370

Specialia

15. 4. 1969

Impulsantworten des Nervus opticus auf Reizung der Netzhaut mit Acetylcholin

Eine elektrogene Wirkung von Acetylcholin (ACh) an
der Netzhaut ist in Form eines langsamen Potentials als
Antwort auf Umstromung der Netzhaut mit ACh-haltiger
Losung gefunden wordenl. Dieser Befund unterstiitzt als
qualitativ neues Argument die Annahme cholinerger
Synapsen in der Retina, wofiir das Vorkommen von ACh,

ACh-Esterase und Cholinacetylase in der Netzhaut (in:

GEREBTZOFF2) und deren belichtungsabhingiges Verhal-
ten® 4 sprechen. Weitere Untersuchurigen iiber die elek-
trogene Wirkung von ACh an der Netzhaut waren der
Fragestellung der Auslosbarkeit von Ganglienzellimpulsen
durch ACh-Gabe gewidmet5. ’

Methodik. Nach Dekapitation des dunkeladaptierten
Frosches (Rana temporvaria) wurden die Nervi optici in
ihrem Verlauf freiprapariert, am Chiasma durchtrennt
und der Bulbus mit seinem zugehorigen Schnerv enu-
kleiert. Nach dquatorialer Halbierung des Bulbus erfolgte
in modifizierter Tyrodeldsung die Abtragung von Sklera
und Pigmentepithel. Die isolierte Netzhaut wurde mit
der Ganglienzellseite nach unten auf ein Stiick Filtrier-
papier aufgeschwemmt, das Priparat danach auf eine
schiefe Ebene und der Nervus opticus {iber dariiber an-
gebrachte Silberdrihte gelegt.

Die Umstrémung der Netzhaut geschah durch Auf-
tropfen der Losung auf den oberen Rand der schrig lie-
genden Netzhaut und Sammeln der Losung in einem
Abfluss am Fusse der schiefen Ebene. Die Applikation
des Acetylcholinchlorid erfolgte durch Gabe eines zu
0,04 ml bestimmten Tropfens ACh-haltiger Losung auf
die Netzhaut bei unterbrochener Umstrémung.

Die Entladungen. des Sehnervs wurden iiber die
erwidhnten Silberelektroden abgeleitet und auf dem Bild-
schirm eines Oszillographen direkt sichtbar gemacht bzw.
unter Zwischenschaltung eines elektronischen Mittelwert-
bildners in eine Spannung transformiert, deren Amplitude
~ bei geeigneter Wahl der Grosse der Zeitkonstante —
durch die Frequenz (und Amplitude sowie Dauer) der
Entladungen bestimmt war. Der Funktionszustand des
Priparates konnte mittels seiner Antworten auf Reize
verschiedenfarbigen Lichtes unterschiedlicher Intensitit,
Dauer und Hiufigkeit kontrolliert werden?.

Evgebnisse. Nach einer in der beschriebenen Art und
Weise vorgenommenen Applikation von ACh auf die
Netzhaut war als Antwort darauf eine voriibergehend
erhohte Impulsaktivitit vom Nervus opticus ableitbar.
In Figur 1A ist dieser Befund in einer direkt aufgezeich-
neten Massenableitung des Sehnerven dargestellt. Der
Netzhaut wurden 0,44 pumol ACh appliziert, der Zeitpunkt
markierte sich in dem durch das Auftropfen ausgeldsten
Artefakt. Die Zunahme der Opticusentladungen setzte
ca. 0,8 sec danach ein und war nach 3sec (Ende des
Kathodenstrahldurchlaufes) noch nicht abgeklungen. Die
durch Mittelwertsbildung mégliche Registrierung der An-
derung der Entladungsfrequenz als Spannungsénderung
(siehe Methodik) wurde fiir die Aufzeichnung der Impuls-
antworten auf gleiche ACh-Reizung in Figur 1B benutzt.
Diese der Auswertung einfacher zugéingigen Kurven wer-
den im folgenden zur Darstellung herangezogen.

Die elektrogene Wirkung des ACh war in ihrem Aus-
mass von der ACh-Konzentration der applizierten Losung
bestimmt. Figur 2 zeigt diese Abhidngigkeit der ACh-
Reizantwort fiir logarithmisch gesteigerte Pharmaka-
konzentrationen im Bereich zwischen 2,8 mM bis 44 mM.
Bei dem aus technischen Griinden jeweils verwendeten
konstanten Losungsvolumen von 0,04 ml ergeben sich
damit wirksame ACh-Mengen ab ca. 0,11 pmol.

Bei wiederholten ACh-Gaben wurde die Grosse der
ausgelosten Impulsaktivitdtssteigerung des Nervus opti-

cus vom zeitlichen Abstand zur vorhergegangenen Rei-
zung mitbestimmt. Nach Gabe von z.B. 0,88 umol ACh
war nach 2 min noch keine vollige Wiederherstellung der
Antwortfdhigkeit feststellbar.

Weitere Untersuchungen hatten das Ziel festzustellen,
ob die ACh-Reizantworten dieses Praparates die gleichen
typischen Verdnderungen erfahren konnen, wie es fiir
cholinerge Reaktionen bekannt ist. Dazu wurde das Ver-
halten der ACh-ausgeldsten Opticusentladungen unter
dem Einfluss von Pharmaka untersucht, die in spezi-
fischer Weise in den Wirkungsmechanismus von ACh ein-
greifen. Es konnte demonstriert werden, dass die Ant-
wortreaktion des Sehnerven nach ACh-Applikation auf
die Netzhaut erheblich vergrossert war, wenn der Um-
stromungslésung der Netzhaut Prostigmin (0,02 mM)
zugesetzt wurde (Figur 3A’). Der gegenteilige Effekt trat
nach Atropinisierung der Netzhaut auf (Umstrémung mit
0,2 mM Atropinlésung) (Figur 3B').

Diskussion. Die an der Netzhaut wirksamen ACh-
Mengen zur Auslosung von Entladungen des Nervus
opticus stimmen grossenordnungsmaissig mit den ACh-
Dosen iiberein, die an anderen cholinergen Synapsen,
mit vergleichbarer Technik appliziert, wirksam waren?.
Eine Beschrinkung der ACh-Wirkung in der Netzhaut
auf Synapsen vorausgesetzt, ergeben sich als Angriffs-
punkte die in der dusseren und inneren plexiformen
Schicht gelegenen Synapsen. Davon sind die Ganglien-
zellsynapsen der inneren plexiformen Schicht als erste
in Betracht zu zichen, da Impulse der Ganglienzellfort-
sdtze die registrierte ACh-Reizantwort darstellen. Dieser

Fig. 1. Impulsantworten des Sehnerven (Massenableitung) auf Rei-
zung der Netzhaut mit 0,44 pumol ACh. In (A) sind die Sehnerven-
entladungen direkt registriert. Fiir (B) waren die Entladungen so
transformiert, dass eine in ihrer Amplitude frequenzabhingige Span-
nungsschwankung als Reizantwort aufgezeichnet wurde. Der Zeit-
punkt der Applikation von ACh markiert sich links als Artefakt.
Zeitmarkierung 200 msec.
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Fig. 2. ACh-ausgeltste Sehnervenentladungen in ihrer Abhingigkeit
von der applizierten ACh-Menge. (A) 0,11 ymol; (B) 0,22 ymol;
(C) 0,44 ymol; (D) 0,88 pmol; (E) 1,76 pmol ACh. Die dargestellten
Spannungsschwankungen spiegeln in ihrer Amplitude die Frequenz
der Sehnervenimpulse . (Massenableitung) wider. Der Ausschlag im
linken Kurventeil markiert den Zeitpunkt der ACh-Applikation.
Zeitmarkierung 200 msec. ’

Zuordnung steht der histochemische Befund gegeniiber,
dass die ACh-Esterase bei der Mehrzahl der untersuchten
Froschnetzhdute nur in der dusseren plexiformen Schicht
nachgewiesen wurde?. Demnach wire eine indirekte Aus-
16sung der Impulse iiber durch ACh in der Ausseren
Synapsenschicht generierte Reaktionen zu erwigen.

Summary. Application of ACh on the isolated perfused
retina of the frog elicited spikes of the optic nerve. The
extent of this spike activity depended on the amount
of ACh applied. The retinal response to ACh was varied
by prostigmine and atropine as expected by their phar-
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Tig. 3. (A) Vergrosserung der ACh-Reizantwort des Sehnerven durch
Prostigmin. Reizung der Netzhaut mit 0,88 umol ACh nach Um-
strémung mit Standardiésung {A) und nach 5 min Umstrémung mit
prostigminhaltiger (0,02 mM) Losung (A’). Registriertechnik und
Zeitmarkierung wie fiir Figur 2. (B) Verminderung der ACh-Reiz-
antwort des Sehnerven durch Atropin. Reizung der Netzhaut mit
0,88 umol ACh nach Umstromung mit Standardlésung (B) und nach
10 min Umstrémung mit atropinhaltiger (0,2 mM) Ldsung (B’).
Registriertechnik und Zeitmarkierung wie fiir Figur 2.

macological properties. From these experiments it cannot
be concluded that ACh is acting on the synapses of the
firing ganglion cells directly.
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