflenordnung nicht
bekannt. In eigenen Experimenten mit Schilbe mystis, Physialia spec.
und Kryptopterus bicirrhis konnte festgestellt werden, daf$ vergleich-
bar grofie Fluktuationen im Interspike-Intervall stets auf exogene Sto-
rungen zuriickzufithren waren, die iiber die Stimulations- und/oder
Ableitelektroden eingekoppelt wurden und die Organe beeintrachtigten
oder auf Tiermaterial in schlechtem physiologischen Zustand beruhten
(bei sehr sorgfailtig durchgefiihrten und von Storungen abgeschirmten
Experimenten mit Fischen, deren Ampullen gesund ausgebildet wa-
ren, traten bei den Messungen besonders geringe Interspike-Intervall-

Fluktuationen auf; deshalb wurde dieses Kriterium auch als Indikator
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fiir optimale, idealtypische Experimente angesehen, wahrend stark
variierende Interspike-Intervalle stets auf Fehler hinwiesen). Uber die
Ableitelektrode in das System eingefiihrte Storungen wiirden sich u.U.
in einer konvergenzunabhidngigen Interspike-Intervall-Fluktuation
manifestieren und damit auch die unter den Erwartungen des
Nyquist-Kriteriums liegende Zunahme der Rezeptorrauschdichte mit
steigender Clustergrof3e erkldren, wie sie z.B. von Peters & Mast (1983),
Peters & van Ieperen (1989), Teunis et al. (1990b), Bretschneider &
Peters (1992), Peters et al. (1997a) gefunden wurde und nicht konsi-
stent und schliissig erkldrt werden konnte. Widerspriichliche Schluf3-
folgerungen, wie sie aus Arbeiten wie Bretschneider et al. (1980) gezo-
gen werden miissen, der eindeutig eine prasynaptische Rauschquelle
postuliert, wahrend andere Arbeiten (z.B. Peters & van Ieperen 1989,
Peters et al. 1997a) klar zu dem Ergebnis gelangen, daf’ die Quelle des
Rauschens erst hinter dem Integrationspunkt lokalisiert sein kann, der
- in Ubereinstimmung mit konvergenzabhingigen Befunden zur
Empfindlichkeitsaddition (ibid.) und in der Zusammenschau der Er-
gebnisse von Arbeiten wie Peters & Mast (1983), Teunis et al. (1990b
& 1991), Sanchez & Zakon (1991) — wie auch den Ergebnissen der vor-
liegenden Arbeit, wiederum in der gemeinsamen Afferenz lokalisiert
sein muf}, wiaren mit der Annahme exogen induzierter Storungen
potentiell erkldarbar. Da unsere Experimente jedoch unter abweichen-
den Versuchsbedingungen an einer anderen Spezies durchgefiihrt
wurden, sind sie moglicherweise nicht zur Interpretation dieser publi-
zierten Rauschdaten geeignet.

Auch mechanische Erschiitterungen und Vibrationen stellen eine
gravierende Storquelle dar, deren Bedeutung nicht zu unterschétzen

ist. Bereits geringste Relativbewegungen zwischen Fisch und Ableit-
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elektrode von wenigen Mikrometern fithren durch eine minimale diffu-
se Druckfortpflanzung tiber den Ampullenporus bis zum Sinnesepithel
zu einer nachweisbaren, geringfiigigen Modulation der Sinneszellakti-
vitdt und damit der Spikerate. Deshalb sollte der gesamte Versuchsaufbau
bestmdglich von Erschiitterungen freigehalten werden (es konnte ein-
deutig festgestellt werden, dafy die Qualitdt einer groflen Zahl von
Messungen durch mechanische Erschiitterungen erkennbar verringert
wurde, auch wenn hieriiber keine exakten quantitativen Angaben

gemacht werden konnen).

5.3.8 Ableitelektrode

An dieser Stelle seien einige Uberlegungen zur Beschaffenheit der
Ableitelektroden angefiihrt. Prinzipiell sind — wie aus der Literatur
bekannt - sowohl Metall- wie auch Glasmikroelektroden fiir
endoluminale Ableitungen geeignet. Da die Technik der Ableitung mit
Glasmikroelektroden in der Arbeitsgruppe bereits etabliert war, wur-
den sie auch fiir alle Messungen der vorliegenden Arbeit eingesetzt.
Der ideale Elektrodendurchmesser orientiert sich am Porusdurchmesser
des ampulldren Elektrorezeptors, der im Mittel bei den verwendeten
Versuchstieren der Spezies Schilbe mystis zu 15 pm (12...20 pm) be-
stimmt wurde. Die Ampullen bestehen nach Kramer (1996) aus einem
mit elektrisch gut leitender Gallerte gefiillten Ampullenbecher, der
von Winden mit sehr hohem elektrischen Widerstand (Bretschneider
et al. 1991) umgeben ist und tiber den Porus mit der Umwelt in Ver-
bindung steht. Der Aulendurchmesser der Elektrodenspitze sollte nun
einerseits hinreichend diinn sein, um ohne mechanische Irritationen

und Druckausiibung auf die umgebenden Gewebe und damit indirekt
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auf die Rezeptorzellen in das Ampullenlumen eingefiihrt werden zu
konnen, andererseits den Ampullenporus moglichst vollstandig ab-
decken, um das sog. »Shunting«, das AbflieRen von Teilen des Nutz-
signals in das geerdete Ableitbecken, zu minimieren und gleichzeitig
iiber die Maximierung des Spitzenquerschnitts den Elektrodenwider-
stand zu verringern (s.u.). Bei einem optimalen Spitzendurchmesser
von 10...15 ym besitzen die Elektroden einen Innendurchmesser von
6...8 ym und damit einen typ. elektrischen Widerstand bei Fiillung
mit 3M KCl in der Gréenordnung von 3-105...3-10° Ohm (zu bertick-
sichtigen ist der »flache« Konzentrationsgradient in der Elektroden-
spitze, der sich stark auf den Elektrodenwiderstand auswirkt!).

Elektrolyte mit unterschiedlicher thermodynamischer Ionen-
beweglichkeit der Kat- und Anionen erwiesen sich in Vorversuchen bei
diesem verwendeten Elektrodendurchmesser als ungeeignet, da sich
hierbei kein stabiles Diffusionspotential herausbildete und das elektro-
sensorische System dadurch beeintrachtigt wurde. Deshalb wurde stets
klassisch mit einer wassrigen 3M KCI-Losung als Fiillungselektrolyt in
den Ableitelektroden gearbeitet.

Aus diesen Erfordernissen resultiert ein weiteres Problem: Da die
Elektroden einen groflen Spitzendurchmesser aufweisen und mit
hochkonzentriertem KCl-Elektrolyt gefiillt sind, treten starke Diffu-
sions- und Osmosephdnomene an der Grenzschicht der Elektroden-
spitze zwischen Elektrolyt und Leitungswasser auf. Nach dem Eintau-
chen der Elektroden in Leitungswasser konnen zwei Phdnomene
beobachtet werden: KCI-Elektrolyt kann unter beobachtbarer Schlie-
renbildung aus der Elektrodenspitze ausstromen und sich in das
Umgebungsmedium verdiinnen. Dabei verarmt die Elektrodenspitze

an KCIl und es bildet sich ein fiir die Zeitdimensionen des Ableit-
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versuchs als weitgehend stationdr zu betrachtender Konzentrations-
gradient innerhalb der Elektrodenspitze aus, der von nahe Null bis auf
die Ursprungskonzentration von 3M ansteigt. Es kann aber auch ein
Wassereinstrom (mit geringfiigigem Anstieg der Fliissigkeitssdule im
Elektrodenschaft) in die Elektrode stattfinden, der dort zunichst einen
»Wasserpfropfen« mit klar unter dem Binokular erkennbarer
Grenzschicht zum optisch hoher brechenden Fiillelektrolyten ausbil-
det, der jedoch innerhalb weniger Minuten wieder verschwindet.
Nach etwa zehn Minuten Vorwésserung mit mehrmaligem Wasser-
wechsel ist in der Regel in beiden Fillen ein stabiler Konzentrations-
gradient aufgebaut. Diese Konzentrationsausgleichphdanomene wur-
den zundchst nur unter ableittechnisch-elektrischen Gesichtspunkten
betrachtet. Im ersten Fall kommt es beim erstmaligen Eintauchen der
frisch gefillten und abgebrochenen Elektrode durch Austritt einer
Ionenwolke zu einer lokalen Erhohung der Leitfihigkeit im
Umgebungsmedium in Dimensionen von einigen hundert pm. Dies
hat zur Folge, dafy wiederum ein sog. »Shunting« (niederohmiger
Ladungsabfluf iiber den Nebenschlufl gegen den Massebezugspunkt
im Ableittrog) des Ableitsignals aus dem Ampullenlumen in das geer-
dete Ableitbecken hinein stattfindet und die Elektrode auf diese Wei-
se »unempfindlich« wird bzw. die Spikeamplitude stark reduziert. Als
weiteres sekunddres Problem einer nicht &dquilibrierten Ableit-
elektrode, die Kaliumionen in das Ampullenlumen ausdiffundieren
lafit, ist eine ionische Beeinflussung der Rezeptorzellen (Roth 1971,
Bretschneider et al. 1979, Roth 1982) z.B. tiber die Verdnderung von
Membranpotentialen und einer evtl. Verzerrung des applizierten Sti-
mulusfeldes durch verdnderte Konduktanzverhéltnisse im Ampullen-

lumen zu beriicksichtigen.
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Anders sehen die Verhdltnisse beim Leitungswassereinstrom in die
Elektrodenspitze aus. Die damit einhergehende Erh6hung des elektri-
schen Widerstands an sich stellt primar, statisch betrachtet, kein Pro-
blem fiir den Ableitsignalpfad dar, da dieser in Serie mit der Eingangs-
impedanz des Vorverstdrkers liegt. Dennoch sind diese Elektroden fiir
Ableitungen aus dem Ampullenlumen bei starkem Leitungswasserein-
strom ungeeignet. Dies beruht auf zwei Faktoren: Erstens tritt ein Stor-
pegelanstieg durch die am drastisch gestiegenen Spitzenwiderstand
der Ableitelektroden entsprechend dem Produkt R-I mit héherer Am-
plitude abfallenden Rausch- und Stérstromkomponenten auf, das den
Signal/Rauschabstand deutlich verschlechtert. Zweitens erfahrt das
Nutzsignal eine Dampfung und Verzerrung durch Absenkung der
Eckfrequenz des Tiefpafifilters, gebildet aus Spitzenwiderstand der
Elektrode und ihrer transmuralen Streukapazitdt, die jeder Mikro-
elektrode immanent ist und parallel zu den Streukapazititen von
Signalkabel und Eingangsstufe des Vorverstarkers liegt. Diese Proble-
me der Spitzenwiderstandserhohung durch Leitungswassereinstrom
in die Ableitelektrode sind in ihrer Wirkung vergleichbar mit dem
Verhalten hochimpedanter Intrazelluldrelektroden mit Spitzendurch-
messern im Submikrometer-Bereich, die zu dhnlichen Phdnomenen
bei der Ableitung von Nervenspikes aus dem Ampullenlumen fiithren.
Diese Phinomene und deren physikalische Ursachen konnten in Vor-
versuchen eindeutig nachgewiesen werden. An dieser Stelle sei auch
erwahnt, dafd eine hohe Wasserschicht tiber der Ableitstelle ebenso zu
einer Absenkung der abgreifbaren Amplitude fiihrt, da auch hier die
Eckfrequenz des Tiefpafifilters »Elektrode«, diesmal durch Anstieg der
transmuralen Streukapazitit abgesenkt und dadurch die Spike-

amplitude starker gedampft wird.
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Abb. 5.3.8 Schematische Erkldrung der Ableitprobleme mit frisch ab-
gebrochenen Ableitelektroden. Kapazitives und resistives »Shunting«

machen die Elektrode »unempfindlich« - weitere Erkldrung im Text.

Da die elektrischen Eigenschaften der Mikroelektroden wie auch
die Menge ausstromender Kaliumionen moglicherweise entscheidenden
Einflufl auf Signalhdhe und Funktion des Rezeptorsystems besitzen
konnen, wurde grundsatzlich bei allen Doppelableitungen auf opti-
malen Elektrodenabgleich (»Matching« der Elektrodenpaare) hin-
sichtlich Spitzendurchmesser, Linge und Geometrie von Elektroden-
spitze und Konus geachtet. Es wurden jeweils Elektrodenpaare aus
einer nacheinander mit identischen Einstellungen am Elektroden-
ziehgerdt (»Puller«) gefertigten Arbeitsserie (mit ca. 3 min Abkiihl-
phase zwischen jedem einzelnen Ziehvorgang) verwendet, da sonst
mit dem verwendeten Elektrodenziehgerat (WPI PUL-1, World
Precision Instruments Inc., Connecticut, USA) keine hinreichende
Konstanz der Ergebnisse gewahrleistet war. Da diese Elektroden nicht

mit dem erforderlichen Spitzendurchmesser auf dem Elektrodenzieh-
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gerdt gefertigt werden konnen, wurden die Exemplare unter
Mikroskopkontrolle mit MefRokular mittels Mikrometerschlitten auf
den gewiinschten Durchmesser abgebrochen. Nach Fertigstellung ei-
ner vollstindigen Arbeitsserie mit ca. 20 Elektroden wurden die Ein-
zelexemplare optisch makro- und mikroskopisch genau verglichen
und wiederum moglichst identische Paarungen gebildet, die mit einer
feinen Injektionskaniile kapillar tiber den Schaft (Elektroden mit
Mikrofilament) blasenfrei befiillt wurden. Die Elektrodenpaare wur-
den vor dem Experiment in gleicher Weise bei mehrmaligem Wasser-
wechsel mindestens zehn Minuten lang gewadssert, bis stabile
Ableitbedingungen bei minimalem Elektrolytaustritt hergestellt wa-
ren. Um Konstanz und Vergleichbarkeit der Elektrodenkonditionie-
rung wie auch der Ableitbedingungen experimentell abzusichern,
wurde folgender Versuch durchgefiihrt: Es wurden nach vorgenann-
ter Maf3gabe fiinf Elektrodenpaare hergestellt und mit diesen in
Doppelableitungen mit sechsfachem Positionswechsel aus Cluster-
ampullen von Schilbe mystis abgeleitet. Durch weitere Versuche und
Auswertungsvorschriften (Elimination von Storgroflen, s.u.) konnte
sichergestellt werden, dafl 1. beide Elektroden identische Potentiale
»sehenc, 2. systematische Positionierungsfehler unter 0,3% fallen und
3. die Verstarkungsfaktoren beider Signalpfade auf 0,2% tiberein-
stimmten. Aus insges. 900 Paarmessungen konnte so eine mittlerere
Ubereinstimmung der nach Vorschrift abgeglichenen Elektrodenpaare
auf £ 1,9% (SEM, n = 5 unabhédngige Mef3wertpaarungen) erzielt wer-
den. Um dieses Ergebnis in einem direkten Versuch nochmals zu be-
statigen, wurde ein weiterer Versuch durchgefiihrt mit Spannungs-
pulsen von 1ms (Generator: Hugo Sachs Stimulator Typ 215/ mit

Spannungsteiler 99k:1k) Dauer als synthetische »Aktionspotentialex,
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die in ein kleines Wasserbecken eingekoppelt wurden und einmal in
Doppelableitung tiber zwei Prazisionsmetallfilmwiderstande (Vishay
432510, 1MO000, 0,1%, TK10) mit angeloteter Kugelkontaktelektrode
Ag/AgCl (frisch chloriert, 2,5mm Durchmesser) und im Anschlufl dar-
an tiber 10 nach Vorschrift abgeglichene Glasmikroelektrodenpaare
mit ca. IMOhm abgeleitet wurden. Die Ergebnisse wurden auf dem
Oszilloskop dargestellt und tiber ein Fluke 89-1V Prazisionsmefigerat
(4% Digits, 0,025% * 2 LSD, Fluke GmbH, D-34123 Kassel, Deutsch-
land) exakt bestimmt. Aus dieser Messung ergab sich nach Eliminati-
on der Verstarkerfehler des elektrophysiologischen Vorverstarkers WPI
DAM-50 (World Precision Instruments Inc., Connecticut, USA) ein
mittlerer Elektrodenfehler von 1,2% (SEM, n = 10 unabhéingige Mef3-
wertpaarungen), der primdr auf dem durch Elektrode, Kabel und
Verstarkereingangsstufe formierten Tiefpafd beruht. Bei dieser Mes-
sung geht jedoch der »Shunting«-Strom, der an der Elektrode durch
die Ableitung iiber das Umgebungsmedium »vorbeiflieRt« und so den
»biologischen Spannungsteiler« beeinfluf3t (s.o.), nicht in das Ergeb-
nis ein und trdgt deshalb nicht zum Fehler bei.

Einen weiteren wichtigen Parameter stellt der Positionierungs-
einflufl der Ableitelektroden innerhalb des Ampullenbechers dar, der in
folgendem Experiment analysiert wurde. An Ampullen durchschnitt-
licher Grofie mit einer Tiefe des Ampullenbechers von 100...120 pm
wurde die Ableitelektrode zundchst tiber dem Porus in Richtung der
Ampullenerstreckung mit der Hautoberfldche biindig ausgerichtet.
Von dieser Position ausgehend wurde die Elektrode in Schritten von
20 pm in Richtung Sinnesepithel in die Ampulle bis auf 100 pm Tiefe
(kurz vor Beriihrung der Sinneszellen) vorgeschoben und dann wieder

in denselben Schritten aus dem Ampullenbecher zuriickgezogen. Auf
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jeder der neun Positionen wurde die gemittelte Spikeamplitude aus 30
Messungen bestimmt. Dieses Experiment wurde an insges. 16 Ampul-
len durchgefiihrt und aus den Mef3werten der jeweiligen Position
Mittelwert und Standardabweichung ermittelt und graphisch getrennt
fiir Vorschub und Zuriickziehen der Elektrode aufgetragen. Im Dia-
gramm ist gut zu erkennen, dafd sich die Spikeamplitude in diesen
beiden Fillen voneinander unterscheidet, was auf den Einflufd aus-
diffundierender Ionen zuriickzufiihren ist (beobachtbar!), die beim Zu-
riickziehen der Elektrode in etwas starkerem Mafie die abgreifbare
Spikeamplitude absenken. Fiir die spateren Versuche ist jedoch prak-
tisch nur die »bessere« Vorschubkurve im Bereich zwischen 60pum und
100pm fiir die Elektrodenpositionierung von Bedeutung, wo mit ei-
nem Standardfehler von rund 0,2%/10pm (SEM, n=16) Positions-
abweichung zu rechnen ist (in der Praxis kann der Positionierungs-

fehler unter 20pm gehalten werden).
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Abb. 5.3.9 Einfluf$ der Elektrodenposition innerhalb des Ampullenlumens;
0 um#4 Hautoberfldche. Beim Zurtickziehen der Elektrode verursachen

Kaliumionen ein leichtes «Shunting« und driicken die Spikeamplitude.
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5.3.9 Vorverstarker

Da es sich beim Abgriff afferenter Aktionspotentiale aus dem
Ampullenlumen um die Erfassung von Kleinstsignalen tiber eine rela-
tiv niederimpedante Meflelektrode handelt, stellen diese Experimen-
te andere als die typischen Anforderungen der intrazellularen Ablei-
tung an einen elektrophysiologischen Vorverstarker. Bei einem typ.
um mehr als 80 dB geringeren Signalpegel resultiert — trotz der deut-
lich geringeren Impedanz in der gesamten Ableitsignalkette — eine typ.
um 60dB geringere Signalquelleistung. Dies stellt bei prazisen Messun-
gen extreme Anforderungen an die Werte der maximalen Eingangs-
rauschspannung und der dquivalenten Eingangsrauschleistungs-
dichte tiber dem Quellwiderstand im Signalfrequenzband zwischen
0,5...5kHz. Verwendet fiir die Versuche wurde ein -elektro-
physiologischer Differenzverstarker der Fa. WPI (World Precision In-
struments Inc., Connecticut, USA) Typ DAMSO, der jedoch nur im
unipolaren Betriebsmodus eingesetzt wurde. Allerdings besitzt dieses
Gerdt eine Reihe von Eigenschaften, die es fiir besonders exakte,
rauscharme Messungen oder Experimente unter bestimmten Bedin-
gungen weniger geeignet erscheinen lassen. Hierunter sind besonders
zu nennen: das dquivalente Eingangsspannungsrauschen (»ENSI-
Voltage«) von 10 uV(p-p) @1 Hz ... 10 kHz, das dquivalente Eingangs-
stromrauschen (»ENSI-Current«) von 120 pA(p-p) @ 1 Hz ... 10 kHz,
die geringen Werte der Gleichtaktsignalpegelunterdriickung
(»CMMR«) von 100 dB(typ.) @ 0 Hz und 50 dB(typ.) @ 1 Mhz bei ei-
nem zuldssigen Gleichtakt-Eingangsspannungspegelbereichvon 5 V /
Verstarkungsfaktor, also 5 mV bei 1000facher Verstirkung (Probleme

hierdurch siehe oben Abschnitt »Stimulationsfeldbedingungen,
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Homogenfeldstimulation«), der maximale Eingangsleckstrom (»I(leak)«)
von 50 pA (der bereits zu einer geringfiigigen Dauerstimulation der
abgeleiteten Ampulle fiihrt, an die jedoch — ebenso wie an das elektro-
osmotische Spitzenpotential der Ableitelektrode — von den Rezeptoren
innerhalb weniger Sekunden vollstindig adaptiert wird; bei echten Lu-
men Clamp Messungen fiihrt dieser Leckstrom jedoch zu gravieren-
deren Problemen) und die verwendete RJ45-Steckverbindung zur
Signaleingangsleitung, die als mechanisch unbefriedigend und elek-
trisch dufderst problematisch zu bezeichnen ist (fehlende wirksame Ab-
schirmung, geringe Storsicherheit, hohe Streukapazitdt, schlechte
Isolationswerte, die bereits bei unbenutzen, absolut sauberen Steckern
46 dB unter denen der Eingangsverstarkerstufe liegen, hohe Ver-
schmutzungsanfilligkeit und die Notwendigkeit, den Steckerisola-
tionskorper routinemafig mit Teslanol SP, Hapena GmbH, D-29451
Dannenberg, Deutschland, und Ethanol absolut zu reinigen und mit
gereinigter Druckluft zu trocknen). Aufierdem fehlen, falls Messungen
mit grofBerer Elektrodeneintauchtiefe vorgenommen werden miissen,
die Kapazitatskompensation — sowie fiir manche Versuche — die Mog-
lichkeiten zu Stromeinpragung mit Monitoring, Auftrennung des
Signalpfades in zwei Frequenzbdnder, wirksame Signalfilter und aktive
eingangssignalgefiihrte Schirmungstreiber. Aus diesem Grund wurde
ein universell einsetzbarer Differenzvorverstarker und Signalkonditi-
onierer mit C-Kompensation, Stromeinpragung, Vollbereichs-Gleich-
taktspannungsunterdriickung (»ultra-high rail-to-rail-CMMR«), sehr
geringen dquivalenten Eingangsstromfehlern und Eingangsrausch-
daten, die sich an das Nyquist-Grenzkriterium annédhern, und aktiver
Differenzeingangsschirmung konstruiert. Die Daten der entwickelten

Schaltung tibertreffen in allen relevanten Bereichen in dieser Spezi-
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fikationskombination alle auf dem Markt befindlichen physiologi-
schen Verstirker z.T. um Groflenordnungen und bieten alle Optionen
fir samtliche mit endoluminarer Ableittechnik am ampulldren
Elektrorezeptor zu untersuchenden Fragestellungen. Die Verstarker-
schaltung wurde nur in der Testphase als Prototyp eingesetzt und hat
die Erwartungen vollstandig erfiillt. Weitere Angaben zur Schaltung

siehe unten.

5.3.10 Signalaufbereitung und Registrierung

Die Signalkette verlduft bei allen endoluminalen Ableitungen von der
Mikroelektrode tiber den neurophysiologischen Vorverstarker einer-
seits zum Signalkonditionierer, -nachverstarker mit Monitorausgang,
Spikedetektor und Spikeratenzdhler (im Folgenden als »Spikerate-
Converter« bezeichnet) und andererseits iiber ein Potentiometer auf
einen der beiden Stereokanile eines »hochimpedanten« Kopfhorers
mit hohem Wirkungsgrad (600 Ohm, 108 dB/mW). Bei Doppelab-
leitungen ist diese Signalkette in doppelter Ausfiithrung aufgebaut. Die
Spikeratenausgdnge werden von einem Kanal eines Zweikanal-
Kompensationsschreibers registiert, die Monitorausgange werden auf
dem Oszilloskop dargestellt neben der Reizschreibung, die z.T. iiber
Lichtleiter und Selen-Photodetektor optogekoppelt wurde und je nach
Fragestellung auf einem der beiden Schreiberkandle oder dem zweiten
oder dritten Oszilloskopkanal dargestellt oder direkt tiber das neben
dem Oszilloskopbild eingeblendete Lichtsignal tiber die Videokamera
erfaft und aufgezeichnet. Der »Spikerate-Converter« war notwendige
Voraussetzung fiir das Gelingen der technisch schwierigen Doppelab-

leitungen unter TTX-Vergiftung bei Schilbe mystis (hier kommen eine
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Reihe verschiedener Erschwernisse hinzu, darunter auch die Probleme
der Doppelableitung mit sehr schlechten Signal-Rausch-Verhiltnissen,
mit der Notwendigkeit, Aktionspotentiale mit abnehmender Amplitu-
de exakt und moglichst wenig rauschbeaufschlagt in ihrer Grofie be-
stimmen zu konnen und eine unter allen Bedingungen einfache, zu-
verldssige, stabile und storsichere Ableitung wahrend der gesamten
Versuchsdauer eines jeden Experiments ohne zwischenzeitliches
Nachoptimieren zu gewdhrleisten; Minimierung der Einfliisse von
Elektrodenbeschaffenheit und Positionierung; Erfordernis, die
Aktionspotentiale bereits in einigem Abstand tiber der Hautoberflache
erfassen zu konnen, um die Clusterausdehnung und Zugehorigkeit
jeder Ampulle zuverldssig abscannen zu konnen, etc.). Deshalb waren
an dieses Gerdt eine Reihe von Anforderungen zu stellen, deren wich-
tigste hier in Stichpunkten aufgezdhlt werden: (1) exakt abgestimmte
aktive Eingangsbandpidsse mit 2phasiger Roll-off-Charakteristik, die
Ableitsignal und Storfrequenzspektrum optimal Rechnung trigt; (2)
variabler Eingangssignalverstarker (x30...x330), einstellbar tiber 10-
gang Helipot mit Digitalskala oder Digipot; (3) Spikedetektor mit
Einheitspulsgenerator (Anstiegsgeschwindigkeit 0,3...3,3 V/ms, posi-
tive Flanke, Pulsbreite 0,5...5 ms, Pulshohe 1...5 V, Schmidt Trigger
mit 50 mV Hysterese) erzielt eine Zahlrate von 100% bei endoluminal
abgeleiteten Aktionspotentialen und ist gegen diverse Storquellen
weitgehend immun; (4) Spikeratenzdhler in SC-MOS-Technik mit
10,000 mV-s Ausgang (Ausgangsfehler 0,01% ohne Nachkalibrierung)
mit »sliding window«-Integrator; (5) robuster, unverwiistlicher me-
chanischer Aufbau und zuverldssige Schutzschaltungen fiir alle Ein-
und Ausginge, Aludruckguf3gehduse, robuste Steckverbindungen,

sturzsicher (da auch als Gerdt im Anfangerpraktikum eingesetzt); (6)
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Abb. 5.3.10 Schematischer Versuchsaufbau

200 Betriebsstunden mit einer einzigen 9V-Standardblockbatterie (Typ
6LR61), auslaufsicheres Batteriefach mit Testschaltung und Batterie-
schnellwechsel; (7) kostengiinstige und schnelle Bestiickung und Ein-
bau der in Kleinserie maschinell gefertigten Platinen. Weitere Anga-
ben zur Schaltung siehe unten.

Bei Experimenten, bei denen die Spikerate ausgewertet werden
sollte und das Interspike-Intervall oder das genaue Timing der Spikes
nicht von Bedeutung war, wurde dieser Parameter direkt vom Ausgang
des Spikeratenkonverters zur Verfligung gestellt und durch einen

Kompensationsschreiber aufgezeichnet und digital am Multimeter-
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display angezeigt. Dartiberhinaus wurde das Ableitsignal am Monitor-
ausgang, zusammen mit dem Stimulussignal und LCD-Uhr per Video-
kamera erfafst und auf Videoband zur spateren manuellen Auswertung
nach verschiedenen Kriterien aufgenommen. Den Versuchsaufbau fiir

einen Standardversuch zeigt Abb. 5.3.10.

5.3.11 Mikroapplikation von DASPEI und TTX

Die Mikroapplikation kleiner Losungsmengen (Farbstoffe, Kanal-
blocker) wurde in Versuchsreihen erprobt. Bereits im Rahmen der Di-
plomarbeit wurde eine Methode entwickelt und erprobt, um kleinste
Flussigkeitsvolumina (ab 100 nl) mit Tracern computergesteuert in die
Hamolymphbahn kleiner transparenter Spinnen (Pholcus phalangioides)
injizieren zu kdonnen. Hierfiir wurde {iber rechnerkontrollierte Fein-
schrittmotoren via Mikrometerspindel der Kolben einer Hamilton-
Prazisionsspritze gesteuert und iiber eine luftfreie Silikono6lhydraulik
zur Injektionskapillare ibertragen. Die Injektion wurde tiber eine auf
2...5 pm (je nach Erfordernissen) diinn ausgezogene Glasmikrokapil-
lare ausgefiihrt, die mit 18° Spitzenwinkel auf ca. 100 nm prazisions-
geschliffen (»gebevelled«) war. Dies wurde iiber eine selbstgebaute
»Bevelling«-Vorrichtung bewerkstelligt, einen schweren Plattenspieler
mit einer 200 mm Glasschleifplatte mit aufgesintertem Diamantstaub
50nm Korngrofle, durch die die Elektrode bei definierter Auflagekraft
von 2 cN unter elektronischer Kontrolle (Schwingkreisverstimmung)
naf3geschliffen wurde. Alle vorangegangenen Versuche der Kapillaren-
fertigung und Schirfung ohne eine entsprechende Bevelling-
vorrichtung fithrten zwar auch zu lichtmikroskopisch duflerst schar-

fen Kantilen, versagten jedoch im spateren Experiment. Der Aufwand,
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diese Injektionstechnik zu perfektionieren und zum Erfolg zu fiihren,
nahm knapp ein dreiviertel Jahr in Anspruch.

Auf dem Hintergrund dieser Erfahrungen wurde deshalb zundchst
wiederum versucht, Farbstoff bzw. Kanalblocker via Mikroinjektion
bei Schilbe mystis in Clusterndhe zu applizieren. Hierfiir sollte gerin-
gerer Aufwand getrieben werden: es stand eine einfache handbetrie-
bene Hamiltonspritze mit manuellem Mikrometervortrieb zur Verfii-
gung, deren Hydrauliksystem sich in der Praxis jedoch nicht absolut
luftfrei fiillen lief3; auch stand keine »Bevelling«-Vorrichtung zur Ver-
fligung. Es wurde deshalb mit verschiedenen Mikrokapillar-Glassorten
experimentiert, um eine Glassorte herauszufinden, die beim Brechen
unter Mikroskopkontrolle moglichst definiert, sauber und mit schar-
fen, glatten Bruchkanten gebrochen werden kann. Parallel wurde ver-
sucht, tiber diverse einfachere Schleifvorrichtungen die Spitzengiite
und -schiérfe zu verbessern. Keiner der Versuche lieferte jedoch auch
nur anndhernd brauchbare Ergebnisse, die ausreichend gewesen wa-
ren, um die Haut der Versuchtstiere zu penetrieren. Deshalb wurde
versucht, mit einer 0,2-mm-Insektennadel die Haut vorzustechen und
die Losung dann iiber die Mikrokapillare zu applizieren. Auch dieser
Versuch fiithrte nicht zum Erfolg, da es durch die Gewebsverletzung
zum undefinierten Austritt von Blut und Gewebsfliissigkeit, die einen
Teil des applizierten Fliissigkeitsvolumens wieder abtransportieren,
oder zur Verklebung oder Verstopfung der Kapillare kommen kann.
Das Hydrauliksystem arbeitet bei weitem nicht exakt und zuverlassig
genug fiir diesen Einsatzzweck; durch Lufteinschliisse und Dehnungs-
reserven einerseits und grofe Variationsbreite des Staudrucks an der
Kaniile kommt es zundchst meist zum Riickstau, bei weiterer Druck-

erhohung zum explosionsartigen Auswurf eines grofleren Volumens,
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das entweder nahezu quantitativim Gewebe verbleibt oder grofiten-
teils aus der Verletzung wieder austritt; als weiteres Problem kommt
hinzu, daf} die applizierte Losung hdufig unkontrolliert durch den
Druckaufbau undefiniert im Gewebe verteilt wird und somit die Aus-
bildung eines homogenen Konzentrationsgradienten mit gleichmafi-
ger Ausbreitungsgeschwindigkeit verhindert, der fiir diese Experimen-
te unverzichtbar ist. Dariiber hinaus vereitelt in der Praxis der
Applikationsaufwand und die Gerdteplatzierung eine erfolgreiche ex-
perimentelle Durchfiihrung des eigentlichen elektrophysiologischen
Versuchs.

Deshalb wurde auf eine sehr einfache Methode erfolgreich zurtick-
gegriffen: die Losung wurde nicht tiber Druck in die mittels Insekten-
nadel vorpunktierte Stelle mit all den vorgenannten Problemen injiziert,
sondern via Diffusion durch einen Stichkanal (0,2-mm-Insektennadel)
bei konstanter Einwirkdauer appliziert. Diese Methode liefert bei aller
Einfachheit gute, fiir die Versuche hinreichend exakte und reprodu-
zierbare Ergebnisse (weit besser und préziser als die Mikroinjektions-

technik bei vertretbarem Aufwand).

5.3.12 Betdubung der Versuchstiere, EinfluB und Evasion des

Narkotikums

Die Betiubung wurde durch Uberfiihren der Versuchstiere mit dem
Kopf voran in in ein schmales, hohes Becherglas von ca. 40 mm Durch-
messer durchgefiihrt, das ca. 40 mm hoch mit einer Losung von 10 g
MS-222 (m-Aminobenzoesdure-Ethylester-Methansulfonat, C, ;H .NO.S,

Sandoz, Basel) pro Liter Leitungswasser gefiillt war. Dabei sollte der

Fisch mindestens im Kopf- und Kiemenbereich mit der Losung be-
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deckt sein. Nach wenigen Sekunden (typ. 2...5 Sekunden) setzt tiber
die Aufnahme des Andstethicums primar tiber die Kiemenepithelien
vollstindige Bewegungs- und Reflexlosigkeit ein. Danach wird der
Fisch sofort in ein Becherglas mit frischem, temperiertem Leitungs-
wasser (25°C) iiberfiihrt, das in kurzen Abstinden zweimal und da-
nach 5, 10 und 20 min post narc. gegen temperiertes Wasser gewech-
selt wird , da jeder lingere Verbleib in der MS-222 Losung negative
Auswirkungen auf die Dauer der Evasionsphase hitte. Nach 30 min
wird der Fisch in das Ableitbecken tiberfiihrt und dort mit mindestens
dreimaligem Wasserwechseln innerhalb von 10 min zusammen mit
den Ableitelektroden gewdssert.

Das Pharmakon, das sich als Anédstheticum, Analgeticum und Se-
dativum fir Poikilotherme bewidhrt hat, verteilt sich tiber den Blut-
kreislauf schnell im gesamten Organismus, setzt an allen Nervenzel-
len an und bringt deren Aktivitdt zum Erliegen. Dies duflert sich
zundchst in einer volligen Erregungslosigkeit samtlicher Neurone,
zentral wie peripher. Durch die Prozedur des Wasserwechselns wird das
inkorporierte und weitgehend im Korper verteilte Andstheticum ent-
sprechend dem Konzentrationsgradienten langsam innerhalb von ca.
30 bis 40 Minuten wieder tiber Blutkreislauf und Kiemenepithelien in
das Umgebungswasser abgegeben. Nach diesem Zeitraum wacht das
periphere Nervensystem wieder auf, das ZNS jedoch wird nach etwa
30 Minuten ohne aktive Ventilation der Kiemen durch die Kiemen-
deckel aufgrund der anhaltenden Sauerstoffmangelversorgung irrever-
sibel geschéddigt und stirbt ab. Bei beschleunigter Eliminationsphase,
wie sie bei aktiver Perfusion durch Einsprudeln von Luft durch eine
Diise direkt in die Mauloffnung stattfindet, kann das Versuchstier in-

nerhalb etwa 30 Minuten post narc. wieder aufgeweckt werden. Dies
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wird fiir die Durchfithrung von Operationen angewendet oder z.B.
auch dann, wenn der Fisch, der unmittelbar nach der Betdubung auf
Qualitdt, Anzahl und Verteilung der Ampullen und Aussehen des
Sinnesepithels unter dem Binokular untersucht werden sollte, ein von
der Norm abweichendes Erscheinungsbild zeigt und nicht dem Expe-
riment unterzogen wird.

Nach dem Abklingen der Betdaubung setzt die Aktivitat des peri-
pheren Nervensystems wieder ein, indem vereinzelte, unregelmafiige
Aktionspotentiale gebildet und z.T. schnelle, kiirzere oder langere
Entladungssalven spontan — wie auch in verstirkem Maf3e auf Stimu-
lation — abgegeben werden. Innerhalb weniger Minuten stellt sich in
der afferenten Nervenfaser des Elektrorezeptors wieder eine kontinu-
ierliche Aktivitdt ein, die zundchst jedoch noch nicht sofort das ge-
wohnte Maf} an Regelmiafligkeit der Spontanaktivitat aufweist, son-
dern starkere Fluktuationen zeigt und evtl. noch zu gelegentlicher
»burst«-Aktivitat neigt, was verstarkt nach Stimulation des Systems
auftritt. Wahrend dieser Phase ist das Interspike-Intervall-Histogramm
in charakteristischer Weise verdndert, wie bereits im entsprechenden
Abschnitt des Kapitels Ergebnisse gezeigt. Erst nach dem Abklingen
jeglicher »burst«-Aktivitdat auch auf Stimulation und dem Einsetzen
einer hochregelmifligen Spontanaktivitit ist das System wieder in

physiologischem Zustand und fiir Experimente geeignet.

5.3.13 Kontrolle abiotischer EinfluBfaktoren

Liwei wichtige abiotische Faktoren beeinflussen Aktivitdt und Verhalten
des Elektrorezeptors bekanntermafien stark: Temperatur und Ionen.

Beide Faktoren waren bereits Gegenstand zahlreicher Arbeiten, wie
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Bretschneider et al. (1979), Bretschneider et al. (1980), Roth (1982),
Peters et al. (1988b), Wittmaack (1990), Schifer et al. (1990 & 1994),
Teunis et al. (1991b) u.a. Dabei ist der Parameter »lonenkonzentra-
tion« schwerer fafibar, da Verdnderungen im Verlauf der Messung z.T.
unkontrolliert und im Mikrobereich stattfinden und nicht wie Tempe-
raturschwankungen tiber eine Mefisonde protokolliert werden kon-
nen; er laf3t sich jedoch — wie vorher erwdhnt - tiber seinen Einfluf} auf
die Messung aufspiiren. Ursache fiir diese Anderungen in der Ionen-
konzentration ist die Abgabe von Ionen tiber die Fischhaut, iiber den
Austritt von Korperfliissigkeit aus Verletzungen der Fischhaut und die
Abgabe von Ionen aus der Elektrodenspitze. Auf diese Ursachen wur-
de bereits in fritheren Abschnitten eingegangen. Durch drei Mafinah-
men 1d3t sich dieser Faktor gut kontrollieren und auf einem fiir die
Messung weitgehend unkritischen Niveau halten: durch die Vermei-
dung von Verletzungen an der Fischhaut, durch korrekte Vorbehand-
lung der Elektrode und durch regelmafiigen Wasserwechsel nach je-
dem Mefizyklus oder ca. alle 10...15 Minuten. Alternativ zur
Intervallspiilung des Praparats ist u.U. eine kontinuierliche Dauerper-
fusion des Ableitbeckens moglich. Dieses Vorgehen ist gleichzeitig
eine wirksame Maflnahme zur Kontrolle der Wassertemperatur im
Ableitbecken, die sich selbst in dem relativ groflen Ableitbecken mit
ca. 100 cm?3 Fiilllvolumen bereits innerhalb von 5 Minuten um ca. 25%
an die Raumtemperatur anndhert, also bei einer Raumtemperatur von
21°C um rund 1°C abfillt, was wiederum einen Abfall der Ruhe-
aktivitdt bei Schilbe mystis von 11,5 + 3,1% zur Folge hitte (siehe
Abschnitt »Stimulationsfeldbedingungen). Bereits daran erkennt man
die Bedeutung der Kontrolle abiotischer Faktoren. Setzt man ein gro-

Res thermisch isoliertes Wasserreservoir mit ca. SLitern ein, aus dem
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Konstant- oder Intervallwédsserung durchgefiihrt werden kann, so lassen
sich diese Probleme zuverldssig vermeiden. Alle Versuche in dieser Ar-
beit sind, soweit nicht anders angegeben, auf Miinchner Leitungswasser
bei 25°C bezogen. Die Analyse ist wie folgt (Angaben: Dr. H. Schmidt,
Mefitechnisches Labor der Stadtwerke Miinchen, 27. Januar 1998):

Substanz [mg/1] Minimum Mittelwert Maximum
Calcium 72,9 82,0 92,2
Magnesium 16,5 19,4 22,0
Natrium 3,2 3,8 4,4
Kalium 0,8 1,2 4,6
Hydrogencarbonat 237,7 316,9 350,6
Sulfat 12,7 23,0 50,2
Chlorid 4,7 5,9 6,8
pH-Wert 7,37 7,62 7,81
Leitfahigkeit [puS/cm] 485 537 580

5.3.14 Tierbefestigung, Mikromanipulator und Ableitung

Die Tierbefestigung erfolgte bisher verbreitet mittels Prapariernadeln
auf einem Agar- oder Wachsbett. Diese Methode sollte unbedingt
unterbleiben, da metallische Gegenstande die Felder stark und unkon-
trollierbar verzerren und im Falle dieser Befestigungsmethode sogar als
Stimulationsantennen wirken kénnen (dies kann die Stimulationsver-
héltnisse undefiniert verzerren oder sogar umkehren, wie sich leicht
durch Versetzen der Fixationsnadeln feststellen 1df3t); in seltenen Fal-
len kann das sogar dazu fithren, dafi sich die Stimulationsverhdltnisse
innerhalb eines Clusters invertieren konnen (ein Teil des Clusters wird

aktiviert, der andere Teil wird inhibiert - dies 1t sich am einfachsten
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an Clustern mit Mischinnervierung nachweisen). Ebenso besteht die
Gefahr, dafd die Fixationsnadeln in der Ndhe von Nerven platziert und
diese durch den Stimulus erregt werden, was sich im Falle motorischer
Neurone in Muskelzucken dufiern kann. Ein weiteres schwerwiegen-
des Problem entspringt der vielfachen Punktierung des Fischrumpfs,
die zur Erzielung einer stabilen Befestigung notwendig ist. An diesen
Stellen tritt Korperfliissigkeit aus, die sich in Form von Ionenwolken
in das Umgebungswasser ausbreitet, die Stimulusausbreitung beein-
fluflt, die abgreifbare Spikeamplitude durch »Shunting« (verstiarkter
Ladungsabfluf iiber den Nebenschlu3widerstand gegen Massebezugs-
potential) reduziert und direkten Einfluf} iiber den Ioneneffekt und
vermutlich auf dem Wege des Haut- und Rezeptormembranpotentials
auf das System nimmt (Roth 1971, Peters et al. 1975, Zhandan &
Zhadan 1975, Bretschneider et al. 1979). Diese Effekte konnten in Vor-
versuchen nachgewiesen werden — wenn auch eine exakte Quantifi-
zierung kaum moglich und sinnvoll ist. Ein Versuch zum Einfluf} aus-
tretender Korperfliissigkeit wird auch Kap. »Material und Methoden:
TTX-Vergiftung« beschrieben.

Die feldverzerrenden Auswirkungen verschiedener Trager wurden
bereits zuvor angesprochen. Deshalb wurden verschiedene alternati-
ve Moglichkeiten zur Losung der Versuchstierbefestigung entwickelt,
die zuverldssig, aber nicht-invasiv und nicht feldverzerrend sind. Ist es
wichtig, dafl das elektrische Feld nicht durch die Fixierung beeintridch-
tigt wird, so sollte der Fisch, wie bei der Homogenfeldstimulation er-
wdahnt, in einer Fadenaufhdngung aus spezialversponnenen
Aramidfasern (Kevlar®-Garn Typ 139Ht, 560 dtex Filamentflachgarn,
Fa. DuPont) aus jeweils ca. 10 Faden auf beiden Rumpfseiten des Fi-

sches quer zu dessen Langsachse stabil gehalten werden, da diese Fa-
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sern nahezu keine Feuchte- und Lastdehnung aufweisen. Bei geeigneter
Ausfiihrung kann das Versuchstier so tiber mehr als eine Stunde stabil
in Ableitposition gehalten werden. Fiir alle anderen Stimulations-
situationen ist es zweckmafig, den Fisch auf Bezugspotential zu legen
und ihn grof3flichig mit der Erdungselektrode in Kontakt zu bringen.
Das Einstechen einer Elektrode sollte jedoch aus den vorgenannten
Griinden unbedingt unterbleiben. Ideal ist es, das Versuchstier mittels
Faden auf einem diinnen, lichtdurchlédssigen (wegen der Beleuchtung
der Ableitstelle) Plexiglastrager, auf dem die Bezugs- und Erdungs-
elektrode z.B. in Form einer feinen V4A-Gitterelektrode aufgebracht
ist, gut zu fixieren. Diese Einheit aus Plexiglastrdager, Elektrode und
Versuchstier 1af3t sich einfach handhaben und entweder am Boden des
Ableittrogs befestigen oder unter leichter Vorspannung gegen die
Kammertrennwand (Current Clamp Becken) fixieren.

Bei allen Ableitsituationen wurde angestrebt, da3 die Haut der
Fischoberseite in der Umgebung der Ableitstelle moglichst exakt ho-
rizontal ausgerichtet ist; zur Einrichtung diente eine Schwenkvorrich-
tung des Ableittroges zur Lokalstimulation. Deshalb wurde ein Umbau
der vorhandenen Mikromanipulatoren (Eigenbau der Werkstatt des
Zoologischen Instituts der Universitit Miinchen, Herr Zaschka) ent-
sprechend der Ableitsituation in Auftrag gegeben, so daf} diese nun
sechs Bewegungsrichtungen ausfiihren konnen: zum schnellen und
exakten Anfahren der Ampullen ist die planitaktische Steuerung in x-
y-Ebene, gepaart mit einer Hohenverstellung in z-Richtung, die Nei-
gungsverstellung (entsprechend Ampullenorientierung und Platzie-
rungsmoglichkeit) fiir den Elektrodenhalter und der Vorschub in
Elektrodenrichtung sehr wichtig, weniger bedeutsam ist die Rotation

des gesamten Mikromanipulatorenkopfes in Horizontalebene. Mittels
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dieses Mikromanipulators wird die Ableitelektrode durch den Ampul-
lenporus in Richtung auf das Sinnesepithel vorgeschoben, wobei die
Sinneszellen gerade nicht bertihrt werden diirfen. Bereits im Falle ei-
ner leichten Berithrung reagieren die Sinneszellen auf die mechani-
sche Reizung mit einer sofortigen Erregung, die sich tiber den Anstieg
der Spikefrequenz manifestiert, so daf$ die Elektrodenposition unver-
ziiglich korrigiert werden kann.

Die Clusterzugehorigkeit von Ampullen wird mittels Doppelab-
leitung aus zwei Ampullen identifiziert, da dies die einzig zuverldssi-
ge Methode darstellt (eine exakte und zweifelsfreie optische Identifi-
zierung ist in der Praxis der elektrophysiologischen Ableitung nicht
moglich). Da Clusterzugehorigkeit tiber die Innervierung durch ein
und dieselbe Afferenz definiert ist, werden die Ampullen eines Clusters
stets synchrone Spikemuster aufweisen, was durch paarweise Testung
zweier Ampullen tiber Stereo-Kopfhorer oder Oszilloskopkontrolle
uberpriift werden kann. Um dies festzustellen, gentigt bei der in die-
ser Arbeit entwickelten und zum Einsatz gebrachten Ableittechnik ein
Abscannen des potentiellen Clustergebiets mit einer der Ableit-
elektroden, die in Abstanden von bis zu 100 ym tiber die Haut-

oberfliche und die Ampullenpori bewegt werden kann.

5.3.15 Lichtfiihrung und Beleuchtungsanordnung bei

Binokularkontrolle

Die Lichtfithrung und Beleuchtung des Praparats hat entscheidenden
Einfluf} auf die Kontrastbildung der sich in ihrer optischen Dichte nur
geringfiigig unterscheidenden Strukturen und fiir das optische Auflo-

sungsvermogen bei Binokularbeobachtungen. Anders als beim Licht-
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Abb. 5.3.11 Schematische Darstellung verschiedener erprobter und be-
wéhrter Beleuchtungsoptionen fiir Binokulararbeit. Links oben:
Polarisaionskontrast mit Kollimatorausleuchtung; links unten: Spiegel-
beleuchtung (zur Prdparation) und einfacher diffuser Graufeldbeleuch-
tungskopft; Reihe rechts: Einfache Dunkelfeldanordnung auf der Basis

superheller Leuchtdioden.
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mikroskop sind tiblicherweise bei Binokularen nicht bereits eingebau-
te Beleuchtungskontrastoptionen vorhanden; vielmehr wird hier
meist das Praparat mittels eines Schwanenhals-Lichtleiters undefiniert
angestrahlt. Dabei ergeben jedoch die Strukturen des ampulldaren
Elektrorezeptors nahezu keine Modulation der Helligkeitswerte. Die
einfachste Methode stellt diffuse Schraglicht-Durchleuchtung mittels
eines schrdg unter dem Praparat angebrachten Reflexionsdiffusors aus
Papier dar, die als einfache Variante der Graufeld-Durchlichtbeleuch-
tung aufgefalt werden konnte. Die Kontrastierungsbedingungen ver-
bessern sich mit zunehmender Annaherung an das Ideal der Durch-
licht-Dunkelfeld-Beobachtung. Als vereinfachte unvollkommene
Variante dieser Beleuchtungssituation kann die Schraglicht-Spiegel-
beleuchtung gelten, die bei Praparation au3erhalb des Wasserbeckens
gerne angewendet wird. Da die Praparatbeleuchtung entscheidenden
Einfluf auf Sichtbarkeit von Ampullenporus, Sinneszellen, afferenter
Faser etc. und damit auf die erfolgreiche Versuchsdurchfithrung be-
sitzt, wurden in Vorversuchen einige Beleuchtungskopfe entwickelt
und mit gutem Erfolg angewandt, die teils auf Halogenkaltlicht-
lampen mit Lichtleiter fiir Spiegelbeleuchtung, Graufeld-Durchlicht
und Polarisationskontrast (multimodaler Quarzlichtleiter, 6 mm
Durchmesser, mit hitzebestindiger metallfreier Silikonummantelung,
freundlicherweise als Forschungsmuster von der Fa. Schott, D-55122
Mainz, Deutschland, zur Verfiigung gestellt), teils auf LED-Lichtquel-
len (GL10ZY47, 25.000 mcd, 8° Leuchtwinkel, Fa. Sharp) fiir Durch-
licht-Dunkelfeldkontrast beruhen. Dabei erzielt der Einsatz super-
heller LEDs in dieser Anordnung dhnliche Leuchtdichten am Préparat
wie gingige Halogen-Kaltlichtleuchten (obwohl deren absoluter

Gesamtlichtstrom deutlich hoher ist) bei einer Reihe von Vorteilen,
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wie engwinklige, prazise und duflerst homogene Abstrahlungscharak-
teristik, kompakte Bauweise, Monochromasie, extrem hohe Leucht-
dichte (Vorsicht: Gefahr schwerer Netzhautverbrennungen beim Blick
in den Lichtstrahl!), vernachladssigbare Warmeentwicklung (Praparat-
aufheizung durch »Kaltlichtlampen« ist nicht unproblematisch) und
Elimination von elektrischen Storungen durch netzfreien Betrieb. Zu
berticksichtigen bei der Konstruktion und der Dimensionierung des
Lochkreisdurchmessers ist der Montageabstand zum Prédparat, der bei
einem Konvergenzwinkel von 45° in homogenem Medium D/2 be-
tragt. Sitzt der Leuchtkopf unmittelbar unter dem Wassertrog, so er-
hoht sich die Distanz zum Prdparat aufgrund der Lichtbrechung am

Phasentiibergang Luft — Wasser auf 4-D/5.

5.3.16 Gerateentwicklung

Die Elektronikentwicklung hat einen sehr breiten Raum in dieser Ar-
beit eingenommen. Dies war z.T. notwendige Voraussetzung fiir die
Durchfiihrung einiger Versuche (»Spikerate-Converter«), wahrend
andere Geridte, die im Rahmen dieser Arbeit entwickelt, getestet und
optimiert wurden, in den spdteren Experimenten nicht zum Einsatz
kamen. Trotzdem soll die umfangreiche Entwicklungsarbeit, die auch
hierfiir geleistet wurde und die zu fiir die experimentellen Erfordernis-
se optimierten und in jeder Hinsicht ausgereiften Geraten fiihrte, in
kurzer Form dokumentiert werden, um die Funktion der Schaltungen
nachvollziehen zu kénnen und diese Informationen zur spiteren
Verwendung, fiir Wartung und Nachbau verfiigbar zu halten. Im Folgen-
den sind deshalb die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten elektroni-

schen Gerdte mit Schaltplan, Bestiickungsplan und Stiickliste aufge-
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fihrt, die dem Elektroniker die wichtigsten Informationen zum Ver-
standnis an die Hand geben und eine Analyse der Schaltungen ermog-
lichen. Die Gerite im einzelnen sind:

1. »Spikerate-Converter-Amplifier« mit selektiven Spezialfiltern,
einstellbarer Verstirkung mit digitaler Ablesung, Spike-Detection-Unit,
Einheitspulsgenerator, Frequenz-Spannungsumsetzer und kontinuier-
lichem »gleitendem« Fensterintegrator mit low-voltage/low-power De-
sign (200 Stunden Betriebszeit mit einer einzigen 9-Volt-Standardbat-
terie, Typ 6LR61)

2. Universal-Prazisionssignaltrenneinheit, kopplungsminimierter,
hochpriziser ausgangsregelbarer Trennverstdrker zur Stimulationser-
zeugung und -einkopplung

3. spannungsgesteuerter Stromkonverter zur spannungsgefiihr-
ten Reizstromeinpragung, mit Eingang fiir Riickkopplungsfiihler und
selbstzentrierendem, bezugspotentialsymmetrisch-zwangsgefithrtem
Ausgang

4. vollsymmetrischer kompensierbarer elektrophysiologischer Dif-
ferenzvorverstarker und Signalkonditionierer mit extrem rauscharmen
Hochimpedanz-Differenzeingdangen, C-Kompensation, nachgefiihrter
aktiver Schirmung, Reizstromeinprdagung, Vollbereichs-Gleichtakt-
spannungsunterdriickung (»ultra-high rail-to-rail-CMMR«), sehr ge-
ringen dquivalenten Eingangsstromfehlern und Eingangsrauschdaten

(Schaltplédne, Bestiickungspldne und Stiicklisten am Ende des Kapitels)
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5.4 Spezielle Methoden

5.4.1 Morphologie

Die Untersuchungen wurden an Adulttieren der clusterbildenden
Spezies Schilbe mystis durchgefiihrt, einige hier nicht fotografisch
dokumentierte Vergleichsbeobachtungen wurden auch an Physialia
spec. und Kryptopterus bicirrhis vorgenommen. Alle Versuchstiere
wurden entsprechend der oben gegebenen Vorschrift mit MS-222 be-
tdaubt. Die Farbung wurde — in Abweichung zur Vorschrift in der Arbeit
von Jorgensen (Jorgensen 1992) —mittels 1M DASPEI (Diaminostyryl-
pyridiniumiodid, Rare and Fine Chemicals, New York, USA) durchge-
fihrt. Das Absorptionsoptimum des Farbstoffs liegt bei 461 nm, das
Emissionsmaximum bei 589 nm. Da —wie in Vorversuchen festgestellt
— DASPEI bei Schilbe mystis kaum die Hautbarriere tiberwinden kann
und bei duflerlicher Anwendung fast nur Sinneszellen, Ampullen-
becher und Porus anfirbt, wurde der Farbstoff tiber eine Haut-
verletzung (Einstich mit Prapariernadel oder diinner Kantile ca. Imm
von den zu firbenden Strukturen entfernt) appliziert. Ein Baden oder
kontinuierliches Betrdufeln des Hautareals wahrend 2...3 Minuten
erwies sich als ausreichend; lingere Einwirkdauern fiihren zu einer
Uberfarbung der Sinneszellen, die dann den Verlauf der Nervenfaser
und Dendriten tiberstrahlt. Nach der Einwirkzeit wurde das oberfldch-
lich anhaftende DASPEI abgesptilt und der Fisch wdhrend der
Diffusionsdauer in ein Becherglas mit frischem Wasser tiberfiihrt. Die-
ses Vorgehen ist einfach durchfiihrbar und erzielte reproduzierbar gute
Ergebnisse. Es zeigt sich, dafl die Diffusionsgeschwindigkeit von

DASPEI - trotz vergleichbarer Molekiilmasse wie TTX — mit nur
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2...3mm/h um fast eine Groflenordnung niedriger liegt als die des TTX
(Molekiilmasse des DASPEI-Kations 253,37 (380,27 als Iodid), TTX
319,27), da DASPEI in starke Wechselwirkung mit Lipidmembranen
tritt (Molecular Probes 1999) und deshalb nicht ungehindert diffun-
dieren kann. Deshalb liegt die Zeitspanne, bis zum Erreichen optima-
ler Farbeergebnisse bei 1,0...1,5 h fiir die Beobachtung unter dem
Fluoreszenzbinokular bzw. 0,75...1,0 h bei der Dokumentation unter
dem konfokalen Laserscanningmikroskop (hier sind — im Vergleich
zum Fluoreszenzbinokular - frithere, schwicher gefarbte Stadien vor-
zuziehen, weshalb die Farbung bereits nach einer halben Stunde be-
gutachtet und ein interessantes Cluster fiir die Aufnahme eingestellt
werden sollte, damit im optimalen Zeitfenster zwischen 0,75...1,0 h
alles fiir die entscheidenden Aufnahmen vorbereitet ist) bei einem
Applikationsabstand von 1 mm; eine Verringerung der Applikations-
distanz und damit der Diffusionsstrecke ist nicht ratsam, da erstens der
Konzentrationsgradient des Farbstoffs zu steil und damit die Farbe-
intensitdt zu inhomogen wird und zweitens ein stark fluoreszierender
Farbstoffhof, der sich stets um die Einstichstelle bildet und mehrere
hundert Mikrometer im Durchmesser aufweisen kann, storend dicht
an die zu beobachtenden Strukuren heranreicht und diese tiberdeckt
oder (falls auflerhalb der Schirfeebene lokalisiert) zumindest {iber-
strahlt.

Beim Arbeiten unter dem Auflichtfluoreszenz-Binokular sollte fiir
die fotografische Dokumentation die Hintergrundbeleuchtung auf ein
Kontrastverhdltnis von etwa 1:4 oder -2 LW, bezogen auf die
Fluoreszenzhelligkeit der gefirbten Fasern, eingestellt werden (wird
bei den Aufnahmen Maximalkontrast gewiinscht, so sollte von vorge-

nannter Einstellung ausgehend die Hintergrundbeleuchtung durch
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ein ND4-Filter (Graufilter der Dichte 0,6) abgeschwicht und der
Belichtungswert um 2 LW gegenkorrigiert werden), da dann bei inte-
graler Meficharakteristik der Binokularkamera ein gutes Auflésungs-
vermdogen bei hohen Kontrastwerten (kréftig fluoreszierende Strukturen
vor fast zeichnungslos dunklem Hintergrund) ohne Uberstrahlungs-
lichthofe gewdhrleistet ist. Das Versuchstier liegt wahrend der Unter-
suchung in einer gldsernen Petrischale und wird ca. alle fiinf Minuten
mittels Pasteurpipette mit Wasser benetzt, um ein Austrocknen der
Haut zu verhindern. Da das Versuchstier nicht unter Wasser liegt und
flotieren kann, ist das Prdparat auch bei den resultierenden langen
Belichtungszeiten (typ. zwischen 4...8min bei 800 ASA Material) hin-
reichend stabil; ein Trockenfallen der Haut muf} jedoch zu jeder Zeit
unter allen Umstanden vermieden werden. Als Filmmaterial (nur CN-
Material kommt in Betracht) sollte der Fuji New Superia 800 (mit neu-
er Emulsionstechnologie und vierter Farbschicht, deutlich bessere
Ergebnisse bzgl. spektraler Empfindlichkeit auf die Emissionslinien,
Kornstruktur und Kornrauschen als der frithere Superia 800 oder die
aktuellen Vergleichstypen der Firmen Agfa und Kodak), belichtet auf
640 ASA oder bevorzugt mit »Push-1«-Entwicklung (»Push-Gewinn«
nur %, LW) auf eine Empfindlichkeit 1000 ASA fiir Ergebnisse mit op-
timaler Detailwiedergabe, bzw. Fuji Superia 1600, gepusht auf
3200 ASA bei deutlichen Abstrichen an Kornigkeit, Kontrastverhalten
und Detailwiedergabe fiir bequeme und schnelle Dokumentations-
zwecke (Belichtungszeit 1...2 min) eingesetzt werden. Filmmaterial
mit 400 ASA und darunter sollte vermieden werden, da im Vergleich
zu Fuji New Superia 800 bei 640 ASA emulsionsbedingt kaum ein
Qualitatsgewinn zu erzielen ist, die Qualitdtsminderung und Proble-

me bei Belichtungszeiten ab ca. 8 Minuten durch beginnende Trock-
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nung und Schrumpfungsartefakte (Bewegung im Prédparat, Triibungs-
bildung) kaum vermeidbar sind. Eine geringfiigige Verbesserung der
Bildergebnisse 13t sich mit Latensifikation durch »pre-fogging« (dif-
fuse unterschwellige Vorbelichtung) im unteren Schleierbereich der
Emulsions-Gradationskurve bei -3 LW erzielen; hierdurch wird die
Wiedergabe und Differenzierung von Bilddetails in den dunklen Bild-
partien erkennbar verbessert durch Kompensation der Gradations-
verflachung im Schleier-Durchhang-Bereich bei gleichzeitiger Erho-
hung der nutzbaren Empfindlichkeit um 50%. Als weitere Moglichkeit
kann das Praparat wihrend der Binokularbetrachtung unter Wasser
gehalten und mechanisch gut fixiert werden; die Analflosse wird zu-
satzlich durch eine Glasplatte fixiert. Die Schwierigkeiten der mecha-
nischen Fixierung und der Gasblasenbildung (Wasser zuvor im
»Wasserstrahlvakuum« leicht entgasen, beseitigt dieses Problem) sind
beilangen Belichtungszeiten in der Mikrofluoreszenzfotografie zuwei-
len grofier als bei der elektrophysiologischen Ableitung aus dem
Ampullenlumen.

Fir den Einsatz unter dem konfokalen Laserscanningmikroskop
wurde ein spezielles Fischbecken gebaut, in dessen Boden ein
Beobachtungsfenster in Deckglasstdrke 0,17 mm bzw. 1/150 Inch (in-
verses Mikroskop!) mittels Cyanacrylatkleber eingeklebt ist (ein dickeres
Glas wiirde zu Problemen mit Objektivkorrektur und unzureichender
Fokusierungstiefe im Praparat fiihren). Kleinere Versuchstierexemplare
konnen im Ganzen auf dem Objekttisch unter dem Kondensor platziert
werden; alternativ besteht die Moglichkeit, die Analflosse vom Rumpf
weitrdumig mit der unteren Rumpfpartie abzutrennen und unter dem
Laserscanningmikroskop zu untersuchen. In beiden Fillen wird die

unter einer diinnen Wasserschicht von 3...5mm Hohe liegende Anal-
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flosse mittels Objekttragern beschwert, um eine Bewegung wihrend
der Scanningaufnahmen auszuschliefien. Die Aufnahmen werden di-
gital als »Image-Stacks« abgespeichert, mittels der Software Scion
Image Version Release Beta 3b (http://www.scioncorp.com) invertiert
und vorverarbeitet und alle rekonstruktionsrelevanten Schichtebenen
als »single-layer tagged image files« zur Weiterverarbeitung in
Photoshop importiert, wo sie — wie auch die digitalisierten Aufnahmen
des Auflichtfluoreszenz-Photobinokulars — mittels selbstentwickelter
automatisierter Makro-Scripts unter Verwendung von Kontrast- und
Dichtemaskierung, Gradationsausgleich, Denoisingalgorithmen, Ma-
trizen- und Maskentechniken, ChOps, Layerblends die Einzelschicht-
aufnahmen hinsichtlich der Wiedergabe der morphologischen Struk-
turen optimiert (die Algorithmen zielen darauf ab, lokale
Strukturkontraste herauszuarbeiten und vom Storungshintergrund
abzuheben), pixelgenau {ibereinander ausgerichtet und mittels

Uberblendmaskierung wieder ineinander montiert werden.

5.4.2 Interspike-Intervall-Statistik

Alle Versuche wurden an Kleineren Exemplaren (90...120 mm Kor-
perldnge) adulter Tiere der Spezies Schilbe mystis mit »morphologisch
und physiologisch gesunden« (Definition s.o.) Rezeptororganen
durchgefiihrt. Bei der Messung handelte es sich um eine Standard-
Einzelampullenableitung; die Ergebnisse wurden auf Videoband auf-
gezeichnet und die Interspike-Intervalle bei Einzelbildwiedergabe
mittels Schablone auf 0,5 ms genau ausgemessen und in den Compu-
ter aufgenommen. Die Klassifizierung, Auswertung und Histogramm-

darstellung erfolgte in der wissenschaftlichen Datenanalyse- und Gra-
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phiksoftware MicroCal Origin 4.1. Der Kurvenfit der Wahrscheinlich-
keitsdichtefunktionen erfolgte fiir die Spontanaktivitit mittels
»Gaussian-Fit, Single Peaks, fiir das Ergebnis nach proximaler TTX-
Applikation mittels »Gaussian-Fit, Multi Peak« und fiir die irregulédre
Aktivitédt post appl. von MS-222 parameterfrei mittels »Chi-Square-Fit,
12df« (die Auswahl dieses nichtparametrischen Fitverfahrens erfolgte
aufgrund der Versuchsergebnisse und Histogrammform, die beide
chaotisches Verhalten entkoppelter Subsysteme anzeigen und so auf
unabhingige Eingangsvariable verweisen; da das untersuchte Cluster
aus 12 ampulldren Organen besteht, die potentiell unabhéangige Sub-
systeme darstellen konnten, wurden die Freiheitsgrade des Systems
entsprechend festgelegt und damit eine gute Annédherung erzielt, Um-
kehrschliisse von der Fitfunktion auf den physiologischen Mechanismus
sind deshalb mit Vorsicht zu interpretieren; die aus der Interspike-In-
tervall-Analyse resultierenden Interpretationen sind jedoch eindeutig
und vollstindig unabhédngig von der verwendeten Fitfunktion). Dem
Intervallklassenhistogramm wurde die gefittete Funktionskurve hin-
terlegt und die errechneten Werte des Fits numerisch angegeben.
Anmerkung zur Gewinnung der Interspike-Intervall-Histogramme
bei proximaler TTX-Vergiftung: Bei proximaler TTX-Vergiftung ist es
schwierig, aussaggekréftige Interspike-Intervall-Histogramme zu er-
halten. Im Gegensatz zu Spontanaktivitdt oder irreguldrer Aktivitdt in
der »Aufwachphase« der afferenten Neurone nach MS-222-Anésthesie,
die ohne Probleme im Minutenbereich stabil registriert und ausgewer-
tet werden konnen und damit eine hinreichend grofle Anzahl von
Spikeereignissen fiir eine aussagekraftige statistische Auswertung lie-
fern, verdndern sich die Verhdltnisse bei proximaler TTX-Vergiftung

oft sehr schnell, da die Vergiftung rasch voranschreitet und das
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Spikeintervallhistogramm beeinflufit. Integriert man hierbei tiber einen
langeren Zeitraum (der zur Erstellung und Auswertung eines Interspike-
Intervall-Histogramms notwendig ist), so verliert die Histogramm-
Darstellung ihre Aussagekraft (durch den »peak shift« wihrend der
Auswertungsperiode verschwindet die Mehrgipfligkeit) und suggeriert
so eine falsche Deutung (zu dem Zeitpunkt, zu dem die Spikerate 50%
der Spontanaktivitdt erreicht und das Interspike-Intervall-Histogramm
eine besonders charakteristische Mehrgipfligkeit zeigt, kann sich in-
nerhalb von 10 Sekunden die Frequenz um 50% und mehr verdndern
—im Gesamtmittel sind es tiber 30% —, noch drastischer fallen dabei
oft die Veranderungen der Peakhdhen —insbes. der ldngeren Intervall-
komponenten —aus; dadurch verwischt die charakteristische Kurven-
gestalt und es entsteht der Eindruck einer uncharakteristischen, brei-
ten, linkssteilen Verteilungskurve; fiir eine tragfihige Auswertung
benétigt man eine Auswertzeit von mindestens 20 Sekunden).Auch
ein Poolen der Ergebnisse aus mehreren Versuchen schafft hier keine
Abhilfe und wére auch statistisch nicht zuldssig.

Die abgedrucken Auswertungen (Interspike-Intervall-Histogramm,
Scatterplot und approximierte Verteilungsdichtefunktion) wurden —
wie zuvor empfohlen — bei einem Stadium der Vergiftung durchge-
fiihrt, bei dem die Spikerate auf 50% der Spontanaktivitdt abgesunken
war. Kriterium fiir die Stabilitdt des ausgewerteten Zeitfensters war ein
Histogrammvergleich zwischen der ersten und zweiten Halfte der
Mefiperiode, die keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der
statistischen Parameter sowie ihrer Form aufweisen durften. Deshalb
wurde zur genaueren Analyse eine Messung exemplarischen Charak-
ters ausgewahlt, die dieses Kriterium bestmoglich erfiillte und tiber 20

Sekunden hinsichtlich der Interspike-Intervall-Verteilung weitestge-
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hend stabile Verhidltnisse aufwies und damit die Auswertung von 323
Spikes fiir die Analyse zulie3; zudem besaf} es ein dhnliches Aktivitats-
niveau, wie das Organsystem, das fiir die anderen beiden Interspike-

Intervall-Verteilungsuntersuchungen herangezogen wurde.

5.4.3 Amplitudenvergleich

Diese Versuche wurden ebenfalls an kleineren Exemplaren
(80...120 mm Korperldnge) adulter Tiere der Spezies Schilbe mystis
mit morphologisch und physiologisch gesunden (Definition s.o.)
Rezeptororganen als Doppelableitungen aus je einer Ampulle in pro-
ximaler und distaler Extremposition innerhalb des Clusters an finf
Versuchstieren durchgefiihrt. An jedem der Versuchstiere wurden
zwolf Mittelwertpaare aus jeweils 30 Einzelmessungen gewonnen und
in die Auswertung einbezogen. Die Gesamtzahl der gepaarten Einzel-
messungen der Spikeamplitude betrug somit 1800. Die Ergebnisse
wurden auf Videoband aufgezeichnet und die Interspike-Intervalle bei
Einzelbildwiedergabe mittels Schablone mit einem maximalen Fehler
von +2,5% ausgemessen und in den Computer aufgenommen.

Ziel dieser Experimente war es festzustellen, ob innerhalb ausge-
dehnter Cluster mit einer Lingserstreckung von mehr als einem Mil-
limeter ein Abfall der Spikeamplitude mit zunehmender Fortleitungs-
strecke zu beobachten ist, der bei elektrotonischer Ausbreitung der
Aktionspotentiale von einem Impulsentstehungsort in der gemeinsa-
men Afferenz tiber die gesamte Strecke des Dendritenbaums bis zu den
synaptischen Endigungen der entferntesten Organe unvermeidlich
wire (Weiteres siehe unter Ergebnisse und Diskussion). Zu diesem

Zweck wurden zwei exakt abgeglichene und im Rahmen des Mogli-
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chen reproduzierbar platzierte Elektroden, bezeichnet als A und B,
eingesetzt, um aus der “proximalsten” rsp. “distalsten” Ampulle, be-
zeichnet als 1 und 2, simultan abzuleiten. Damit sind zwei
Ableitkonstellationen moglich: A~1 — B~2 bzw. A~2 - B~1. Folgendes
Mef3schema wurde angewendet:

Versuchstier 1: Elektrode A mifit Ampulle 1 — Elektrode B mifit
Ampulle 2 (in dieser Konstellation werden 30 Mef3wertpaare fiir die
Spikeamplituden an den zwei Ableitstellen ermittelt), dann Uber-
kreuztauschen der Ableitelektroden: Elektrode A mif3t Ampulle 2 —
Elektrode B mif3t Ampulle 1 (wiederum werden in dieser Konstellati-
on 30 Mefiwertpaare fiir die Spikeamplituden an den zwei Ab-
leitstellen ermittelt), danach wird wieder in die Konstellation A~1 -
B~2 fiir die Bestimmung weiterer 30 Wertepaare zuriickgetauscht, da-
nach wiederum A~2 - B~1 fiir die nachsten 30 gepaarten Mef3werte.
Insgesamt wird die Elektrodenposition nach diesem Schema 6mal
gewechselt. Diese Anwendungsvorschrift stellt einen Mef3zyklus an
einem Versuchstier dar; insgesamt wurden 5 Versuchstiere entspre-
chend dieser Vorschrift gemessen. Strenggenommen hétte man fiir
jede Messung eine eigene Gleichung aufzustellen und damit ein Sy-
stem aus 1800 Gleichungen zu betrachten, das zusdtzlich noch stati-
stische Streuvariablen enthélt. Da dies nicht darstellbar ist, wurde im
Folgenden ein leicht vereinfachter Weg der Erklarung gewdhlt. Die
Hohe des Aktionspotentials am Impulsentstehungsort sei als U(0)
bezeichnet (da es sich um eine Simultanauswertung der zusammenge-
horigen Wertepaare handelt, kann dieser Wert ohne statistische
Varianz in die Berechnung eingehen, s.u.). Der Spannungswert U(1),
der in der Ampulle 1 mef3bar ist, wird somit:

U(1) =U(0) - a(Fortleitungsstrecke_1) - a(Membranddmpfung)
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betragen, wobei a(Fortleitungsstrecke) die Signalamplitudenddmpfung
(a=»attenuation«) entlang der Fortleitungsstrecke im Dendritenbaum
bezeichnet und a(Membrandampfung) vereinfacht die Signal-
dampfung beim Durchgang durch die Membranen und sonstigen
Strukturen fiir das Signal auf seinem Weg von den synaptischen Endi-
gungen bis in das Ampullenlumen darstellt. Entsprechendes gilt fiir
U(2). a(Fortleitungsstrecke) stellt somit die gesuchte Variable dar, die
jedoch bei Kenntnis von U(1) und U(2) nicht von a(Membran-
dampfung) getrennt werden kann (hypodeterminiertes Gleichungs-
system aus zwei Gleichungen mit drei Unbekannten). Da jedoch an-
zunehmen ist, daf’ die “Membranddmpfung” einen relativ schwachen
bzw. konstanten Einfluf3faktor darstellt (was die spdteren Experimen-
te erhdrteten) und dieser Parameter eine statistische Verteilung auf-
weist, die nicht mit der Lage des Organs im Cluster korreliert (was
durch morphologisch erfalbare Daten wie Lidnge, Breite,
Porusdurchmesser der Ampulle, Zahl, Grofe, Ausbreitung der Sinnes-
zellen am Ampullenboden, Durchmesser und Bau der Dendriten und
damit wahrscheinlich auch der Synapsen unterstiitzt wird), kann die
Varianz dieses Parameters tiber die interexperimentelle Statistik aus
den Versuchsergebnissen zu 2,1% abgeschitzt und durch Mittelung
auf 0,9% Standardabweichung verringert werden.

Entsprechendes gilt fiir Varianzen im Ableitsignalpfad. Hier gilt:

U(1’) =U(1) - a(Elektrode_A) - f(Platz_i) - g(Signalverarb.).

oder, da g(Signalverarb.) der elektronischen Gerdte in der Signal-
verarbeitungskette exakt bestimmbar ist und somit eliminiert werden
kann:

U(@1”)=U(1) - a(Elektrode_A) - f(Platz_i).

Hierbei stellt wieder U(1) den Spannungswert dar, der in der Ampulle 1
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abgreifbar ist, a(Elektrode_A) die Signaldampfung von der Ableitelek-
trode A bis zur Eingangsstufe des Vorverstarkers A und f(Platzierung_i)
einen Platzierungsfaktor der Ableitelektrode im jeweiligen Experiment
i, der jedoch —wie wir in einem anderen Vorversuch bestimmen konn-
ten (s.o.) —bei sorgfdltigem Arbeiten nur einen sehr geringftigigen Ein-
flufy auf das Versuchsergebnis (weit unter 1%) besitzt und statistisch
variiert und damit bei der sechsmaligen Neuplatzierung der Elektrode
im Mittel unter 0,3% fallen diirfte. Um die Identitdt von U(1) tiber die
Bestimmung von U(1”) herstellen zu konnen, fehlt noch der Parameter
a(Elektrode). Da es jedoch nur um vergleichende Aussagen zwischen
U(1) und U(2) geht, kann dieser Parameter durch das Uberkreuz-
tauschen zwischen der Situation A~1 - B~2 und A~2 - B~1 genau be-
stimmt und iiber die Durchschnittbildung mit der Reziproksituation
aus Symmetriegriinden rechnerisch eliminiert werden. Somit sind durch
dieses Vorgehen alle Unbekannten dieses einfachen Gleichungssystems
bestimmbar und das Verhdltnis U(1)/U(2) kann ermittelt werden.
Somit lauten die Gleichungssysteme fiir die aus jeweils 30 Einzel-

messungen gewonnenen Amplitudenwerte:

U(1”_i) =U(0) - a(Fortl._1) - a(Membr.) - a(Elekt_A) - f(Platz_i)

U(1”_i) =U(0) - a(Fortl._1) - a(Membr.) - a(Elekt_B) - f(Platz_i)

U(2”_i) = U(0) - a(Fortl._2) - a(Membr.) - a(Elekt_B) - f(Platz_i)

U(2”_i) =U(0) - a(Fortl._2) - a(Membr.) - a(Elekt_A) - f(Platz_i)
Da jede dieser Situationen (= Gleichungen) 15mal eingenommen
wird, lassen sich nach Normierung die storenden Variablen eliminie-
ren und der Quotient U(2) / U(1) letztendlich zu 1,017 / 0,983 bestim-
men (der hohere Amplitudenwert an der distalen Ampulle).

Fiir die Abschédtzung der notwendigen Liangskonstante wurde die

statische bzw. dynamische Signalddmpfung berechnet und deren ma-
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ximal moglicher Wert tiber die Signifikanzanalyse auf 95%-Niveau
mittels der Datenanalysesoftware MicroCalOrigin 4.1 auf der Basis des
Standardfehlers der Messung tiber die Studentsche t-Verteilung ermit-
telt; zur besseren Veranschaulichung wurde die dynamische
Déampfungsfunktion iiber der Lingskonstante gemeinsam mit den
Konfidenzintervallen nach Student auf normalem Signifikanzniveau
(95% bzw. 1,960) aufgetragen, wie auch die Werte fiir die Signifikanz-

niveaus von 99,0% und 99,9% marKkiert.

5.4.4 TTX-Vergiftung

Diese Versuche wurden an semiadulten Tieren ab 65mm Korperldnge
und kleineren Exemplaren (80...130 mm Korperldnge) adulter Tiere
der Spezies Schilbe mystis mit morphologisch und physiologisch ge-
sunden (Definition s.0.) Rezeptororganen als Doppelableitungen aus
je einer Ampullen in moglichst proximaler und distaler Extrem-
position innerhalb eines Clusters durchgefiihrt. Es wurden stets Clu-
ster vom Badumchentyp ausgewdhlt, deren Spontanaktivitat zwischen
60 und 80 Hz lag und ein hohes Maf} an Regelmafigkeit aufwies. 1mg
TTX (C,,H,N,O,, MGW = 319,27g/mol) wurde fiir drei Ansdtze ali-
quotiert und in 300 pl H,O gelost, was zu einer 300nM Losung fiihrte.
Nach entsprechenden Vorversuchen wurde die Applikation des Kanal-
blockers iiber eine Mikroldsion der Fischhaut durchgefiihrt, nachdem
durch Leer- und Blindversuche sichergestellt war, daf} weder die
Mikroldsion die Messung beeintrdchtigte, noch TTX auf anderem
Wege (z.B. tiber die Haut) in den Fischkorper gelangen und an den
Dendriten wirksam werden konnte. Diese Applikationsart erwies sich

als zuverldssiger und reproduzierbarer als die ebenfalls versuchte
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Mikroinjektion. In Vorversuchen wurde festgestellt, dafd die Diffusion
von der Applikationsstelle weitgehend homogen und isotrop erfolgt
und in guter Ubereinstimmung mit den theoretisch zu erwartenden
Ausbreitungsgeschwindigkeiten (siehe im Kap. »Ergebnisse«). Die giin-
stigste Applikationsdistanz vom Rand des Clusters liegt bei einem Milli-
meter, da hier fiir die Versuchsdurchfithrung optimale Diffusionszeiten
erreicht, mechanische und chemisch-osmotische Beeintrachtigungen
minimiert und hinreichend klare Diffusionsgradienten erzielt werden.

Der Ablauf eines Experiments ist folgendermafien: Betaubung und
Wisserung des Versuchstiers bis zur Aufwachphase des peripheren
Nervensystems und zum Wiedereinsetzen reguldrer Spontanaktivitit,
sorgféltige Fadenfixierung des Fisches an einem mit der Erdungs- und
Signalbezugselektrode versehenen Plexiglasstreifen, der dann am Boden
des Ableitbecken befestigt wird, und Vorbereitung der Ableitelektro-
den wie zuvor beschrieben. Zu Beginn der Messung wird ein gesundes
Cluster vom »Baumchentyp« mit moglichst grofier Langserstreckung
ausgewdhlt und zwei Ampullen in proximodistaler Extremposition
identifiziert. Die Elektroden werden in zuvor beschriebener Art in
Optimalposition vorgeschoben und Spikeamplitude und Spontan-
frequenz kurz auf Videoband aufgezeichnet. Nach Festhalten der Po-
sition werden die Elektroden zuriickgezogen und die Mikroldsion
mittels einer Insektennadel 1 mm proximal bzw. distal des Cluster-
randes beigebracht. Danach werden die Elektroden wieder in die
Ableitposition zuriickgefahren, Frequenz und Amplitude tiberpriift,
deren Werte sich durch die Hautpunktion nicht verandert haben diir-
fen, und wiederum eine kurze Kontrollsequenz (Nullsequenz) auf
Videoband aufgezeichnet. Danach werden aus einer 1-ml-Insulinsprit-

ze mit 0,32-mm-Kaniile 2 bis 3 Tropfen der TTX-Losung auf den Ein-
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stichkanal aufgetropft und gleichzeitig die Versuchszeit gestartet und
auf dem Videoband markiert. Unmittelbar vor der TTX-Applikation
(t = 0) sowie alle 30 Sekunden werden die Amplitudenwerte fiir proxima-
le und distale Ampulle sowie die Spikefrequenz ermittelt. Der Ampli-
tudenwert ergibt sich durch arithmetische Mittelwertbildung aus den
Amplituden von 30 Einzelspikes, der Frequenzwert aus dem arithme-
tischen Mittel von 30 Messungen der Spikeanzahl pro 100ms. Bei Ex-
perimenten mit Empfindlichkeitsbestimmung wurde zusdtzlich die
Reizantwort auf einen anodischen Rechteckreiz bei Lokalstimulation
gemessen. Im Gegensatz zu den sonst verwendeten Mef3werten fiir die
Spikerate sind hier die im entsprechenden Empfindlichkeitsdiagramm
verwendeten Spikeanzahlen unmittelbar pra- und poststimulatorisch
in einem einzelnen 100-ms-Zeitfenster erhoben. Da die Spikeampli-
tude von verschiedenen Faktoren abhdngt und in dieser Versuchs-
konstellation nicht exakt in ihrer absoluten Grofie bestimmt werden
kann, werden - zur besseren Vergleichbarkeit — alle Spikeamplituden
auf den mittleren Spikeamplitudenwert zum Versuchszeitpunkt t=0
normiert. Fiir die Frequenzwerte, die zwar leicht zu ermitteln sind,
jedoch in ihrer individuellen Hohe keine verwertbare Aussage besitzen
(es interessiert deren TTX-induzierte Verdnderung), gilt Entsprechen-
des. Die Einzelmessungen besitzen alle charakteristische und stets
reproduzierbare Eigenschaften, wie im Kap. »Ergebnisse« dargestellt,
sind jedoch im individuellen Verlauf und in der Versuchsdauer unter-
schiedlich. Dies ist hinderlich, wenn genauere Aussagen und Verglei-
che zwischen beiden Vergiftungssituationen (proximal und distal)
getroffen werden sollen, die auf der Typizitdt der Experimentalgesamt-
heit und deren Varianz (und nicht der Interpretation der Individual-

kurven) beruht. Deshalb wurde auch die Versuchsdauer normiert
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(100% entspricht dem letzten Mefiwert vor vollstandiger Vergiftung

des Systems). Die in dieser Weise normierten Einzelversuche konnen

unter linearer Interpolation der Me3werte gemittelt und ihre Standard-

abweichung bestimmt werden. Auf diese Weise erhilt man charakteristi-

sche und gut interpretierbare Mittelwertskurven des Systemverhaltens

bei beiden Vergiftungsszenarien. Tabelle aller gemittelten Mef3werte:

rel.Zeit | P1fern | Pl nah | P2fern | P2nah | P3fern | P3 nah | P4 fern | P4 nah | PS fern | PS5 nah | MW#SE fern
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 100+0,0%
0,125 | 0,997 | 0,978 1,037 1,057 1,038 | 0,997 | 0,997 | 0,995 | 0,996 | 0,998 98 £1,7%
0,250 1,018 | 0,980 1,077 1,119 1,059 | 0,999 1,035 | 0,997 | 0,997 | 0,999 98 +2,5%
0,375 1,019 | 0,978 1,137 1,135 1,017 | 0,958 1,057 | 0,995 | 0,979 | 0,979 97 £2,8%
0,500 | 0,999 | 0,959 1,139 1,137 | 0,995 | 0,897 1,036 | 0,976 | 0979 | 0,977 95 +3,3%
0,625 | 0,996 | 0958 | 1,118 | 1,077 | 0,996 | 0,857 | 1,020 | 0,975 | 0957 | 0,958 94 +3,0%
0,750 | 0,976 | 0,938 1,055 1,037 1,020 | 0,877 | 0,999 | 0,998 | 0,959 | 0,935 92 42,9%
0,875 | 0,960 | 0,898 1,044 1,018 1,001 0,856 | 0964 | 0,896 | 0,942 | 0,876 89 +2,8%
1,000 | 0,923 | 0,877 1,004 | 0,997 | 0922 | 0,779 | 0,922 | 0,799 | 0,901 | 0,858 81 £3,9%
rel.Zeit | P6 fern | P6 nah | P7 fern | P7 nah | P8 fern | P8 nah | P9 fern | P9 nah | P10 fern| P10 nah | MW+SE nah
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 100 +0,0%
0,125 1,059 | 0,995 1,058 | 0,996 | 0,837 | 0,836 | 0997 | 0976 | 0995 | 0,997 100 £1,9%
0,250 1,118 | 0,998 1,097 | 0,999 | 0,718 | 0,779 | 0,996 | 0,956 | 0,997 | 0,978 101 £3,4%
0,375 1,116 | 0,996 1,056 | 0,997 | 0,738 | 0,756 | 0,980 | 0,917 | 0,999 | 0,979 101 £3,3%
0,500 1,118 | 0,997 1,058 | 0,998 | 0,820 | 0,697 | 0,978 | 0,896 | 0,996 | 0,977 101+2,6%
0,625 1,099 | 0992 | 0,996 | 0,999 | 0,858 | 0,716 | 0,957 | 0,878 | 0,998 | 0,958 100 £2,2%
0,750 1,077 | 0,979 | 0,996 | 0,960 | 0,877 | 0,680 | 0958 | 0,879 | 0,999 | 0,920 99 £1,7%
0,875 1,040 | 0,997 1,004 | 0,958 | 0,901 0,679 | 0944 | 0,878 | 0,981 | 0,876 98 £1,4%
1,000 1,043 | 0,995 | 0,965 | 0,699 | 0,862 | 0,659 | 0943 | 0,856 | 0,984 | 0,616 95 £1,6%
rel.Zeit | DI fern | DI nah | D2 fern | D2 nah | D3 fern | D3 nah | D4 fern | D4 nah | DS fern | DS nah

0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 1,000

0,125 1,007 0,941 0,990 0,881 1,005 0,982 1,003 0,962 1,009 0,964

0,250 1,024 | 0,722 1,007 | 0,444 | 0,985 1,023 | 0963 | 0,884 | 0980 | 0,822

0,375 1,016 | 0,463 1,003 | 0,385 | 0,969 | 0,964 | 0,940 | 0,785 | 0,965 | 0,661

0,500 | 0,972 | 0,404 | 0936 | 0,344 | 0979 | 0,644 | 0,931 0,703 | 0,892 | 0,643

0,625 1,008 | 0,341 0,892 | 0,283 | 0976 | 0482 | 0,832 | 0,621 | 0,864 | 0,285

0,750 1,010 0,324 0,714 0,263 0,964 0,404 0,767 0,583 0,781 0,184

0,875 | 0,956 | 0,321 0,603 | 0,263 | 0916 | 0,322 | 0,698 | 0,500 | 0,698 | 0,185

1,000 | 0,614 | 0,320 | 0,427 | 0,263 | 0,766 | 0,223 | 0,665 | 0,442 | 0,693 | 0,185
rel.Zeit | D6 fern | D6 nah | D7 fern | D7 nah | D8 fern | D8 nah | D9 fern | D9 nah | D10 fern| D10 nah| MW#SE fern
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 1,000 100 +0,0%
0,125 | 0,994 | 0,921 0,992 | 0,822 1,004 1,022 1,001 0,880 | 1,006 1,023 100 +0,2%
0,250 1,046 0,843 0,987 0,623 0,943 0,865 0,988 0,785 1,015 0,981 101 +0,7%
0,375 1,043 | 0,784 | 0,939 | 0,522 | 0,972 | 0,721 0,922 | 0,621 1,025 1,000 99 £0,9%
0,500 1,048 | 0,642 | 0,907 | 0,440 | 0,930 | 0,463 | 0,804 | 0,521 1,034 | 0,821 95 £1,3%
0,625 | 0,990 | 0,500 | 0,830 | 0,341 0,961 0,305 | 0,812 | 0,425 1,011 | 0,662 92 £1,7%
0,750 | 0,967 | 0,405 | 0,661 0,302 | 0,949 | 0,220 | 0,672 | 0,341 | 0,873 | 0,505 80 £3,0%
0,875 0,885 0,303 0,501 0,283 0,964 0,102 0,497 0,181 0,731 0,361 71 £3,4%
1,000 | 0,811 0,245 | 0,311 0,245 | 0,870 | 0,102 | 0,370 | 0,122 | 0,486 | 0,241 57 £3,2%
rel.Zeit | D11 fern| D11 nah| D12 fern| D12 nah| D13 fern| D13 nah| D14 fern| D14 nah| D15 fern| D15 nah| MW%SE nah
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 100 £0,9%
0,125 1,007 | 0,960 | 0,996 1,020 1,010 | 0,963 | 0,992 | 0,962 | 0,992 | 0,924 95 £0,9%
0,250 1,055 | 0,563 1,110 1,064 1,000 | 0,803 | 0,996 | 0,763 | 0,986 | 0,742 80 +4,6%
0,375 | 1,067 | 0522 | 1,137 | 0,681 | 1,018 | 0,705 | 0916 | 0,525 | 0,877 | 0,624 66 +5,1%
0,500 1,028 | 0,225 1,057 | 0,642 | 0,961 0,583 | 0,865 | 0,424 | 0,866 | 0,563 54 +3,5%
0,625 1,027 | 0,221 1,035 | 0,542 | 0,899 | 0,481 0,813 | 0,303 | 0,778 | 0,462 42 £3,2%
0,750 | 0,889 | 0,224 | 0,871 0,481 0,695 | 0,342 | 0,661 0,282 | 0,579 | 0,363 35 £3,3%
0,875 | 0,823 | 0,220 | 0,812 | 0,442 | 0,625 | 0,241 0,410 | 0,224 | 0,566 | 0,261 28 +2,5%

1,000 0,707 0,223 0,604 0,383 0,385 0,201 0,291 0,142 0,518 0,183 23 £2,2%
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Bei den proximalen TTX-Versuche vor allem in der Anfangsphase
mit dieser neuen Meflmethode trat bei einigen Experimenten eine
ausgepragte, weitgehend lineare Drift der mef3baren Spikeamplitude
auf, die beide Ampullen fast in gleicher Weise betraf und typischer-
weise wahrend der gesamten Mef3dauer ab Versuchsbeginn (t = 0) ge-
genwdrtig war. Damit unterscheiden sich diese Messungen klar von
allen anderen TTX-Versuchen, die bis zum Erreichen des Wirkorts
durch die TTX-Diffusion und dem Auftreten charakteristischer TTX-
Wirkungen in ihrer Amplitude weitestgehend konstant bleiben (TTX
benotigt eine gewisse Mindestzeitspanne, um den Wirkort zu errei-
chen; diese Zeitspanne muf fiir weiter entfernte Wirkorte grofier sein,
als fir nahe dem Applikationsort liegende, und zwar nimmt die
Diffusionsdauer — wie im Kap. Ergebnisse ausgefiihrt — starker als das
Entfernungsquadrat zu; eine reguldre Diffusionsfront muf} natur-
gesetzlich nahe Wirkorte deutlich vor entfernteren erreichen, bevor sie
dort eine Wirkung entsprechend ihres Konzentrationsgradienten ent-
falten kann; ist diese Abfolge nicht gegeben und setzen Drift-
erscheinung an einem nahen und einem weiter entfernten Wirkort
gleichzeitig und praktisch ab Versuchsbeginn ein, verlaufen jedoch
linear und nahezu parallel und bleiben aber in ihrer Stdrke weit hin-
ter den Auswirkungen auf den Spikegenerator zuriick, wihrend eine
Auswirkung auf den Impulsentstehungsort erst sehr viel spater beob-
achtet werden kann, so konnen diese Effekte keinesfalls TTX-induziert
sein). Auch wenn diese Amplitudendrift einfach ignoriert werden
konnte, da auch bei diesen Kurven kein signifikanter Unterschied in
der Aktionspotentialamplitude zwischen beiden Ampullen auftritt
und die lineare Drift keinen entscheidenden Einfluf3 tber die

Mittelwertskurven auf Ergebnisse und Diskussion der Modelle hitte,
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sollte ihre Ursache gekldrt werden, um die von dieser Storung betrof-
fenen Messungen u.U. nicht unzuldssigerweise in die Diskussion der
TTX-Wirkungen einzubeziehen, da es sich bei diesem Phdnomen auf
Grund von Kinetik und Geschwindigkeit des Wirkungseintritts nicht
um einen Effekt durch eindiffundiertes TTX handeln kann.

Drei Ursachen kommen potentiell fiir dieses Phdnomen in Be-
tracht: (1) Wird versehentlich — wie zuvor bereits erwahnt — eine Ka-
pillare punktiert oder ein Stichkanal in ihrer unmittelbaren Néhe ein-
gebracht, so kann hierdurch TTX in der terminalen Strombahn
transportiert und in Sekundenschnelle tiber das Gewebe verteilt werden
(wie im Experiment bereits beobachtet werden konnte). Dies stellt den
einzigen gravierenden Storfaktor dar, der eine geregelte Diffusionsaus-
breitung des Kanalblockers verhindert und so zu einer Anderung der
Angriffsrichtung oder zu diffuser Vergiftung der Dendritenprozesse
fihrt. Hiervon betroffene Experimente zeigen mit grof3er Wahrschein-
lichkeit neben den Amplitudeneffekten auch einen entsprechenden
frithzeitigen Einfluf} auf Spikefrequenz und -rhythmus. Die Gefahr
einer Kapillarpunktierung ist bei proximalen TTX-Experimenten auf
Grund von Lage und Tiefe des Stichkanals bei schlechterer visueller
Kontrolle bedeutend grofier. (2) Potentiell ist auch die Mdoglichkeit,
da TTX unkontrolliert iiber eine zuféllig in der Fischhaut vorhande-
ne, unaufféllige Verletzung eindringt, wie sie in seltenen Féllen beob-
achtet werden konnte, nicht auszuschliefen. Auch in diesem Falle
konnte es entsprechend in Sekundenschnelle zu einer undefinierten
Verteilung der Kanalblockermolekiile tiber die Blutbahn mit diffusen,
nahezu unverziiglich eintretenden Verdnderungen kommen. (3)
Durch den Einflufy austretender ionenreicherer Korperfliissigkeit kann

es — wie im Rahmen des urspriinglichen Promotionsthemas: »Physio-
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logische Charakterisierung der Konvergenzbildung im elektro-
sensorischen System clusterbildender Welse« untersucht (siehe oben)
—zu gravierenden Einflissen auf die Spikeamplitude kommen (in dhn-
licher Weise kann auch durch Ionendiffusion aus der Spitze unsach-
gemaf} praparierterAbleitelektroden die Amplitude der abgreifbaren
Aktionspotentiale sogar vollstindig zum Verschwinden gebracht wer-
den). In Kenntnis dieses Effekts austretender Korperfliissigkeit in das
Umgebungswasser des Ableitbeckens um die Lédsionsstelle herum
wurde deshalb nochmals eine Versuchsreihe mit 2 - 12 Experimenten
durchgefiihrt, bei der proximal und distal in ca. 1 mm Entfernung
vom abgeleiteten Cluster in der basisnahen Rezeptorreihe auf der
Analflosse die Fischhaut mit einer feinen Kantile von 0,4 mm Durch-
messer punktiert wurde. Dies bedeutete im distalen Falle einen Durch-
stich durch die Analflosse, im proximalen Falle einen ca. 1 mm tiefen
Einstich in den unteren Rumpfbereich. Bei letzterem ldf3t sich unter
dem Binokular bei zuvor abgetrockneter Umgebung um den Stichka-
nal ein zwar geringfiigiger, jedoch im Vergleich zur distalen Einstich-
situation zuweilen deutlich starkerer Austritt von Korperflissigkeit
beobachten. Die innerhalb von zehn Sekunden austretenden
Fliissigkeitsvolumina wurden unter dem Binokular stereometrisch
(Berechnung tiber die Kalottenvolumina) fiir die proximale Punktion
auf 0,01...2 pl, fir die distale Punktion jedoch auf 0,003...0,01 pl ge-
schdtzt. Diese grobe Schitzung kann zwar nicht als Grundlage der
durch Diffusion in das Umgebungswasser austretenden Ionenmenge
dienen; sie belegt jedoch klar die These eines zuweilen stirkeren
Ionenaustritts im Falle proximaler Punktion. Um den Einfluf} dieses
Faktors auf Ableitexperimente zu tiberpriifen, wurden mit proximaler

und distaler Punktion (die Einstiche wurden diesmal mit einer 0,6-
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mm-Kaniile etwas starker ausgefiihrt als die durchschnittlichen Stich-
kanile im TTX-Experiment) jeweils drei Experimente durchgefiihrt;
die Ergebnisse zeigen einen signifikanten Unterschied im Amplituden-
riickgang zwischen beiden Situationen. Wahrend der mittlere Einflufy
nach 5 min auf die ableitbare Amplitude nach Durchstich durch die
Analflosse nur rund 5% betrdgt (und somit die Ergebnisse des Vorver-
suchs bestdtigt), geht die Spikeamplitude nach proximalem Einstich

im Mittel um fast 32% zurtick.

1,04 ~10
0,9 ~0,9
]
i3
’E 0,8 ~0,8
[} Independent t-Test on x-value (5 min)
o of datasets (prox.TTX) and (dist.TTX):
Data  Mean Variance N
o 0,7 4 ~0,7
3 prox.TTX 0,68333 0,00563 3
3 dist TTX 0,95333 0,00103 3
t=572756 ——0O—— proximaler Stichkanal
0,6 4 p =0,0046 —@— distaler Stichkanal 0,6
At the 0,01 level, Standardfehler (o%)
T the two means are significantly different. T
0,0 T T T T T T T T T T T 0,0
0 1 2 3 4 5

Versuchsdauer [min]

Abb. 5.4.1 Einfluf§ austretender Korperfliissigkeit auf die mefSbare
Spikeamplitude; zwischen proximaler und distaler Punktion besteht

ein signitikanter Unterschied.

Jeder dieser Faktoren fiir sich beeinfluf3t in entsprechender Weise
die mefibare Amplitude der Aktionspotentiale und ist damit in der
Lage, die bei einigen der proximalen TTX-Vergiftungen auftretenden
Driftstorungen der Spikeamplitude vollstindig zu erkldren, die nicht

mit den Wirkungen einer definierten TTX-Diffusion vereinbart wer-
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den konnen. Da diese Faktoren im Falle ihres Auftretens sich eindeu-
tig im Ergebnis manifestieren und unkontrollierten Einfluf} auf die
Untersuchungsparameter ausiiben, sollten Versuche dieser klar defi-

nierten Kategorie nicht in die Auswertung einbezogen werden.

5.4.5 Kathodische Inhibition

Alle Versuche wurden an Kleineren Exemplaren (90...120 mm Kor-
perldnge) adulter Tiere der Spezies Schilbe mystis mit »morphologisch
und physiologisch gesunden« (Definition s.o.) Rezeptororganen
durchgefiihrt. Bei der Messung handelte es sich um eine Standard-
Einzelampullenableitung; die Ergebnisse wurden auf Videoband regi-
striert und die bei diesen Versuchen relevanten Spikeraten zur direkten
Auswertung tiber den Spikeratenausgangskanal des »Spikerate-
Converters« direkt zusammen mit dem Stimulus auf dem Zweikanal-
Kompensationsschreiber aufgezeichnet; das Integrationszeitfenster
fiir die Frequenzermittlung betrug 200 ms. Als Stimulationsmethode
kam wiederum Lokalstimulation zur Anwendung; die Stimulations-
elektrode wurde von zwei in Serie geschalteten Reizgerdten gespeist
(Hugo Sachs Stimulator fiir die periodischen Testsignale und Batterie-
stimulator fiir den regelbaren Konstantspannungsanteil zur Inhibie-

rung des Clustersystems).

Material und Methoden

263



264

5.4.6 Korrelation zwischen Interspike-Intervall (ISI) und

Spikeamplitude

Alle Versuche wurden an Kleineren Exemplaren (80...120 mm Kor-
perlange) adulter Tiere der Spezies Schilbe mystis sowie an Adulttieren
der Spezies Kryptopterus bicirrhis (50...70 mm) mit »morphologisch
und physiologisch gesunden« (Definition s.o.) Rezeptororganen
durchgefiihrt. Als Stimulation kam Lokalstimulation zur Anwendung;
die Stimuluserzeugung erfolgte mit einem Hugo Sachs Stimulator Typ
215/1mit Reizisoliereinheit Hugo Sachs O-10. Bei der Messung handel-
te es sich um eine Standard-Einzelampullenableitung; die Oszilloskop-
darstellung erfolgte reizsynchron getriggert und wurde auf Videoband
aufgezeichnet; die Interspike-Intervalle bei Einzelbildwiedergabe mit-
tels Schablone auf 0,5 ms genau ausgemessen und im Computer er-
falt. Die weitere Auswertung, Darstellung und der Kurvenfit
(parameterfreier asymptotischer Exponentialfit) erfolgte in der wissen-

schaftlichen Datenanalyse- und Graphiksoftware MicroCal Origin 4.1.

5.5 Anhang: Dokumentation der Schaltungen

Die Schaltplédne, Bestiickungspldane und Stiicklisten tragen jeweils eine

Gerdtenummer entsprechend der Auflistung in Abschnitt: 5.3.16.
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EAGLE Version 3.53 Copyright (c) 1988-1997 CadSoft

Partlist E:\EAGLE\projects\spikerate-15.txt exported from
spikerate-15.sch at 10.12.1997 01:53:09

Part Value

C1 0p33MKC
Cc2 30nFKP
a 4u7MKS
Cc4 4u7MKS
C5 3n3FKC
C6 470pFKP
c7 4u7MKS
c8 4u7MKS
c9 470pFKP
C10 4u7MKS
C11 4u7MKS
C12 4u7MKS
C13 4u7MKS
C14 1nOFKC
C15 100pFKC
Cl6 1nOFKC
Cc17 4u7MKS
C18 4u7MKS
C19 33nMKC
C20 1pXR7
C21 33nSTY
22 1pXR7
23 1pXR7
C24 1pXR7
25 2u2MKS
C26 47uTaB
c27 47uTaB
28 0p68MKS02
Cc29 0p68MKS02
D1 BAT43

D2 BAT43

D3 BAT43

D4 0..5k

D5 BAT43

D6 BAT43

D7 BAT43

D8 BAT43

D9 BAT43
D10 BAT43
IC1 LT1150_L
IC2 LT1010_CN8
R1 1k0

R2 10k

R3 1k0

R4 1k0

RS 1k0

R7 10k

R8 10k

R9 1k0

R10 2k48

R11 2k0

R12 10k

R13 10k

R14 100k

R15 1k25

R16 1k0

R17 1k0

R18 249k

R19 1k0

us2 LT1043
us4 PAD08-18
ugs PAD08-18
use6 LT1004-1.2
us7 LT1004-1.2

U$13 0..50k+1k
us14 BNC_L1
U$15 BNC_L1
U$16 BNC_L1

U2 ¢ LT1112CN
u3 LT1008CN
U4 LT1008CN

Device Package
C5B7,2 C5B7,2A
C5B7,2 C5B7,2A
C5B7,2 C5B7,2A
C5B7,2 C5B7,2A
C5B2,5E C5B2,5A
C5B2,5E C5B2,5A
C5B7,2E C5B7,2A
C5B7,2E C5B7,2A
C5B2,5E C5B2,5A
C5B7,2E C5B7,2A
C5B7,2E C5B7,2A
C5B7,2E C5B7,2A
C5B7,2E C5B7,2A
C5B2,5E C5B2,5A
C5B2,5E C5B2,5A
C5B2,5E C5B2,5A
C5B7,2 C5B7,2A
C5B7,2 C5B7,2A
C5B7,2 C5B2,5A
C5B7,2 C5B2,5A
STY7 STY7
C5B7,2 C5B2,5A
C5B7,2 C5B2,5A
C5B7,2 C5B2,5A
C5B7,2 C5B7,2A
B45181B B45181B
B45181B B45181B
C5B2,5E C2,5-5
C5B2,5E C2,5-5
1N4148 D035-10
1N4148 D035-10
1N4148 D035-10
POT800 POT800
1N4148 D035-10
1N4148 D035-10
1N4148 D035-10
1N4148 D035-10
1N4148 D035-10
1N4148 D035-10
LT1150_L DIL14
LT1010_CN8 DIL0O8
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
0207/10 0207/10
LT1043 DIL18
PAD08-18 PAD08-18
PAD08-18 PAD08-18
LT1004 TO92H
LT1004 TO92H
VAR 0207/10
BNC_L1 BNC_L1
BNC_L1 BNC_L1
BNC_L1 BNC_L1
OPA2111P DILO8
OPA21Z DILO8
OPA21Z DILO8
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Library

CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP-TANT
CAP-TANT
CAP
CAP
DIODE
DIODE
DIODE
TRIMPOT
DIODE
DIODE
DIODE
DIODE
DIODE
DIODE
LINEAR
LINEAR

AMAOXVOXVORNVORNONVORNVORN0NRD

LINEAR
WIREPAD
WIREPAD
DIODE
DIODE

R
WIREPAD
WIREPAD
WIREPAD
LINEAR
LINEAR
LINEAR
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EAGLE Version 3.53 Copyright (c) 1988-1997 CadSoft

Partlist E:\EAGLE\projects\trennverstarker-22.txt exported from
trenn_22s.sch at 10.12.1997 02:25:57

Part Value Device Package Library Sheet
Cc1 0p33 C5B4,5 C5B7,2A CAP 1
C2 15n C5B4,5 C5B2,5A CAP 1
c3 150p C5B4,5 C5B2,5A CAP 1
C4 4u7 C5B7,2 C5B7,2A CAP 1
Cc5 1n0 C5B5,5 C5B4,5A CAP 1
C6 4n7 C5B5,5 C5B7,2A CAP 1
c7 10n C5B5,5 C5B7,2A CAP 1
c8 10n C5B5,5 C5B7,2A CAP 1
c9 10n C5B5,5 C5B7,2A CAP 1
Cc10 15n C5B5,5 C5B2,5A CAP 1
11 68u Sie TT5D10 B45181C CAP-TANT 1
C12 68y Sie TT5D10 B45181C CAP-TANT 1
13 100p C5B5 C5B2,5A CAP 1
C1l4 3u0 XR7 C5B5 C5B2,5A CAP 1
C15 3u0 XR7 C5B5 C5B2,5A CAP 1
C16 10n C5B5 C5B2,5A CAP 1
c17 10n C5B5 C5B2,5A CAP 1
18 1u0 XR7 c2,5 C5B2,5A CAP 1
C19 1u0 XR7 c2,5 C5B2,5A CAP 1
20 1u0 c2,5 C5B2,5A CAP 1
c21 1u0 c2,5 C5B2,5A CAP 1
22 1u0 c2,5 C5B2,5A CAP 1
23 1u0 c2,5 C5B2,5A CAP 1
C24 1u0 c2,5 C5B2,5A CAP 1
€25 1u0 c2,5 C5B2,5A CAP 1
26 330n KR C5B2,5 C5B2,5A CAP 1
c27 330n KR C5B2,5 C5B2,5A CAP 1
c28 4p7 C5B7,2 C5B7,2A CAP 1
c29 4p7 C5B7,2 C5B7,2A CAP 1
C30 4p7 C5B7,2 C5B7,2A CAP 1
C31 4p7 C5B7,2 C5B7,2A CAP 1
C32 4p7 C5B7,2 C5B7,2A CAP 1
C33 4u7 C5B7,2 C5B7,2A CAP 1
C34 68uTaC B45181B B45181B CAP-TANT 1
C35 68uTaC B45181B B45181B CAP-TANT 1
C36 470n KP C5B2,5E C5B2,5A CAP 1
D1 10k Tin POT800 POT800 TRIMPOT 1
D2 100k POT800 POT800 TRIMPOT 1
D3 BAT43 1N4148 D035-10 DIODE 1
D4 BAT43 1N4148 D035-10 DIODE 1
D5 ZPY16 ZPY D041710 DIODE 1
D6 ZPY16 ZPY D041710 DIODE 1
D7 BAT43 1N4148 D035-10 DIODE 1
D8 BAT43 1N4148 D035-10 DIODE 1
Ic1 LT1010_CN8 LT1010_CN8 DILO8 LINEAR 1
IC2 LT1150_L LT1150_L DIL14 LINEAR 1
IC3 LT1150_L LT1150_L DIL14 LINEAR 1
IC4 150103 1S0103 IS0 LINEAR 1
IC7 LT1150_L LT1150_L DIL14 LINEAR 1
L1 47pH NEOSID75 NEOSID75 IND-A 1
L2 47pH NEOSID75 NEOSID75 IND-A 1
PAD5S 1,6/0,8 1,6/0,8 1,6/0,8 WIREPAD 1
PAD6 1,6/0,8 1,6/0,8 1,6/0,8 WIREPAD 1
PAD7 1,6/0,8 1,6/0,8 1,6/0,8 WIREPAD 1
R1 S0R 0207/10 0207/10 R 1
R2 100k 0207/10 0207/10 R 1
R3 1k0 0207/10 0207/10 R 1
R4 100k 0207/10 0207/10 R 1
RS 7k68 0207/10 0207/10 R 1
R6 2k49 0207/10 0207/10 R 1
R7 1k62 0207/10 0207/10 R 1
R8 1k0 0207/10 0207/10 R 1
R9 10k 0207/10 0207/10 R 1
R10 800R 0207/10 0207/10 R 1
R11 12k 0207/10 0207/10 R 1
R12 1k5 0207/10 0207/10 R 1
R13 1k5 0207/10 0207/10 R 1
R14 150k 0207/10 0207/10 R 1
R15 1k5 0207/10 0207/10 R 1
R16 10k 0207/10 0207/10 R 1
R17 10k 0207/10 0207/10 R 1
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S1 DS01

us$2 PAD30-70
us3 BNC_L1
us4 PAD30-70
uss BNC_L1

EAGLE Version 3.53 Copyright (c) 1988-1997 CadSoft

0207/10
DSO1
PAD30-70
BNC_L1
PAD30-70
BNC_L1

0207/10
DS-01
PAD30-70
BNC_L1
PAD30-70
BNC_L1

R
DILSWTCH
WIREPAD
WIREPAD
WIREPAD
WIREPAD

Partlist E:\EAGLE\projects\sym_cuco-25 exported from
sym_cuco-25.brd at 10.12.1997 01:47:58

Part Value
Orientation

C1 1pXR7
C2 15nMKC
c3 1pXR7
C4 10nMKS1i
c5 10nMKS1i
C6 1pXR7
c7 1uXR7
c8 1pXR7
9 1pXR7
C10 100pFKP
Cl1 150uTabD
C12 150uTab
C13 1pXR7
Cl4 1pXR7
C15 10nMKSi
Cl6 1pXR7
Cc17 1pXR7
C18 150uTabD
C19 150uTab
C20 100pFKP
C21 100pFPK
C22 1pXR7
23 1pXR7
C24 100pFKP
25 30nMKC
C26 22uTaB
c27 22uTaB
28 10nFKC
C29 100nMKS
C30 1pXR7
C31 1pXR7
C32 1pXR7
D1 BAS404
D2 2xBAV17
D5 BAT43
D6 BAT43
D7 BAT43
D8 BAT43
D9 BAT43
D10 BAT43
D11 0..2k
D12 0..10
IC1 LT1150CN14
IC3 LT1150CN14
Ic4 LT1150CN14
IC5 LT1150CN14
IC6 LT1150CN14
P1 0..10k Digi
R1 100k

R2 1k0

R3 100k

R4 10M

RS 909k

R6 100k

R7 9k09

R8 100k

R9 100k
R10 1k5

R11 M

Package

C5B2, 5A
C5B2,5A
C5B2,5A
C5B2,5A
C5B2,5A
C5B2, 5A
C5B2,5A
C5B2, 5A
C5B2,5A
C5B2,5A
B45181D
B45181D
C5B2,5A
C5B2,5A
C5B2,5A
C5B2,5A
C5B2, 5A
B45181D
B45181D
C5B2, 5A
C5B2, 5A
C5B2,5A
C5B2,5A
C5B4, 5A
C5B2,5A
B45181B
B45181B
C5B4, 5A
C5B2,5A
C5B2,5A
C5B2,5A
C5B2,5A
D035-10
D035-10
D035-10
D035-10
D035-10
D035-10
D035-10
D035-10
POT800

POT800

DIL14

DIL14

DIL14

DIL14

DIL14

POT800

0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
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Library

CAP

CAP

CAP

CAP

CAP

CAP

CAP

CAP

CAP

CAP
CAP-TANT
CAP-TANT
CAP

CAP

CAP

CAP

CAP
CAP-TANT
CAP-TANT
CAP

CAP

CAP

CAP

CAP

CAP
CAP-TANT
CAP-TANT
CAP

CAP

CAP

CAP

CAP
DIODE
DIODE
DIODE
DIODE
DIODE
DIODE
DIODE
DIODE
TRIMPOT
TRIMPOT
LINEAR
LINEAR
LINEAR
LINEAR
LINEAR
TRIMPOT

AMAORXWAORXWAORNAORNDORN

Position (inch)

(1.
(0.
(1.
(2.
(1.
(1.
(0.
(0.
(1.
.95 1.625)

.55 2.025)

.05 2.025)

.725 1.125)

25 1.725)
4 1.725)
25 1.425)
35 1.625)
1 0.825)
5 0.525)
5 0.525)
35 1.125)
475 1.125)

155 1.425)
2.

5 1.975)

RRRERPE



R12 iy

R13 100k

R14 10k

R15 (100k)
R16 (10M)
R17 9k09

R18 10k

R19 10k

R20 10k

R21 100k

R22 90k9

R23 13k7

R24 16k5

R25 9k09

R26 1k0

R27 2k0

R28 10k

R29 1k0

S1 9070-1W
S2 9070-1W
SL1 MO3

us2 0..100k+20k
us$3 PAD08-18
us4 PAD08-18
uss PAD08-18
Us6 PAD08-18
us7 PAD08-18
Us8 PAD08-18
us9 PAD30-70
ul 0pP27Z

u2 0pP27Z

u3 0oP272

EAGLE Version 3.53 Copyright (c) 1988-1997 CadSoft

Partlist E:\EAGLE\ﬂr
neurophysiol-17.sc

Part Value
Cc1 C5B2,5
C2 STYS

Cc3 C5B2,5
C4 STYS

Cc5 TT5D10
C6 TT5D10
c7 TT5D10
8 TT5D10
c9 TT5D10
C10 TT5D10
11 TT5D10
C12 TT5D10
13 C5B2,5
C14 C5B2,5
C15 C5B2,5
C16 C5B2,5
c17 C5B2,5
18 C5B2,5
Cc19 C5B2,5
20 C5B2,5
c21 C5B2,5
22 C5B2,5
23 C5B3,5
C24 C5B3,5
C25 C5B2,5
26 C5B2,5
c27 C5B2,5
28 C5B2,5
29 C5B3,5
30 C5B7,2
31 C5B7,2
32 C5B7,2
33 C5B7,2
C34 C5B3,5

0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
9070-1W
9070-1W
o3p
0207/10
PAD08-18
PAD08-18
PAD08-18
PAD08-18
PAD08-18
PAD08-18
PAD30-70
DILO8
DILO8
DILO8

Device

MOV OOV ONORNORNNNR

CONQUICK
R

WIREPAD
WIREPAD
WIREPAD
WIREPAD
WIREPAD
WIREPAD
WIREPAD
LINEAR

LINEAR

LINEAR

Package

(3.95 0.975) R90
(1.1 1.425) R270
(3.5 0.225) RO
(1.45 1.975) R270
(1.9 1.975) R270
(2.45 0.525) R180
(2.45 0.375) RO
(4.1 0.975) R270
(3.5 0.375) R180
(0.95 0.525) RO
(0.95 0.225) RO
(1.5 0.375) RO
(1.5 0.225) RO
(3.95 0.625) RO
(0.4 2.15) RO
(4.575 0.375) RO
(4.575 0.525) R180
(4.575 2.025) R180
(1.175 2.025) R270
3.1 2.025) R270
(0.5 0.3) R180
(4.575 0.225) R180
(0.925 2.15) RO
(0.725 2.15) RO
(2.625 2.15) RO
(2.825 2.15) RO
(4.675 2.15) RO
(4.475 2.15) RO
(2.5 0.15) RO
(2.45 0.825) RO
(3.95 1.575) RO
(4.575 1.125) RO

ojects\neurophysiol.txt exported from
at 17.07.2001 00:01:13

Library Sheet

CAP
CAP
CAP
CAP
CAP-TANT
CAP-TANT
CAP-TANT
CAP-TANT
CAP-TANT
CAP-TANT
CAP-TANT
CAP-TANT
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP
CAP

RPRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRR R R R R
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C35 C5B7,2

C36 C5B7,2
37 C5B7,2
38 C5B2,5
C39 C5B2,5
C40 C5B3,5
C41 C5B2,5
C42 C5B3,5
C43 C5B2,5
C44 C5B3,5
C45 C5B2,5
C46 C5B2, 5E
D1 BAV17
D2 BAV17
D3 1N4148
D4 1N4148
D5 POT800
D6 POT800
D7 BAV17
D8 BAV17
D9 1N4148
D10 1N4148
D11 POT800
D12 POT800
D13 POT800
D14 POT800
D15 POT800
D16 POT800
D17 POT800
D18 POT800
D19 1N4148
D20 1N4148
D21 1N4148
D22 1N4148
D23 1N4148
D24 1N4148
D25 1N4148
D26 1N4148
D27 1N4148
D28 1N4148
D29 1N4148
D30 1N4148
D31 1N4148
D32 1N4148
D33 POT800
D34 POT800
D35 POT800
IC1 LM317L
IC2 LM337L
IC3 LM317L
IC4 LM337L
ICS LT1150_L
IC6 LT1021H
IC7 LT1150

PAD2 1,6/0,8
PAD3 1,6/0,8
PAD4 1,6/0,8
PADS5 1,6/0,8
PAD6 1,6/0,8
R1 0207/10
R2 0207/10
R3 0207/10
R4 0207/10
R5 0207/10
R6 0207/10
R7 0207/10
R8 0207/10
R9 0207/10
R10 0207/10
R11 0207/10
R12 0207/10
R13 0207/10
R14 0207/10
R15 0207/10
R16 0207/10
R17 0207/10
R18 0207/10

C5B7,2
C5B7,2

C5B2,5

C5B3,5

0207/10

Material und Methoden
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0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
CK103X04
9070-2W
PTFE_LSD
PTFE_LSD
PTFE_LSD
PTFE_LSD
OPA111l
2AMP_P8+4
OPA111l
2AMP_P8+4
2AMP_P8+4
2AMP_P8+4
2AMP_P8+4
2AMP_P8+4

0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
CK103X04
9070-2W
PTFE_LSD
PTFE_LSD
PTFE_LSD
PTFE_LSD
OPA111
2AMP_P8+4
OPA111
2AMP_P8+4
2AMP_P8+4
2AMP_P8+4
2AMP_P8+4
2AMP_P8+4

0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
0207/10
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