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Vorwort

In dieser Arbeit dargestellte Messungen mit dem
LAMMA-Gerdt sind von Herrn Dr. Schroder (INB, KFA
Jilich) durchgefihrt worden. Die verwendeten gereinigten
Toxinfraktionen und deren Antikorper stammen von Herrn
Prof. Dr. Possani (Universidad Nacional Autonoma de
Mexico) und Herrn Prof. Dr. Maelicke (Max-Planck-Insti-

tut fir Erndhrungsphysiologie, Dortmund).
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II. Abkirzungen

Ca = Kalzium

C.n. = Centruoides noxius

HRP-AK = Peroxidase-gekoppelte Antikdrper
F-AK = Ferretin-gekoppelte Antikdrper
LAMMA = Laser Microprobe Mass Analyser
PBS = Phosphat-Buffered Saline

DAB = 3,3° Diaminobenzidin * 4 HC1

SPI =

Schirmpigmentindex
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Summary:

In the compound eye of the crayfish, Astacus

leptodactylus, adaptation to light and darkness involves

massive redistribution of screening pigment granules
within the cell of the photoreceptor. Apparently, the
function of the pigment granules is to control the light
flux in the photoreceptor, analog to the pupil mechanism
of vertebrates. The explanation for this intracellular
organelle transport and for the mechanisms that partici-
pate in the control of these pigmentary responses are to

a large deqgree controversial.

The purpose of this paper was to determine which mecha-
nism 1s responsible for the pigment granula transport
and secondly to investigate the dependence of the scree-
ning pigment migration in the Astacus photoreceptor

cells on the Ca-household.

Mechanism of the pigment granula transport

To determine whether cytoskeletal structures commonly
thought of as involved in cell motility could bear a re-
lationship to the pigment migration, two mitotic agents,
Colchicine and Vinblastine, different in their proposed
mode of action on microtubules, were tested for their
effect on the movements of pigment granules. Although a
partial blockage of the dark adaptation was caused by
these two poisons, they had no effect on the normal
light-induced response (light-adaptation) in previously

dark-adapted eyes.
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Cytochalasin B, a microfilament poison, was also tested
for its effect on the pigment movement. It was found to
have no effect on the pigment migration which occurred

normally in both directions.

Ionic dependence

The interaction of the Ca-~household with the screening
pigment movement was first studied by varying the
Ca-concentration in the bathing solution in which the

isolated retina were light or dark adapted.

The pigment aggregation that normally occurs in the dark
was inhibited by low (10 6, 10/ mmol/1) as well as by
high (30 - 150 mmol/l1) Ca ian concentrations.

The pigment dispersion induced by light is inhibited by
low Ca ion concentrations (10—6, 10 7 mmol/1) and is
favoured in the presence of high calcium (30 - 150

mmol/1).

For a better understanding of the Ca-effect described
above, the use of a Ca-channel-blocker seemed advisable.

The FI11-9 component of the poison Centrucides noxius was

tested for its use as possible specific Ca-channel
blocker. Because the biochemistry of the vertebrate
cells is better known than that of the invertebrates,
the binding site of the toxin was first localized in the
electric organ (main organ) of the electric eel

(Electrophorus electricus) and in the photoreceptor

cells of the toad (Bufo marinus). Labelled antibodies

(labelled with ferretin or horseradish peroxidase) were
used to mark the distribution of the antigen (FII-9). In

both cases, the toxin was found to bind in regions which

are known to contain Ca~channels.



In the photoreceptor cells of the toad the toxin binds
to the disc membrane of rod outer segments. In the elec-
tric organ (main organ) of the electric eel it was found
that the FII-9 toxin binds to the synaptic vesicles and

cisternae of the synapse.

The results of these experiments suggest that the FII-9
toxin is a possible Ca-channel blocker, a definite
statement 1s not possible as the studies were not done
on a molecular basis. With the presumption that this
toxin actually acts on the Ca-channel, further studies

were done with the photoreceptor cell of the crayfish.

In the first step, the binding site was localized. It
was found that the membrane of the screening pigment
granula contains binding sites for the FII-9 toxin. In
the second step, the effect of this polypeptide on the
Ca-buffering function of the screening pigment was stu-

died.

After treatment with the toxin, isolated retina were in-
cubated 1in 44Caﬁphysiological solutions. (In the control
experiments the toxin step was ommitted.) Results showed
the aaCa—content of the toxin treated pigment to be less
than in the control pigment. The toxin treated pigment

contained about 50 % less 44ca than the control pigment.

The effect of the toxin on the screening pigment move-
ment was then studied. It was determined that the pig-
ment aggregation (dark adaptation) was inhibited by this
toxin, although the light adaptation remained unaffec-

ted.
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I suggest that a microtubule system is responsible for
the dark adaptation. Ca-ions regulate the assembly or
disassembly of this system. High calcium ion concentra-
tions (which accompany for example the light response)
cause a disassembly of the microtubules (which hold the
pigment in a dark adapted state). This leads to a move-
ment of the pigment to the light adapted state. Low Ca’
concentrations (dark adapted conditions) allow an as-

sembly of this system and a movement of the pigment to
the basal end of the cell.



1. Einleitung

l1.1. Schirmpigmentwanderung

In den Photorezeptoren von Astacus ist die Hell- bzw.
Dunkeladaptation verknipft mit der Wanderung der Schirm-
pigmentgranula (distale Retinulapigmente) im Cytoplasma
der Retinulazellen. Diese Bewegung wirkt anscheinend wie
eine Art Pupille, entsprechend dem Pupillenmechanismus
der Vertebraten (Vogt, 1980). Bei geringer Lichtintensi-
tat wird die optische Isolierung der einzelnen Augenkei-
le durch Pigmentwanderung aufgehoben. Es fallen mehrere,
von verschiedenen Kristallkegeln entworfene Bilder eines
bestimmten Objektpunktes auf ein und dasselbe Rhabdom.
So kann durch Variation der Position der Pigmentgranula
der auf die Rhabdome einfallende Lichtflull requliert
werden. Diese Umverteilung der Pigmente ist direkt an
der Augenfarbe des Tieres (rot bei dunkeladaptierten und
schwarz bei helladaptierten Augen) erkennbar. Diese Er-

scheinung wird als "Pseudopupille" bezeichnet,

In Langsschnitten durch die Photorezeptorzelle sind so-
wohl im Lichtmikroskop als auch im Elektronenmikroskop
beim helladaptierten Auge die Schirmpigmente um die Re-
tinulazellkerne deutlich zu sehen, bei den dunkeladap-~
tierten Tieren sind die Schirmpigmente in der Gegend der

Basalmembran zu beobachten.



1.2. Mechanismus der Schirmpigmentwanderung

Der Mechanismus der Schirmpiomentwanderuna ist noch un-
bekannt. Von einiacen anderen Zellen ist hekannt, dafl Mi-
krotubuli- bhzw. Mikrofilamente an der Bewequnq von Pig-
mentqranula beteiligt sind (Mikrotubuli beim Killifisch,

Fundulus heteroclitus: Bikle et al., 1966: Wikswo und

Novales, 1972; Mikrofilamente in der Froschretina:

Malawista, 1971).

Um zu entscheiden, ob ein Mikrotubuli- bzw. Mikrofila-
mentsystem auch hier eine Rolle spnielt, sollen die Wir-
kunnen der Mikrotubuli-Gifte Vinhlastin und Caolchicin
somie des Mikrofilament~Gifts Cytochalasin B auf die

Pigmentwanderung untersucht werden.
1.3, Requlation der Schirmpigmentwanderung

Welche molekularen Mechanismen an der Kontrolle dieser
Pigmentantwort beteiligt sind, ist kaum hekannt. Einine
Autoren nehmen an, dal die Wanderuna der Schirmpiomente

in den Photorezentoren von Xrustaceen (Palaemonetes,

Orconectes und Cambarus) unter humoraler Kontrolle steht

(Welsh, 1939: Fingerman et al., 1962). Dies kann iedoch
nicht allein zutreffen, da Versuche an isolierten

Krustaceen-Retinen {(Procamhberus) {iherzeuagende Reweise

dafiir liefern, dafl die Schirmpigmente direkt auf Licht

reagieren kéinnen (0livio und Chrismer, 1980: Arechiaa,

1977: Frixone et al., 1979).

Bei der Flieae haben einiqe Autoren (Kirschfeld und
Voat, 198N: Stavenga, 1971) angedeutet, daf die Wande-

runag der Schirmpiamente durch eine Komponente der norma-



len Lichtantwort der Photorezeptorzelle ausgeldst wird.
Um welche Komponente es sich handelt, ist bisher nicht
eindeutig beantwortet. Kirschfeld und Vogt (1980) nehmen

an, da Kalziumionen die Pigmentwanderung regqulieren.

Obwohl der Mechanismus der Pigmentwanderung bei der
Fliege und bei Krustaceen sicher verschieden ist
(Stavenga und Kujper, 1977), wird auch bei Krustaceen

(Procamberus clarkii) die Regulation der Pigmentwande-

rung den Kalziumionen zugeschrieben. Nach dieser Hypo-
these soll Kalzium entweder ein Transportsystem aktivie~
ren oder den Abbau eines existierenden Mikrotubuli-

systems bewirken (0livio und Larsen, 1978).

Dies scheint nicht unwahrscheinlich zu sein, da Ca-Ionen
an der Regqulation vieler biologischer Prozesse beteiligt
sind (Yoshikami und Hagins, 1971). So reguliert Ca2+
z.B. die Freisetzung des synaptischen Transmitters bei
Vertebraten (Katz, 1969), die Membranpermeabilitat fir
K-lonen (Hagiwara und Byerly, 1981) sowie die Einstel-
lung der Empfindlichkeit der Evertebraten-Photorezepto-
ren (Stieve und Classen-Linke, 1980). Hinzu kommt, daB
bei Belichtung die interne freie Ca-Ionen-Konzentration

in den Photorezeptorzellen von Evertebraten ansteigt.

1.4, Fragestellung

Ziel der Untersuchung war es, zu kldren: Welche Faktoren

beeinfluBen die Regulation der Schirmpigmentwanderung

bei Astacus leptodactylus, und gibt es eine Wechselwir-

kung zwischen dem Kalzium-Haushalt und der Wanderung der

Schirmpigmente.



1.5. EinfluB der extrazelluléren Caz ~Konzentration

Um diese Fragen zu beantworten, soll zuerst untersucht
werden, ob unterschiedliche extrazellulare Cazf~K0nzen—
trationen (in der Inkubationsldsung) einen EinfluB auf

die Schirmpigmentwanderung haben.

1.6. Ca-Kanal-Blocker

Um einen spezifischen CaZ" -Effekt niher untersuchen zu
konnen, wdre die Anwendung eines spezifischen Cazr~Ka~
nal-Blockers notwendig. Es ist bekannt, daB Skorpion-~To-
xine als Neurotoxine spezifisch an lonenkandlen wirken.

Es erschien aussichtsreich, das Gift Centruoides noxius

zu untersuchen. Die FII-10-Komponente des Toxins

"Centruoides noxius Hoffman" bindet spezifisch an die

spannungs-abhdngige Komponente des Natriumkanals an dem

Riesen-Axon von Loligio vulgarius. Die FII-11-Komponente

bewirkt eine spezifische Reduzierung der Permeabilitat
des Kaliumflusses, ohne die spannungsabhdngige Aktivie-
rungs-Inaktivierungskinetik zu beeinflussen (Carbone et
al., 1982). Die FII-9-Komponente macht die gréBte toxi-
sche Komponente dieses Gifts aus (Possani et al., 1981).
Ihre Wirkung ist noch unbekannt. Hier sollte untersucht
werden, ob die FII-9-Komponente einen EinfluB auf Kal-
zium-Kandle hat, um die Annahme von 0Olivio und Larsen

(1978) weiter zu iiberpriifen, daB C32+ die Schirmpigment-
wanderung beeinflut.



2. Material
2.1. Chemikalien
Athanol: Merck pA

““ggglzz Rohstoff-Einfuhr und Handels-
gesellschaft, Diisseldorf
44caCl, wurde aus “%caC0; hergestellt
44caco; + 2 HCl —$%Cacl, + CO, + H,0

Losung 1

Ldsung I wurde gefriergetrocknet, der

Rickstand wurde in Aqua bidest gelost.

CNBr-Sepharose 4B: Deutsche Pharmacia GmbH, Freiburg

Colchicin: Sigma Chemie GmbH, Minchen

Cytochalasin B; B grade: Calbiochem GmbH, GieBen

3, 3° Diaminobenzidin * 4 HC1 (DAB), reinst.: Serva

Feinbiochemica GmbH & Co., Heidelberg

Einbettungslosung: 550 ml Dodecenylbernsteinsadure-

anhydrid, Serva
250 ml Epon B12, Serva
200 ml Araldit Cy 212, Serva

1000 ml Stammlésung
Vor Gebrauch wurden 1,5 % (Gewicht-
prozent) an 2,4,6 Tri (dimethyl-

aminomethyl)phenol zugegeben, Serva



oat Anti-Rabbit IgG (H + L Chain specific):

G

Meckenheim

Flow Laboratories GmbH,

uber

Vertrieb

Polysciences Inc.

EM Grade

Ferretin,

Frankfurt/M.

Ein groBer Vorteil des von Poly-

Paesel KG,

sciences hergestellten Ferretins

ist, daB es ohne weitere Reinigung

Vor dem

verarbeitet werden kann.

Einsatz wurde der Zustand des

indem ein

Ferretins untersucht,

Tropfen der Ldsung unter dem Elek-

tronenmikroskop Uberprift wurde

(siehe Abb.

1).

Elektronenmikroskopische Aufnahme von Ferretin

»
.

1

Abb.



Formaldehyd (35 %), pA: Merck

Glutaraldehyd (25 %), reinst.: Serva

Osmiumtetraoxid: Merck

Peroxidase: Boehringer, Mannheim

Protein A gekoppelte Seharose 4B: Deutsche

Pharmacia GmbH

Propylenoxid, reinst.: Serva

Thomapor Dialyse Schlduche "Rapid'" aus regenerierter

Cellulose, Trenngrenze 10 - 15,000: Reichelt Chemie-
technik GmbH & Co., Heidelberg

Uranylacetat: Merck

Vinblastin sulfat, krist., rein: Serva

2.2. Losungen

Aal-Puffer: pH 7,0

KH, PO, 116 mmol/1
KC1 5 mmol/1
MgCl, 0,1 mmol/1

NaCl 60 mmol/1



Na-Phosphat-Puffer: pH 7,2

NaH2P04 * HZD

Frosch-Ringer:

NaCl

KC1

NaHCO

MgCl, * 6 H,0
CaCl, * 2 H,0
Glucose

Hepes

van Harreveld + Tris: pH 7,1

KC1
CaCl2
NaCl

Tris

Phosphat-Buffered Saline (PBS):

NaZHPﬂa * 2 HZD
NaCl

KC1

KHZPUA

100
100

106
2,5
0,13
1,5
1,8
5,6
3,0

3,0
5,0
10,0

203, 3
10

pH 7,0

8,1

136,89
2,68
1,47

mmol/1
mmol/1

mmol/1
mmol/1
mmol/1
mmol/1

“mmol/1

mmol/1
mmol/1

mmol/1
mmol/1
mmol/1
mmol/1
mmol/1

mmol/1
mmol/1
mmol/1
mmol/1



2.3. Centruoides noxius-Toxin

Das Gift des Skorpions Centruoides noxius wurde an einer

Sephadex G-50-Sdaule in mehrere Fraktionen aufgetrennt.
Die zweite Fraktion (FII) wurde als der toxische Teil

des Gesamtgiftes charakterisiert (Abb. 2).

Diese zweite Fraktion (FII) wurde weiter aufgetrennt
durch CM 32-lonenaustausch-Chromatographie. So konnte
die Fraktion (FII) in 14 weitere Unterfraktionen (FII-1
bis FII-14) aufgeteilt werden. Diese Reinigung erfolgte
durch Herrn Professor Possani und Mitarbeiter (Abb. 3).
Die FII-Fraktion und die Unterfraktion FI1I-9, sowie de-
ren entsprechende Antikorper wurden bel der vorliegenden
Arbeit verwendet. Diese Antikdrper wurden durch Impfung

von Kaninchen mit dem Toxin gewonnen.

1.0+ BfA N?s ﬁfCl
E
C
o »
(o0
o~
< ost
j I I I
; <
5 A A 1 1 1 i i } i 1\,53__‘___
0 05 1.0
Volume (1)

Abb. 2: Trennung des Giftes Centruoides noxius an

einer Sephadex G-50-S&dule. FI und FIII bein-

halten die nicht toxischen Polypeptidkompo-
nenten. FIl ist die toxische Fraktion (nach

Possani et al., 1981).
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Abb. 3: Ionenaustauschchromatographie der Fraktion FII

an einer Sephadex G-50-Sdule (nach Possani et
al., 1981).

2.4, Versuchsob jekte

2.4.1. Astacus leptodactylus

Die in den Versuchen verwendeten Astacus leptodactylus

wurden durch lokale Hidndler bezogen und anschlieflend
mindestens zwei Wochen in Glasgef&dBen bei 12 - 14 Oc
aufbewahrt, um eventuelle kranke Tiere zu erkennen und
an einen diurnalen Rhythmus anzupassen. Die Tiere lebten
in einem Tag/Nacht-Rhythmus von 10 Stunden in Fluores-

zenzlicht und 14 Stunden in der Dunkelheit.

2.4.2. Electrophorus electricus

Lebende elektrische Aale wurden von World Wide Scienti-
fic Animals (Ardley, New York) gekauft. Sie wurden in

Glasaquarien aufbewahrt. Die Prdparation der elektri-
schen Organe erfolgte bei O Oc,



2.4.3. Bufo marinus

Die in den Versuchen verwendeten Bufo marinus wurden von

Amphibians of North America {(Nashville, Tennessee) bezo-
gen. Die Tiere lebten in einem Tag/Nacht/Rhythmus von 10
Stunden in Fluoreszenzlicht und 14 Stunden in der Dun-

kelheit.
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3. Methoden
3.1. Entwdsserung und Einbettung

Bei der Entwdsserungsreihe wurden die Prédparate in einer
Athanolreihe (30 %, 50 %, 70 %, 90 % je 15 Minuten und 3
x 15 Minuten in 100 %) entwdssert. AnschlieBend wurden
die Prédparate in Propylenoxid gelegt (1 x 15 Minuten in
Propylenoxid + 100 % Athanol (1 ¢ 1 V : V) und 3 x 15
Minuten in Propylenoxid), danach wurden die Praparate in
einer Propylenoxid + Epon-Ldsung (1 : 1 V : V) lber
Nacht inkubiert. Die Préaparate wurden dann 1 x 6 Stunden
und 1 x 17 Stunden bei Raumtemperatur in Eponldsung in-

kubiert. Danach wurden die Pr@parate bei 70 DC eingebet~
tet,

3.2. Untersuchung der Wirkung von Vinblastin und
Cytochalasin B sowie unterschiedlicher extra-
zelluldrer Ca?' -Konzentrationen auf die Schirm-

pigmentwanderung

Die Versuche wurden sowohl bei hell- als auch bei dun-

keladaptierten Tieren durchgefihrt.

Augen helladaptierter bzw. dunkeladaptierter Tiere wur-
den abgeschnitten und die Retina aus dem Augenbecher
herausprépariert. Die Cornea, die Kristallkegel und ein
Teil des optischen Ganglion blieben am Augenstiel zuriick
(Stieve und Wirth, 1971). Bei dunkeladaptierten Tieren
wurde die Prédparation unter Rotlicht durchgefihrt

(Lichtintensitit 50 uW/cm2 bei einer Wellenlédnge
> 620 nm).
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Die Durchfiihrung dieser Versuchsreihe erfolgte unter An-
wendung mehrerer Inkubationsldsungen. Die Zusammenset-
zung der angewendeten Ldsungen ist in Tabelle I zusam-
mengefaBt. Die Inkubationszeit bei den Versuchen zur Er-
mittlung der Wirkung der Kalziumionen-Konzentration be-
trug 15 Minuten. Beil der Untersuchung der Wirkung von
Vinblastin und Cytochalasin B war die Inkubationszeit 20
Minuten. Nach dieser Einwirkzeit erfolgte die "Trigge-
rung"” der Schirmpigmente, indem die helladaptierten Pra-
parate 60 Minuten lang im Dunkeln und die dunkeladap-

tierten in einem hellen Raum aufbewahrt wurden.

Dem folgte eine Vorfixierung in einer Aldehydldsung (2 %
Formaldehyd, % Glutaraldehyd in 100 mmol/l1 Na-Phos-
phatpuffer, pH 7,2) lber Nacht bei 4 Oc.

Fir den weiteren Verlauf von Fixierung und Einbettung

siehe Kapitel 3.3.

Um Komplikationen, die durch den inneren diurnalen
Rhythmus der Schirmpigmente auftreten konnen, zu vermei-
den, wurden die Versuche immer spdt nachmittags durchge-

fihrt.



Tabelle 1.

Aufaefiihrt sind die verwendeten
modifizierten von H

. . n in einer
SfBsungen und ihre Zusammensetzung. Die Kuntrallversu;hf uu;dg
arreveld-Losung durchaefithrt. Die pH-tlerte der Losungen betrugen 7, ’

in mmol/1 _ 44 % o1
4 ic Vin- Cytﬂ" a -
EDTA EGTA FII-9 k() C8C12 MaCl NaCl Tris Bl helasin B
v. Harreveld - - — 5 10 3 203,3 10 - - ~ _
150 mol/1 Ca - - - 5 150 3 - 10 - - } i
150 mmol/1 Ca - - - 5 150 3 50 1n - - ) ~
50 mmnl/1 Ca - - - 5 50 3 128,310 - - - _
30 mmol/l Ca - - - 5 30 3 158 10 - - - -
200 mmol/1 Ca - - - 5 20_, 3 173,310 - i} ~ ~
0,5 mmol/1 EDTA - - - 5 }ﬂ-( - 203,310 - ) i _
1,0 mmol/1 EDTA - - - 5 TN 203,310 - - - i
10 mmol/1 EGTA - - - - 10’; - 203,310 - _ ) }
200 mmol/1 EGTA - - - 5 10“7 3 203,310 - ) ) -
420 mmol/l1 EGTA - - - 5 10 3 203,32 10 - 10 )
Ca - - - 5 - 3 203,310 - - X ~
FI11-9 (Cen T. nOX.) - - n Umgl/l - - - - - - - _ _
\/inblastinL - - - 5 10 3 203,3 10 0,4 a . ) )
Cytochalasin B - - - 5 10 3 203,310 s - -
Colchicin - - - _ _ - - - - - at
¥*

Die Testsubstanzen Vinblas
Ldsung bis zur Endkonzentr
dall diese Alkoholkonzentra

tin und Cytochalasin B wurden erst in reinem Alkohol gelost und
ation verdiinnt. Die Alkohol-Endkonzentration blieb unter 2

s
/M e

tion keinen merkbaren Einflufl auf die Pigmentwanderung hatte,

dann mit van Harreveld-
Kontrollversuche zeiqten,
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3.3. Untersuchung der Wirkung des Colchicins auf die

Schirmpigmentwanderung

Lebenden hell- bzw. dunkeladaptierten Tieren wurde

0,1 ml Colchicinlosung injiziert. Die L&dsung bestand aus
0,8 mg Colchicin in 0,1 ml 100 mmol/l Na-Phosphatpuffer,
pH 7,2. Die Kaniile wurde im flachen Winkel in die Ge-
lenkhaut zwischen Thorax und erstem abdominalen Segment
angesetzt und bis in Herznahe eingefiihrt. Die Dunkel-

adaptation der Tiere betrug mindestens 4 5Stunden.

Der zeitliche Verlauf der Versuchsdurchfihrung bis zur
Praparation der Retina (das heiBt, Injizieren und Adap

tation) ist in Tabelle Il schematisch dargestellt.

Nach der Praparation wurde die Retina vorfixiert.

Fixierung

Fixierung und Kontrastierung aller Prédparate erfolgte

nach einem Standardverfahren.

Die Zusammensetzung der ersten Fixierlosung ist 2 % For-
maldehyd und % Glutaraldehyd in 100 mmol/1 Na-Phos-
phatpuffer, pH 7,2). Die Fixierung der Préparate er-
folgte iber Nacht bei 4 OC,

Die zweite Fixierlosung bestand aus 1,5 % Osmiumtetra-
oxid in 100 mmol/l Na-Phosphatpuffer, und die Fixierzeit
betrug 90 Minuten bei Raumtemperatur. Nach jeder
Fixierstufe erfolgte ein WaschprozeB (3 x 15 Minuten) in

100 mmol/l Na-Phosphatpuffer, pH 7,2.
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Zur Kontrastierung wurden 2 % Uranylacetat in Maleatpuf-

fer, pH 6,5, verwendet., Die Kontrastierung dauerte 90

Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Pria-

parate entwassert und eingebettet.

Tabelle II: Verlauf der Versuchsdurchfiihrung

D unkeladaptation

i

Injektion Praparaton

geo 1400 /4t
Hell
%

Helladaption 7

ik
Injektion Praparation

100 16°°

10%°
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3.4. Untersuchung der Wirkung des Adaptations-

zustandes auf die Ca? -~Pufferfunktion des

Schirmpigments

Die Durchfihrung der aaKalzium—Aufnahme—Versuche ist bis
auf die Fixierung identisch mit der im Kapitel 3.2. be-
schriebenen. Die Praparate wurden aber ohne vorherige
Inkubation in der Testldsung behandelt. Die Fixierung in

diesem Fall wurde wie folgt ausgefihrt:

Die Praparate wurden in einer Aldehydlésung (2 % Formal-
dehyd, 2 % Glutaraldehyd in 100 mmol/l1 Na-Phosphatpuf-
fer, pH 7,6) Uber Nacht fixiert. Hier wurde eine weitere
Fixierung mittels 0s0, nicht durchgefuhrt, da die Gefahr
bestand, dall durch den Fixierungsprozel (OsOa*Fixiert
iiber eine Diol-Verbindung) der pH-Wert der umgebenden
Gewebe saurer wird, was dazu flhren konnte, dall das

Ca(POQ)B*wieder geldst wird.

Danach wurden die Praparate entwdssert und eingebettet.

Siehe Tabelle I fur aaKalzium—Konzentrationsangaben.

3.5. Kopplung der Marker an Antikorper

3.5.1. Kopplung von Peroxidase an die spezifischen

Antikorper

Der Verlauf der Markierungsversuche mit Peroxidase an
anti-FII1 und anti-FII-9 ist prinzipiell gleich. Er un-

terscheidet sich nur durch die Konzentration der verwen-

deten Chemikalien.
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Markierung von anti-FII

Zu der anti-FII-Ldsung, bestehend aus 10 mg anti-FII in
1,9 ml einer 100 mmol/1 KH,PO,-Pufferldsung, pH 7,0,
werden 23,72 mg Horseradish Peroxidase gegeben. Unter
Rihren wird 0,1 ml einer %igen Glutaraldehydlosung
tropfenweise zugegeben. Die Losung 1d8t man (ohne weite-
res Rihren) eine Stunde bei Raumtemperatur reagieren.
Das Kopplungsprodukt wurde dann gegen 100 mmol/l KHZPOa’
pH 7,0, fir 1,5 Stunden dialysiert (Dialyse-Schlduche
Spektrum Medical Supplies, PorengriéBe 12,000 MG). Das
Kopplungsprodukt wurde wiederholt 15 Minuten bei Raum-

temperatur dialysiert gegen 100 mmol/l Tris * HC1l, pH
7,95.

Die Kopplungsprodukte wurden an Affinitdtssdulen ge-

reinigt.

Spezifische Angaben der Affinitédtssdule:

Saule Querschnitt 1,5 cm
Lange 15 cm
Gel CNBr-Sepharose 4B gekoppelt mit FII

Toxin: 1 mg FII-Toxin/ml Gel
Beladungspuffer 100 mmol/l Tris * HCl, pH 7,95
Eluationspuffer 50 mmol/l Glycin * HCl, pH 2,9

Mit dem Beladungspuffer werden die liberschiissige Peroxi-
dase und die ungebundenen Antikdrper (Antikorper, die
durch die Anwendung von Glutaraldehyd aneinander gebun -
den sind und dadurch ihre Fahigkeit, an das FII-Toxin zu

binden, verloren haben) eluiert.
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Die zweite fFraktion, bestehend aus mit Peroxidase gekop-
pelten Antikorpern und eventuell nicht gekoppelten Anti-
korpern, wird mit dem Elutionspuffer getrennt. Die zwei-
te Fraktion wurde in mit 200 ul einer 1 mmol/l Tris*
HCl-Losung, pH 7,95, gefiillten Reagenzgldsern aufgefan-
gen (Auffangvolumen 1,5 ml), um das Kopplungsprodukt so-
fort zu neutralisieren. AnschliefBlend wurde diese fFrak-
tion Gber Nacht gefriergetrocknet und anschliellend im

Aalpuffer resuspendiert.

Dieser TrennungsprozefB wird schematisch in Abb. 4 darge-
stellt.

[
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Abb. 4: Trennung von gekoppelten Antikdrpern an einer

Affinititssdule
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Um ein Antikorper : Peroxidase-Moljarverhdltnis wvon 1 :
10 zu erhalten, wird bei der Markierung der anti-FII-9
statt 23,72 mg Horseradish Peroxidas®e 5,36 mg benutzt.
Die anti-FII-9-Ldsung bestand aus 2,2 mg anti-FII-9 in
0,95 ml 100 mmol/l KH,PO0,-Puffer, pH 7,0.

3.5.2. Kopplung von Ferretin an anti-Kaninchen IgG

Die Kopplung von Ferretin an anti-Kaninchen IgG erfolgte
bei der hier verwendeten Methode in drei Stufen. In der
ersten Stufe wurde die anti-Kaninchen IgG-Lo6sung (Flow
Laboratories) gereinigt. In der zweiten Stufe erfolgte
die Aktivierung des Ferretins und schlieBlich wurden die
in den zweil vorangegangenen Stufen erstellte Substanzen

vereinigt.

Die Reinigung der anti-Kaninchen IgG-Ldsung erfolgte

mittels einer Protein A-S&dule.

Spezifische Angaben der S&ule:

Saule Querschnitt 1 cm
Ldange 8 cm
Beladungspuffer PBS (Phosphat Buffered Saline)

(siehe Kapitel 2.2. fiUr Zusam-

mensetzung)
Eluationspuffer 100 mmol/1 Glycin * HC1l, pH 3,0
Die erste Fraktion wurde nicht weiter verwendet. Die mit

dem zweiten Puffer eluierte Fraktion beinhaltet die ge-

reinigten anti-Kaninchen IgG-Antikérper. Es erfolgte



eine sofortige Neutralisierung mit einer 1 mol/]l Tris *
HCl-Ldsung, pH 7,0. AnschlieBend wurde die Fraktion

iber Nacht bei 4 Uc gegen 50 mmol/1l Na-Phosphatpuffer

dialysiert. Dieser Puffer wurde zweimal gewechselt.

Das Ferretin wurde zur Kopplung an gereinigter an-
ti-Kaninchen IgG aktiviert. Fir die Aktivierung wurde zu
der Ferretinlésung, bestehend aus 50 mg Ferretin in g,5
ml 50 mmol/l Na-Phosphatpuffer, pH 7,0 (Gesamtvolumen =1
ml), 0,2 ml einer 25 %igen Glutaraldehydldsung zugefligt.
Die so entstandene Ldsung lieB man 45 Minuten bei
Raumtemperatur reagieren. Danach wurde sie unter glei-
chen Bedingungen wie das gereinigte anti-Kaninchen IgG

dialysiert.

Im letzten Schritt erfolgte die eigentliche Kopplung der
gereinigten anti-Kaninchen IgG an das aktivierte Fer-
retin, indem zu der gereinigten anti-Kaninchen IgG-L6-
sung (1,6 mg anti-Kaninchen IgG in 1,5 ml 50 mmol/1
Na-Phosphatpuffer) 0,6 ml der aktivierten Ferretinldsung
zugefigt wurde. Unter standigem Riihren lieB man die LG&-
sung 5 Stunden bei Raumtemperatur reagieren. Nach Ablauf
dieser Zeit wurde die Reaktion durch Zugabe von 130 ul 1
mol/1 Glycinltsung gestoppt. Die Dialyse des gekoppelten
Produktes gegen PBS erfolgte Uber Nacht beid Oc unter

zweimaligem Wechsel des Puffers.

Die Kopplungsprodukte wurden anschlieflend an einer Pro-

tein A-Sdule gereinigt (siehe OD Trace, Abb. 5).
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Spezifische Angaben der S&ule:

Sdaule Querschnitt 1 ecm

Lange 8 cm

Beladungspuffer PBS
Eluationspuffer 50 mmol/1 Glyecin * HCl, pH 3,0

Mit dem Beladungspuffer wird das Ulberschiissige Ferretin
eluiert.

Die zweite Fraktion, bestehend aus ferretin-gekoppelten
Antikodrpern, wurde mit Hilfe des Eluationspuffer ge-
trennt. Es erfolgte eine sofortige Neutralisierung mit
einer 1 mol/l Tric * HCl-L&sung, pH 7,0. AnschlieBend
wurde die Fraktion iUber Nacht bei 4 Oc gegen fFrosch-Rin-

ger dialysiert, Dieser Puffer wurde zweimal gewechselt.

oo

Proten A Saule \
Trennung von Ferretin
gekoppelte anti Rabixt 196G
0Dpp = 10
54 = 05
Fraktion = 40 Tropfen
300 mm/ Stol.

854 Giyems
HCl pHas 0

f

P83

N
m/J & y \\1\

Abb. 5: Trennung von Ferretin gekoppelter anti-Kanin-
chen IgG an einer Protein-A-Sidule. Die zweite
Fraktion, bestehend aus Ferretin gekoppelten

Antikdrpern, wurde verwendet.
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3.6. Markierung des Toxinbindungsortes

Der Ablauf dieser Versuche ist in den untenstehenden

FlieBdiagrammen dargestellt. Die Hauptarbeitsginge sind

in vier Stufen eingeteilt. Im folgenden werden die Ver-

suche entsprechend dieser Einteilung detaillierter ge-

schildert.

Lokalisation mittels Peroxidase

FluBdiagramm A

Pfqpagaf/on . Vorbehandlung :
unspezifisches Kaninchen- Stufe 1
Serum —_—
Auswaschen
¢
oy Stz
Auswaschen _—
¢
Peroxidase -Markierte Markierung :
Antiférper Stufe 3
Auswaschen
|
» 2
Enzymreaktion: | DAB+H,0, Fixierung fs:l;:‘;gug
Stufe 3a / Auswaschen LA
- Aus waschen
¢ ¢
Fixierung und iy . Ho0 £ aktion
| Stufe 3o
Stufe 4 Auswaschen
¢
- Fixerung und
Fixiering | gionettung -
Stufe &b

Abb. 6: Lokalisation mittels Peroxidase
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Lokalisation mittels Ferretin

FluBdiagramm B

Praparation
- : Vorbehandlung
unspezifisches Kaninchen- Stufe 1
Ser’um -
Auswaschen
+
To>§in Toxinbindung :
Auswaschen Stufe 2_
¢
Ferretin-Markierte Markierung :
Anfik(:’rper Stufe 3
Auswaschen
Fixierung und
Fixierung Einbettung
Stufe 4

Abb. 7: Lokalisation mittels Ferretin-gekoppelter

Antikorper
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3.6.1. Lokalisierung mittels HRP-AK* am Astacus

Zur Orientierung lUber den experimentellen Ablauf ver-

wende man das FluBdiagramm A.
Stufe 1l: Vorbehandlung

Die Augen helladaptierter Tiere wurden abgeschnitten und
die Retina aus dem Augenbecher nerausprédpariert. Die
Cornea, die Kristallkegel und ein Teil des optischen
Ganglions blieben am Augenstiel zurick (Stieve und
Wirth, 1971). Um die unspezifischen Bindungsorte der An-
tikdrper zu blockieren, wurden die Retinen in einem Se-
rum von nicht immunisierter Kaninchen (OD280 = 18,4 *
0,7 = mg Antikdrper/ml) fir 10 Minuten inkubiert und an-
schlieBend in 100 mmol/l1 Na-Phosphatpuffer, pH 7,2 (3x

10 Minuten) ausgewaschen.

Stufe 2: Toxinbindung

Die Praparate wurden in der SkorpiontoxinlGsung (Endkon-
zentration: 20 umol/1 FII in 100 mmol/l Na-Phosphatpuf-
fer, pH 7,2; 10 umol/1l FII-9 in 100 mmol/l Na-Phosphat-
puffer) 30 Minuten inkubiert. Es folgte ein wiederholtes

Auswaschen (3 x 10 Minuten) in 100 mmol/l Na-Phosphat-

puffer, pH 7,2.

Bei den Kontrollversuchen wurde dieser Schritt ausgelas-

Sen.

- - o oo A ok

* HRP-AK = Peroxidase-gekoppelte Antikdrper



Stufe 3: Markierung

In diesem Schritt wurden die Priparate 2 Stunden in eine
Peroxidase-konjugierte anti-FII-Ldsung gelegt (0[)28D =
0,823). Die Lésung bestand aus anti-Toxin in 100 mmol/1
Na-Phosphatpuffer. Die Prédparate wurden anschlieBend in
100 mmol/1 Na-Phosphatpuffer (1 x 30, 2 x 15 Minuten)

ausgewaschen.
Stufe 4a: Fixierung

Die Prédparate wurden in einer Aldehydldsung (2 % Formal-
dehyd, 2 % Glutaraldehyd in 100 mmol/l1 Na-Phosphatpuf-
fer, pH 7,2) bei Raumtemperatur 2 Stunden vorfixiert,
und dann in 100 mmol/l1 Na-Phosphatpuffer, pH 7,2 (5 x 15

Minuten) ausgewaschen.
Stufe 3a: Enzymreaktion

Die Prdparate wurden zur Enzymreaktion bei Raumtempera-
tur dber Nacht in eine frisch angesetzte 1 %ige LOsung
von 3,3 -Diaminobenzidin * 4 HC1 in 100 mmol/l1 Na-Phos-
phatpuffer, pH 7,2, gelegt. Nach einer Einwirkungszeit
von ca. 12 Stunden wurde der DAB-LGsung eine 1 %ige
H202~L68ung zugegeben, so daB die Endkonzentration 0,05%
H,0, betrug. Die Ldosung lieB man ca. 24 Stunden reagie-
ren. Danach wurde ausgewaschen (3 x 15 Minuten) in 100

mmol/1 Na-Phosphatpuffer, pH 7,2.
Stufe 4b: Fixierung und Einbettung

Die Praparate wurden in einer 1,5 “igen Osmiumtetraoxid-
16sung in dem gleichen Puffer bei Raumtemperatur 90 Mi-
nuten fixiert und danach in einer Athanolreihe entwis-
sert. AnschlieBend wurde die Retina in Propylenoxid ge~-

legt und darauf in Eponlosung eingebettet.
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3.6.2. Lokalisierung mittels F-AK* am Astacus

Siehe FluBdiagramm B.

Die Stufe 1 wurde bei diesen Versuchen in der gleichen
Weise ausgefihrt wie bei der Lokalisierung mittels Per-
oxidase am Astacus. Die Stufe 2 unterscheidet sich nur
bezliglich der Inkubationszeit, die hier 15 Minuten be-

trug.
Stufe 3: Markierung

In diesem Schritt wurden die Praparate in einer ferre-
tin-konjugierten anti-FII-L6sung (400 ul einer Ferre-
tin-Antikdrperlosung DDZBD = 2,55 in 600 ul eines 100
mmol/1 Na-Phosphatpuffers) 30 Minuten inkubiert und 3 x
15 Minuten in 100 mmol/1 Na-Phosphatpuffer, pH 7,2, aus-

gewaschen.
Stufe 4: Fixierung und Einbettung

Die Priparate wurden in einer Aldehydlésung (2 % Formal-
dehyd, % Glutaraldehyd in 100 mmol/l Na-Phosphatpuf-
fer, pH 7,2) iber Nacht bei 4 UC vorfixiert, gewaschen
(3 x 15 Minuten in 100 mmol/1 NaPhosphatpuffer, pH 7,2)
und in einer 1,5 %igen Osmiumtetraoxidlésung im gleichen
Puffer bei Raumtemperatur 90 Minuten fixiert. Nach wie-
derholtem Auswaschen (3 x 15 Minuten) in 100 mmol/1
Na-Phosphatpuffer wurden die Priparate in einer Athanol-
reihe entwidssert. AnschlieBend wurde die Retina in Pro-

pylenoxid gelegt und danach in Eponldsung eingebettet.

- - -

* F-AK = Ferretin-gekoppelte Antikorper
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3.6.3. Lokalisierung mittels HRP-AK* am Aal

Siehe FluBdiagramm A.

Stufe 1: Vorbehandlung

Um die unspezifischen Bindungsorte der Antikdrper zu

blockieren, wurden 0,5 x 0,5 cm groSe Teile des Prinzi-

palorgans vom Aal, Electrophorus electricus, in einem

unspezifischen Kaninchen-Serum (DD280 = 18,4) 1 Minute
lang inkubiert und anschlieBend im Aalpuffer (2 x 1 Mi-
nute) ausgewaschen. (Es ware besser, langere Zeiten zu

nehmen, aber das Gewebe ist 2zu empfindlich dafiir.)

Stufe 2: Toxinbindung

Die Prdparate wurden in der Skorpiontoxinlésung (Endkon-
zentration: 20 umol/l FII in Aalpuffer, 10 umol/l FII-9
in Aalpuffer) fir 10 Minuten inkubiert. Es folgte ein
wiederholtes Auswaschen (5 x 2 Minuten) in Aalpuffer.

Bei den Kontrollversuchen wurde auf diese Stufe verzich-
tet.

Stufe 3: Markierung

In diesem Schritt wurden die Gewebestiicke in einer

HRP-AK-Lbsung (0Dygg = 0,823 in Aalpuffer) 10 Minuten
lang inkubiert.

Die Peroxidase-Reaktion wurde beji einigen Versuchen vor

der Fixierung, bei den restlichen nach der Fixierung

.- — - - -

* HRP-AK = Peroxidase«gekoppelte Antikdrper
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durchgefihrt. Bei denjenigen Versuchen, wo die Peroxida-
se-Reaktion vor der Fixierung stattfand, war das Vorge-

hen bei der weiteren Bearbeitung wie folgt:
Stufe 3a: Enzymreaktion

Nach vorausgegangenem Auswaschen (5 x 1 Minute in Aal-
puffer) wurden die Priparate zum Inkubieren in eine
frisch angesetzte 1 %ige Lésung von 3,3 "-Diaminobenzidin
* 4 HCl (DAB) in Aalpuffer gelegt. Nach einer Einwir-
kungszeit von ca. 30 Minuten wurde der DAB-~Losung eine 1
wige H,0,-Lésung zugegeben, so daB die Endkonzentration
0,05 % H202 betrug. Die Lésung lieB man 2 Stunden rea-

gieren.

Stufe 4: Fixierung und Einbettung

Hier wurden die Prédparate in einer Aldehydldsung (2 %
Formaldehyd, 2 % Glutaraldehyd in Aalpuffer) iliber Nacht
bei 4 UC vorfixiert. Nach Auswaschen (3 x 15 Minuten in
Aalpuffer) erfolgte im gleichen Puffer eine Fixierung
von 90 Minuten bei Raumtemperatur in einer 1,5 %igen Os-
miumtetraoxidldsung. AnschlieBlend wurden die Préparate

in einer Athanolreihe entwédssert und eingebettet.

Bei den Versuchen, wo die Reaktion nach der Vorfixierung
stattfand, erfolgte ein Ricksprung von der Fixierstufe
zur Peroxidase-Reaktion mit DAB (Stufe 3a). Die Behand-

lung der Prdparate in diesem Fall war wie folgt:

Nach dem Inkubieren in der spezifischen Antikdrperldsung
wurden die Pridparate ausgewaschen (5 x 1 Minute in Aal-
puffer) und im AnschluB in einer Aldehydldsung (2 % Ffor-

maldehyd, % Glutaraldehyd in Aalpuffer) fir 2,5 Stun-
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den vorfixiert. Nach dem Auswaschen (1 x 340, 1 x 90, 2x
40, 2 x 15 Minuten und lber Nacht bei 4 OC) wurden die
Praparate in eine frisch angesetzte 1 %ige Ldsung von
3,3"-DAB in Aalpuffer gelegt. Die Einwirkungszeit betrug
30 Minuten, und der DAB-Ldsung wurde dann im Verlauf von
4 Stunden soviel einer 1 %igen HZOZ-Lﬁsung zugegeben,
daB die Endkonzentration 0,2 % H202 betrug. Nach wieder-
holtem Auswaschen (3 x 40 Minuten in Aalpuffer) wurden
die Praparate in einer 1,5 %igen Osmiumtetraoxidlosung
in dem gleichen Puffer bei Raumtemperatur 90 Minuten fi-
xiert. Der weitere Versuchsverlauf entspricht den Versu-
chen, bei denen die Peroxidase-Reaktion vor der Fixie-

rung stattfand.
3.6.4, Lokalisierung mittels F-AK* am Aal

Siehe FluBdiagramm B.

Die Ausfihrung der Stufen 1 und 2 sind bei diesen Versu-
chen identisch mit denen der Lokalisierungsversuche mit-

tels Peroxidase am Aal.

Stufe 3: Markierung

In diesem Schritt wurden die Versuchsobjekte in der Fer-
retin-konjugierten anti-FII-L6sung (Stammlésung 00280*:
2,55. Die Stammlésung wurde 1 : 10 mit Aalpuffer ver-

diinnt.) 30 Minuten lang inkubiert und 3 x 15 Minuten in

Aalpuffer ausgewaschen.

- -
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' Stufe 4: Fixierung und Einbettung

Die Pridparate wurden in einer Aldehydlésung (2 % Formal-
dehyd, 2 % Glutaraldehyd in Aalpuffer) iiber Nacht bei
4 9C vorfixiert, gewaschen (3 x 30 Minuten in Aalpuffer)
und in einer 1,5 %igen Osmiumtetraoxidlésung im gleichen
Puffer bei Raumtemperatur 90 Minuten fixiert. Nach einem
weiteren AuswaschprozeB (3 x 60 Minuten in Aalpuffer)
wurden die Prinzipalorganteile in einer Athanolreihe

entwdssert und in Epon eingebettet.

3.6.5. Lokalisierung mittels HRP-AK* an Bufo marinus

Siehe FluBdiagramm A.
Stufe 1: Vorbehandlung

Die unter Rotlicht préparierte Retina der Krdte Bufo
marinus wurde in vier Teile geschnitten und anschlieBend
in einer unspezifischen Kaninchen-Serumldsung (00280 =
18,4 in Frosch-Ringer) 5 Minuten inkubiert, um die un-
spezifischen Bindungsorte der Antikdrper zu blockieren.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Praparate 3 x

15 Minuten in Frosch-Ringer ausgewaschen.

Stufe 2: Toxinbindung

In diesem Schritt wurden die Retina-Stiicke in der Skor-
piontoxinlésung (Endkonzentration 10 umol/1 FII-9 in
Frosch-Ringer) 30 Minuten lang inkubiert und 3 x 15 Mi-
nuten in Frosch-Ringer ausgewaschen. Bei den Kontroll-

versuchen wurde auf diese Stufe verzichtet.

- A GO A e

* HRP-AK = Peroxidase-gekoppelte AntikGrper



Stufe 3: Markierung

Die Praparate lieB3 man in einer spezifischen anti-FII-9-
Lésung (0,7 mg Antikdrper/ml Frosch-Ringer) 30 Minuten
lang inkubieren. Nach dem Auswaschen (3 x 5 Minuten) in
Frosch-Ringer wurden die Retina-Stiicke fir 30 Minuten in
die Peroxidase-gekoppelte anti-Kaninchen IgG (H + L
Chain spezifisch) gelegt. Diesem Schritt folgte wieder
ein Auswaschprozell in Frosch-Ringer, bevor die Stlicke
dann in eine frisch angesetzte 1 %ige LOsung von
3,3"-Diaminobenzidin * 4 HCl1 (DAB) in Frosch-Ringer ge-
legt wurden. Nach einer Einwirkungszeit von 5 Minuten
wurde der DAB-Losung eine 1 %ige HZOZ-Lésung zugegeben,
so dal die Endkonzentration 0,05 % HZOZ betrug. Die LG~
sung lieB man 60 Minuten reagieren. Danach wurde 3 x 15

Minuten in Frosch-Ringer ausgewaschen.
Stufe 4: Fixierung und Einbettung

Die Prdparate wurden in einer Aldehydldsung (2 % Formal-
dehyd, % Glutaraldehyd in Frosch-Ringer) bei Raumtem-
peratur 30 Minuten vorfixiert. Nach vorherigem Waschen
(3 x 15 Minuten in Frosch-Ringer) wurden die Aldehyd-fi-
xierten Préparate in einer 1,5 % Osmiumtetraoxidlésung
im gleichen Puffer bei Raumtemperatur 30 Minuten fi-
xiert. Dem folgte eine Entwdsserung in einer Athanolrei-

he. AnschlieBend wurde die Retina eingebettet.

3.6.6. Lokalisierung mittels F-AK* an Bufo marinus

Siehe FluBdiagramm B.

-
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Die Ausfihrungen der Stufen 1 und 2 sind bei diesen Ver-
suchen identisch mit denen der Lokalisierungsversuche

mittels Peroxidase an Bufo marinus.

Stufe 3: Markierung

Die Prédparate wurden in der anti-FII-9-Lésung (0,7 mg
Antikdrper/ml Frosch-Ringer) 30 Minuten lang inkubiert
und danach wiederholt gewaschen (3 x 5 Minuten in
Frosch-Ringer). Im folgenden Schritt erfolgte die ei-
gentliche Markierung, indem man die Pré&aparate in der
Ferretin-konjugierten anti-Kaninchen IgG-lLésung (00280 =
1,15 in Frosch-Ringer) 30 Minuten lang inkubieren lie8.
Dem folgte ein Auswaschen (3 x 5 Minuten) in Frosch-Rin-

ger.
Stufe 4: Fixierung und Einbettung

Die Prdparate wurden zweimal fixiert. vie erste Fixie-
rung erfolgte 30 Minuten lang in einer Aldehyd-Ldsung
(2 % Formaldehyd, 2 % Glutaraldehyd in Frosch-Ringer)
bei Raumtemperatur. Die zweite Fixierung dauerte eben-
falls 30 Minuten, jedoch wurde eine 1,5 %ige OUsmiumte-

traoxidlésung verwendet. Es folgte eine Entwasserung und

Einbettung.

Die Stufen 1, 2 und 3 erfolgten bei ca. 1 QC, und die

Priparate wurden mit 0, umspilt.
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3.7. Untersuchung der Wirkung der Skorpion-
toxinfraktion FII-9 auf die Ca?’ -Puffer-

funktion des Schirmpigments

Augen helladaptierter Tiere wurden abgeschnitten und die
Retina aus dem Augenbecher herausprapariert (Stieve und
Wirth, 1971).

Die isolierte Retina wurde anschlieBend in einer Skor-
piontoxinlésung (FII-9, Endkonzentration 10 umol/l in
einer van Harreveld-Ldsung ohne Kalzium) 30 Minuten lang
inkubiert. Nach dieser Einwirkungszeit wurde der Toxin-
lésung so viel aaCa“zugegeben, daB die Endkonzentration

der &453

2750 mmol/1 betrug. Die Retina lieB man eine
weitere Stunde in dieser Losung inkubieren. Nach Auswa-
schen (3 x 10 Minuten) in van Harreveld * Tris wurde die
Retina in einer Aldehydlosung (2 % Formaldehyd, 2 % Glu-
taraldehyd in 100 mmol/1l Na-Phosphatpuffer, pH 7,6) iiber
Nacht bei 4 Oc vorfixiert und im gleichen Puffer ausge-
waschen (3 x 15 Minuten) ausgewaschen. Die Pridparate
wurden dann in einer Athanolreihe entwissert und an-

schlieBend eingebettet.

Bei den Kontrollversuchen war die Durchfihrung wie oben

geschildert, jedoch ohne Inkubation in der Toxinlodsung.

3.8. Untersuchung der Wirkung der Skorpiontoxin-

Fraktion FI1-9 auf die Schirmpigmentwanderung

Augen helladaptierter Tiere wurden abgeschnitten und die
Retina aus dem Augenbecher herauspriapariert, Die Cornea,
die Kristallkegel und ein Teil des optischen Ganglions

blieben am Augenstiel zuriick (Stieve und Wirth, 1971).
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Zur Ermittlung der Wirkung der Toxin-Fraktion FII-9 auf
die Dunkeladaptation lieB man die Retina 20 Minuten bei
Tageslicht und 1 Stunde im Dunkeln in der Toxinldsung
inkubieren. Bei der Ermittlung der Wirkung auf die Hell-
adaptation erfolgte das Inkubieren erst im Dunkeln (20

Minuten) und dann bei Tageslicht (1 Stunde).

Die Retina wurde anschlieBend vor bzw. nach Lichteinwir-
kung (je nach Versuchsmodus) in einer Aldehydlésung (2 %
Formaldehyd, % Glutaraldehyd in 100 mmol/l1 Na-Phos~-
phatpuffer, pH 7,2) iber Nacht bei 4 Oc vorfixiert. Nach
Auswaschen (3 x 15 Minuten) in 100 mmol/l Na-Phosphat-
puffer wurden die Pr&parate in einer 1,5 %igen Osmiumte-
traoxidlésung im gleichen Phosphatpuffer bei Raumtempe-
ratur 90 Minuten fixiert. Nach nochmaligem Auswaschen (3
x 15 Minuten in 100 mmol/l Na-Phosphatpuffer, pH 7,2)
wurden die Priparate mit 2 % Uranylacetat in Maleatpuf-
fer, pH 6,5 (pH eingestellt mit NaOH) bei Raumtemperatur
90 Minuten kontrastiert. Die Praparate wurden in einer
Kthanolreihe entwidssert und anschlieBend eingebettet. Um
Komplikationen, die durch den inneren diurnalen Rhythmus
der Schirmpigmentwanderung auftreten kdnnen, zu vermeli-

den, wurden die Versuche immer spat nachmittags durchge-

fihrt.



4, Erqgebnisse

4.1. Morphologie des Astacus-Auges

Die Morphologie des Astacus-Auges wurde eingehend von
den folgenden Autoren behandelt: Bernhards (1916),
Equchi (1965), Eguchi und Waterman (1966) und Krebs
(1972). An dieser Stelle soll nur eine kurze zusammen-
fassende Darstellung der Morphologie des Auges gegeben
werden (s. Abb. 8),

Ommatidium:

Das Fazettenauge des Astacus setzt sich aus ca. 2000
Ommatidien zusammen. Jedes Ommatidium besteht aus einem
distalen dioptrischen Apparat und einem proximalen
rezeptorischen Teil (Retinula). Zum dioptrischen Apparat
gehoren die Cornea und der Kristallkegel. Der Kristallkegel
ist in den oberen zwei Dritteln von Pigmentzellen umgeben.
Diese Pigmentzellen sind die Hauptpigmentzellen, die das
Irispigment enthalten. Die Retinula besteht aus acht

Retinulazellen. Die Retinulazellen bilden und umhillen das
Rhabdom.

Rhabdom:

Das Rhabdom ist aus vielen Mikrovilli aufgebaut, die

von sieben Retinulazellen gebildet werden. Alle Mikrovilli,
die von einer Retinulazelle stammen, heiBen Rhabdomere, so

daB sieben Rhabdomere das Rhabdom bilden. Im Ldngsschnitt

fallt auf, daB die Mikrovilli in regelmdBigen Schichten
liegen, und von einer Schicht zur benachbarten scheinen alle
Mikrovilli in ihrem Lingsschnitt senkrecht zueinander zu

verlaufen. Die Mikrovilli eines Rhabdomers reichen nur bis

zur Mitte des Rhabdoms, wo sie mit den Mikrovilli der gegen-
iberliegenden Zelle zusammenstolen,
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Achte Retinulazelle:

Die achte Retinulazelle unterscheidet sich stark von den
anderen sieben Zellen. Sie besitzt kein Schirmpigment und

bildet ein eigenes Rhabdom (Lietz, 1972).

Basalmembran:

Jede Retinulazelle sendet ein Axon aus, das durch die Basal-
membran zum neuralen Teil des Auges flhrt. Die Basalmembran
grenzt die Augenkalotte gegen den subokularen Raum ab. Man
kann die Basalmembran als gitterartiges Netzwerk unterhalb
der Retina ansehen, die nicht als Diffusionsbarriere dient
(Réhling, 1980). Die Axone treten in Dreier- und Fiinfergrup-
pen durch die Offnungen des Netzwerkes hindurch. Das kleine

Axon der achten Zelle liuft als Teil der finfergruppe mit.

Schirmpigmentwanderung:

Ein auffallendes Merkmal der sieben Retinulazellen sind die
schwarzen Schirmpigmente (distale Retinulapigmente), die in
dem Cytoplasma der Zellen vorhanden sind. Bei dem helladap-
tierten Auge liegt die Hauptmasse des Pigmentes in der dista-
len Hdlfte der Retinula, die Dichte nimmt distal zu, ist also
zwischen den Kernen am griéBten. Die Pigmentgranula schirmen
das Rhabdom gegen schrag einfallendes Licht ab. Das Schirm-
pigment liegt in Form von schwarzen Granula von ca. 0,3 um im

Durchmesser vor. Wihrend der Dunkel adaptation wandern die

Schirmpigmente proximal aus der Rhabdomregion heraus. Sie

sind jetzt in der Gegend der Basalmembran zu beobachten. Das

Rhabdom kann also sowohl von Lichtstrahlen durch seinen eige-

nen Augenkeil als auch von Licht aus benachbarten Kristallke-

geln getroffen werden. Durch die Lage der Pigmentgranula wird

somit der Lichtflu3 vari

(siehe Abb. 9).

jert, der auf das Rhabdom einfallt
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a) Lingsschnitt

durch ein hell-
adaptiertes
Auge.

Die Schirmpig-
mente befinden
sich in der
Nahe der Reti-

nulazellkerne.

Langsschnitt
durch ein dun-
keladaptiertes
Auge.

Die Schirmpig-
mente sind in
der Gegend der
Basalmembran zu

beobachten.

Retinulazellkern (RZK)
Schirmpigment (SP)
Rhabdom (RH)

Basalmembran (BM)
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4.2. Mechanismus der Schirmpigmentwanderung

Der Mechanismus der Schirmpigmentwanderung bei Astacus

leptodactylus ist noch nicht eindeutig geklart. Von eirigen
anderen Zellen ist bekannt, daB Mikrotubuli an der Bewegung

von Pigmentgranula beteiligt sind.

Mikrotubuli:

In den Photorezeptoren von Procamberus bouvieri wurden Mikro-

tubuli identifiziert (Frixone und Arechiga, 1979a; Frixone

et al., 1979b). Sie liegen parallel zur Lingsachse der Photo-
rezeptorzelle und sind hauptsdchlich unterhalb der Kernregion
zu beobachten. Bei Astacus ist eine dhnliche Anordnung der
Mikrotubuli zu beobachten. Elektronenmikroskopische Aufnahmen
zeigten, daB die Schirmpigmente nicht homogen im Zytoplasma
verteilt sind, sondern bevorzugt in der Ndhe von Mikrotubuli

auftreten.

Um zu entscheiden, ob dieses Mikrotubulisystem eine Rolle bei

der Schirmpigmentwanderung im Astacus-Auge spielt, wurde die

Wirkung der Mikrotubuli-Gifte Vinblastin und Colchicin auf

die Pigmentwanderung untersucht.

Mikrotubuli-Inhibitoren:

Colchicin bewirkt einen Abbau der Mikrotubuli. Es wurde ange-
nommen, daB es spezifisch an Tubulin bindet (Wilson et al.,
1974). Der Abbau von Mikrotubuli durch Colchicin fidhrte in
mehreren Versuchen zu einer Hemmung der Granulabewegung; so
z.B. bei der Wanderung der Melanophoren des Kilifisches

(Fundulus heteroclitus). Die Mikrotubuli bei Fundulus liegen

parallel zur L#ngsachse der Zellfortsdtze. Die Melaningranula

in diesen Fortsitzen scheinen sich nach einer Lichtstimula-

tion entlang der Mikrotubuli zu bewegen. Durch Zugabe von

Colchicin wird eine weitere Pigmentbewegung blockiert (Wikswo

und Novales, 1969).
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Vinblastin ist ein Vinca-Alkaloid, das den Abbau von Mikro-
tubuli verursacht. Tubulin wird dabei in geordneten Kristal-
len prézipitiert (Wilson et al., 1974). Ein Beispiel, wo

Vinblastin die Bewegung der Pigmentgranula hemmt, findet man

bei Fundulus heteroclitus (Jungueira und Porter, 1969).

Die Ergebnisse der Versuche, in denen diese zwei Mikrotubuli-
gifte bei Astacus verwendet wurden, sind im folgenden be-
schrieben. Die Lage der Schirmpigmente und der EinfluBl der
Testldsungen wurde semiquantitativ mit Hilfe einer Verhdlt-

niszahl (Schirmpigmentindex) ausgedruckt.
Der Schirmpigmentindex wird wie folgt definiert:

SPI = a/b

o
"

Abstand zwischen dem Ort der gréB8ten Schirmpig-

mentanhd8ufung und Basalmembran

b = Abstand zwischen den Retinulazellkernen und

Basalmembran

SPI

Seamm—

RZK = Retinula Zelikerne
PG =Pigment Granula
BM = Basalmembran

Abb. 10: Schirmpigmentindex (SPI)
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Der Schirmpigmentindex hat den Wert 1,0, wenn die Pigmente
sich im helladaptierten Zustand, und 0, wenn sie sich im

dunkeladaptierten Zustand befinden.
Colchicin:

Die Pigmentaggregation (Dunkeladaptation) wird durch Colchi-
cin teilweise verhindert. Nach Zugabe von Colchicin zu hell-
adaptierten Retinen und 60 Minuten Inkubation im Dunkeln
blieben die Pigmentgranula in einem quasi-lichtadaptierten
Zustand. Sie waren nicht mehr vollkommen lichtadaptiert, da
sie sich nicht in der N&he der Retinula-Zellkerne befanden.
Vielmehr lagen sie jetzt in der oberen H&alfte der Rhabdom-Re-
gion, widhrend in den Kontrollversuchen ohne Colchicin die
Pigmentgranula in den Bereich knapp oberhalb oder unterhalb
der Basalmembran wanderten. Dies zeigt, daB die Wanderungs-

strecke der Pigmente durch Colchicin auf etwa ein Drittel re-

duziert wird.

Die Versuche mit Colchicin wurden bei unterschiedlichen Kon-

zentrationen und unterschiedlichen Inkubationszeiten durch-

gefiihrt.

Auch héhere Konzentrationen (40 und 60 mmol/1) blockierten

die Pigmentwanderung nicht vollstindig. Bei allen verwendeten

Konzentrationen wanderten die Pigmentgranula annahernd in die

gleiche Position in der oberen Hilfte der Rhabdome. Diese ho-

hen Konzentrationen wurden beil dem weiteren Verlauf der Ver-
suche nicht mehr angewandt,

stand bei den Versuchstieren hervorrufen.

da sie einen extremen Streflzu~
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NDer Colchicin-Effekt war danegen abhdnaiqg von der Inkuba-
tionszeit. Die kiirzeste Inkubationszeit, die zu einer voll-
stindiqgen Colchicinwirkuna fithrte, betruag zwei Stunden. Ver-
mutlich hendtiqen die Photorezeptorzellen mindestens zwei
Stunden, um geniigend Colchicin aufzunehmen. Auch durch lé&nae-
re Inkubationszeiten liel sich die Wanderunag der Pigmentqgra-

nula nicht vollstdndig blockieren.

Fine Wirkuna von Colchicin auf die Helladaptation war nicht

festzustellen.

Vinblastin:

Das Sdulendiagram 11 zeiaqt die Ergebnisse der Versuche mit
Vinblastin. Es ist ersichtlich, dafl die Dunkeladaptation fast
vollstindiqg durch Vinblastin blockiert wird., Die Pigmente he-
finden sich nach Zuaabe von Vinhlastin zu helladaptierten Re-
tinen und einer Inkubationszeit von 60 Minuten im NDunkeln
noch immer in der Ndhe der Retinulazellkerne. Im Geaensatz zu
Colchicin hemmt Vinblastin die Dunkeladaptation der Pigment-

granula fast vollstdndiaq.

Wirkuna von Mikrotubuli-Giften:

In der Astacus-Retina kdénnen Mikrotubuli-Gifte die Piament -
wanderunqg wihrend der Dunkeladaptation nur teilweise blockie-
ren. Die Helladaptation wird durch Mikrotubuli-Gifte iiher-
haupt nicht beeinfluBt. Auffallend war, dafl die Pigmentwande-
runq wahrend der Dunkeladaptation nur im unteren Teil der

Rhabdome qehemmt wurde, nimlich in dem Bereich, in dem Mikro-

tubuli zu beobachten sind. In der Kernregion in der oberen

Halfte der Photorezeptorzelle, wo keine Mikrotubuli zu sehen
sind, fand die Pigmentwanderung noch statt. Die Frage laq

nahe, ob ein anderer Mechanismus fiir den ersten Teil der

Dunkeladaptation und fiir die Helladaptation verantwortlich

ist,
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Actin: Es gibt Anzeichen dafiir, daB in den Photorezeptoren
von Astacus im Rhabdombereich Actin vorhanden ist (Baer,
1983).

Um zu entscheiden, ob nicht nur Mikrotubuli, sondern auch
Mikrofilamente eine Rolle bei der Schirmpigmentwanderung
spielen, wurde die Wirkung des Mikrofilamentaifts Cytochala-

sin B auf die Pigmentwanderung untersucht.

Mikrofilament-Gift:

Cytochalasin B ist ein Antibiotikum, das die Aggreqgation von
G-Actin (globuldres Actin) zur F-Actin-Form (fibrillires Ac-
tin) verhindert. Die Zugabe von Cytochalasin B zu Systemen,
in denen Mikrofilamente fiUr die Pigmentbewequng verantwort-
lich sind, verhindert weitere Pigmentmobilitédt. Beispiels-
weise wurde diese Wirkung bei dem Krebs Uca pugilator beo-

bachtet (Lambert und Crowe, 1973).

Die Ergebnisse der Versuche, bei denen dieses Gift verwendet

wurde, sind im folgenden beschrieben.

Cytochalasin B:

Bei dieser Versuchsreihe war eine Wirkung weder auf die Dun-
keladaptation, noch auf die Helladaptation festzustellen. Die
Pigmentwanderung lief in beiden Richtungen ungehindert ab.
Die Pigmente wanderten wédhrend der Helladaptation in der Nahe

der Retinula-Zellkerne und bei der Dunkeladaptation in der

Ndhe der Basalmembran.

In Abb. 11 ist der EinfluB der drei Gifte auf die Dunkeladap-
tation im Sdulendiagramm dargestellt. Es ist ersichtlich, daB

die Mikrotubuligifte Vinblastin und Colchicin einen Einflul
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auf die Dunkeladaptation haben. Demgegeniiber hat das

Mikrofilamentgift Cytochalasin B keinen EinfluB auf die
Dunkeladaptation.

Keines der drei Gifte hat einen EinfluB auf die Helladap-

tation.

nkeladaptation

1 Vinblastin

Colchicin

Kontrolle
Cytochalasin B
b

Relative Wanderungsstrecke
]

—
._..f

A

Abb. 11: Wirkung der Mikrotubuligifte (Colchicin
und Vinblastin), bzw. des Mikrofilament-
giftes (Cytochalasin B) auf die Dunkel-
adaptation. Die Mikrotubuligifte wirkten

hemmend auf die Dunkeladaptation.
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4.3, EinfluBB der extrazelluliren C32*~Konzentra~

tion auf die Schirmpigmentwanderung

Welche molekularen Mechanismen an der Kontrolle der
Schirmpiamentwanderung beteiliqt sind, ist weniq bekannt.
Nlivio und Larsen (1978) nehmen an, daf Kalzium an der
Requlation der Schirmpiqgmentwanderung beteiliqt ist. Nach
dieser Hypothese soll Kalzium entweder ein Transportsystem
aktivieren oder den Abbau eines vorhandenen Mikrotubuli-
svstems bewirken. Bei Krustaceen fiithrt Belichtung zu einem

2t

Anstieqg der freien [a“ -Konzentration in der Photorezep-

torzelle (Lisman and Brown, 1975).

. . .. . . 2+
Es ist denkbar, dafl die lichtabh#naige Anderung der Ca” -
Tonenkonzentration im 7Zytoplasma der Photorezeptoren im
Zusammenhang mit der Requlation der Schirmpigmentwanderung

steht,

Naher wurde zunichst der EinfluB der extrazellulédren Cal

Konzentration auf die Schirmpigmentwanderunq untersucht um
festzustellen, ob eine Wechselwirkung zwischen extrazellu-
lirer Ca-Konzentration und Adaptationszustand besteht. Die

Versuche wurden mit isolierten Astacus-Retinen durchqe-

fihrt.

4.3.1. Dunkeladaptation

Rei den Versuchen zur Nunkeladaptation wurden helladap-

ten im Licht in Testldsunaen

-7
¥onzentrationen (150 - 10 mmol/1)
Stunde dunkel-

tierte Retinen zuerst 15 Minu

#
mit verschiedenen Ca-
danach wurden die Retinen ]
aae der Schirmpigmente

vorinkubiert,
adaptiert. Anschlieflend wurde die L
mikroskop heobachtet, und der Finflufl der

wieder semiquantitativ (siehe Kapitel

unter dem Licht
Testldsungen wurde

4,2.) mit Hilfe des Gehirmpigmentindexes ausqedriickt.



- 46 -

In dem Sidulendiagramm 12 ist der EinfluB der externen
Caz+~Konzentration auf die Dunkeladaptation zusammenge-
faBt. Aus dem Diagramm ist deutlich erkennbar, daB nur
in einem bestimmten Ca-Konzentrationsbereich Dunkeladap-
tationen stattfinden. Wenn die Ca-Ionenkonzentration
iiber 20 mmol/l bzw. unter 10 mmol/l liegt, wird die Pig-

mentwanderung gehemmt.
4.,3.2. Helladaptation

In den Versuchen zur Helladaptation wurden dunkeladap-
tierte Retinen in Testldsungen mit verschiedenen Ca-lo-
nenkonzentrationen (150 - 107 mmol/1) 15 Minuten im
Dunkeln vorinkubiert, danach wurden die Retinen 1 Stunde
helladaptiert.

In Abb. 13 1st der Zusammenhang zwischen der Caz+

-lIonen-
konzentration und der Helladaptation in Form eines S&u-
lendiagramms aufgetragen. Es ist deutlich zu erkennen,
2t

dal vollstdndige Helladaptation bei Ca“ -Konzentrationen

im Bereich von 10 - 30 mmol/l stattfindet. Bei extrem

2+ : . . :
-Konzentrationen und bei Konzentrationen un-

hohen Ca
terhalb von 10 mmol/l1 wird, ebenso wie bei der Dunkel-
adaptation, die Wanderung der Pigmentgranula gehemmt.
Bei Ca-Ionenkonzentrationen von 150 mmol/l war die
Strukturerhaltung der Retinen sehr schlecht; die Rhab-
dome erschienen geschwollen. Dies fiihrte wahrscheinlich

zu der Hemmung der Pigmentwanderung.
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Abb. 12: Wirkung der extrazelluldren CgtKonzentration
auf die Dunkeladaptation. Sowohl hohe Ca-
Ionenkonzentrationen (30 - 150 mmol/l), als
auch niedrige (10~6, 107 mmol/1) wirkten
stark hemmend auf die Dunkeladaptation.
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Abb. 13: Wirkung der extrazelluldren Ca-Ionenkonzen-

tration auf die Helladaptation. Niedrige Ca-
Ionenkonzentrationen (10‘6, 10 7 mmol/1) wirk-

ten hemmend auf die Helladaptation.
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4.4. Wirkung des Adaptationszustandes der Schirm-

2 _pufferfunktion

pigmente auf ihre Ca
Bei friheren Untersuchungen wurde festgestellt, daB die
distalen Retinulapigmente (Schirmpigmente) eine Art
"Pufferfunktion" fir Ca’in der Photorezeptorzelle von
Astacus ausiben. Versuche, die in Salzldsungen mit un-
terschiedlichen Ca“Konzentrationen durchgefihrt wurden,
zeigten, dall die Schirmpigmente Ca” aus Catreichen Lésun-
gen aufnehmen und es in Ca-arme Losungen abgeben konnen

(Schroder, 1980).

Durch die Anwendung des Laser Microprobe Mass Analyzer
(LAMMA) wurde dieses Studium der Ca-Ionen-Kinetik ermdg-
licht. Mit dieser Methode ist es mdglich, Isotope zu
trennen, so z.B. auch 40Caﬂvon 44Caf*(siehe Heinen et

al., 1980).

Es wdre von Interesse zu klédren, ob die Cﬁi"PuFferFunk—
tion" der Schirmpigmente in irgendeiner Weise mit der
Bewegung der Schirmpigmente im Adaptationsmechanismus
verknipft ist, d.h. ob infolge einer Hell- bzw. Dunkel-
adaptation eine Anderung der Ca-Ionenkonzentrationen in

den Schirmpigmenten eintritt.

Um dies naher zu untersuchen, wurde die isolierte Retina
mit qacghinkubiert und dunkel- bzw. helladaptiert. Die
aufgenommenen Isotope wurden anschlieBend mit dem

LAMMA-Gerdat gemessen.
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In den Pré@paraten, die wdhrend der Helladaptation in

der aaCJZLﬁsung inkubiert waren, wurde eine deutlich ho-
here Konzentration von 4a[ﬁzfgemessen, als in den Prédpa-
raten, die wahrend der Inkubation dunkeladaptiert waren.
Bei einigen Dunkeladaptationsversuchen war sogar keine
aaCaiAufnahme meBbar. Dies zeigt, daB der Adaptationszu-
stand der Photorezeptorzelle die Aufnahmefdhigkeit der
2+

Schirmpigmente flir Ca“ -Ionen beeinfluBt.

Die Ergebnisse sind in Abb. 14 dargestellt.
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Abb. 14: Massenspektrum der Schirmpigmente

a) von Retinen, die wédhrend der Helladapta-

tion in der aaCéLLﬁsung inkubiert waren

b) von Retinen, die wdhrend der Dunkeladap-

tation in der 440, 5sung inkubiert waren
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4,5, EinfluB des Skorpion-Toxins auf cal" -Kanile

4.5.1. Ca-Kanal-Blocker

Um den EinfluB von Ca’ auf die Schirmpigmentwanderung
(vgl. Kapitel 4.3.) ndher untersuchen zu konnen, wére es
notwendig, einen spezifischen Ca-Kanal-Blocker zu fin-

den.

Centruoides noxius

Es ist bekannt, daB Skorpion-Toxine spezifisch an Ionen-
kandle binden (Carbone et al., 1982; Rochat, et al.
1979; Cahalan, 1975). Aufgrund der Untersuchungen von
Carbone et al. (1982) erschien es aussichtsreich zu un-
tersuchen, ob die FII-9-Komponente des Skorpiongifts

Centruoides noxius einen EinfluB auf Kalzium-Kandle hat.

Die FII-9-Komponente ist die grdBte toxische Komponente
des Giftes, und ihre Wirkung ist noch unbekannt (Possani
et al., 1981).

Vertebraten-Zellen

Da die Biochemie der Vertebratenzellen weit ausfihrli-

cher untersucht worden ist als die der Evertebraten, er-
schien es sinnvoll, den Bindungsort des Toxins zuerst in
Vertebratenzellen zu ermitteln. Daher wurden zuerst Ver-

suche am Prinzipalorgan des Aals (Electrophorus

electricus) und an der Photorezeptorzelle der Kréte

(Bufo marinus) durchgefiihrt. Bei diesen Zellen ist die

regulatorische Wirkung von Kalzium auf unterschiedliche

biologische Prozesse qut untersucht.



Aal

Das Prinzipalorgan des Aals, das einen hoch entwickelten
Ionen-Pump-HMechanismus besitzt, eignet sich sehr gut fir
die Untersuchungen der synaptischen Ubertragung. Nach
der Transmitterfreisetzungs-Theorie von Katz (1969) be-
wirkt ein Aktionspotential einen Einstrom von Ca-Ionen
in den priasynaptischen Bereich. Dieser Ca-Einstrom be-
wirkt eine Ausschittung der Transmittersubstanz aus den
synaptischen Vesikeln in den subsynaptischen Spalt. Nach
dem Abklingen des Aktionspotentials wird das eingestrom-
te Kalzium mit Hilfe einer CglPumpe aktiv herausbefor-
dert. Wenn die FII-9-Fraktion wirklich ein Ca-Ka-
nal-Blocker ist, widre zu erwarten, daB sie im Bereich

der Synapse gebunden wird.
Krite

Die Photorezeptorzellen der Krdte werden bevorzugt als
Versuchsobjekte zur Untersuchung der Photorezeption bel
Vertebraten verwendet. Nach der Hypothese von Hagins
(1972) wirkt Cazf als Transmitter fir die visuelle Erre-

gung. Die Kalzium-Konzentration soll im Zytoplasma des

AuBensegments viel geringer (10 8 mol/1) sein als in den

Discs (10 ° mol/l). (Die angegebenen Konzentrationswerte
sind hypothetisch, nicht gemessen.) Ein aktiver Pumpen-

mechanismus h&dlt diesen Caz*—Konzentrationsgradienten
2° _1onen aus den Discs
Die Ca?

dort mit

aufrecht. Bei Belichtung werden Ca
in den zytoplasmatischen Raum freigesetzt. -lo-
nen sollen dann zur AuBenmembran diffundieren,

den Na-lonenkanilen reagieren und dadurch das SchlieBen

dieser Kandle bewirken. Am Ende der Belichtung soll

r von den Discs aufgenommen werden,
Sollte die FII-9-Frak-

und
Ca?" dann wiede

die Na-Kanale o6ffnen sich wieder.
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tion ein Kalzium-Kanal-Blocker sein, wirde man ihre Bin-
dung an der Disk- bzw. AuBenmembran der Stabchen erwar-

ten.

Falls die Versuche an Vertebratenzellen einen Hinweis
dafir liefern, daB das Toxin ein Ca-Kanal-Blocker ist,
soll der Bindungsort des Toxins an Astacus und seine

Wirkung auf die Schirmpigmentwanderung untersucht wer-

den.

4.5.2. Untersuchung des Toxin-Bindungsortes

Der Bindungsort des Toxins (Centruoides noxius Fraktion

FII und FII-9) in der Zelle wurde mit Hilfe spezieller

Marker elektronenmikroskopisch untersucht.

In Abb., 15 sind die verwendeten Markierungsarten schema-
tisch dargestellt, mit primaren (anti-Taxin) und sekun-
diaren (anti-Kaninchen) Antikdrpern. Die Markierungsart
mit sekunddren und primadren Antikdrpern liefert in der
Regel einen empfindlicheren Nachweis, da an einen primi-
ren Antikodrper (anti-Toxin) mehrere markierte sekundire
Antikdrper (anti-Kaninchen) binden kdnnen. Die so mar-

kierten Stellen lieBen sich unter dem Elektronenmikros-~

kop beobachten.
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Abb. 15: Aufbau eines Peroxidase- bzw. Ferretin-mar-

kierten Toxin-Bindungsortes einer Zelle

Marker: Mittel zur Lokalisierung von Membranproteinen

Bei der klassischen Diinnschnittmethode wird ein Quer-

schnitt durch eine Zelle bzw. Membran hergestellt und

nicht deren Oberflache betrachtet.
einer rein morphologischen Untersuchung.

Diese Methode ist oft

ausreichend bei

Handelt es sich jedoch um ein funktionelles Studium, ist
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es unbedingt notwendig, die spezifischen Proteine der
Oberfldche eindeutig identifizieren zu konnen. Die Pro-
teine sind unter dem Elektronenmikroskop nur erkennbar,
wenn sie eine eindeutige Struktur aufweisen, die entwe-
der natiirlicher oder kinstlicher Art sein kann. Falls
die Proteine keine eindeutige Struktur besitzen, muB man
sie kinstlich markieren, z.B. durch Antikorper. Eine
weitere Moglichkeit, spezifische Membranproteine zu mar-
kieren, besteht in der Anwendung spezifischer Toxine.
Diese Toxine wiederum werden durch geeignete Antikdrper
markiert, Diese Art der Markierung wurde in der vorlie-

genden Arbeit verwendet.

Da jedoch die Antikorper selbst unter den iiblichen Be-
dingungen elektronenmikroskopisch nicht erkennbar sind,
ist es weiterhin notwendig, sie durch elektronenmikro-
skopisch-sichtbare Substanzen zu kennzeichnen. Diese
elektronenmikroskopisch-sichtbaren Substanzen (Marker)
fir die Antikorper-Harkierung miissen eine Reihe von spe-

zifischen Anforderungen erfillen:

Marker-Anforderungen:

- Die Antikdrper sollen mit den Markern eine stabile

kovalente Bindung eingehen.

- Die Kopplung der Marker mit den Antikodrpern soll
ohne Denaturierung oder Beeinflussung der biolo-

gischen Aktivitidt der Proteine erfolgen,

Die Marker selbst, sowie die damit markierten

Antikdrper, sollen keine unspezifischen Bindungen

mit anderen Proteinen eingehen.
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~ Der Marker oder sein Reaktionsprodukt muB einer-
seits so grofBl sein, daB er unter dem Elektronen-
mikroskop eindeutig erkennbar ist, andererseits
darf die GroBe des Markers so wenig wie moglich
die Mobilitat der Antikdrper in intra- bzw. in-
terzellularen R&dumen sowie ihre Interaktion mit
dem Antigen behindern, d.h. die Marker sollten

keine sterischen Einfliisse haben.

- Der Marker muB so stabil sein, daBl er die chemi-
schen Einwirkungen wahrend der Fixierung der bio-
logischen Prédparate und die physikalischen Ein-
wirkungen der Elektronenmikroskopie (Elektronen-

strahl, hohes Vakuum) unbeeinfluflt lbersteht.

Bei den vorliegenden Versuchen wurden die Marker ferre-

tin und Horseradish Peroxidase eingesetzt.

Ferretin

Der Marker Ferretin wurde schon im Jahre 1959 von Singer
vorgeschlagen. Ferretin ist ein konjugiertes Makromole-
kiil, das aus einem sphéarischen, elektronendichten Kern
(sog. Mizelle) mit ca. 70 A Durchmesser besteht und von
und einer Hiille aus 20 identischen Untereinheiten umge-
ben ist. Der gesamte Durchmesser des Markers betragt ca.
12 nm. Der Kern ist ein Eisenhydroxyphosphatpolymer.
Sein Molekulargewicht betragt 460,000 Dalton. Das ferre-
tinmolekiil besteht aus ca. 23 % Eisen und ist daher un-

ter dem Elektronenmikroskop aufgrund des elektronendich-

ten Kerns gut sichtbar.
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Seine Nachteile sind, daB in einigen Fdllen wegen seiner
GroBe und Form sterische Einflisse auftreten konnen.
Wahrend die Globulinmolekile eines Kaninchens zum Bei-
spiel mit ihrem Molekulargewicht von 160,000 Dalton
leicht durch formaldehyd-fixierte Gewebe diffundieren
kénnen, bewegen die ferretin-markierten Globulin-Moleki-
le mit ca. 800,000 Dalton sich nur langsam durch die Ge-
webe (Pierce et al., 1964).

Enzym als Marker

Als Marker konnen weiterhin verschiedene Enzyme benutzt
werden. Der grundsatzliche Unterschied zum Marker vom
Typ Ferretin ist, dafl nicht das Enzym sichtbar wird,
sondern sein Reaktionsprodukt. Das zur Markierung einge-
setzte Enzym muB daher nach seiner Bindung an den Anti-
kdrper noch enzymatisch aktiv sein. Die enzymatische Ak~
tivitat entlang der Membran ergibt ein Abbild der Ver-

teilung der zu lokalisierenden Antigene.

Es ist jedoch wichtig, bei der Wahl des Enzyms zu beach-
ten, daB sein Reaktionsprodukt sich flir elektronenmikro-
skopische Untersuchungen eignet, d.h. unter dem Elektro-

nenmikroskop erkennbar ist und nicht weiter diffundiert.

Ein wesentlicher Vorteil dieser Markierungsart im Ver-
gleich zu Ferretin ist die héhere Nachweisempfindlich-
keit, da nicht das Protein selbst, sondern das Produkt

seiner enzymatischen Aktivitdt sichtbar ist.

Ein weiterer Vorteil des Einsatzes von enzym-markierten
Antikfdrpern ist das deutlich leichtere Durchdringen der
Gewebe gegeniiber Ferretin-markierten Antikdrpern. Die

Hintergrundfarbung ist oftmals geringer beim Einsatz der
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enzym-markierten Antikdrper. Weiterhin lassen sich die
mit Enzym markierten Pr#dparate sowohl fir licht- als
auch fir elektronenmikroskopische Untersuchungen be-

nutzen.

Horseradish Peroxidase

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Enzym Horseradish Per-
oxidase benutzt. Peroxidase hat ein Molekulargewicht von
ca. 40.000 Dalton, d.h. um eine Zehnerpotenz geringer
als Ferretin (460.000 Dalton). Das k&dufliche Enzymprépa-
rat ist eine Mischung von verschiednen Isoenzymen. Per-
oxidase verliert durch die Fixierung nur unwesentlich

ihre enzymatische Aktivitdat (30 - 60 %

4.5.3%3. Lokalisierung des Bindungsortes des Skorpion-

toxins, Fraktion FII-9, an Stabchen der Verte-

braten-Retina (Bufo marinus)

Die Morphologie der Photorezeptorzellen von Vertebraten

ist eingehend von den folgenden Autoren behandelt: fein

und Szuts (1982) und Borwein (1981). An dieser Stelle

wird nur eine kurze zusammenfassende Darstellung der
Morphologie der Photorezeptorzellen gegeben.
Wie bei allen Vertebraten unterscheidet man auch bei der

Krote Bufo marinus zwischen swei Arten von Sehzellen:

Stabchen:

Die ca. 80 um langen Stébchen der Krote bestehen aus

aus dem AuBensegment (ROS),
Die Liénge des AuBen-

; dem Innen-
vier Abschnitten,

segment, dem Zellkern und dem Axon.

segmentes betragt ca. 50 - 60 um und der Durchmesser ca.

7 - B um.



AuBensegment:

Das AuBensegment ist mit flachen Membransdckchen (Discs)
gefiillt, die wie Minzen einer Geldrolle innerhalb der
Hillmembran gestapelt sind. Sie enthalten ebenso wie die
Hiillmembran das Sehpigment Rhodopsin. Der Abstand von
Discmitte zu Discmitte betrdgt etwa 30 nm. Ein Stab-

chen-AuBensegment enthdlt etwa 1000 Discs.

Innensegment:

Innensegment und AuBensegment sind durch einen dinnen
Hals, in dem sich eine Cilienstruktur befindet, verbun-
den. Dem Innensegment, das eine groBe Anzahl von Mito-
chondrien enthalt, folgt der Abschnitt mit dem Zellkern
und ein langerer Nervenfortsatz, der mit der nachfolgen-
den Nervenzelle eine Synapse bildet. Uber diese Schalt-
stelle wird die Errequng aus der Lichtsinneszelle wei-

tergeleitet.

Zapfen:

Die Zapfen unterscheiden sich von den Stidbchen

durch ihre konische Form und vor allem durch den abwei-
chenden Aufbau des Membransystems im AuBensegment. Die
flachen Einfaltungen der Photorezeptormembran werden

nicht als innere Discs abgeschniirt, sondern behalten

ihre Verbindung mit der AuBenmembran.



 en—
 S—
aulien e,
Segment C::::::*EE>£MMS
 —
 S—
c:::J
innen
Segment ——— . >Mffocnanah'en

Kernregion ——.

Synapse

> O&3

Abb. 14: Stibchen eines Vertebraten-Photorezeptors

Ergebnisse:

Die Lokalisierung des Toxin-(FIT1-9)-Bindungsortes in der

Photorezeptorzelle der Kréte Bufo marinus erfolgte in

zwei Stufen. Die mit Toxin behandelte Retina liefl man in
einer aus Kaninchen stammenden anti-FIT-9-Ldsung in-

kubieren und danach folgte eine weitere Inkubation in

einer markierten anti-Kaninchen-IqgG-Ltsung. Als Marker

i i n VYer-
wurde Peroxidase oder Ferretin verwendet. Bei de

suchen an der Retina der Krdte ergaben sich folgende Er-

agebnisse:

Markierung mit Ferretin

. . , en
Der Ferretinkomplex wurde in den Stdbchenauflenseament

icht -
beobachtet. Wie aus den Abb. 6.1, 6.3 und 6.5 ersic

i isc- hzw,
lich ist, lieqen die Molekiile in dem Intradisc-Raum '
st, 2 qe

; i erdisc-Raum,
auf der Discmembran, jedoch nicht in dem Inter
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Markierunqg nur der St3bchen, nicht der Zapnfen

Auffillia ist, daB die Markierung nur in den Stédbchenau-
Renseqgmenten zu finden ist. In den Zapfen der Retina
sind keine Zeichen einer Markierunag zu finden. Dies ist
besonders deutlich in Abb. 6.1 erkennbar. Hier ist ein
deutlich markiertes Stiabchen neben einem Zapfen ohne

jeqgliche Markierungsspuren zu erkennen.

Markierung nur an der AuBlensegment-Region

Besonders auffidlliq ist, daf nur die Aufenseqment-Region
des Stabchens Markierungen aufweist. In Abb. 6.6 und 6.7
ist die Kernregion bzw. das Innensegment der Stdbchen
abgebildet. Hier findet man keine Zeichen einer Mar-

kierunqg.

Kontroll-Retinen, die nicht mit Texin vorbehandelt wa-
ren, aber ebenfalls mit anti-FTI1-9, anti-Kaninchen I1qG
und Ferretin inkubiert wurden, sind in Abb. 6.2 und 6.4
gezeiqt. Hier ist weder in den StdbchenauBenseqmenten
noch in den Innenseamenten und Kernregionen der Stihchen

oder in den Zapfen eine Markierung erkennhar.

Markierunng mit Peroxidase

Aus den Abbildungen 6.8 und 6.9 sind die Frqgebnisse der
Peroxidase-Markierunqg ersichtlich. In diesen Versuchen
war die Strukturerhaltuna sehr schlecht, die Disc-Mem-
branen wurden bei der Versuchsdurchfithrung zerstdrt und
waren dadurch nicht qut auszuwerten. Ursache fiir die
schlechte Strukturerhaltung ist vermutlich die Verwen -

dunag von HZOZ als Co-Substrat fiir die Peroxidase-Reak-
tion.
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Markierung nur an den AuBensegmenten

In Abb. 6.9 sind mehrere StabchenauBenseqmente erkennbar
und entlang ihrer AuBenmembran ist eine deutliche Mar -
kierung zu sehen. Auch innerhalb der StdbchenauBenseqg-
mente sind schwarze, punktférmige Ablagerungen sichtbar
(Abb. 6.8).

Die Kernregion

In der Kernregion des Stdbchens findet man wie bei den
Ferretinversuchen keine Markierung. In Abb. 6.8 ist ein
Zapfen neben einem Stdbchen abgebildet. Obwohl entlang
der Zapfenrdnder eine Ablagerung zu sehen ist, zeigt
sich innerhalb des Zapfens keine Markierung. Daher ist
zu vermuten, daB die Ablagerung an den Zapfenrdndern
keine spezifische Markierung darstellt; es ist auch aus

fruheren Arbeiten bekannt, daB sich Peroxidase bevorzugt

an Zellmembranen anlagert.

Die Kontrollversuche ohne Toxin (Abb. 6.9) zeigen keine
spezifische Peroxidase-Markierungsspuren. In Abb. 6.9
liegt ein Zapfen neben zwei StédbchenauBensegmenten. Ent-
lang der Riander der Photorezeptorzellen befindet sich
das Peroxidase-Reaktionsprodukt, aber innerhalb des

StibchenauBensegments selbst sind keine Markierungs-

spuren zu sehen.

Die Ergebnisse der Ferretin- und Peroxidase-Markierungen

zeigen, daB der Bindungsort der Toxin-Fraktion FII-9

entlang der Disc-Membranen in der AuBensegment-Region

des Stabchens liegt. Das Toxin wird weder von den

ibrigen Regionen des St&bchens noch von den Zapfen

gebunden.
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fs ist bemerkenswert, daB die markierten Antikdrper
innerhalb des StabchenauBensegments entlang der
Discmembran zu beobachten waren, da im Normalfall die
AuBenmembran das Eindringen derart groBer Molekile, wie
die markierten Antikorper und das Toxin sie darstellen,
nicht erlaubt. Es ist zu vermuten, daBl das Toxin
"Locher" durch die Membran verursacht, wie es auch von
anderen Toxinen bekannt ist. Ein Beispiel dafidr ist das
Toxin der Schwarzen Witwe. Es wurde festgestellt, dal
die aktiven Komponenten dieses Giftes in der Lage sind,
Kandle in dinne Lipidfilme zu machen (Hurlbut und
Ceccarelli, 1979). Die so entstandenen Kandle konnten

dann die Passage der markierten Antikdrper ermdglichen.

4.5.4. Lokalisierung des Bindungsortes des Skorpion-
toxins, fFraktion FII-9, am elektrischen Organ

des elektrischen Aals (Electrophorus electri-

cus)

Die Morphologie des Prinzipalorgans des Aals ist einge-
hend von den folgenden Autoren behandelt: Luft (1956,
1958) und Chagas (1961). An dieser Stelle wird nur eine
kurze zusammenfassende Darstellung der Morphologie des

Prinzipalorgans gegeben.

Electrophorus electricus hat drei elektrische Organe,

die 70 % seiner Gesamtkdrpermasse ausmachen. Die drei
Organe sind das sogenannte Prinzipalorgan (90 % der ge-
samtelektrischen Organmasse), das Hunter- und das Sachs-

Organ (von Sengbusch, 1979).

Die elektrischen Organe enthalten elektrische Platten
(Elektroplaque), die den Muskelfasern homolog sind,
wdhrend der Entwicklung aber die funktionsfdhigen Myo-
fibrillen verloren haben und dadurch nicht mehr kon-
trahieren konnen. Sie sind serienweise in Sdulen ge-
stapelt (von Sengbusch, 1979).
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Eine elektrische Platte hat zwei funktionell verschie-

dene Seiten. Nur die caudal gelegene ist innerviert und
enthalt Synapsen. Die rostral gelegene Seite ist auf den
aktiven Transport von Natrium- und Kaliumionen speziali-

siert (Bourgecis et al., 1971; siehe Abb. 17).

Die beiden Membranen unterscheiden sich erwartungsgema0
in ihrem Enzymmuster. Acetylcholin-Rezeptoren und die
Acetylcholin-Esterase findet man nur auf der innervier-
ten Seite, widhrend die Riickseite reich an Na/KATPase ist

(Bourgeois et al., 1971).

Ein weiterer morphologischer Unterschied der beiden
Seiten besteht in dem Vorhandensein eines hoch ent-
wickelten Systems von Caveolae. Caveolae sind blinde,
elongierte, Tubulus-artige Einstilpungen der Plasmamem-~
bran der Zelle. Der Elektroplaque enthdlt Vesikel, die
ungefahr den gleichen Querschnitt haben wie die Caveolae
(500 - 1000 A). Dieses System ist auf der nicht-inner-
vierten Seite starker entwickelt (Luft, 1958).



Abb. 17: Elektronenmikroskopische Aufnahme der funk-
tionell verschiedenen Seiten des Aals. In-
nervierte Seite (I.S.), uninnervierte Seite
(U.S.).

Ergebnisse:

Die Lokalisierung des Toxin-Bindungsortes (FII und

F1I-9) im Prinzipalorgan des Aals Electrophorus

electricus erfolgte mit spezifischen markierten Anti-

korpern in der gleichen Weise wie bei Bufo marinus. Tei-

le des Prinzipalorgans wurden mit der Toxinldsung und
anschliefend mit einer spezifischen anti-Toxin-Antikor-

per-Ldsung behandelt.
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Elec trophorus electricus

Prinzipal Hunters Sach's
Organ Organ Organ

Abb: 18 Electrophorus electricus

Synaptische Region des Aals

Electrophorus electricus

Schwannsche Zelle
Cisternae

Mitochondrien
Pra-synaptische

Membran '

ynaptische

Caveolae Vesikel
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Abb: 19 Synaptische Region des Aals



Markierung mit Peroxidase:

Die Bindung des Toxins erfolgte ausschlieBlich in den
Synapsen des Prinzipalorgans. Auf den Abbildungen 6.11
und 6.13 sind die durch das Peroxidase-Reaktionsprodukt
(HRP) markierten Bindungsorte deutlich als schwarze Ab-
lagerungen innerhalb der Synapse erkennbar. In Abb. 6.13
erscheint besonders deutlich, daB die Peroxidase-Reak-
tionsprodukte entlang einer Langsstruktur, vermutlich
die Cisternae, innerhalb der Synapse liegen. Das Reak-
tions-Produkt ist auf Abb. 6.11 sogar innerhalb mehrerer
synaptischer Vesikel zu beobachten. Verwendung der ge-
samten FlI-Fraktion und der isolierten Unterfraktion

F1I-9 fihrten zu identischen Ergebnissen.

Demgegeniiber findet man derartige spezifische Ablagerun-

gen beli den Kontrollversuchen ohne Toxin nicht (siehe
Abb. 6.12 und 6.14).

Auffallend ist der aufgequollene Zustand der Mitochon-
drien bei den Toxinversuchen. Diese aufgequollene Struk-

tur ist besonders in Abb. 6.13 gut erkennbar.

In den Toxinversuchen (Abb. 6.11 und 6.13) scheint
au@Berdem die Anzahl der synaptischen Vesikel im Ver-

gleich zu den Kontrollversuchen (Abb. 6.12 und 6.14)

stark reduziert zu sein.

Markierung mit Ferretin

Bei den mit Ferretin durchgefiihrten Markierungsversuchen
sind die Bindungsorte des Skorpiontoxins noch deutlicher

erkennbar als bei den Versuchen mit Peroxidase.
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In beiden Fdllen ist jedoch eindeutiq 7y sehen, daf der
Rindunasort innerhalb der Synapse lieat (siehe Abb. A.15
und 6.16). Die stark aufoequollenen Mitochondrien und
eine stark reduzierte Anzahl von svnaptischen Vesikeln
innerhalb der Synapse ist auch bei den Ferretinversuchen

zu beobachten (siehe Abb. 6.15 und 6.18).,

Auch bei den Kantrollversuchen ohne Toxin (Abh. .19 und
£.2N0) war eine Schwidrzunag der Praparate durch ferretin
zu beobachten, jedoch in viel qeringerem MaRe, als dies
bei den Toxinversuchen der Fall war. Auffalliq ist, daf
keine Reduzieruna der synaptischen Vesikel erkennbhar

war .

Es ist zu vermuten, dafl die bei den Kontrollversuchen
beobachteten Markierunqgshilder dadurch zustande kamen,
daR die verwendeten markierten anti-Toxine durch Spuren
von Toxinen verunreiniat waren. Diese Verunreiniqunao
kann aus dem Gelbett der Toxin-beladenen Affinitatssiule

stammen, iiher die die anti-Toxine aereiniqt wurden.

Schwarze Witwe-Toxin

Rei der Diskussion der Ergebnisse mit Prof. Maelicke
(Max-Planck-Tnstitut fiir Erndhrunasphysionlogie, Dort-

mund) fiel die Ahnlichkeit der Wirkung des SkorpionTo-

xins mit dem Toxin der Schwarzen Witwe beziiglich der re-

duzierten Anzahl von svnaptischen Vesikeln auf. Es wur-

den daher Verqgleichsversuche mit beiden Toxinen, irdoch

ohne Markierung, am Aal durchaefiihrt.

Wie aus den Abbildungen 6.21, 6.23 und 6.24 erkennbar

ist hahen beide Toxine eine stark reduzierende Wirkung
st, > nide

auf die Anzahl der synaptischen Vesikel.



Zusammenfassend kann man sagen, daB8 der Bindungsort des

Skorpiontoxins Centruoides noxius, Fraktion FII-9, der

durch die Verteilung des Peroxidase-Reaktionsprodukts
und des Ferretins ermittelt wurde, in den Synapsen des

Prinzipalorgans liegt.

Mit der Annahme, daBl das Toxin an die Ca-Kandle bindet
und diese blockiert, liefBle sich die reduzierte Anzahl
der Vesikel erkldren. Die Blockierung der Ca-Kanale be-
wirkt eine gesteigerte Konzentration von Kalzium inner-
halb der Synapse, dadurch wird eine Dauerdepolarisierung
simuliert. Dies hat eine standige Ausschittung der
Transmittersubstanz zur Folge. Es ist noch zu klédren,
warum die markierten Stellen nicht an der Membran, son-
dern innerhalb der synaptischen Endigungen in den
Cisternen zu finden sind. Das sogenannte "Synaptische
Recycling Modell" von Heuser kdnnte hierfir eine plau-

sible Erkldrung liefern.

Nach diesem Modell verschmilzt die Membran der synapti-
schen Vesikel mit der Plasmamembran, wenn die Vesikel
die Transmittersubstanz freisetzen. Die entleerten Vesi-
kel wandern als "coated Vesicels" zurick in die synapti-
sche tEndigung. Innerhalb der Synapse binden sie an die
Cisternae, wo neue Vesikel gebildet werden. Bemerkens-
wert ist, daB nur bei Synapsen, die einer verstiarkten

Reizung ausgesetzt waren, die Cisternae deutlich zu se-

hen sind,.



Nach Heuser

Gliazelle

Markierte Antikérper

Abb. 20: Das synaptische Recycling-Modell von Heuser.
Schematische Darstellung der Aufnahme von
Toxin und markierten Antikérpern ( ¢ ) in die

synaptische Endigung.

Die schematische Darstellung des Heuser-Modells in Abb.
20 zeigt, wie mdglicherweise die markierten Antikdrper
in der Phase des Uffnens der Vesikel bei der
Ausschittung des Transmitters in die Vesikel gelangen
konnen. Die an der inneren Membran der Vesikel gebunde-

nen Antikdrper konnen nach dem oben geschilderten
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Mechanismus in die Cisternae hineingelangen. Auf diese
Weise lieBe sich das Auftreten von Antikdrpern in den
Cisternae erkldren. Die Vermutung, daB die Antiksorper
(bzw. das Toxin) nur auf der Innenseite der Vesikel
binden, wurde durch die anschliellenden Versuche von
Prof. Maelicke bestdtigt. Seine Versuche mit isolierten
intakten Vesikeln zeigen in normal orientiertem Zustand
keine Bindung von Jod-markiertem Toxin, demgegeniiber
weisen Vesikel, die in Gegenwart von jodiertem Toxin

somifiziert wurden, starke Markierungsspuren auf.

4.5.5. Lokalisierung des Bindungsortes des Skorpion-
Toxins, Fraktion FII-9, in der Photorezeptor-

zelle von Astacus

Die Bindungsstudien wurden an isolierten Retinen von

Astacus leptodactylus durchgefihrt. Die Retina lieB man

in einer Toxinldsung (FII und FII-9) inkubieren, und an-
schlieBend wurde sie mit spezifischen anit-Toxin-Anti-
korpern, die mit Peroxidase oder Ferretin markiert
waren, behandelt. Die FII -Markierung diente hauptsidch-
lich als Vorversuch, um festzustellen, ob eine Bindung
des Toxins ilberhaupt stattfindet und ob diese Bindung

mittels anti-Toxin-Antikdrpern elektronenmikroskopisch

nachweisbar ist.

Markierung mit Peroxidase

In der Retina des FluBkrebses sind die Peroxidase-Reak-
tionsprodukte, die unter dem Elektronenmikroskop als

schwarzer Komplex zu erkennen sind, innerhalb der Photo-
rezeptorzelle zu beobachten, wobei eine unterschiedliche

Bindung der gesamten Fraktion FII und FII-9 nicht beo-
bachtet wurde.
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In Abb. 6.25 sind die Peroxidase-Reaktionsprodukte wie
eine Art Umrandung um das Schirmpigment verteilt. Die
Mikrovilli der Retinulazellen weisen keine Zeichen einer
Markierung auf. Ebenfalls sind in den interzellularen
Raumen zwischen den Photorezeptorzellen keine Spuren des

Reaktionsproduktes zu beobachten.

Die Schirmpigmente aus Kontrollversuchen ohne Toxin

weisen keine Spuren einer Markierung auf (Abb. 6.26).
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Markierung mit Ferretin:

In Abbildung 6.27 ist deutlich erkennbar, daB auch mit
Ferretin markierte Antikdrper an die Oberflache der
Schirmpigmente binden. Aus der Aufnahme (Abb. 6.30) ist
ersichtlich, daB wie bei den Peroxidase-Markierungsver-
suchen kein Ferretin in den Mikrovilli der Retinulazel-
len zu finden ist. Abb. 6.29 zeigt interzellul&dre R&ume
zwischen zwei Photorezeptorzellen. Auch hier sind keine

Ferretin-Markierungen zu erkennen.

In den Kontrollversuchen ohne Toxin findet man keine

Ferretinspuren an den Schirmpigmenten (Abb. 6.28).

Ebenso wie in der Retina von Bufo marinus war auch bei

Astacus Ferretin bzw. Peroxidase innerhalb der Photore-
zeptorzelle zu beobachten. Es ist daher zu vermuten, daf
das Toxin, ebenso wie in den StdbchenauBensegmenten auch
hier die Durchlédssigkeit der Membran fir groBe Molekile
wie Ferretin- bzw. Peroxidase-konjugierte Antikdrper und

das Toxin selbst erhsht.

Zusammenfassung:

Zusammenfassend kann man sagen, daB das Toxin (FII-9)
die Photorezeptorzellmembran von Astacus permiert und

Uberwiegend an das Schirmpigment bindet.
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SchluBfolgerung aus den Toxin-Bindungsstudien:

Das Toxin Centruoides noxius, fFraktion FI1I-9, bindet so-

wohl in der Retina von Bufo marinus als auch im Prinzi-

palorgan von Electrophorus electricus ausschliefllich in

Bereichen, die Ca-Kandle enthalten. In der Photorezep-
torzelle von Astacus bindet das Toxin an die Pigmentgra-
nula, von denen bekannt ist, daB sie, je nach Bedarf,
ca?’ aufnehmen oder abgeben kénnen (Schréder, 1980).
Diese Ergebnisse lassen vermuten, daB das Toxin mdgli-
cherweise Ca-Kandle blockieren kann. Um diese Vermutung
zu bestdtigen ist es notwendig, den CaZL-Transport in

Gegenwart des Toxins quantitativ zu untersuchen.

4.6. Der EinfluB des Skorpiontoxins, Fraktion FII-9,
auf die Cal' -pPufferfunktion der Schirmpigmente

bei Astacus

Die Schirmpigmente der Photorezeptorzelle von Astacus
sind in der Lage, je nach Bedarf cal’ abzugeben bzw.
aufzunehmen. Sie wirken daher als eine Art Puffersystem

fir Cal" in der Photorezeptorzelle (Schroder, 1980).

Das Ziel der folgenden Versuche ist zu ermitteln, ob die
Bindung der Skorpion-Toxin-fFraktion FI1-9 an die Pig-
mentgranula einen FinfluB auf die Ca-Aufnahmefdhigkeit
dieser Schirmpigmente hat. Die Klarung dieser frage
konnte uns helfen, ein Bild der Wirkungsweise des Toxins

auf erregbare Membranen Zzu gewinnen.
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Die Untersuchung wurde an der isolierten Astacus-Retina
durchgefihrt. Die Retina wurde in 44ca in Gegenwart der
Skorpiontoxin-Fraktion FII-9 inkubiert; anschlieBend
wurde die aufgenommene Menge an 44ca bestimmt. Kontroll-
versuche wurden in der gleichen Weise durchgefihrt, je-

doch ohne Inkubation in der Toxinlosung.

Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung darge-
stellt. Die MeBergebnisse zeigen, daB in den Kontroll-
versuchen durch die Schirmpigmente ungefahr die doppelte
Menge von *%Ca gegeniiber den mit Toxin behandelten Pri-
paraten aufgenommen wurde. Demgegeniiber war die

40C54K0nzentration im Toxinversuch und in der Kontrolle

gleich. Die unveréanderte aoCééKonzentration bedeutet,

dal die Membran der Pigmentgranula durch die Toxinein-
wirkung nicht zerstdért wurde, da sonst aufgrund des un-
2-

spezifischen Ca“ -Austritts aus den Granula nur noch ge-

ringe Mengen von QOCéMFeststellbar waren. Daraus kann
man folgern, daB die Skorpiontoxin-Fraktion FII-9 die
Ca-Ionen-Aufnahmefdhigkeit der Schirmpigmente von

Astacus beeinfluBlt.
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Abb. 21: Massenspektrum der Schirmpigmente
a) Kontrollretina ohne Toxin
b) Toxin-behandelte Retina
Im Kontrollversuch wurde etwa doppelt so viel
A&Cagvon den Schirmpigmenten aufgenommen wie

im Toxinversuch. Die aOCéiKonzentration war

in beiden Experimenten gleich.

4.7. Der EinfluB des Skorpiontoxins, Fraktion

FII-9, auf die Schirmpigmentwanderung bei

Astacus

eschriebenen Ergebnissen ist es sehr
a3 die FI1I-9-Fraktion des Skorpionto-

in die Pigmentgra-
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wahrscheinlich, d
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nula von Astacus hemmt .
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extrazelluldren Ca ' wande-
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rung und den vermuteten Zusammenhang zwischen Cazf und
dem Mikrotubulisystem (vgl. Kapitel 4.2.) ndher zu un-

tersuchen.

Es ist zu klaren, ob die durch die Wirkung des Toxins
eingeschrénkte Fahigkeit der Schirmpigmente, ca?’ aufzu-
nehmen, d.h. den Ca-Haushalt der Photorezeptorzelle zu
regulieren, auch einen hemmenden EinfluB auf die Adapta-
tionsfunktion (LichtfluBadaptation) der Pigmente hat.
Hierzu wurden Retina mit Toxin inkubiert und anschlie-
Bend hell- oder dunkeladaptierten Bedingungen ausge-
setzt. Nach dem Versuchen wurde die Retina fixiert, und
die Lage der Pigmente wurde unter dem Lichtmikroskaop
beobachtet. Das Sdulendiagramm 22 zeigt den EinflulB des
Toxins auf die Dunkeladaptation und die Helladaptation.
Die Pigmentwanderung wahrend der Dunkeladaptation wurde
durch das Toxin stark gehemmt, wdhrend die Helladapta-

tion unbeeinflulBt blieb.

Diese Ergebnisse stimmen Uberein mit dem EinfluB der ex-
trazellularen Caz‘—Konzentration auf die Pigmentwande-
rung: auch hier wurde durch erhdhte Caz;-Konzentration
nur die Dunkeladaptation der Schirmpigmente gehemmt. Im
Gegensatz zur Helladaptation bendtigt die Dunkeladapta-
tion ein Mikrotubuli-System (vgl. Kapitel 4.2.). Der
SchluB liegt nahe, daB CaZfspezifisch an der Regulation
der Pigmentwanderung beteiligt ist, indem es die Aktivi-

tat des Mikrotubuli-Systems steuert.
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Abb. 22: Wirkung des FII-9-Toxins auf die Schirmpig-

mentwanderung
a) Helladaptation
b) Dunkeladaptation



5. Diskussion

Wie die meisten Photorezeptoren von Evertebraten, so
reagieren aucn die Retinulazellen der Krustaceen auf
Lichtreize mit depolarisierenden Rezeptorpotentialen
(Stieve, 1976). Verdnderung der Lichtintensitdt hat
auBerdem eine Wanderung der Schirmpigmente zur Folge. Es
ist zu vermuten, daB diese zwei Lichtantworten - An-
derung der Ionenleitfdhigkeit und Wanderung der Pigment-

granula - funktionell gekoppelt sind.

Lichteinwirkung auf die Photorezeptorzellen der Everte-
braten verursacht eine Steigerung der internen freien
Ca-lonen-Konzentration (Lisman und Brown, 1975). Nach
der Arbeitshypothese (Stieve, 1974) iberfihrt ein
Lichtreiz die Pfdrtnersubstanz P’, die das Offnen und
SchlieBen des Lichtkanals kontrolliert, in einen
"kurzlebigen" Zustand P". Die Affinitdt von P" ist fdir
Natriumionen hoher als fir Kalzium, dadurch wird Kalzium
freigesetzt. Es wird vermutet, daBl eine Steigerung der
Ca-Konzentration im Zytoplasma der Photorezeptorzelle
die Pigmentwanderung in Richtung Lichtadaptation bewirkt
(0livio und Larsen, 1978).

Die vorliegenden Beobachtungen unterstitzen diese Hypo-
these, Versuche, in denen der EinfluB der extrazelluld-
ren Ca-Konzentration auf die Helladaptation iiberpriift
wurde, zeigten, dal Ca-Konzentrationen von iber 10
mmol/1l férdernd auf die Helladaptation wirkten. Wurde
die Konzentration der Ca-Ionen durch Zugabe vom Ca-Che-
lat EDTA bzw. EGTA vermindert, so war eine hemmende Wir-
kung auf die Helladaptation zu beobachten. Es ist anzu-

nehmen, daB eine Erhshung der extrazelluldren Ca-Konzen-

tration auch die intrazelluldre Konzentration von Cgfer
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hoht. Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit den Er-
gebnissen, die von Stieve et al.(1980) erzielt wurden.
Hier ist ermittelt worden, daB eine Steigerung der Ca-
Konzentration in der Inkubationslésung zum lichtadap-
tierten Zustand des ERG der FluBkrebs-Retina fihrte. Die
Dunkeladaptation wird im Gegensatz zur Lichtadaptation

durch hohe Ca-Konzentration gehemmt.

Un die Ursache des EinfluBes von Ca auf die Schirmpig-
mentwanderung deuten zu kdnnen, ist eine Kldrung des
"Wanderungsmechanismus" erforderlich. In den Versuchen
mit den Mikrofilament- und Mikrotubuligiften hat sich
gezeigt, daB die Mikrotubuligifte Colchicin und Vin-
blastin einen signifikanten EinfluB auf die Schirmpig-
mentwanderung bei der Dunkeladaptation haben. Bel dem
Mikrofilamentgift Cytochalasin B war kein Einflul fest-
stellbar. Dies unterstitzt die Annahme, daB fir die
Schirmpigmentwanderung beil der Dunkeladaptation Mikrotu-
buli verantwortlich sind. Die Lichtadaptation dagegen
wird durch Mikrofilament- und Mikrotubuligifte nicht ge-
hemmt. Aus diesen Befunden 138t sich schlieBen, dal die
Pigmentgranula wdhrend der Dunkeladaptation durch ein
flikrotubuli-System transportiert werden, daB der Hell-

adaptation jedoch ein anderer Hechanismus zu Grunde lie-

gen muB.

Fs ist bewiesen, daB Ca eine wichtige Rolle bei der Re-
gelung des Mikrotubuli-Abbaus spielt. Eine hohe Ca-Kcn-
sentration wirkt stark hemmend auf die Polymerisation

von Mikrotubuli bzw. verursacht ihren Abbau (Schliwa,

1976; Weisenberg, 1972).
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Eine Reihe von Zelltypen besitzen die Fahigkeit, je nach
Bedarf Mikrotubuli auf- bzw. abzubauen. Ein bekanntes
Beispiel ist das periodische Auf- und Abbauen von Mikro-
tubuli bei der HMitose. Eine &@hnliche Eigenschaft ist bei
der Photorezeptorzelle zu vermuten, wobei die Steuerung

des ProzeBes Ca-Ilonen zuzuschreiben ware.

Nach dieser Vorstellung bewirkt eine Steigerung der
Ca-Konzentration durch Belichtung den Abbau der existie-
renden Mikrotubuli, die in ihrer aktiven Form die Pig-
mente im dunkeladaptierten Zustand halten. Auf diese
Weise wird die Rickwanderung der Schirmpigmente in den

lichtadaptierten Zustand ermdglicht.

Im Dunkeln ist die intrazellulare Ca-Konzentration klei-
ner als im helladaptierten Zustand. Dies hat die Reorga-
nisation des Mikrotubuli-Systems zur Folge, mit dessen
Hilfe die Pigmentgranula in den dunkeladaptierten Zu-
stand wandern konnen., Bei den Dunkeladaptationsversuchen
mit unterschiedlichen Ca-Konzentration erreichte die
Zelle nur bei physiologischer Ca-Konzentration den dun-
keladaptierten Zustand. Der scheinbare Widerspruch zu
der hier aufgestellten Hypothese, daB es auch bei einer
durch EDTA bzw. EGTA erniedrigten Ca-Konzentration zu
keiner Dunkeladaptation kam, 1dBt sich mit der Bindung

von intrazelluldrem Mgz

durch die Chelatbildner erklid-
ren. Bekanntlich ist das Vorhandensein von Mg-GTP-Kom-

plexen Bedingung fir die Polymerisation der Mikrotubuli
(Weisenberg, 1972).

Die Hemmung der Dunkeladaptation durch den FII1-9-Toxin
188t sich auch mit Hilfe dieses Modells erkliren. Das
Toxin bindet wdhrend der Inkubationszeit (20 Minuten bei

Licht) an das Ca-Transportsystem der Schirmpigmente, und
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dadurch wird die CaiAufnahmeFéhigkeit der Schirmpigmente
eingeschrankt (vgl. Kapitel 4.6.). Die bei der Lichtein-
wirkung freigesetzten Ca-Ionen kdnnen nur nochzu einem
geringen Teil von den Schirmpigmenten aufgenommen wer-
den. Die in Kapitel 4.4. beschriebenen Ergebnisse weisen
darauf hin, dal die wdhrend der Helladaptation freige-
setzten Ca-Ionen von den Schirmpigmenten aufgenommen
werden. In der anschlieBenden Dunkelphase verhindert nun
die unter dem EinfluB des Toxins erhohte "freie" Ca-Io-
nen-Konzentration einen Aufbau des Mikrotubulisystems.
Eine Wanderung der Schirmpigmente (Dunkeladaptation)

findet nicht statt.
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h, Elektronenmikraskopische Abhildunaen

- Anhana -

Lokalisieruna des Bindunags- AT - 6,010
ortes des Skorpiontoxins,
Fraktion FII-9, an Stidbchen

der Vertebraten-Retina

Lokalisierung des Bindungs- .11 - A,24
ortes des Skorpiontoxins,

Fraktion FI1-9, am elektri-

schen Organ des elektrischen

Aals

Lokalisierung des Bindunas- 6.25 - 6,30
ortes des Skorpiontoxins,
Fraktion FI1-9, in der Photo-

rezeptorzelle von Astacus

Rej den elektronenmikroskonischen Aufnahmen

Schnittdicke ca. 90 nm.

Seite:

89 - 9n

war die



.83,

61

Abb. 6.1: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Ferretin
anti-Kaninchen. Im Bild sieht man ein StabchenauBenseg-
ment (RDOS) neben einem Zapfen (Z). In dem StédbchenauBen-
segment sind deutliche Markierungsspuren zu sehen, dem-
gegeniiber in dem Zapfen keine.

Abb. 6.2: Kontrollversuch: Markierung mit ferretin an-
ti-Kaninchen. Die zwei StébchenauBensegmente (ROS) wei-

sen keine Markierungsspuren auf.



ch (F11-9): Markierung mit Ferretin
in-Markierung (F) befindet
an (DM). Stébchenausensegment

Abb. 6433 Toxin-Versu
anti—Kaninchen. Die ferret
sich entlang der DiscmembT

(ROS) .

Abb. 6.4% gontrollversuch (F11-9): Markierung mit Ferre-
tin anti-Kaninchen. Vereinzelt sind Ferretinspuren {F)
hier zu beobachten, jedoch nicht anndhernd in dem MaBe
wie in Bild 6.3 Stébchenauﬁensegment (R0S), AuBenmem-

bran (AM).



Abb. 6.5: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Ferretin
anti-Kaninchen. Diese Aufnahme zeigt die Verteilung des
Ferretins (F) entlang der Discmembran (DM) bei hoherer
Vergré&éBerung. StdbchenauBensegment (R0OS), AuBenmembran
(AM).

Abb. 6.6: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Ferretin
anti-Kaninchen. In der Kernregion (KR) der Stdbchen (r)
findet man keine Spuren von ferretin.
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Abb. 6.7: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Ferretin
anti~Kaninchen. In den Innensegmenten (I1S) der Stdbchen
(R} findet man keine Markierungsspuren.

Abb. 6.8: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Peroxi-
dase-anti-Kaninchen. Im Bild ist ein StdbechenauBenseg-
ment (ROS) neben einem Zépfchen (Z) zu sehen. Um die
Riander der Zapfen und im StdbchenauBensegment selbst
sind die Reaktionsprodukte der Peroxidase (RP) als
schwarze Punkte erkennbar.
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Abb. 6.9: Kontrollversuch: Markierung mit Peroxidase-an-
ti-Kaninchen. Hier liegt ein Zapfen (Z) zwischen zwei
StébchenauBensegmenten (R0OS). Entlang der Rinder der
Photorezeptorzellen befindet sich das Peroxidase-~Reak-
tionsprodukt (RP), aber innerhalb des StébchenauBenseg-
ments selbst sind keine Markierungsspuren zu sehen.
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Abb. 6.10: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Peroxi-
dase-anti-Kaninchen. Im Bild sind mehrere Stdbchenaulen-
segmente (RDS) mit den angelagerten Peroxidase-Reak-
tionsprodukten (RP) entlang der Rénder der Auflenmembran
zu sehen.



61

Abb. 6.11, 6.13: Toxinversuch (FII-9): Markierung mit
Peroxidase anti-FII-9. In den Bildern 11 und 13 sind
die mit Peroxidase-Reaktionsprodukten (HRP) gefiillten
Synaptische Vesikel (5V) und Cisternae (C) zu sehen.

612

Abb. 6.12, 6.14: Kontrollversuch: Markierung mit Peroxi-
dase anti~FII-9. Die Bilder 12 und 14 zeigen die mit Ve-
sikeln (S5V) gefillten Synapsen (5) ohne deutliche Mar-
kierung. In Bild 14 sind besonders deutlich die Cister-
nen (C) erkennbar.
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Abb. 6.15, 6.16, 6.17, 6.18: Toxinversuch (FII-9):
Markierung mit Ferretin anti-FII. Diese Bilderreihe
zeigt mit Ferretin anti-FII markierte Zellen. Man er-
kennt eindeutige Markierungsspuren (F) entlang einer
tingsstruktur in der Synapse (vermutlich in den Cister-
nae) und in den Synaptischen Vesikeln. Die Mitochondrien
(M) sind stark geschwollen. Die Synapsen (S) enthalten
wenige Vesikel.

-3

616 I




w
Y N
e

i ‘m\
S
y
i
Ley
Lt
i d

§

; #”« 5 w"ﬁq ¥ 0 ,{a‘
Wl v gt

\’ L J 3 i Wi
2 e Tt
i ¥ 7 i g W i
o A W
; 4 : ‘ v
oo K

#*




619

Abb. 6.19, 6.20: Kontrollversuch: Markierung mit Ferre-
tin anti-FII. In den Kontrollversuchen sind zwar Markie-
rungsspuren erkennbar, jedoch in deutlich geringerem MaQ
als in den Toxinversuchen. Die Markierung erscheint als
eine allgemeine Untergrundférbung, d.h. es handelt sich
hier keinesfalls um spezifische Markierungsspuren. Sy-
napse (S). Synaptische Vesikel (5V), Ferretin (F).
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Abb. 6.21: Wirkung der FII-9-fraktion auf die Morpholo-
gie der Synapse. In diesem Bild ist deutlich die verdn-
derte Morphologie der Synapse {($) erkennbar, die Zahl
der Synaptischen Vesikel (SV) ist verringert, und die
Cisternae (C) werden deutlich hervorgehoben.
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Abb. 6.22: Kontrolle. In diesem Bild ist deutlich er-
kennbar, daB im Normalfall die Synapsen mit einer hohe~-
ren Anzahl von Vesikeln gefillt sind.
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Abb., 6.23, 6.24: Wirkung des Schwarze-Witwe~Toxins auf
die Morphologie der Synapsen. Bel diesem Versuch sind
dhnliche Beeinflussungen der Synapse wie bei den Ver-
suchen mit FII-9 zu beobachten, d.h. verringerte Anzahl
der Synaptischen Vesikel (SV).




Abb. 6.25: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Peroxi-
dase-anti- FI1I-9. Das Bild weist eine deutlich erkennba-
re schwarze Umrandung der Pigmentgranula (PG) auf. Diese
Umrandungen sind die Ablagerungen der Peroxidase-Reak~

626
Abb. 6.26: Kontrollversuch: Markierung mit Peroxid?ss’
anti-FII-9. Die Pigmentgranula (PG) haben eine annihernd
gleiche Verfarbung ohne jegliche Umrandung, d.h. ohne
Ablagerung des Peroxidase-Reaktionsprodukts.
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Abb. 6.27: Toxin-Versuch (FI1I-9): Markierung mit Ferre-
tin anti- FII-9, Die mit Ferretin durchgefiihrten Versu-
che bestdtigen, daB der Toxin-Antikérper bzw. das Toxin
an den Pigmentgranula (PG) bindet; die Oberfliche der
Pigmentgranula weist deutliche Ferretin-Markierung (F)
auf.

628

Abb. 6.28: Kontroll-Versuch: Markierung mit Ferretin

anti-FII-9. Der Kontrollversuch zeigt, da@ derartige

Ferretin-Markierungen an der Oberflidche unbehandelter
Zellen {ohne Toxin) nicht vorhanden sind.



Abb. 6.29: Toxin-Versuch (FII-9}: Markierung mit ferre~

tin anti-FII. Aus dem Bild ist erkennbar, da die Intra-

zellularrdume (IR) zwischen den Photorezeptoren kein

ierretin aufweisen. Mitochondrien (M), Schirmpigment
PG).

Abbh. 6.30: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Ferre-
tin-anti-F1l. Wie aus diesem 8ild ersichtlich ist, ist
Mikrovilli (MV) ebenfalls keine Markierung

zwischen den
zu becbachten.
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