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III

Summary

Ultrastructural changes of the microvilli
of the Astacus retina depending on the state of
light adaptation were investigated by electron
microscopy of replicas of freeze fracture faces.

(1) The particles on the plasmatic fracture face (PF)
of the microvillus membrane, most of which being
identical with rhodopsin, are distributed statistic-
ally in the state of dark adaptation. Upon light
adaptation ( 3 24 h with 70 uW cm™2 or 2 3 h with
1=-2 mwW cm_z) the particles become orientated in certain
areas in a helical structure of rows (periodicity

of 11 nm) around the microvillus. As shown by spray-
freezed unfixed rhabdoms of light adapted eyes of
Astacus these structures are not ‘artefacts caused
by‘glutaraldehyde or glycerol.

As the formation of these rows depends on duration
and intensity of the adapting light it seems to be
correlated with light-induced processes in the
receptor.

(2) Addition of cycloheximide prevents the formation
of rows of the particles during light adaptation ,
which might suggest a relation with protein synthesis.
(3) The structured areas could possibly rebresent
rows of metarhodopsin molecules.

(4) The packing density of the particles of dark
adapted retinae is found to be as great as

5000 + 600 per umz membrane area , that of light
adapted retinae as great as 7000 + 1400 um_z, and

is enriched in the structured areas to 11000 + 1000 um—z.
The mean diameter of the particles is 80 & .

(5) Under high vacuum conditions (UHV) most of the
particles of the microvillus membrane are 40-50 &

in diameter,which agrees with the theoretically

expected value of rhodopsin.



Iv

(6) Illumination with light of higher intensity

causes , in addition to the normal light=induced
structural changes of the photoreceptor membrane,
the formation of myelin-like membrane complexes,

which leads to the destruction of the photoreceptor.




1 Einleitung

Elektrophysiologische und biochemische Untersuchungen
an Evertebratenaugen (z.B. Krebs, Limulus und Fliegen)
haben fundamentales Wissen liber den Mechanismus der
Photorezeption erbracht (Stieve 1973, 1976, 1977;
Hamdorf und Schwemer 1975).

Kenntnisse liber die Morphologie der Augen des Sumpf-
krebses (Astacus leptodactylus) und des amerikani-
schen FluBkrebses (Procambarus clarkii) sind licht-
mikroskopisch von Bernhards (1916) und elektronen-
mikroskopisch von Equchi (1965), Eguchi und Waterman
(1966) , Eguchi et al. (1973) und Krebs (1972) ver-
mittelt worden.

Astacus leptodactylus besitzt ein typisches Decapoden-
rhabdom, bestehend aus zusammengesetzten tubulédren
Strukturen, den Mikrovilli, die von sieben der acht
Retinulazellen eines Ommatidiums gebildet werden.

Die achte Zelle, die durch das Fehlen von Pigment-
granula gekennzeichnet ist, bildet nur die distale
Spitze des Rhabdoms und sendet einen schmalen Axon-
fortsatz entlang der Retinula nach proximal (Krebs
1972; Hafner 1977). Abb. 1, 2A und 2B geben eine
schematische Ubersicht liber den Aufbau der Retina von
Astacus leptodactylus. Die Annahme, das Rhabdom sei
Sitz des Photopigmentes Rhodopsin und der Ort der
photochemischen Reaktion, gilt als gesichert (Eakin
1966; Wilms 1977; Waterman et al. 1969). Es kann
funktionell mit den AuBensegmenten von Stdbchen und

Zapfen der Vertebraten verglichen werden.
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1.1 Der Effekt von Licht- und Dunkeladaptation
auf die Ultrastruktur der Retinulazellen von

Astacus leptodactylus

Gefrierdtzungsuntersuchungen (Fernandez und Nickel
1976 ; Eguchi und Waterman 1976; Uebags 1976) haben
gezeigt, daB die plasmatischen Membranfl&chen der
Mikrovilli des Krebses mit Partikeln'yon 70 - 80 2
Durchmesser bedeckt sind, bei denen es sich wahr-

scheinlich zum gr&Bten Teil um Rhodopsin handelt.

Eine Bestdtigung dieser Annahme liefern die Unter-
suchungen an Fliegen, die mit einer Vitamin A-Mangel-
diadt aufgezogen worden sind: bei diesen ist die Par-
tikeldichte auf ca. 16 % verringert. Diese Abnahme
der Partikeldichte stimmt mit der spektroskopisch
ermittelten Verminderung der Sehpigmentkonzentration
auf 12 % anndhernd Uberein (Boschek und Hamdorf 1976).
Larrivee et al. (1979) finden mit Hilfe der gleichen
Methode, daB ca. 70 - 80 % des Photorezeptormembran-—
proteins aus Rhodopsin besteht.

Die Retinulazellen und die zugehdrigen Mikrovilli
als Tr&ger des lichtempfindlichen Pigmentes zeigen
unter bestimmten Adaptationszustédnden charakteristi-
sche morphologische Verdnderungen.

So treten bei vielen Evertebraten (Limulus, Fahren-
bach 1969; Ameise, Menzel und Knaut 1973; Assel,
Tuufala und Lehtinen 1967; Krebs, Bernhards 1916;
Heuschrecke, Horridge und Barnard 1965) Pigment-
granulawanderungen innerhalb der Retinulazellen zum
Rhabdom hin auf, wdhrend sich bei Dunkeladaptation
groBe Zisternen um das Rhabdom ausbilden *(Assel,
Tuurala und Lehtinen 1967; Ameise, Menzel und Knaut
1973; Heuschrecke, Horridge und Barnard 1965;
Limulus, Fahrenbach 1969; Behrens 1976).

* Beide Erscheinungen sind Mechanismen zur Regulie-
rung der Lichtmenge innerhalb des RHabdoms.



Bekannt ist ferner, daB sich nach Belichtung ver-
mehrt pinozytotische Vesikel aus dem Membranbereich
zwischen den Mikrovillusausstiilpungen abschniiren, die
vermutlich durch sekunddre Endozytose in multivesiku-
ldre KOrperchen aufgenommen werden.

Uber einen gemischt-lamellar-vesikul&ren Zustand la-
gern sich die Vesikelmembranen zu multilamellaren
Kérperchen um, die zu sogenannten 'dense bodies' wer-
den (White 1967, 1968; Eguchi und Waterman 1976).
Diesen Vorgang kann man als einen lichtinduzierten
Abbau der Mikrovillusmembran verstehen.

Ein histochemisch nachweisbares, vermehrtes Auftreten
saurer Phosphatase weist auf eine lysosomale Funktion
der Zellkdrperchen hin (Eguchi und Waterman 1976) .
Der lichtinduzierte Abbau der photopigmenthaltigen
Membran bewirkt bei dem Rhabdom des Moskito-Larval-
auges eine Abnahme des Rhabdomvolumens, die von

Dauer und Stdrke der Lichteinstrahlung abhdngt und
im Dunkeln rickgidngig gemacht werden kann (White

und Lord 1975).

Dagegen ist bisher weder bei Procambarus* noch bei
der Krabbe Libinia und dem Hummer Homarus eine licht-
bedingte Verringerung des Rhabdomvolumens mit den zur
Verfligung stehenden technischen Hilfsmitteln aufzu-
finden (Eguchi 1966; Fernandez und Nickel 1976).
Schwemer (1979) weist an der Fliege Calliphora nach,
daB die Geschwindigkeit des Rhodopsinabbaus - und da-
mit méglicherweise auch die Turnover-Rate der photo-
sensorischen Membran - von der Metarhodopsinkonzen-
tration abh&ngen.

Da Bildung und Konzentration des Metarhodopsins von
der Wellenldnge des Adaptationslichtes abhidngig sind,

kénnen einige widerspriichlichen Ergebnisse der morpho-

* Die Untersuchungen von Hafner (in Vorbereitung) an
Procambarus—Retinen weisen allerdings auf eine
Volumenabnahme des Rhabdoms w&hrend der Hellphase
des diurnalen Rhythmus hin.




logischen Untersuchungen bei verschiedenen Evertebra-
ten eventuell auf unterschiedliche Adaptationsbe-
dingungen bzw. unterschiedliche spektrale Empfind-
lichkeit der Tiere zurlickzufithren sein.*

Im Gegensatz zu dem Membranabbau sind Art und Weise
sowie Ort der Neusynthese und des Einbaus nahezu unge-
kldrt. Auch autoradiographische Untersuchungen an
Procambarus (Hafner und Bok 1977) und an der Biene
(Perrelet 1972) geben keine eindeutige Antwort.‘Bei
Procambarus nimmt die H?-Leucin-Markierung vom dista-
len zum proximalen Ende des Rhabdoms ab, was filir die
Kernregion als Syntheseort spricht.

Anderung in GréB8e und Anzahl der Partikel der Mikro-
villusmembranfldchen nach L.angzeit-Hell- und Dunkel-
adaptationen wurden bisher nur bei der Schnecke (Helix
aspersa) (Brandenburger et al. 1976) nachgewiesen.

Ob ein diurnaler Rhythmus im Auf- und Abbau der photo-
sensorischen Membran bei Astacus,&hnlich wie beim
Lateralauge von Limulus {(Chamberlainund Barlow 1979),
der Spinne Dinopis (Blest 1978) sowie bei Vertebraten
(Young 1974; O'Day und Young 1978), vorkommt und inwie-
weit dieser dann die experimentellen Adaptationsbe-
dingungen storend beeinflussen k&nnte, ist nicht unter-

sucht.

Die vorliegende Arbeit hat zur Aufgabe, mit Hilfe der
Gefrier&dtztechnik eine vom Adaptationszustand ab-
hdngige Ultrastrukturédnderung-sowohl der Rhodopsin-
anordnung auf der Mikrovillusfl&che des Rhabdoms als
auch der umgebenden Retinulazelle von Astacus lepto-

dactyluse=gegebenenfalls nachweisen zu konnen.

* Zusammenstellung lber die spektrale Empfindlichkeit
verschiedener Evertebratenretinen s. M. Wilms 1977 .
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2 Material und Methode
2.1 Versuchsmaterial
2.,1.1 Isolierung von Augen und Retinen

Fiir die Untersuchungen wurden Stielaugen des Sumpf-
krebses Astacus leptodactylus benutzt, der in Aquarien
bei 13 °C gehalten wird.

Vor Versuchsbeginn wurden die Krebse jeweils in einem
lichtdichten Aquarium 12 bis 18 Stunden dunkeladap-
tiert. 7

Im Experiment wurde entweder das ganze Auge, das an
den weichen Gelenkhdutchen am proximalen Ende des
Augenstiels abgeschnitten wird, oder nur die Retina
ohne den dioptrischen Apparat verwendet. Die Isolie-
rung der Retina geschah nach der Methode von Stein-
beck (1972). Bei den Versuchen mit ganzen Augen wurde
die Cornea an der Grenze zum Augenstiel mit einer Pré&-
pariernadel vorsichtig perforiert, um die Retina der

AuBenldsung besser zugdnglich zu machen.
2.1.2 Isolierung von Rhabdomen

Zur Isolierung der Rhabdome wurden 1 bis 2 Retinen in
ein Reagenzglas mit 200 pl van Harreveld-LOsung liber-
fihrt und mit dem stumpfkantigen Mikroquirlvorsatz
eines Handmixger&dtes in etwa 10 Schiiben von je 1 sec
Dauer homogenisiert (Uebags 1976, Wilms 1977).

Die Ausbeute an Rhabdomen betrdgt meist 50 %; dies
entspricht einer Anzahl von 1000 Rhabdome pro Retina.
Eine lichtmikroskopische Kontrolle der Rhabdomsus-
pension zeigt im Vergleich zu Dunnschnitten von gan-
zen Retinen, daB die Bdnderung des Rhabdoms, hervorge-
rufen durch die alternierende Anordnung der Mikro-

villuspakete, noch vorhanden ist (s. Abb. 3).*

* Das Isolationsverfahren bedingt, daB die Mikrovilli
von der Retinulazelle, deren Ausstiilpungen sie sind,
abgerissen werden.




Abb. 3 Isoliertes Rhabdom in van Harreveld-L&sung.
Die B&nderung, hervorgerufen durch die
alternierend angeordneten Mikrovillipakete,

ist deutlich zu erkennen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Gefrierbriiche hell- und dunkeladaptierter

Retinen

Ein Teil der im folgenden Kapitel beschriebenen Ver-
suche (Langzeithelladaptationen mit Raumlicht,sowie
Dunkelkontrollen) wurden mit Dr. G. Dahl, Institut
fiir Physiologie an der Universitdt des Saarlandes,

Homburg/Saar, zusammen durchgefiihrt.

2.2.1.1 Adaptationsbedingungen

Die Krebse wurden unter Wasser in Aquarien helladap-
tiert. Damit beide Augen gleichmdBig beleuchtet wer-
den konnten, wurden die Krebse auf einer Platte fest-
geschnallt. In einer Versuchsserie wurden Krebse mit
Raumlicht (Leuchtstoffr8hren, Osram weif universal)
(s. Spektrum, Anhang des method. Teils) von ca. 70
pWatt cm™? (40a Optometer, Pin 10, United Detector
Technology), entsprechend einer Beleuchtungsstédrke

von 140 lux, helladaptiert; in einer zweiten mit

Hilfe eines Lichtleiters (Kaltlichtquelle Schott

K1l 150B, Halogenlampe) (Spektrum s. Anhang des method.
Teils) mit der Intensitdt von 1 - 2 mWatt cm_2 (Be-
leuchtungsstédrke von 4000 lux) helladaptiert.

Flir die Dunkeladaptation wurde ein lichtdichtes Aqua-
rium benutzt. Die Prdparation der Retinen sowie die
anschlieBende Fixierung erfolgte bei Rotlicht (Osram
Lampe Typ 4563)* bzw. nach Helladaptation bei dem ent-
sprechenden Adaptationslicht.

* Das Glas der Osrambirne wurde im Spektralphotometer
Cary 118 gemessen und weist bei €615 nm keine Trans-
mission mehr auf.
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2.2.1.2 Retinen von hell- und dunkeladaptierten

Krebsen

Die hell- bzw. dunkeladaptierten Retinen wurden mit

2 % Glutaraldehyd (Fa. Serva) in 0,1 molarem Phos-
phatpuffer 1 Stunde fixiert und anschlieBend in van
Harreveld-L&sung mit 20 - 30 ¢ (v/v) Glycerin als
Frostschutzmittel 20 - 30 Minuten belassen. Jede Re-
tina wurde dann mit einer Rasierklinge in LéngSrich—
tung der Retinulae in meist 4 Scheiben geschnitten,
die in Préparateplédttchen flir die Doppelbruchanlage
(Balzers AG) gesteckt und in fllissigem Freon (-156° C)
eingefroren wurden.

In der mit fliissigem Stickstoff gekiihlten Doppelbruch-
vorrichtung wurden die Prédparate in die Gefrier&tzan-
lage BA 360M oder BAF 300 (Balzers AG) iberfiihrt, die
mit Elektronenverdampfungsquellen, einem Schwingquarz-
schichtdickenmesser sowie einer Turbomolekularpumpe
ausgestattet sind. Das Brechen geschah bei einer Tempe-
ratur von - 150° C und einem Vakuum von ca. 10_6 Torr.
Bei dieser Temperatur lassen sich zwar plastische De-
formationen von Molekiilen reduzieren; um jedoch auch
die Kontamination der Bruchfl&dchen mit Fremdpartikeln
(Kondensation der Restgase aus dem Vakuum) méglichst
gering zu halten, wurde wdhrend der Bedampfung mit
Platin-Kohle gebrochen und mithin auf das Atzen ver-
zichtet. Die Schichtdicke der Schrigbedampfung mit
Platin=Kohlebetrug ca. 20 R (2 200 Hz), diejenige

der senkrechten stabilisierenden Kohleschicht ca.250 &
{2 200 Hz). Die Replicas wurden mit Natriumhypo-
chloritl&ésung in ca. 3 Stunden von Gewebsresten be-
freit und anschlieBend 3 mal in destilliertem Wasser
gesplilt. Die so gereinigten Abdrilicke wurden auf mit
Formvar befilmten Kupfernetzchen aufgefangen und im
Jeol 100C, Siemens Elmiskop 101 oder Philips 400 be-



trachtet bzw. fotografiert.

2.2.1.3 Retinen von in vitro hell - und dunkeladap-

tierten ganzen Augen

Versuch zur Hell- und Dunkeladaptation wurden an
Krebsaugen in vitro durchgefihrt, um eine definierte
Cycloheximidkonzentration (Begriindung :s.u.) auf

das Gewebe einwirken zu lassen und diese wdhrend der
Versuchsdauer konstant halten zu konnen. Die ge-
stielten Augen wurden in einem mit van Harreveld-
Losung geflillten Glasbeh&lter hell- bzw. dunkel-
adaptiert. Im Falle der Helladaptation wurden sie

zur Lichtquelle hin ausgerichtet und mit einer Intensi-
t4t von 1-2 mWatt cm2 6 Std belichtet (Kaltlicht-
quelle Schott 150B) . Die Weiterbehandlung (Prédparieren
der Retinen,Fixierung,Brechen) erfolgte wie in Kap.
2.2.1.2 beschrieben.

Zusatz von Cycloheximid

Cycloheximid hemmt sowohl die Initiierung als auch den
Fortgang der Proteinsynthese bei allen Zellen , die
Ribosomen vom 80S-Typ besitzen (genaueres s. Obrig
1971} (z.B. HelLa-~Zellen , Leberzellen von Kaninchen
oder Ratte,Hefezellen, verschiedene Pflanzenzellen).
Die Konzentration zu optimalen Hemmung der Proteinsyn=
these ist je nach Objekt verschieden:

Sie betrdgt bei Hefezellen 0.5 = 1 pg/ml (80-90%
Hemmung der Proteinsynthese; Siegel und Sisler 1964a,
1964b), bei zellfreien Systemen 28ug/ml (90% Hem-

mung der Polyphenylalanin-Synthese ; Obrig et al.
1971), bei HeLa-Zellen 250 pug/ml (70% Hemmung des
H?>-Uridin-Einbaus in ribosomale RNA; Jackson und Stud-
zinski 1968), sowie bei Leberzellen 1-4mg/kg (65% Hem-
mung der Proteinsynthese der membrangebundenen Ribosomen;

Hwang etal. 1974, s. auch Bennett et al. 1964).



Die Krebsaugen wurden in vitro unter Zusatz von Cyclo-
heximid (250 pg/ml van Harreveld) inkubiert und gemdf
der obigen Beschreibung 6 Stunden mit einer Inten-
sitdt von 1 - 2 mWatt cm—2 helladaptiert.

Wenn Cycloheximid die Proteinsynthese hemmt, dann
sollte es die Neusynthese der Rhabdommembran untér-
binden oder zumindest reduzieren.

Bei einigen Experimenten wurde der Inhibitor erst

30 Minuten nach Beginn der Belichtung zugegeben.

2.2.1.4 Gefrierbriiche von Retinen im Ultrahoch-

vakuum

Im Rahmen eines EMBO-Lehrganges an der ETH Ziirich
wurden Astacus-Retinen in der von H. Gross entwickel-
ten Ultrahochvakuumanlage gefriergebrochen.

Das dieser Apparatur zugrunde liegende Prinzip bietet
gegeniiber der Standardmethode der Gefrierdtzung den
Vorteil, daB das Betriebsvakuum auf 2-10_9 Torr er-
niedrigt worden ist (statt 10_6 Torr), wodurch das
Gefrier&dtzen biologischer Objekte auch bei -196°C
weltgehend ohne Kontamination m&glich wird.

Weiterhin kénnen aufgrund der geringen Temperatur
plastische Deformationen, d.h. Strukturverdnderungen
der Membranen und Molekiile durch das Brechen oder
Schneiden,sowie Erwdrmung durch das Bedampfen weiter
reduziert werden.

Ndheres ilber diese Methode bietet die Dissertation von
Heinz Gross: 'Gefrierdtzung im Ultrahochvakuum (UHV)

bei -196°C'.
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2.2,2 Gefrierspriihen isolierter Rhabdome

Die Gefrierspriihversuche wurden in Zusammenarbeit mit
Herrn G. Dahl und Herrn WeiB am Institut filir Physio-
logie an der Universitdt des Saarlandes, Homburg/Saar,
durchgefilihrt.

Um die rhodopsinhaltige Membran im nativen Zustand,
d.h. ohne mégliche Verdnderungen durch die Einfllisse
von Fixierung (Glutaraldehyd) und Frostschutzmittel
(Glycerin) betrachten zu k&nnen, wurde ein von
Bachmann (1973) entwickeltes spezielles Verfahren zum
Einfrieren des Gewebes, das Gefrierspriihen, erprobt.
Hierbei wird in der von der Fa. Balzers gebauten Ge-
frierspriihanlage die Suspension mit Hilfe einer Spriih-
pistole in kleine SpraytrOpfchen zerstdubt (Durchmes-
ser 10 = 50 um) und in fllissiges Propan (=190 °C) ein-
gespriiht.

Durch den Verzicht auf den Préparatetrdger und die
Verringerung der Probengr&Be werden hinreichend groBe
Einfriergeschwindigkeiten erzielt, so daB ein Frost-
schutzmittel und damit auch eine vorherige Fixierung
der Membran nicht mehr erforderlich ist.

Die gefrorenen Tropfen des Prdparats werden in eine
stickstoffgekiihlte Thermostatenbox {iberfiihrt, nach
Abpumpen des Propans mit einem organischen Bindemit-
tel (n-Butylbenzol) bei -85 °C angeteigt und auf einen
Prdparatehalter gleicher Temperatur Ubertragen.

Die anschlieBende Gefrier&tzung erfolgt in der {iblichen
Weise (s. Anleitung der Fa. Balzers).

Da beim Spriihen hohe Scherkrifte auftreten und die
Suspension sehr fein zerstdubt wird (s.o.), eignet
sich die Splhpistole flir die relativ groBen Rhabdome
(maximal 50 um breit, ca. 130 pm lang) nicht.

Die Spriihpistole wurde durch eine Glaspipette ersetzt,

in deren Spitze eine fiir das Elektronenmikroskop her-
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gestellte Blende von 70 pm Durchmesser eingeschmolzen
ist.

Die in die Pipette gefilillte Rhabdomsuspension wird

nun mittels Druckluft (0.75 atil) kontinuierlich durch
die Blende gepreft und dadurch zu einem feinen Strahl
geformt. Bevor dieser in das fllissige Propan trifft,
wird er von einer mit drei gleichen Offnungen versehe-
nen rotierenden Scheibe zerhackt (s. Abb. 4) (Dahl und
WeiB, unverdffentlicht). Das Zerhacken ist von Vorteil,
weil die entstehenden kurzen Abschnitte sich beim Ein-
tritt in das Propan zu kleinen Tr&pfchen abkugeln, die
schneller eingefroren werden kdbnnen als der kontinu-
ierliche Strahl, der als ein kegelfdrmiges Gebilde aus
dem Propan gleichsam herauswéchst.

Dieses Verfahren eignet sich zum Einfrieren grdRerer
Objekte, da selbst bei einer Blendendffnung von 100 um
Erythrozyten (Mensch) in den dabel entsprechenden
grbBeren Tropfen noch ohne Eiskristallbildung einge-
froren waren.

Da die Isolierung der Rhabdome stets ein verhdltnis-
médRig groRes Flissigkeitsvolumen erfordert, ist die
Dichte der Rhabdome in der Suspension mit 20 - 40
Rhabdome/pl - und damit auch die Ausbeute an Replica
mit gefriergespriihten Rhabdomen - sehr gering.

Wegen ihrer mechanischen Empfindlichkeit empfiehlt

es sich nicht, die Rhabdome, z.B. durch Zentrifuga-

tion, zu konzentrieren.
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Abb. 4 Apparatur zum Einfrieren von Suspensionen

ohne Frostschutzmittel (entwickelt von
Dahl und WeiBR).
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2.2.3 Anhang des methodischen Teils
2,2.3.1 Abschétzung der von einer Retina bei

Helladaptation absorbierten Photonenzahl

Abb. 5A zeigt das Emissionsspektrum (entnommen aus
Schott-Produktinformation Nr. 7037) der Lampe (Kalt-
lichtquelle Schott K1 150 B), die zur Helladapta-

tion mit hoher Intensitdt benutzt wurde. Die von der
Lampe emittierte Lichtintensitdt (= Fl&dche unter dem
Kurvenzug) betrdgt, gemessen in Hbhe des Krebsauges,

1 - 2 mWatt cm"2 (LichtmeBgerdt 40A Optometer, Pin 10;
United Detector Technology). Da die Oberfl&dche eines
Krebsauges mit 6.28 mm? angenommen wird (Halbkugel mit
Radius 1 mm), ist die effektive, das Auge erreichende
Lichtintensitdt ca. 62.8 - 125.6 puWatt. Um die auf die
Augenoberfldche auftreffende Photonenzahl zu ermit-
teln, wurde die Fl&d4che unter der spektralen Emissions-
kurve in Intervalle von 20 nm unterteilt und somit in
einzelne Rechtecke zerlegt. Aus dem Anteil jedes Inter-
valls an der Gesamtintensitdt (hierfiir wurde der Wert
125.6 pW eingesetzt) und der mittleren Energie eines
Photons pro Intervall 148t sich die Photonendichte

im Intervall und mithin die auf die Augenoberflidche
gelangende Photonenzahl errechnen.

Nun kann man direkt keine Aussage dariiber machen,
wieviel Photonen die Sehzellmembran erreichen und von
den Rhodopsinmolekiilen absorbiert werden, da ganze

Augen sich nicht spektroskopisch untersuchen lassen.

Es ist indes mdglich, aus dem Extinktionsspektrum*
der Rhabdomsuspension einer dunkeladaptierten Krebs-

retina die Absorption des eingestrahlten MeBlichtes

* Das Extinktionsspektrum der Rhabdomsuspension einer
Krebsretina wurde freundlicherweise von K. Hamacher
(s. Hamacher, Dissertation, in Vorbereitung) zur
Verfiigung gestellt.




zu bestimmen (d.h. bei jeder Wellenld&nge wird ein be-
stimmter Prozentsatz des eingestrahlten Lichtes ab-
sorbiert) und dieses Absorptionsspektrum (Abb.5 B)
dann auf das Emissionsspektrum der Lampe 2zu nor-
mieren*. (Dies ist durch den in das Emissionsspektrum
eingezeichneten kleinen Kurvenzug dargestellt.)

So erhdlt man wiederum den Anteil der auf das Auge

treffenden Lichtquanten, der - im zellfreien System -

von Chromoprotein maximal absorbiert werden kann;
also quasi eine Maximalabsch&tzung, ohne den EinfluB
des dioptrischen Apparates, der Schirmpigmente, der
Lage und Packungsdichte der Mikrovilli zu berilck-
sichtigen.

Unter diesen Vorauséetzungen und nach den o.a. Be-
rechnungen betr&dgt die auf das Krebsauge treffende

Photonenzahl bei Helladaptation mit 2 mW cm“2

8.035 » 10 ° sec”'; davon werden gemdB Absorptions-
spektrum
4.106 « 104 sec™ (= 5.1 %) absorbiert.

Entsprechendes gilt fiir die Helladaptation mit Raum-
licht (Leuchtstoffrdhren Osram 25 SA universal weiB:;
70 pWatt cm_z):

Mit Hilfe von Kantenfiltern (Schott 0G)

und dem LichtmeBgerdt wurde festgestellt, daB sich
das Emissionsspektrum der Leuchtstoffr8hren (Farb-
temperatur ca. 4570 K) qualitativ nicht von demjeni-
gen der Kaltlichtquelle (Schott K1 150 B) unter-
scheidet. Somit 14Bt sich auch hier nach dem angege-
benen Verfahren die absorbierte Photonenzahl bestim-
men.

Sie betrédgt: 1.437 -1013 sec—1.

* Man sieht, daB die Lampe oberhalb 650 nm noch Quan-
ten emittiert, die Rhabdomsuspension jedoch nicht
mehr absorbiert. Der umgekehrte Fall tritt unter-
halb 400 nm auf: hier wiirde die Rhabdomsuspension
noch absorbieren, die Lampe sendet aber keine
Photonen mehr aus.




Bei einem Proteingehalt von 1 pg pro Krebsretina
und einem Rhodopsinanteil von 50 % (K. Hamacher,
pers. Mitteilung) gelangt man zu einer Molekiilzahl
von 8.16 + 102
Verhdltnis von ca. 50 absorbierten Photonen pro
Rhodopsin und sec im Falle der Helladaptation mit

2 mW cm—z, bzw. von ca. 2 absorbierten Photonen

Rhodopsin/Retina und damit zu einem

pro Rhodopsin und sec im Falle der Helladaptation
mit 70 uw om=2 .
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Abb.5A Emissionsspektrum der Kaltlichtquelle Schott
KL 150B mit Lichtleiter (s.Schott Produktin-
information Nr. 7037). Die von der Lampe
emittierte Lichtenergie betrdgt in HOhe des
Krebsauges (s. Material und Methode) noch
1 - 2 mW sec cm™2. In die Emissionskurve
schraffiert eingezeichnet ist der Anteil des
von der Rhabdomsuspension einer Retina ab-
sorbierten Lichtes (ca. 5 %), der aus den
Daten der Abb. 5B bestimmt wurde.

Abb. 5B Absorptionsspektrum der beschallten Rhabdom-
suspension einer Krebsretina. Die Absorption
wurde nach den Werten eines von K. Hamacher
freundlicherweise zur Verfligung gestellten
Extinktionsspektrums (K. Hamacher, unver-
dffentlicht) berechnet.
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5C Hypothetisches Absorptionsspektrum des
Rhodopsins und Metarhodopsins von Astacus
leptodactylus.
(Entnommen aus der Dissertation von M.Wilms
(1977) ; ndheres s. dort).



22 a3l Auswertungsmethoden zur Ermittlung von

Partikeldichte und PartikelgroéBe

Zur Berechnung der Partikeldichte wurden auf ver-
schiedenen Bildern gleicher VergrdBerung jeweils

1 mm? groBe Areale ausgez&hlt, und zwar so viele,
daB ihre Fl&chensumme etwa 1 pm? in Realitdt ergab.
Aus dem fiir 1 mm®* Bildfl&dche erhaltenen Partikel-
zahlen wurden Mittelwert und Streuung bestimmt,
diese wiederum auf 1 mm®* Realfldche hochgerechnet.
Zu jedem Adaptationswert wurden die Bilder von

mehreren (3 -6)Retinen ausgewertet.

Die Partikelgr6Ben wurden folgendermaBen bestimmt:
Areale mit deutlich erkennbaren Partikelstruk-
turen wurden ausgewdhlt und innerhalb dieser Areale
von 1 - 2 mm* alle Partikel quer zur Bedampfungs-
richtung mit einer Lupe mit Skaleneinteilung aus-
gemessen. MeBunterschiede von 7 2 konnten wahrge-

nommen werden.
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2¢243+3 Laserdiffraktogramme der Partikelreihen

den PF-Flidchen der Mikrovillusmembranen

Die Laserdiffraktogramme wurden von Herrn Dr. Hahn,
Institut fiir Biophysik und Elektronenmikroskopie der

Universitédt Diisseldorf hergestellt.

Zur Ermittlung der Periodizit&t der Partikelreihen
wurde von Negativen mit gr6Beren Arealen dieser
regelmédBigen Strukturen mit Hilfe von Laserlicht
ein Beugungsmuster hergestellt (Theorie s. Thon
1964) .

Der Abstand der periodischen Elemente (g) kann dann
aus folgenden Daten berechnet werden:

g = L * A Vg-an = 11,12 7m

V.=~ @

1 = Beugungsldnge (5.69 m)

A= Wellenldnge des Laserlichtes (632.8 nm)

V, = Vergr. des Diffraktogramms (1.5)

n = gemessene Beugungsordnung (2)

d = Abstand der Reflexe gleicher Ordnung (71 mm)
V_ = elektronenoptische Vergr. (27 360)



Laserdiffraktogramm der Partikelreihen auf
den PF-Fl&dchen der Mikrovilli eines 48 h
helladaptierten (70 uW cm™2) FluBkrebses.




3 Ergebnisse

3.1 Ultrastrukturdnderungen des Rhabdoms und der
umgebenden Retinulazellen in Abhédngigkeit vom

Adaptationszustand

37T Anderung der Partikelanordnung auf den plas-
matischen Mikrovillusmembranfldchen in Ab-

hdngigkeit vom Adaptationszustand

Die Retinen von unter verschiedenen Lichtbedingungen
adaptierten Krebsen wurden gefriergebrochen (s.
Material und Methode 2.2.1) und die Mikrovillusmem-
branfldchen auf lichtinduzierte Ultrastrukturdnde-

rungen hin untersucht.

Abb. 7 gibt einen Uberblick ilber den Teil eiier ge-
friergebrochenen dunkeladaptierten Retina (Ldngs-
bruch) mit einem Rhabdom, dessen Mikrovillipakete ab-
wechselnd quer und ldngs gebrochen sind, sowie den
angrenzenden Retinulazellen.

In einem vergrOBerten Ausschnitt eines Rhabdoms

(Abb. 8) ist zu erkennen, daB die Mikrovilli Aus-
stlilpungen der Retinulazellen sind. Wenn man den
Bruchverlauf entlang der plasmatischen (PF) Membran-
flédche zweier Retinulazellen (s. Abb. 9), die alter-
nierend Mikrovilli zur Mitte der Retinula hin ausstilil-
pen, betrachtet, fdallt auf, daB der Durchmessér der
angebrochenen Mikrovillusbasis meist gréBer ist als
derjenige eines einzelnen Mikrovillus, der ca. 72 nm
betrdgt (Tab. 4 ). Dies spricht dafiir, daB sich mehrere
Mikrovilli aus der gemeinsamen Basismembran abzweigen.
In der mittleren Rhabdomregion, dort wo sich die Ta-
petumzellen fingerfdrmig zwischen die Retinulazellen
schieben, finden sich auf den PF-Membranfldchen der

Tapetumzellen Anh&ufungen von Partikeln (s. Abb. 10
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und Abb. 11), &dhnlich der Struktur von 'gap-junctions'.
Diese Strukturen kénnten demnach Verbindungen der Ta-
petumzellen mit den Retinulazellen darstellen.

Auf den plasmatischen Membranhdlften der Mikrovilli
sind zahlreiche Partikel zu erkennen, die im dunkel-
adaptierten Zustand der Retina immer statistisch ver-
teilt sind; die extraplasmatischen (EF) Fl&dchen er-
scheinen dagegen glatt (s. Abb. 8). Die Mikrovilli wvon
Krebsen, die nach 12 - 18 Std Dunkeladaptation 48 Std
im Raumlicht (70 pWatt cm_2) helladaptiert worden sind,
weisen auf ihren PF-Fl&dchen Areale mit einer regelmdBi-
gen Reihenbildung der Partikel auf (s. Abb. 11). Die
Partikelreihen verlaufen schrdg in einem Winkel von 22°
(ermittelt aus dem Laserdiffraktogramm *) zur Mikro-
villusbasis (Abb. 12 und 13). Areale mit Partikelreihen
sind Uberall im Rhabdom zu finden.

Kleine Gebiete mit diagonal verlaufenden Partikelreihen
sind auch auf den Mikrovillusmembranfldchen (PF) von
Procambarus—-Retinen (Fernandez und Nickel 1976) sichtbar,
treten allerdings nicht in Abh&ngigkeit von einer Hell-
oder Dunkeladaptation auf.

Auf den EF-Fl&dchen, die in Prdparaten ohne Reihenbildung
glatt erscheinen, treten, komplementdr zu den Reihen,
Riefen auf (Abb. 12):

Die klappsymmetrische Zuordnung von Reihen und Riefen
148t den SchluB zu, daB die Partikel als schraubenf&r-
miger (helicaler) Strang um die Mikrovilluslédngsachse
angeordnet sind. An Mikrovillienden ist im L&ngsbruch
eine derartige wendelartige Struktur angedeutet (Abb.
14) .

Auf allen vorliegenden Bildern sind die Partikelreihen
linksgdngig gewunden (Abb. 11, 12, 13, 14).

Aus Laserdiffraktogrammen ergibt sich eine Perio-

dizitdt (mittlerer Abstand von Reihe zu Reihe) von

* Die Laserdiffraktogramme wurden freundlicherweise
von Herrn Dr. M. Hahn, Institut fiir Elektronenmikro-
skopie der Universitdt Diisseldorf, angefertigt (s.
Abb. 6 im Anhang zu Material und Methode) .



Abb.

7: Uberblick liber ein gefriergebrochenes Rhabdom

(Lédngsbruch) (Rh) mit angrenzenden Retinula-

zellen (Rz).

Sichtbar sind die senkrecht zueinanderstehen-
den Mikrovillipakete, wodurch die Mikrovilli
einmal in L&ngs- (Mvy) und zum anderen im Quer-
bruch (qu) erscheinen. Die Bedampfungsrichtung
wird durch folgendes Symbol ®

angezeigt.
Aufnahme G.Dahl , Siemens 101, 80kV



Abb.
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Langsgebrochene Mikrovilli (Mv), die sich an
ihrer Basis aus einer gemeinsamen 'Wurzel'
der Retinulazellmembran abzweigen ( ==~ ),
wobei die Membran der Retinulazelle in die
der Mikrovilli Ubergeht. Die Mikrovilli zei-
gen glatte, konkave EF-Fl&chen und konvexe
PF-Fl&chen, die dicht mit statistisch ver-
teilten Partikeln versehen sind. Im unteren
Teil des Bildes sind Mikrovilli im Querbruch
zu erkennen.

Philips 400, 80 kV
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Bruchverlauf entlang der PF-Membranfldchen
zweier Retinulazellen (Rz.,; Rz,), die
alternierend Mikrovilli in die"Mitte der
Retinula ausstiilpen. Der Durchmesser der
angebrochenen Mikrovillusbasen (MvB) ist
meist grdBer als derjenige eines Mikrovillus
(ca. 72 nm). Im oberen Teil des Bildes
schiebt sich keilférmig eine Tapetumzelle
(Tz) zwischen die beiden Retinulazellen und
ist mit diesen an mehreren Stellen anschei-
nend strukturell (8hnlich den 'gap junctions')
verbunden ( =% ),

Jeol 100 C, 80 kV



Gefrierbruch zweier Retinulazellen (Rz.,
Rz,), zwischen die sich eine Tapetumzelie
(TZ) geschoben hat. Auf der PF-Membran-—
fldche finden sich Partikelanhdufungen

( =2 ) (&hnlich wie 'gap junctions',
jedoch ungeordneter), die Verbindungsstruktu-
ren zu den Retinulazellen darstellen k&nn-
ten (vergl. Abb. 9 ).

Jeol 100 C, 80 kV
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Mikrovilli (L&ngsbruch) von Retinen, die _
48 Stunden helladaptiert waren (70 pWattcm ),

Auf den PF-Fldchen treten Areale mit Reihen
geordneter Partikel auf ( ==# ). Die Reihen
verlaufen schrédg zur Mikrovilluslé&ngsachse
und bilden einen Winkel von 22° mit der
Mikrovillusbasis.

Siemens 101, 80 kV
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Areale mit Reihenbildung. Die Reihen besit-
zen einen regelmdfigen Abstand von 11.1 nm
(Laserdiffraktogramm, M. Hahn, Universit&t
Dlisseldorf, Institut filir Elektronenmikro-
skopie und Biophysik), Auf den EF-Fl&chen
sind als Abdruck der Reihen Riefen zu fin-
den. Reihen und Riefen bilden einen Winkel
von 136° (Laserdiffraktogramm) miteinander;
dies 1dBt auf eine spiralige Anordnung der
Partikelreihen um den Mikrovillus herum
schlieBen.

Jeol 100 C, 80 kV




Abb.

142

Mikrovilli (L&ngsbruch) einer 48 h hell-
adaptierten Retina.

Eingezeichnet sind die Winkel, die die
Reihen und Riefen zur Mikrovillusbasis
bilden.

Jeol 100 C, 80 kV

Langsgebrochene Mikrovilli mit Reihenbil-
dung der Partikel.

Der Ausschnitt zeigt das Bruchende eines
Mikrovillus, wo die spiralige Anordnung
angedeutet sichtbar wird ( =% ),
Philips 400, 80 kV
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11.1 nm. Bei einem Winkel von 22° zur Mikrovillus-
basis betrdgt die Ganghbhe eines Stranges 55 - 65 nm;
dies bedeutet aber, daB 5 - 6 Helices ineinander ver-
drillt sein miissen.
Gefrierdtzuntersuchungen an der Retina des FluBkrebses
(Ruska 1974) zeigen z.T. auf den EF-Fldchen der Mikro-
villi eine Reihenstruktur mit einer Identité&tsperiode
von 8.1 nm (Laserdiffraktogramm, M. Hahn), die senkrecht
zur Mikrovillusl&ngsachse angeordnet sind.
Aus dem Wert flir die Identitdtsperiode (11.1 nm) und der
ausgezdhlten Partikelmenge pro Reihe 1l4Bt sich eine
Dichte von 11000 + 1000 Partikel pro pm* Membranflé&che
errechnen. Filir die Areale mit statistisch verteilten
Partikeln erhdlt man auf dem gleichen Prédparat der Lang-
zeit-helladaptierten Retina eine Dichte von 7000 + 1400
Partikel pro um? Mikrovillusmembranfldche. Die Mikrovil-
lusmembran von 48 Std dunkeladaptierten Tieren weist da-
gegen nur eine Partikelanzahl von 5000 + 500 pro um? auf
(Zusammenstellung s. Tab. 1).
Fernandez und Nickel (1976) finden fiir Procambarus
clarkii 6600 Partikel pro pm? Mikrovillusmembran-
fldche - wobei iliber den Adaptationszustand keine An-
gaben gemacht werden - und Eguchi und Waterman (1976)
geben filir die gleiche Species einen Wert von 8000 pro
pm? Membranfldche bei 24 Std helladaptierten Tieren an.
Die PartikelgrdBen sind vermutlich nicht normalverteilt:
Flir die PartikelgrdBe auf den Mikrovilli von 48 Std hell-
adaptierten Krebsen ergibt sich ein Maximum zwischen
70 = 80 R Partikeldurchmesser und ein erhdhter Anteil
an Partikeln mit 40 - 50 2 Durchmesser (s. Abb. 18 A).
Auf den Mikrovillusmembranen von 48 Std dunkeladaptier-
ten Tieren haben die meisten Partikel einen Durchmesser
von 80 - 90 2, wdhrend der Anteil an kleineren Partikeln
(40 - 50 E) geringer als bei der helladaptierten Retina
ist (Abb. 18 B).
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3.7.2 Gefrierbriiche von Retinen im Ultrahochvakuum

In Zusammenarbeit mit H. Gross, ETH Zlirich, wurden

6 Retinen, die ca. 6 Stud im Raumlicht (Leuchtstoff-
rohren) helladaptiert worden waren, in der Ultrahoch-
vakuumanlage (2 - 10_9 Torr) bei -196 °C gefrierge-
brochen. Abb. 15 zeigt die Mikrovillusmembranfl&chen
einer solchen Retina. Die PF-Fl&dchen weisen statistisch
verteilte Partikel auf, die EF-Fl&4chen eine feine Gra-
nulierung. Reihen oder Riefen, wie im vorherigen Kapi-
tel beschrieben, sind nicht zu finden. Die Partikel-
dichte liegt bei 7600 + 800 pro um? Membranfldche. Das
Maximum der GréBenverteilung der Partikel (Abb. 18 D)
ist hier gegeniiber den mit der konventionellen Methode
gewonnenen Daten (Abb. 18 A) zu geringeren Partikel-

o
durchmessern (40 - 50 A) hin wverschoben.



Abb.

15

2

Mikrovilli einer im Ultrahochvakuum (10~
Torr) bei -196° C gebrochenen Retina (ca.
6 Stud mit Raumlicht helladaptiert). Die
PF-Fl&chen zeigen statistisch verteilte
Partikel, die EF-Fl&dchen sind fein granu-
liert.

Siemens 101, 60 kV



Tab. 1 : Ubersicht iiber die Partikeldichte pro pm?
Mikrovillusmembranfl&iche des Astacus-Rhab-
doms.

(Auswertungsmethode s. Anhang zu Material

und Methode)

Prédparat Adaptation Partikeldichte/pm?
Retinen 48 h HA 11000 ¥ 1000 (Partikel-
konventionell reihen)
gefriergebro- 48 h HA 7000 ¥ 1400

chen 48 h DA 5000 ¥ 500

Retinen im
UHV gefrier- ca.
gebrochen 6 h HA 7600

1+

800

HA

helladaptiert

DA

i

dunkeladaptiert



-~ 36 =

3w 158 Unfixierte gefriergespriihte Rhabdome hell-

und dunkeladaptierter Krebse

Um ausschlieBen zu kbnnen, daB die Reihen- und Riefen-
bildung auf eventuelle Einfliisse von Glutaraldehyd
oder Glycerin zuriickzufiihren ist, wurden isolierte
Rhabdome von Retinen dunkel- (12 Retinen) und hell-
adaptierter (14 Retinen) Krebse gefriergespriiht.

Abb. 16 gibt einen Uberblick liber ein gefriergespriih-
tes Rhabdom. Die regelmdfBige Anordnung des Mikrovilli-
stapels geht vermutlich aufgrund der mechanischen Be-
anspruchung beim Isolations- und Sprihvorgang ver-
loren, wdhrend die einzelnen Mikrovilli noch gut zu
erkennen sind.

Rhabdome von 48 Std helladaptierten Retinen weisen im
Gegensatz zu dunkeladaptierten auf den EF-Fl&chen
ihrer Mikrovilli Riefen auf (Abb.17 ). Partikelreihen
sind indessen nicht auffindbar. Immerhin kann das Auf-
treten der Riefen als Indiz filir ihr urspriingliches Vor-
handensein gelten ,so daB folglich die Reihen- und
Riefenbildung nicht auf Fixierungsartefakten beruht.
Da die Mikrovilli in diesem Fall nicht mehr ausgerich-
tet, sondern wellenartig gebogen sind, konnte kein
Laserdiffraktogramm erstellt werden; soweit es mdglich
war, wurde der Abstand der Riefen auf den Bildabziligen
ausgemessen. Hierflir ergibt sich ebenfalls eine Perio-
dizitdt von etwa 11 nm.

Die GroBenverteilung der Partikel auf den Mikrovilli-
membranfldchen gefriergespriihter Rhabdome stimmt mit
derjenigen gefriergebrochener Rhabdome liberein (Abb. 18A,C).
Wegen der gedehnten bzw. gestauchten Mikrovillimembran-
fldchen und dem zu geringen Anteil an auswertbaren
Membranfldchen ist eine Partikeldichtebestimmung mit
groBen Fehlern behaftet (flir Abb. 17 ergibt sich eine
Partikeldichte von 6249 & 2266 /pm? Membranfl&che).



Abb.

_37_

16 Uberblick (Ldngsbruch ) Uber den Teil eines
gefriergespriihten unfixierten Rhabdoms (Rh)
eines 48 Std helladaptierten Krebses .
Mikrovilli sind zu erkennen,jedoch ist die
regelmdBige Anordnung von Mikrovillipaketen
aufgehaoben.

Jeol 100 C, 80 kV



Abb. 17

Ausschnitt aus Abb. 16 . Auf den EF-Fl&dchen
sind deutlich Riefen (== ) 2zu erkennen;
auf den PF-Fl&chen fehlen jedoch die
Partikelreihen, auch tritt die Partikel-
struktur weniger deutlich hervor.

Jeol 100 C, 80 kV
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3.1.4 Abh&ngigkeit der Reihenbildung der Partikel
von der Dauer und Intensitdt des Adapta-

tionslichtes

Mit zwei Gruppen von Krebsen wurden die folgenden

Adaptationsreihen durchgefihrt:

1. Helladaptation mit Raumlicht (70 pWatt cm_z)

fir 6, 12, 24 und 48 Std, sowie eine Dunkelkon-
trolle.

2. Helladaptation mit einer Halogenlampe (1 - 2 mWatt
em 2) fur 1, 3, 4.5, 6, 12, 24, 36, 48 Std, sowie

eine Dunkelkontrolle.

Zu jeder unterschiedlichen Adaptationsbedingung wur-
den mindestens 4 Retinen gefriergebrochen.

Innerhalb der ersten Serie treten nach 24stiindiger
Belichtung die ersten Areale von geordneten Partikeln
auf, die sich auf wenige Mikrovilluspakete einiger
Rhabdome beschrédnken; nach 48stlindiger Helladaptation
sind sie liberall im Rhabdom zu finden.

Innerhalb der zweiten Adaptationsreihe mit hoher
Lichtintensitét ist eine wendelfdrmige Anordnung der
Partikel schon nach 3-stiindigerBelichtungsdauer vor-
handen. Mit Fortdauer der Helladaptation nimmt die
H&ufigkeit der Arealbildung zu. Einher damit geht
eine fortschreitende Zerstdrung der Rhabdome, die
nach 12 Std Belichtung mit der hohen Intensit&dt auf
dem elektronenmikroskopischen Bild erstmals sichtbar wird
(Abb. 32 ) und nach 36 Stunden die urspriingliche
Mikrovillusstruktur (inbegriffen die Ultrastruktur)
so verédndert hat (s. Abb.34 A ), daB keine Aussagen
mehr liber die Partikelanordnungen gemacht werden
kébnnen (n&dheres s. 3.1. 7).

Das Auftreten der Reihen- und Riefenstruktur auf den
Mikrovillusmembranfl&chen hdngt unter definierten

Adaptationsbedingungen also sowohl von der Dauer als
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auch von der Intensitdt des Adaptationslichtes ab.

315 Der EinfluB von Cycloheximid auf die Par-
tikelreihenbildung auf den Mikrovillusmem-
branfldchen bei Helladaptation des ganzen

Krebsauges in vitro

Da die helicale Partikelanordnung mit der Dauer und
Intensitédt des Adaptationslichtes korreliert ist,
kénnte sie mit dem lichtinduzierten Abbau (oder even-
tuell auch Aufbau) der Mikrovillusmembran zusammen-
h&ngen (s. Diskussion). Die Adaptationen wurden in
vitro an ganzen Krebsaugen durchgefihrt.

Dauer (6 Std) und Intensitdt (1 - 2 mWatt cm—z) des
Adaptationslichtes wurden so gewdhlt, daB unter in
vitro Bedingungen Reihen und Riefen auftrédten (s.
30164}

Wie Vorversuche zeigen, ist die Rhabdomstruktur von
in vivo 6 Std dunkeladaptierten Augen und in vitro
Augen, die 6 Std in van Harreveld-LOsung im Dunkeln
verbrachten, auf dem elektronenmikroskopischen Bild
nicht verschieden. Die Mikrovilli von in vitro 6 Std
helladaptierten Tieren weisen auf ihren Membranfl&chen
Reihen und Riefen auf (Abb. 19 ); aus der Anwesenheit
von multivesikul&ren K&rperchen 148t sich schlieBen,
daB Membranabbau stattfindet.

Gibt man 30 min vor oder gleichzeitig mit Belich-
tungsbeginn Cycloheximid (1 mmolar) zu der physiolo-
gischen L&sung hinzu, bilden sich keine Reihen (s.
Abb. 20 ).

Wird Cycloheximid jedoch 30 min nach dem Belichtungs-
beginn zugefligt, so ist eine Reihenbildung in gerin-
gem Umfang zu beobachten.

Ultradliinnschnitte der mit Cycloheximid behandelten

Retina zeigen stark geschwollene Mitochondrien (s.
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Abb. 21), ein Nebeneffekt von Cycloheximid, der in
der Literatur beschrieben ist (Hwang et al. 1974).

Es f&dllt auf, daB bei in vitro helladaptierten Re-
tinen, unabhé&ngig von der Cycloheximidzugabe, im Rhab-
dom groBe Lumina von der Breite mehrerer Mikrovilli
(4 - 6) zu sehen sind (s. Abb. 19 und Abb. 20 ),

die entweder durch Abbau oder Fusion mehrerer Mikro-

villi entstanden sein k&nnten.

Tab. 2 Ubersicht iiber die Versuchsserien von
in vitro hell- und dunkeladaptierten Augen

Adaptation Inkubationsldsung Anzahl Reihen
der und
Augen Riefen
6 h DA v. Harreveld-Lsg. 6 =
v. Harreveld-Lsg. 6 ++

v. Hv. + Cycloheximid

bei Belichtungsbeginn 2 -
6 h HA

v. Hv. + Cycloheximid
1-2 mw cm_2 30" vor Belichtungs- 6 5

beginn

V. Hv. + Cycloheximid
30' nach Belichtungs- 6 +

beginn
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Teil eines Rhabdoms (Rh) mit angrenzender
Retinulazelle (Rz) eines in vitro hells
adaptierten (6 Std mit 1 - 2 mWatt cm 7)
ganzen Auges. ( =3 ) Areal ohne Mikrovilli.
Auf den PF-Fl&dchen der Mikrovilli sind
Reihen ( = ), auf den EF-Fldchen Riefen

( » ) zu finden. GroBe multivesikuléire
Ko6rperchen (MvK) zeigen an, daB Mikrovil-
lusmembranabbau stattfindet.

Jeol 100 C, 80 kV
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Abb. 20

Mikrovilli im L&ngsbruch von 6 Std hell-
adaptierten (Raumlicht) Retinen mit Zu-
satz von Cycloheximid 30 min vor Belich-
tungsbeginn. Die PF-Fl&dchen der Mikrovilli
zeigen statistisch verteilte Partikel, die
EF-Fldchen erscheinen glatt. Im oberen Teil
der Abbildung ist ein grdBeres Lumen inner-
halb des Rhabdoms zu erkennen (== ).

Jeol 100 C, 80 kV
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21
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Ultradlinnschnitt durch Mikrovilli mit an-
grenzenden Retinulazellen (Rz) eines in
vitro unter Zusatz von Cycloheximid hell-

adaptierten Auges (6 Std mit 1 - 2 mW cm 2

Je

Multivesikuldre KOrperchen (MvK) sind ein
Indiz flir Membranabbauprozesse. Zahlreiche
stark geschwollene Mitochondrien (M) deuten
auf die Einwirkung von Cycloheximid hin.
Jeol 100 C, 80 kV
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JeTa8s 1 Messungen des Elektroretinogramms einer
isolierten Astacus—-Retina unter Einwirkung

von Cycloheximid

Die Messungen wurden von U. Miller am Institut fiir
Neurobiologie der KFA Jilich durchgefiihrt.

Die Rezeptorantwort der Astacus—-Retina auf einen
Lichtreiz (10 msec) wird weder in ihrer HOhe
noch in ihrer Latenz- oder Abfallzeit durch Cyclohex-
imid beeintrdchtigt (s. Abb.22 ). Somit kénnen Ef-
fekte des Proteinsynthesehemmers auf die Funktions-
eigenschaften der Photorezeptormembran liber den Zeit-

raum des Versuches (2 Std) ausgeschlossen werden.
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i Ry Spektroskopische Messung der Metarhodopsin-
konzentration von Krebsen unter verschie-

denen Adaptationsbedingungen

Durch Belichtung stellt sich, abhdngig von der
spektralen Verteilung des eingestrahlten Lichtes,
an isolierten Rhabdomen ein photostationérer Zu-
stand zwischen Rhodopsin und Metarhodopsin ein
(Wilms 1977). Licht der Wellenldnge 565 nm ver-
schiebt den photostationdren Zustand weitgehend in
Richtung Metarhodopsin (Abb. 5C ), Licht der Wel-
lenldnge 610 nm zum Rhodopsin hin (Abb. 5C ).

Es ist nicht auszuschlieBen, daB die bei Helladapta-
tion auftretenden helical angeordneten Molekiile
Metarhodopsin darstellen.

Um die Metarhodopsinkonzentration der in vivo hell-
adaptierten Astacus-Retinen zu bestimmen, wurden in
Zusammenarbeit mit K. Hamacher (INB, KFA Jilich)
folgende spektralphotometrische Messungen durchge-
fihrt:

Unter den gleichen Adaptationsbedingungen wie in
Material und Methode (2.1.1) beschrieben, wurden
Krebsaugen in vivo 24 und 48 Std mit Raumlicht

(70 uw cm_z) oder 4 und 6 Std mit der hdheren In-

tensitdt (1-2 mwW cm—z) adaptiert; anschliefend

wurden die daraus im Dunkeln isolierten Rhabdome

im Spektralphotometer (Cary 118) auf die Metarhod-
opsinkonzentration untersucht.

Die Metarhodopsinkonzentration betrug in diesem Fall
nach 24-stiindiger Adaptation der Augen mit Zimmer-
beleuchtung 4% , nach 48-stlindiger Adaptation 15% ;
bei Adaptation mit hOherer Intensitdt waren nach

4 Std 9% und nach 6 Std 14% Metarhodopsin entstanden.

Belichtet man jedoch diese isolierten Rhabdome mit
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Zimmerbeleuchtung, so ist innerhalb von 10 min der
photostationdre Zustand mit 70 - 75 % Metarhodopsin
erreicht. Dabei spielt es keine Rolle, ob das Krebs-
auge hell- oder dunkeladaptiert war. Licht mit der
gleichen spektralen Verteilung wie das Adaptations-

licht kann also an isolierten Rhabdomen, nicht aber

an ganzen Retinen in vivo, das photochemische Gleich-

gewicht weitgehend zu Metarhodopsin hin verschieben.

Wie Tab. 3 zeigt, ist die Zunahme der Metarhodopsin-
konzentration korreliert mit dem Auftreten der Reihen
auf den PF-Fldchen der Mikrovilli. Allerdings wéire dann
der gebildete Anteil Metarhodopsin im Vergleich zu

der Fl&dche der Areale mit Reihen relativ gering,

denn ca. 25 % der Mikrovillusmembranfldche von 48

Std helladaptierten (70 pWatt cm-z) Retinen weisen

in Reihen angeordnete Partikel auf, wédhrend die

Metarhodopsinkonzentration 15 % betrédgt.

Tab. 3 Gegeniberstellung von Metarhodopsinkonzen-
tration und Reihenbildung bei bestimmten

Adaptationszustdnden des Krebsauges

Helladaptations- | Intensitdt | Metarhodopsin- | Reihen-—
zeit (h) (wWatt cm~2)|konz. (3) bildung

24 4 4

70

48 15 ++

4 1000-2000 2 +

14 ++

Dunkeladapta- o ? =

tion
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3w Der lichtinduzierte Abbau der Photorezeptor-

membran

Die Abbauvorgdnge der Mikrovillusmembran wdhrend Hell-
adaptation an Procambarus-Retinen sind von Eguchi

und Waterman (1976) mit Hilfe der Gefrierbruchtechnik
untersucht worden. Ihre Ergebnisse {iber den lichtindu-
zierten Abbau der Photorezeptormembran k&nnen durch
die vorliegende Arbeit im wesentlichen gestilitzt bzw.
vertieft werden.

Die in den Retinulazellen helladaptierten Retinen auf-
tretenden Organellen:

Ummantelte (coated) Vesikel (CV) Abb. 24), multivesi-
kulédre Kobrperchen (MvK) (Abb. 26), gemischt lamellar-
vesikuldre Kobrperchen (LvK) Abb. 27) und multilamel-
lare KOrperchen (M1K) (Abb. 28) werden mutmaBlich aus
Abbauprodukten der photosensorischen Membran gebildet
und wandeln sich wahrscheinlich in der oben genannten
Reihenfolge ineinander um. Daflir spricht, daB die Mem-
branen der Mikrovilli und der Organellen im wesentlichen
die gleiche Ultrastruktur (PartikelgrdBe und Dichte)
aufweisen (Eguchi und Waterman, 1976).

Abb. 24 zeigt die Vesikelbildung an der Basis der
Mikrovilli; die Membran wird zwischen den Mikrovilli-
dsten (Abb. 25) abgeschniirt.

Die entstehenden Vesikel sind auf ihren konkaven
EF-Fldchen mit Partikeln bedeckt und auf ihren PF-
Fldchen glatt; sie erscheinen demnach gegeniliber der
Mikrovillusmembran seitenvertauscht.

Diese Vesikel werden in die multivesikuldren Kdrper-
chen aufgenommen. Da die Vesikel innerhalb der Umhiil-
lung nun auf ihren konvexen Fldchen Partikel aufwei-
sen, l&dBt sich dieser Vorgang plausibel mit einer Ein-
stliilpung erkldren (s. Abb. 23), von Eguchi und Waterman

(1976) auch als sekunddre Endocytose bezeichnet.



B

Direkte Hinweise filir diese von Eguchi und Waterman
aufgestellte Theorie liefern die Abbildungen 29 und 30,
auf denen man sieht, daB der Bruch entlang der HUll-
membran, also zwischen den beiden Membranh&dlften eines
multivesikuldren Korperchens, verlduft, und die das Ver-
schmelzen der Vesikel und ihre Einstlilpung sowohl von

der konvexen als auch von der konkaven Seite zeigen.

Auf Abb. 23 (nach Eguchi) ist eine schematische zusam-
menfassende Darstellung des Mikrovillusabbaus wiederge-
geben. .

Die Umhiillung der multivesikul&ren K&rperchen besitzt
nicht die filir die 'coated' Vesikel charakteristische
Partikeldichte, sondern eine erheblich geringere (ca.
1000 Partikel/pm?) (Abb. 29). Deshalb ist es wenig
wahrscheinlich, daB sie aus dem Zusammenschmelzen von
'coated' Vesikeln entstanden sind, wie es von Eguchi
und Waterman (1976) angenommen wird.

Bei der Umgestaltung der Vesikel in lamellare Struktu-
ren (Abb. 27) kommt es z.T. wieder zur Umkehrung der
konkaven bzw. konvexen Fldchen (Abb. 27).

Die Partikeldichte auf den Vesikeln in den multivesi-
kuldren KOrperchen variiert erheblich (5000 bis

8000 Partikel/um?*; vgl. mit Eguchi (1976): 8000/pm?).
Sie ist jedoch wesentlich hther als auf den ibrigen
Membranfldchen der Retinulazelle (z.B. Retinulazell-
membran mit ca. 1000 Partikel/um?).

Bei den beschriebenen Adaptationsreihen (s. Kap. 3.1.4)
nehmen mit Dauer der Helladaptation Zahl und Gro&Be der
multivesikuldren K&rperchen zu (Winterhager, unver-
6ffentl. Material): bei 48 Std helladaptierten Retinen

(70 pwWatt cm_z) sind sie liber die Basis eines ganzen

* Es wurden ca. 150 Vesikel aus verschiedenen Prédpara-
ten ausgezdhlt, die jeweilige Partikelanzahl wurde
dann auf 1 pm®> Membranfldche hochgerechnet. Wegen
der relativ hohen Schwankungsbreite wurde auf die
Angabe von Mittelwert und Streuung verzichtet.
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Mikrovillipaketes (4 - 5 um) verbreitet (Abb.31 ).
Trotz des groBRen Membranabbaus bleiben Mikrovillus-
durchmesser und Gr&Be des Extrazellularraumes bei
diesem Prédparat unverdndert (s. Tab. 4).

Innerhalb der Serie mit Adaptationslicht hoher Inten-
sitdt ist an den Rhabdomen von 12 Std helladaptierten
Krebsen zu beobachten, daB sich die photosensorische
Membran an der Mikrovillusbasis direkt zu einem KOr-
per lamellarer Struktur aufgerollt hat (Abb. 32).

Nach 36- oder 48-stlindiger Belichtung ist eine Orientie-
rung im Gewebe kaum mehr mdglich. In Gebieten, in denen
Rhabdome vorhanden sein miiBten, finden sich fast aus-
schlieBlich groBe Membranfldchen (Abb. 33); einige we-
nige noch halbwegs geordnete Rhabdomstrukturen zeigen
Mikrovilli mit undeutlicher Ultrastruktur (Abb. 34 A),
sowie im Querbruch (Abb. 34 B) z.T. vergrbBerte Mikro-
villi.

Diese Phdnomene k&nnten so gedeutet werden, daBf Licht
hoher Intensitdt einen zusédtzlichen AbbauprozeB - neben
dem normalen Weg iiber MvK, LvK, M1K - induziert, bei
dem die Photorezeptormembran durch direkte Bildung
multilamellarer KOrper und durch eventuelle Fusion der
Mikrovillimembranen zerstort wird.

Auch bei dieser Adaptationsserie bleibt der Durchmesser
der Mikrovilli konstant (Tab. 4).

Mit Beginn der Zerstdrung und der Bildung vergrdBerter
Mikrovilli wurden weitere Auswertungen als nicht sinn-

voll angesehen.
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Tab. 4 Mikrovillusdurchmesser bei verschiedenen

Adaptationszustédnden des Auges

Adaptationszustand Anzahl der Durchmesser
des Krebsauges ausgemessenen (nm)
Zeit Belichtung SLeravLl LE
(std) l(;.LWatt cm™?)
48 - 240 8. + 3
48 70 130 T3 % ]
1 1000 - 2000 180 70 + 2
3 1000 - 2000 240 76 + 2
6 1000 - 2000 96 74 + 8
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Abb. 23

Zusammenfassende Darstellung des Mikrovillus-
membranabbaus (abgedndert nach Eguchi und
Waterman 1976) : Abschnlirung von Vesikeln
(pinocytotische Vesikel PV) an der Basis
der Mikrovilli zwischen den Mikrovilli&sten.
Dadurch entstehen 'coated' Vesikel (CV)

im Cytoplasma; diese fusionieren mit der
Membran gr6Berer Vesikel unbekannter Her-—
kunft, werden durch sekundédre 'Endocytose'’
aufgenommen und bilden Vesikel innerhalb
der multivesikuldren K&rperchen (MvK).



Abb. 24
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Dieser Gefrierbruch zeigt die Abschniirvor-
gdnge von Vesikeln an der Mikrovillusbasis
zwischen zwei Mikrovillusbilindeln (s. auch
Abb. 25 ). Es entstehen Vesikel (V), davon
eines vermutlich in Abschnlirung ( == )
begriffen, die glatte, konvexe PF-Fl&chen
und partikelreiche EF-Fl&dchen aufweisen

( » ), genau umgekehrt wie bei der
Mikrovillusmembran.

Jeol 100 C, 80 kV
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Ultradinnschnitt eines 6 Std in vitro hell-
adaptierten Auges mit l&ngs und quer ge-
schnittenen Mikrovilli (Mv) und angrenzen-
der Retinulazelle (Rz). Die 'coated' Vesi-
kel schniliren sich zwischen den Mikrovilli-
dsten (Mv_) ab ( == ).

Jeol 100 &, 60 kv
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Abb. 26 Multivesikul&res KOrperchen mit Vesikeln,
die auf den konvexen PF-Fl&dchen zahlreiche
Partikel aufweisen.
Siemens 101, Aufnahme G. Dahl.
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Abb. 27 Ein gemischt-lamellar-vesikuldres KOrper-
chen. Bei der Umwandlung der Vesikel in
lamellare Strukturen kommt es zum Teil zur
Umkehrung der Membranh&lften (=3 ).
Jeol 100 C, 80 kV
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Abb. 28 Querbruch durch ein multilamellares KOrper-
chen mit zahlreichen aufgerollten Membranen.
Jeol 100 C, 80 kV
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Konkave Hillmembranhdlfte (PF) eines multi-
vesikuldren Kdrperchens, an das Plasma
einer Retinulazelle grenzend, von einem

12 Std helladaptierten (1 - 2 mW cm~?)
Krebs. Mehrere Phasen des sekunddren 'Endo-
cytoseprozesses' sind sichtbar (~==). Die
partikelreiche Membranfldche des ehemali-
gen Vesikels ist bei der Verschmelzung und
Einstililpung dem Inneren des multivesikul&-
ren KOrperchens zugewandt.

Philips 400, 80 kV



Abb. 30:

Bruch durch die Hillmembran eines multi-
vesikuldren KOrperchens, der entlang der
konvexen EF-Fldchen verlduft, so daB man
die Einstlilpungen von auBen sieht (==i=).
Gleiches Prédparat wie auf Abb. 29 . Die
glatten konkaven (eingestililpten) Membran-
flédchen werden zu den EF-Fldchen der Vesi-
kel innerhalb der MvK (s. Abb. 29).
Philips 400, 80 kV



Lidngsbruch durch ein Rhabdom (Rh) mit an-
grenzender Retinulazelle (Rz) eines 48 Std
helladaptierten (70 pWatt cm~2) Krebses. Im
Cytoplasma fallen die groBen multivesiku-
ldren Ko&rperchen auf (MvK), die direkt an
der Basis des zur Retinulazelle gehbrigen
Mikrovilluspaketes liegen.

Jeol 100Cc, 80 kV
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Aufgerollte photosensorische Membran ei
12 Std helladaptierten (1 - 2 mWatt cm™
Krebses ( == ).
Philips 400, 80 kV

es
r21)



Abb.

33
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Membranflidchen (MF) im Gebiet der Rhabdome
nach 36-oder 48-stiindiger Belichtung des
Krebses mit 1 - 2 mWatt cm™ <.

Jeol 100C, 380 kv
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Reste von Rhabdomstrukturen eines 36 Std
mit 1 - 2 mWatt cm 2 helladaptierten
Krebses. Die Mikrovillusmembranen im
Liangsbruch zeigen eine glatte EF-Flé&che
und eine partikelreiche PF-Fl&dche; die
Partikelstruktur ist jedoch nur undeutlich
zu erkennen.

Jeol 100 C, 80 kV



Abb.

34

B
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Querbruch durch die Mikrovilli des gleichen
Rhabdoms wie auf Abb. 34 A. Die Gestalt

der vergroBerten Mikrovilli (Mv ) deutet
darauf hin, daB die Mikrovillusflembranen
miteinander fusioniert sein k&nnten.

Jeol 100 C, 80kV
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3.1.8 Anhang zu den Ergebnissen

Experimente zum EinfluB von Cycloheximid auf die
Aufnahme Tritium-markierter Aminosiduren an isolier-

ten Astacus—Augen bzw.=Retinen.

Diese Experimente wurden in Zusammenarbeit mit J.
Winterhager (Institut fiir Neurobiologie, KFA-Jililich)
durchgefihrt.

Da bei Zugabe von Cycloheximid zu isolierten Krebs-
augen vor Belichtungsbeginn die Reihenbildung der
Partikel auf den PF-Fl&chen der Mikrovilli unter-
drickt wird (3.1.5), sollte gepriift werden, ob an
isolierten Augen oder Retinen eine Proteinneusyn-
these stattfindet, und ob diese durch Cycloheximid
gehemmt wird.

Dazu wurden 2 - 4 ganze Augen oder isolierte Retinen
in glucosehaltiger van Harreveld-L&sung mit H?®-~Leucin
oder einem H?-Aminosidure-Gemisch 3 - 15 S5td lang in-
kubiert.

Jeweils der H&lfte der Proben wurde Cycloheximid

(1 mmolar/l) =zugesetzt und zwar stets 30 min vor der
Zugabe des radioaktiven Markers, damit der Hemmstoff
von dem Gewebe aufgenommen werden konnte. Wdhrend
dieser 30-minlitigen Vorperiode verblieben die Hemm-
stoff-freien Kontrollproben in normaler van Harre-
veld-L8sung. Die spezifische Aktivitdt der Inkuba-
tionsl6sung schwankte je nach Versuch zwischen

0.5 pCi/ml und 35 pCi/ml, der Leucin- bzw. Amino-
sduregehalt zwischen 0.2 umol/l und 1 mmol/1.*

Die Proben wurden unter einer 02/C02—Atmosphére
meist bei Zimmertemperatur (22 °C) inkubiert; es
wurden jedoch einige Experimente bei 1 °C gemacht,
um einen Vergleichswert fir den Aminosdureeinbau

beli stark verlangsamter Syntheserate zu erhalten.

*Bei einigen Versuchen war neben H?-Leucin ein Ge-
misch nicht aktiver Aminosduren (Konzentration 0.5

- 1 mmol/1l) der Inkubationsl®sung zugegeben. (Zusam-
mensetzung des Aminosduregemisches s. Tran-Thi 1977).
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Die Lichtbedingungen wurden mehrfach variiert:

Die meisten Krebse waren vor der Prédparation der
Augen dunkeladaptiert, einige an Raumlicht (Leucht-
stoffrdhren, gleiche Bedingungen wie in Material und
Methode beschrieben) adaptiert.

Die 30-minlitige Vorperiode der Inkubation (von der
Cycloheximidzugabe bis zur Zugabe des Isotops), sowie
die Hauptperiode wurden bei Licht (Lichtleiter, s.
Material und Methode) als auch in Dunkelheit durchge-

fiihrt, so daB vier verschiedene Ans&dtze resultierten.

Diese Variationen waren geboten, da einige Autoren
(Hafner und Bok 1975, Burnel et al. 1970) eine Ab-
h&ngigkeit der H?®-Leucin-Markierung des Rhabdoms von

den Adaptationsbedingungen finden.

Am Ende der Inkubation wurden die Retinen, falls das
ganze Auge inkubiert worden war, freiprépariert, dann
in Phosphatpuffer oder v. Harreveld-LOsung (mit oder
ohne "kaltem" Leucin bzw. Aminos&duren) gewaschen und
anschlieBend homogenisiert (s. Kap. 2.1.2). Die Sus-
pension wurde entweder abzentrifugiert (Eppendorf-
Zentrifuge; der Vorgang wurde wegen der grofen Menge
auswaschbarer Radioaktivitdt 3 - 5 mal wiederholt) oder
liber ein Nuclepore-Filter (5 um Porendurchmesser) ab-
genutscht und anschlieBend perfundiert (v.Hve + As-Ge-
misch + Leucin (1mmol/l) ) , oder aber auf den Dichte-
gradienten zur Isolierung der Rhabdome (K. Hamacher,
Dissertation in Vorbereitung) iibertragen. Das Pellet
des Retinagewebes, das in 1 ml-Fraktionen abgesammelte
Superfusat (sowie das Nuclepore-~-Filter mit dem darauf
befindlichen Gewebsresten), bzw. die vom Dichtgradien-
ten stammende Rhabdomsuspension wurden mit Scintillator
(Instagel) versetzt und im Z&hler (Betaszint 5000, Fa.
Berthold) gemessen. Aus der spezifischen Aktivitdt der
Inkubationsl6sung (cpm/mol Leucin bzw. Aminosduren) und
der Aktivit&t der Probe 1l&Bt sich dann die Menge der
ausgewaschenen bzw. noch im Gewebe befindlichen Amino-

sduren berechnen.
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Ergebnisse und Diskussion

In Tab. 5 sind die Ergebnisse der wichtigsten Ver-
suche zusammengefaft.

1. Der Einbau von H?®-Leucin (bzw. H?-Aminos&uren)
variiert stark (s. Tab. 5 ). Um eindeutige {iber der
Hintergrundsaktivitdt (ca. 15 pCi unter den gew&hl-
ten MeBbedingungen) liegende MeBwerte zu erhalten,
muB man flir die Inkubationsl®sung relativ hohe spe-
zifische Aktivitdten ( = 10 pCi/ml) wédhlen. Dar-
iiber hinaus ist es ndtig, die dem Gewebe anhaftende
Radioaktivitdt griindlich auszuwaschen (erst nach 40-=
minlitiger Superperfusion ist die Rate der H?-Abgabe
anndhernd konstant. Der Leucin~Gehalt betrdgt dann
nur noch ca. 10 % des Anfangsgehaltes nach einmaligem
Waschen) .

2, Eine signifikante Abhdngigkeit des Leucin-Einbaus
von der Leucin-Konzentration des umgebenden Mediums
konnte nicht eindeutig festgestellt werden. Es be-
steht allerdings die Tendenz, daB der Einbau mit
steigender AuBenkonzentration zunimmt (Tab. 5

vergl. Reihe 1 - 3 mit 4a, 5a, b und 6).

3. Die h&6chste Aufnahme ist bei einer Konzentration
von ca. 10_3 mol Leucin/l Inkubationsl&sung meBbar.
Unter diesen Bedingungen werden bis zu 0.1 - 0.2
nmol Leucin (Aminos&duren) pro Retina gefunden (s.
Tab. 5 Reihe 1 - 3), Bei einer Gesamtproteinmenge
von 1 mg/Retina (K.Hamacher 1977) mit einem mittle-
ren Molekulargewicht von 40 000 d und unter der
Annahme, daB in 1 mol Protein im allgemeinen 20 -
40 mol Leucin enthalten sind (Schimz,pers. Mittei-
lung), kommt man auf einen Leucin-Gehalt von ca.
0.5 - 1 nmol/Retina.

Demnach entsprédche die o.a. in vitro-Aufnahme einer

(=)

Neusynthese bzw. einem Austausch von etwa 20 8
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des Gesamtproteins.

Daten Uber Syntheseraten (Turnover) der Photorezep-
tormembran von Crustaceen sind in der Literatur

nicht vorhanden und diejenigen von anderen Everte-
braten (White und Lord 1975, Brammer und Stein 1978)
variieren zu sehr, als daB man sie als Vergleichswer-
te heranziehen kénnte. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, daB eine gewisse Leucinfraktion an spezi-
fische Zellstrukturen, z. B. Pigmentgranula, rela-
tiv fest gebunden ist, so daB ein Membranprotein-Um-
satz von 20 % durchaus zu hoch bemessen sein mag
(diese Bindung miiBte dann temperaturabhédngig sein,

s. Punkt 7).

4, Die H?’-Leucin Aufnahme in Abh&ngigkeit von der In-
kubationszeit ist nicht untersucht worden. Nach ca.

5 Std scheint jedoch ein konstanter Wert erreicht zu
sein, der sich auch nach 15=stlindiger Inkubation
nicht verdndert hat (Reihe 3 und Reihe 2), d. h. nach
5 Std kénnte der Aminosdure-Einbau sistieren bzw. Ein- und Ab-
bau sich im Gleichgewicht befinden.

Hafner und Bok (1977) finden bei autoradiographi-
schen Untersuchungen an der Procambarus—-Retina ein
Maximum der Rhabdommarkierung (H?-Leucin) nach 12 Std.
Diese Versuche wurden in vivo durchgeflihrt, indem dem
Krebs radioaktiv markiertes Leucin injiziert wurde.
5. Cycloheximid scheint keinen Einfluf auf den Leucin-
Einbau zu haben; die MeBdaten fliir die mit Cyclohexi-
mid behandelten und die Cycloheximid-freien Proben
unterscheiden sich nicht signifikant voneinander.
Dies mag z. T. daran liegen, daB unter gleichen Be-
dingungen gewonnene Werte untereinander schon groRe
Schwankungen zeigen k®6nnen (s. Reihe 1, in der 4
Retinen einzeln gemessen worden sind; in allen ande-
ren Versuchen mit 4 Retinen sind je 2 Retinen =zu-

sammengefaBft worden). Dadurch w&re eine durch Cyclo-
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heximid verursachte Proteinsynthesehemmung von ca.
30 ¢ ohne eine groBe Zahl von Versuchen nicht nach-
zuweisen.

6. Aus den Ergébnissen 148t sich kein Belichtungs-
effekt auf den Aminosdureeinbau ablesen, gleichgiil-
tig ob die Augen in vivo (Reihe 4), wé&hrend der

30 minilitigen Vorperiode (Reihe 1, vergl. mit Reihe 2
und 3) oder der Hauptperiode (Reihe 2,vergl. mit
Reihe 3 Reihe 6,vergl. mit Reihe 5a, b) der In-
kubation belichtet worden sind. Hafner und Bok
(1977, an Procambarus) sowie Burnel et al. (1970, an
Limulus) finden nach H?®-Leucin-Injektion ins lebende
Tier auf autoradiographischen Wege eine sté&rkere
Markierung des Rhabdoms von dunkeladaptierten Tieren
als von helladaptierten. Die Markierung des Limulus-
Rhabdoms nimmt noch zu, wenn die Augen vor der Dun-
keladaptation belichtet worden sind. Krauhs et al.
(1977) zeigen, daB die Photorezeptorzellen isolier-
ter Augen von Limulus im Hellen stdrker als im Dun-
keln markiert werden.

7. Bei Erniedrigung der Inkubationstemperatur von

22 auf 2 °C wird die Einbaurate um mehrere Zehner-
potenzen verringert (Reihe 4a, 4b; bzw. 7a, 7b).

8. Retinen, die wihrend der Inkubation im Augen~-
becher belassen wurden, zeigen gegeniliber isolierten
Retinen bei sonst gleichen Bedingungen einen ver-
ringerten Einbau (vergl. Reihe 5a mit 5b). Das ganze
Auge bildet also eine Diffusionsbarriere gegehﬁber
Aminosduren, offenbar weil es im Gegensatz zu iso-
lierten Retinen nur von der proximalen Seite her zu-

gdnglich ist.
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4 Diskussion

Ultrastrukturdnderungen des Rhabdoms und der qm—
gebenden Retinulazellen in Abhdngigkeit wvom

Adaptationszustand

I. Charakterisierung der Partikel auf den Mikro--

villusmembranflichen

Die Partikel , die nach dem Gefrierbruch aus-
schlieBlich in der plasmatischen H&1lfte der Mikro-
villusmembran zu finden sind , stellen mit sehr
groRer Wahrscheinlichkeit das Photopigment
Rhodopsin dar.

Aufgrund von Versuchen (Gefrierdtzung bzw. spek-
tralphotometrische Messungen) an Rhabdomen von
Fliegen, die mit einer Vitamin A-Mangeldi&dt aufge-
zogen worden sind (s. auch Einleitung), finden
Schwemer (1979) sowie Boschek und Hamdorf (1976)
in der Photorezeptormembran von Calliphora einen
Rhodopsinanteil von fast 100% am Gesamtprotein;
Larrivee et al. (1979) bei Drosophila einen
solchen von 70-80% . Flir Astacus ermittelt
Hamacher (pers. Mitteilung) dagegen einen Rhod-
opsinanteil von nur 50% der im Rhabdom vorkommenden
Proteine . In diesem Fall wirde die tats&dchliche
Rhodopsindichte auf den Mikrovillusmembranfl&chen

nur die H&dlfte der Partikeldichte betragen.

Durch Helladaptation hervorgerufene Ultrastruktur-
dnderungen auf den Mikrovillusmembranfldchen des
Astacus-Rhabdoms (Anderung der Partikeldichte

und =anordnung ) sind bislang noch nicht be-
schrieben worden.

Sowohl in der Partikelanzahl als auch in ihrer
Grdpenverteilung (s. Abb.18) ergeben sich signifi-
kante Unterschiede zwischen Langzeit-helladap-
tierten (7000 ¥ 1400 Partikel pm_z bei statistischer
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Verteilung; 11000 & 1000 Partikel um 2 bei

Reihenanordnung) und Langzeit-dunkeladaptierten
Retinen (5000 T 600 Partikel pm 2).

M8glicherweise werden mit der Dauer der Hell-
adaptation zunehmend Rhodopsinmolekiile in die
Photorezeptormembraneingebaut, die sich dann ab
einer bestimmten Menge zwangsldufig =zu einer
dichteren Packung = hier Reihenstruktur- um-
orientieren wlirden.Durch Zugabe von Cycloheximid
wirde die Rhodopsinneusynthese eventuell so
verringert, daB damit auch die Bildung von
Partikelreihen ausbleibt (s.u., II).

Wdhrend der Dunkeladaptation scheint sich die
Partikelanzahl auf den Mikrovillusfl&chen zu redu-
zieren und der Anteil an grdBeren Partikel zuzu-
nehmen

Diese Beobachtungen stimmen nicht mit den An-
gaben von Eguchi und Waterman (1979) {iber
Langzeit-dunkeladaptierte Krebse lberein, die inner-
halb der ersten Woche einen Anstieg der Par-
tikeldichte von 4000 Partikel um_z * auf 6000
Partikel pm_z* und nach 1-monatiger Dunkel-

heit eine Abnahme bis auf 2000 Partikel pm—z auf-
weisen. '

Es ist jedoch zu beriicksichtigen, daB einerseits die
Auszdhlung von Partikeldichten - abgesehen von der
aus den Reihen ermittelten Dichte- individuellen
Fehlern unterworfen ist, zum anderen Unterschiede
in der Qualit&dt der Bedampfung und im AusmaB der
Kontamination eine Rolle spielen k&nnen, so daB
die Werte nicht allein auf den physiologischen Zu-

stand der Photorezeptormembran zurlckzufliihren sind.

Daf unterschiedliche Werte fiir die PartikelgrdBe durch-
aus methodischer Art sein k&nnen ,. zeigen die Er-

gebnisse der im UHV gebrochenen Mikrovillusmembranen:

* ohne Angabe der Fehlergrenzen
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Hier liegt das Maximum der PartikelgrdBenverteilung

bei 40-50 & , wogegen auf den mit der konventionellen
Gefrierbruchtechnik erhaltenen Membranfl&chen die
meisten Proteine als Partikel von 70-90 & Durchmes-
ser erscheinen.

Unter der Annahme , daB Rhodopsin eine globulare
(kugelige ) Gestalt hat, kann man aus dem Molekular-
gewicht (40000 d) eine Rhodopsingr&pe von 40 &
errechnen (zitiert nach Stieve 1974). Sardet (1975)
weist nach, daB Vertebratenrhodopsin in langgestreckter
ellipsoider Form vorliegt und das Verhdltnis der

Achsen 30 & : 60 & betrigt.

Hamacher (unverdffentlicht) gibt fir Astacus-Rhodopsin
ein Molekulargewicht von ca. 35000 d an , &hnlich

dem flir Vertebraten gefundenen Wert. Somit entspréche
die GrdpRe des Astacus-Rhodopsins derjenigen des Vertebraten-
rhodopsins.

Vermutlich kommen die im Gefrierbruch nachgewiesenen,
fir Rhodopsinmolekiile relativ zu groBen Partikel (70~
80 A) (Boschek und Hamdorf 1976, Fernandez und Nickel
1976, Uebags 1976, Eguchi und Waterman 1978) dadurch
zustande, daB Wasserdampf bevorzugt an den erhabenen
Strukturen kondensiert (Gross 1978) . Ein Aggregieren
der Partikel wdhrend des Brechvorgangs bei Temperaturen
von - 100 °C bis -150 °C ist weniger wahrscheinlich,
da die Partikel auf den im UHV aufgebrochenen Mikro-
villusmembranfldchen bei wesentlich kleinerem Durch-
messer etwa die gleiche Dichte aufweisen.

Mit dem im UHV erhaltenen Partikeldurchmesser ist die
Diskrepanz zwischen der theoretisch geforderten Gr&Be fir
Rhodopsin und den im Gefrier&dtzbild normalerweise

gefundenen Partikelgr&B8en hinreichend beseitigt.
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IT. Reihenbildung und Adaptationszustand:
Korrelation zur Metarhodopsinkonzentration und

Cycloheximidwirkung

Da die Bildung der Areale mit strukturierter Anordnung
der Proteinmolekiile von der Adaptationszeit und der
Intensitdt des Adaptationslichtes abh&dngt, ist
anzunehmen , daB den Molekiilumorientierungen licht-
induzierte Vorgdnge im Photorezeptor zugrunde liegen.
Die Partikelumorientierung auf den PF-Fldchen der Mikro-
villi ist kein methodisches Artefakt; dies kann nach
den aus Gefrierspriihverfahren und Gefrierbruch im
UHV gewonnenen Ergebnissen weitgehend ausgeschlossen
werden.
Weil nun - wie bei anderen Evertebraten-Photorezeptoren
(Moskito-Larvalauge, White 1967; Limulus-Lateralauge,
Behrens 1976) = auch die Photorezeptormembran des
Sumpfkrebses sich vermehrt im Licht abbaut, und dieser
Abbau mit einer Membranneusynthese im Gleichgewicht
zu stehen scheint, da das Rhabdomvolumen sich nur
wenig verédndert*, kénnte die helicale Anordnung
der Partikel mit dem Membranabbau oder / und dem
- aufbau korreliert sein.Unter der Voraussetzung , daB
der Proteinsynthesehemmstoff Cycloheximid auch bei der
Astacus—-Retina die Neusynthese von Proteinen und damit
bis zu einem gewissen Grade auch den Proteineinbau
in die Photorezeptormembran hemmt, kdnnten nach den
Helladaptationsergebnissen mit Cycloheximid (s.Tab.2)
die Ultrastrukturdnderungen aus folgenden Grilinden
mit der Neusynthese der Membran in Zusammenhang stehen:
Die Reihenbildung bleibt aus, wenn Cyloheximid
zu Beginn der Helladaptation in vitro im Inku=-
bationsmedium zugegen ist. Der Abbau der photo-

sensorischen Membran l&uft jedoch weiter,z.B. daran

* Hafner (in Vorbereitung ) findet wdhrend des diurnalen

Rhythmus 6 Std nach Belichtungsbeginn eine Volumenabnah-

me des Rhabdoms um maximal 25 %.




erkenntlich , daB multivesikul&re K8rperchen im
Plasma auftreten (s. Abb. 21). Allerdings l&4Bt sich
nicht abschdtzen , ob dieser Abbau noch im gleichen
Umfang wie bei einer Cycloheximid-freien Kontroll-
retina stattfindet.

Helladaptationsversuche am Moskito-Auge nach Puromycin-
Injektion zeigen, daB der Abbau der Rhabdommembran
fortschreitet , wdhrend die Membranneusynthese
verringert ist oder sistiert, so daB es zu einer Vo-
lumenabnahme des Rhabdoms kommt (Brammer et al.
1978) .

Da nun Cycloheximid die Reihenbildung , abhidngig vom
Zeitpunkt der Zugabe, mehr oder minder zu unterdriicken
vermag, der Membranabbau aber nach der hier angewandten
Untersuchungsmethode offenbar nicht sehr beeinflufBt
wird, ist die Annahme berechtigt, daB das Auftreten von
geordneten Reihenstrukturen mit dem Proteineinbau
korreliert ist.
Die Messungen der Cycloheximidwirkung auf den Einbau
radiocaktiver Aminosiuren in die Krebsretina (s. Anhang
zu den Ergebnissen, 3.1.8) lassen indes keine Schlisse
zu , ob und in welchem MaBe Cycloheximid die Protein-
synthese hemmt.
Da die Reihenbildung vollstdndig unterbunden werden
kann , scheint die Hemmung relativ grof zu sein,
worauf auch die aus der Literatur entnommenen Daten
(s. Anhang zu den Ergebnissen, 3.1.8 ) hinweisen.
Es 1l4Bt sich allerdings nicht ausschlieBen , daB
Cycloheximid auch eine andere - unbekannte - Wirkung
auf die Astacus—-Retina hat, durch die eine Molekiil~-
umorientierung auf den Mikrovillusmembranfl&chen
verhindert wird.
Es ist empfehlenswert, die Helladaptationsexperimente
an Krebsaugen in vitro unter Zusatz von Puromycin,
dessen Wirkung auf das Moskitoauge bekannt ist (s.o.),

zu wiederholen.
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Da eine gewisse Korrelation zwischen der spektralphoto-
metrisch gemessenen Metarhodopsinkonzentration und

dem Auftreten von Arealen mit Partikelreihen bei ver-
schiedenen Adaptationszﬁsténden besteht (s.Tab. 3),
kénnte es sich um Areale von Metarhodopsinmolekiilen
handeln. Allerdings scheint die jeweils gemessene
Metarhodopsinkonzentration (maximal 15 %) relativ

ZU gering zu sein im Vergleich zu der Arealfldche

(ca. 25 % der Gesamtfldche, bei einer Helladaptation

von 48 Std mit Raumlicht) , die zudem noch eine

héhere Packungsdichte der Molekiile als die restliche
Membranfl&che aufweist.

Die Ursache flir die trotz Langzeit-Helladaptation und der
z.T. unphysiologisch hohen Lichtintensitdt relativ
geringe Bildung von Metarhodopsin liegt vor allem an

der Abschirmung des Photorezeptors durch Pigmente ,

wie folgende Versuche von Hamacher (unver8ffentlicht)
zelgen:

Krebse wurden wdhrend der Hellphase, in der die Rhabdome
durch die Pigmentgranula vom Licht weitgehend abgeschirmt
werden , in Eiswasser gesetzt (um die Geschwindigkeit
der metabolischen Prozesse zu reduzieren) und 3 Std
mit Raumlicht (70 uw cm_z) helladaptiert. Die spektros-
kopischen Untersuchungen ergaben einen Rhodopsinanteil
von nicht unter 90% .

Dunkeladaptierte Krebse , deren Rhabdome weitgehend
schirmpigmehtfrei sind, enthalten nach der gleichen
Belichtung in Eiswasser (durch die niedere Temperatur
wird die Schirmpigmentwanderung wahrscheinlich unterbun-
den) jedoch nur noch 25-30% Rhodopsin (wie die
belichteten isolierten Rhabdome , s.Kap.3.1.6)

Schwemer (1979) postuliert, daB der Metarhodopsin-
gehalt der Photorezeptormembran von Calliphora die
Geschwindigkeit des Rhodopsinabbaus bestimmt, der durch
eine kontinuierliche Neusynthese wiederum kompensiert

werden muB. Von den verschiednenen MOglichkeiten zur
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Bildung des Rhodopsins : Neusynthese,Photoisomerisierung
bzw. enzymatische Isomerisierung des all-trans Re-
tinals , ist letztgenannte nach Schwemer nicht
wahrscheinlich. '

Da nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit in

der in vivo helladaptierten Astacus—=Retina nur wenig
Metarhodopsin gebildet wird, so miBte, wenn die Rhodop-
sinneusynthese von der vorhandenen Metarhodopsin-
konzentration abh&ngt, ebenfalls nur eine geringe
Rhodopsin=-Neubildung stattfinden und folglich auch

der gesamte Turnover der' Photorezeptormembranen

relativ gering sein.

Diese Annahme kann durch die morphologischen Ergeb-
nisse (Kap.3.1.7) nicht gestltzt werden, die bei
Helladaptation mit hoher Intensitdt einen groBen
Membranturnover* bzw., einen hohen Netto-Abbau der
Photorezeptormembran zeigen. Es ist somit fraglich,

ob in diesem Fall die Metarhodopsinkonzentration die

Neusynthese von Rhodopsin reguliert .

Es bleibt ungeklédrt, inwieweit die oben aufgefiihrten
Ergebnisse und Interpretationsmdglichkeiten , die
sich aus den Helladaptationsexperimenten ergeben

- einmal im Zusammenhang mit Cycloheximid (Unter -
driickung der Reihenbildung), zum anderen in Ver-
bindung mit den spektroskopischen Untersuchungen
(evtl. Reihenbildung durch erhbhte Metarhodopsinkon-

zentration) - miteinander vereinbar sind.

* Eine Absch&tzung liber die Geschwindigkeit des Membran-
turnovers ist aus den Gefrierdtzuntersuchungen nicht
moéglich .
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ITI. Zum Mechanismus des lichtinduzierten Abbaus

der Photorezeptormembran

Der lichtinduzierte Abbau der Photorezeptormembran
erfolgt bei Evertebraten in einer Art Phagocytose
(iber vesikulédre, gemischt-vesikuldr-lamellare und
lamellare Zustandsformen) (s. Kap. 3.1.7).
Eguchi und Waterman (1976) finden durch
Gefrierdtzuntersuchungen am FluBkrebsrhabdom
auf den Mikrovillusmembranfldchen und auf den Vesikel-
membranfldchen der multivesikuldren K&rperchen eine
gleich hohe Partikeldichte , sowdie eine geringere
Partikeldichte auf den Lamellen der multilamellaren
K&rperchen. Sie schlieBen daraus , daB ein Proteinabbau
erfolgt ist.
Die Gefrierbruchuntersuchungen der vorliegenden
Arbeit zeigen, daB die Partikeldichte auf den
Vesikelmembranen der multivesikuldren Korperchen sehr
varijert (‘5000—8000 Partikel pm-z, s. Kap. 3.1.7).
Die schwankende Partikeldichte deutet darauf hin,
daB der Abbau der in die Vesikelmembranen eingelagerten
Proteine schon innevhalb der multivesikul&ren K&rperchen
beginnt.
Die multivesikul&dren K8rperchen stellen wahrschein-
lich eine Art Sammelbecken fiir die zum Abbau'an-
stehenden 'Membranen dar,da sie ,im Gegensatz zu den
gemischt-vesikuldr-lamellaren und lamellaren Kor-
perchen,bei Langzeithelladaptation ihren Durchmesser
erheblich (von 1 pum bis auf 5 uym ) vergrdBern kén-
nen (s. Abb.31),
Es ist ungeklidrt, wo und wie die &uBere Hillmembran
der multivesikul&dren K8rper gebildet wird
Eguchi und Waterman (1976) nehmen an, daB sie durch
Verschmelzen der 'coated' Vesikel miteinander ent-

stehen. Dies ist jedoch weniger wahrscheinlich,



da die Hillmembran der multivesikul&dren K&rperchen
im Vergleich zu den Vesikelmembranen mit wenig
Partikeln besetzt ist (Abb. 29). Eventuell
wird sie , wie das bei anderen Lysosomen der Fall

ist, aus dem Golgi-Komplex gebildet.

Bei Helladaptation mit hohen Intensitdten tritt

nach ca. 12 Std ein zusé&tzlicher Mechanismus des
Membranabbaus auf. Neben der Vesikelbildung kommt es
nun auch zu einem direkten Aufrollen der Membran

an der Basis der Mikrovillusausstililpungen ( s. Abb.32).
Diese myelinartigen Membrankomplexe sind bei

einigen Evertebraten, z.B. Limulus (Behrens und

Krebs 1976) , Nauplius-Larve (Fahrenbach 1964)

oder Moskito (Brammer und White 1969) nach l&dngerer
Belichtung vermehrt zu finden. Sie kommen auch bei

der Anwendung von Proteinsynthesehemmstoffen (Cyclo-
heximid, Emetin) in Leberzellen vor (Hwang et al.
1974). Nach Angabe dieser Autoren bilden sich solche
Membrankomplexe immer dann, wenn entweder das

Lipid : Protein-Verhdltnis , die Synthese von Membran-
untereinheiten (und damit die Turnover-Rate ) oder

auch die Funktion der Lysosomen gestOrt ist.

Die Photorezeptorzelle von Astacus wird also nach
lédngerer Helladaptation mit hohen Intensitédten durch
diesen neu einsetzenden Prozess zerstdrt.

Eine Zerstdrung der Rhabdomstruktur -durch hdhere Licht-
intensitdten ist auch beim Moskito-Larvalauge (White
und Lord 1975) beschrieben.

Bei Adaptation mit Raumlicht ist trotz der unphysio-
logisch langen Belichtungszeit keine auffdllige
Anderung der Rhabdomstruktur zu beobachten ; bei
diesen Intensitdten kann entweder der Abbau der
Photorezeptormembran durch den Aufbau kompensiert
werden, oder aber sie wird durch das Schirmpigment

hinreichend geschiitzt.
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