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Vorwort 

In dieser Arbeit dargestellte Messungen mit dem 

LAMMA-Gerät sind von Herrn Dr. Schröder (INB, KFA 

Jülich) durchgeführt worden. Die verwendeten gereinigten 

Toxin fraktionen und deren Antikörper stammen von Herrn 

Prof. Dr. Possani (Universidad Nacional Autonoma de 

Mexico) und Herrn Prof. Dr. Maelicke (Max-Planck-Insti­

tut für Ernährungsphysiologie, Dortmund). 
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11. Abkürzungen 

Ca = 
C. n. = 
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LMH'lA = 
PßS = 
DAß = 
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Peroxidase-gekoppelte Antikörper 

Ferretin-gekoppelte Antikörper 

Laser Microprobe Hass Analyser 

Phosphat-ßuffered Saline 

3,3' Diaminobenzidin * 4 HCl 

Schirmpi9~entindex 
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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 

~ithin the cell of the photoreceptor. Apparently, the 

function of the pigment granules is to control the li~ht 

flux in the photoreceptor, analog to the pupil rnechanism 

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 degree controversial. 

The purpose of this paper was to determine which mecha­

nism is 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 whettler cytoskeletal structures commonly 

tllOUght 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 8, a microfilament poison, ~as also tested 

for its effect on the pigment movement. It was found to 

have no effect on the pigment migration which occ~rred 

normally in both directions. 

Ionic dependcnce 

The interaction of the Ca-household with the screening 

pigment movement was first studied by varying the 

Ca-concentration in the bathing solution in whic~ the 

isolated retina were light or dark adapted. 

The pigment aggregation that normally occurs in the dark 

was inhibited by low (10- 6 , 10- 7 mmol/l) as weIl as by 

high (30 - 150 mmol/l) Ca ion concentrations. 

The pigment dispersion induced by light is inhibited by 

lo~ Ca ion concentrations (10- 6 , 10- 7 mmol/l) and is 

favoured in the presencc 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 FII-9 component of the poison Centruoides 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). LabelIed antibodies 

(labelIed 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. 
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In the photoreceptor cells of the toad the toxin binds 

to the disc membrane of rod outer segments. In the elec­

tri c 0 r 9 a n (m air I 0 r g an) 0 f t h e eIe c tri c e e 1 i t tOJ a s f 0 und 

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, adefinite 

statement is 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 

~ere done with the photoreceptor cell of the crayfish. 

In the first step, the binding site was localized. It 

~as 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 in 44 Cd' physiological solutions. (In the control 

experiments the toxin step was ommitted.) Results showed 

the 44Ca-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. ~Iigh 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 cello 



I . 

1.1. Schirmpigmentwanderung 

In den Photorezeptoren von Astacus ist die Hell- bzw. 

Dunkeladaptation verknüpft mit der Wanderung der 5chirm­

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

tät 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 Lichtfluß reguliert 

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 Längsschnitten 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. 
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1.2. Mechanismus der Schirmpiqmentwanderunq 

n ~ I' r·, p c h R n i s m 1I S cl e r c:; c .., i I' m [) j n rrI e n t 1') 8 n ri e I' uno ist n 0 c ., u n -

hekannt. Von eininen anderen 7ellen ist hekannt, dan Mi­

krotuhuli- hzw. Mikrofilarrlenre an rier Rewequnq von Pio­

mentqranu]8 heteiligt sind (MikrotllhtJli heim Kil1ifisch, 

Fun d u Jus h e t e r 0 c 1 i t u s ; R i k 1 e eta 1 ., 1 9 f, (): !", i k s W 0 und 

Novales, ]972: Mikrofilamente in der Froschretina: 

Malawista, 19 71). 

U rrI Z lJ e n t s c h eid e n, 0 h ein t1 i k l' 0 t, u h 1I 1 i - h Z 111. t1 j k r 0 f i 1 a­

mentsystem auch hier eine Rolle soie)t, sollen riie \"ir­

k II n n end p l' ['-' i k rot uhu 1 i - G i f t e \I i n h 1 R S tin tI n ri C oIe h i c i n 

sowie des Mikrofi]arrlent-Gifts CytochalRsin R Ruf riie 

P i Cl rrI e n h·.1 a n d p I' LI n rJ LI n t e r s lJ c h t IN e I' ri e n • 

1.3. Regulation der Schirmpiqmentwanderung 

Welche molekularen Mechanismen an rier KontrnlJe riieser 

Piqrrlentantwor t heteilint sind, ist kRUrrl hekannt. Einine 

Autoren nehmen an, nan nip "'annerunn der C;chirmrinmenre 

in den Phororezeotoren \Ion Krust-,sceen (Palaemonel-,es, 

Orconectes unri CambartJs) unter hUfllOraler Kontrolle steht, 

(t,lf>1sh, 193q: Finnerman et- al., 19f)2). nies kelnn ,ierloch 

nicht allein zutreffen, da \lersuche an üwlierten 

Kr u s t:::! C e e n - Re tin e n Pro c a 'Tl her lJ s) ii her z e une n deR e I,'J eis e 

daflir liefern, dsß riie 5chirmpiqmflnte direkt auf Licht 

rflRqieren können (Olivio und Chrismer, J9An: Arec~iQa, 

1977: Frixone flt al., 1979). 

Bei dflr Flieqe haben einiqfl Autoren (Kjrschfelrl und 

\10 a t, 1 9 An: 5 t ave n q a, 1 9 7 1) 8 n a e d e u t, e t, rl a R die \,1 a n d e _ 

rllnn rier Schirmpinmflnte durch eine Komponente rier nnrma-
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len Lichtantwort der Photorezeptorzelle ausgelöst wird. 

Um welche Komponente es sich handelt, ist bisher nicht 

eindeutig beantwortet. Kirschfeld und Vogt (1980) nehmen 

an, daß Kalziumionen die Pigmentwanderung regulieren. 

Obwohl der Mechanismus der Pigmentwanderung bei der 

Fliege und bei Krustaceen sicher verschieden ist 

(5tavenga 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 (Olivio und Larsen, 1978). 

Dies scheint nicht unwahrscheinlich zu sein, da Ca-Ionen 

an der Regulation vieler biologischer Prozesse beteiligt 

sind (Yoshikami und Hagins, 1971). So reguliert Ca 2+ 

z.B. die Freisetzung des synaptischen Transmitters bei 

Vertebraten (Katz, 1969), die Membranpermeabilität für 

K-Innen (Hagiwara und Byerly, 1981) sowie die Einstel­

lung der Empfindlichkeit der Evertebraten-Photorezepto­

ren (5tieve und Classen-Linke, 1980). Hinzu kommt, daß 

bei Belichtung die interne freie Ca-Ionen-Konzentration 

in den Photorezeptorzellen von Evertebraten ansteigt. 

1.4. Fragestellung 

Ziel der Untersuchung war es, zu klären: Welche Faktoren 

beeinflußen die Regulation der Schirmpigmentwanderung 

bei Astacus leptodactylus, und gibt es eine Wechselwir­

kung zwischen dem Kalzium-Haushalt und der Wanderung der 

Schirmpigmente. 
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1.5. Einfluß der extrazellulären Ca~ -Konzentration 

Um diese Fragen zu beantworten, soll zuerst untersucht 

werden, ob unterschiedliche extrazelluläre Ca -Konzen­

trationen (in der Inkubationslösung) einen Einfluß auf 

die Schirmpigmentwanderung haben. 

1.6. Ca-Kanal-Blocker 

Um einen spezifischen Ca2~ -Effekt näher untersuchen zu 

können, wäre die Anwendung eines spezifischen Ca 2r -Ka­

nal-Blockers notwendig. Es ist bekannt, daß Skorpion-To­

xine als Neurotoxine spezifisch an Ionenkanälen wirken. 

Es erschien aussichtsreich, das Gift Centruoides noxius 

zu untersuchen. Die FII-IO-Komponente des Toxins 

"Centruoides noxius Hoffman" bindet spezifisch an die 

spannungs-abhängige Komponente des Natriumkanals an dem 

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

bewirkt eine spezifische Reduzierung der Permeabilität 

des Kaliumflusses, ohne die spannungsabhängige Aktivie­

rungs-Inaktivierungskinetik zu beeinflussen (Carbone et 

al., 1982). Die FII-9-Komponente macht die größte 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 Einfluß auf Kal­

zium-Kanäle hat, um die Annahme von Olivio und Larsen 

(1978) weiter zu überprüfen, daß Ca 2+ die Schirmpigment­

wanderung beeinflußt. 
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2. Material 

2.1. Chemikalien 

Äthanol: Merck pA 

Rohstoff-Einfuhr und Handels­

gesellschaft, Düsseldorf 

44CaC12 wurde aus 44CaC03 hergestellt 

44CaC03 + 2 HCl ~4CaC12 + CO 2 + H20 

Lösung I 

Lösung I wurde gefriergetrocknet, der 

Rückstand wurde in Aqua bidest gelöst. 

CNBr-Sepharose 4B: Deutsche Pharmacia GmbH, Freiburg 

Colchicin: Sigma Chemie GmbH, München 

Cytochalasin Bi B grade: Calbiochem GmbH, Gießen 

3, 3' Diaminobenzidin * 4 HCl (DAB), reinst.: Serva 

Feinbiochemica GmbH & Co., Heidelberg 

Einbettungslösung: 550 ml Dodecenylbernsteinsäure­

anhydrid, Serva 

250 ml Epon 812, Serva 

200 ml Araldit Cy 212, Serva 

1000 ml Stammlösung 

Vor Gebrauch wurden 1,5 % (Gewicht­

prozent) an 2,4,6 Tri (dimethyl­

aminomethyl)phenol zugegeben, Serva 
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Goat Anti-Rabbit IgG (H + L Chain specific): 

Flow Laboratories GmbH, Meckenheim 

Ferretin, EM Grade: Polysciences Inc. Vertrieb über 

Paesel KG, Frankfurt/M. 

Ein großer Vorteil des von Poly­

sciences hergestellten Ferretins 

ist, daß es ohne weitere Reinigung 

verarbeitet werden kann. Vor dem 

Einsatz wurde der Zustand des 

Ferretins untersucht, indem ein 

Tropfen der Lösung unter dem Elek­

tronenmikroskop überprüft wurde 

(siehe Abb. 1). 

Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Ferretin 
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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 Schläuche "Rapid" aus regenerierter 

Cellulose, Trenngrenze 10 - 15,000: Reichelt Chemie­

technik GmbH & Co., Heidelberg 

Uranylacetat: Merck 

Vinblastin sulfat, krist., rein: Serva 

2.2. Lösungen 

Aal-Puffer: pH 7,0 

KH 2P0 4 
KCl 

MgC1 2 
NaC1 

116 

5 

0,1 

60 

mmol/1 

mmol/1 

mmo1/1 

mmo1/1 
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Na-Phosphat-Puffer: pH 7,2 

Frosch-Ringer: 

Na2HP04 .. 2 H20 

NaH 2P04 .. H20 

NaCl 

KCl 

NaHC0 3 
MgC1 2 .. 6 H20 

CaC1 2 .. 2 H20 

Glucose 

Hepes 

van Harreveld + Tris: pH 7,1 

MgC1 2 
KCl 

CaC1 2 
NaCl 

Tris 

Phosphat-Buffered Saline (PBS): 

Na2HP04 .. 2 H20 

NaCl 

KCl 

KH 2P0 4 

100 

100 

106 

2,5 

0,13 

1,5 

1,8 

5,6 

3,0 

mmol/l 

mmol/l 

mmol/l 

mmol/1 

mmol/l 

mmol/l 

mmol/1 

mmo1/1 

mmol/l 

3,0 mmol/1 

5,0 mmol/l 

10,0 mmol/1 

203,3 mmol/1 

10 mmol/1 

pH 7,0 

8,1 mmo1/1 

136,89 mmo1/1 

2,68 mmol/l 

1,47 mmol/1 
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2.3. Centruoides noxius-Toxin 

Das Gift des Skorpions Centruoides noxius wurde an einer 

Sephadex G-50-Säule 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-Ionenaustausch-Chromatographie. So konnte 

die Fraktion (FII) in 14 weitere Unter fraktionen (FII-l 

bis FII-14) aufgeteilt werden. Diese Reinigung erfolgte 

durch Herrn Professor Possani und Mitarbeiter (Abb. 3). 

Die FII-Fraktion und die Unter fraktion FII-9, sowie de­

ren entsprechende Antikörper wurden bei der vorliegenden 

Arbeit verwendet. Diese Antikörper wurden durch Impfung 

von Kaninchen mit dem Toxin gewonnen. 

1.0 

E 
c 

0 
CX) 
N 

<{ 
0.5 

BSA 
~ 

o 

NaCl 
~ 

1.0 
Volume (l) 

Abb. 2: Trennung des Giftes Centruoides noxius an 

einer Sephadex G-50-Säule. FI und FIII bein­

halten die nicht toxischen Polypeptidkompo­

nenten. FII ist die toxische Fraktion (nach 

Possani et al., 1981). 
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1.5 .r- 1.0 _ 
r I - J.., E 04 _ 

c 1.0 U 
0 0 
co 0.2 z 
N 0.5 
« ~ 

GO 0.0 0 17 200 , 
f , 
L G Volume W 

Abb. 3: Ionenaustauschchromatographie der Fraktion FII 

an einer Sephadex G-SO-Säule (nach Possani et 

a1., 1981). 

2.4. Versuchsobjekte 

2.4.1. Astacus leptodactylus 

Die in den Versuchen verwendeten Astacus leptodactylus 

wurden durch lokale Händler bezogen und anschließend 

mindestens zwei Wochen in Glasgefäßen bei 12 - 14 Oe 

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 Präparation der elektri­

schen Organe erfolgte bei 0 Oe. 
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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. Entwässerung und Einbettung 

Bei der Entwässerungsreihe wurden die Präparate in einer 

Äthanolreihe (30 %, 50 %, 70 %, 90 % je 15 Minuten und 3 

x 15 Minuten in 100 %) entwässert. Anschließend wurden 

die Präparate in Propylenoxid gelegt (1 x 15 Minuten in 

Propylenoxid + 100 % Äthanol (1 : 1 V : V) und 3 x 15 

Minuten in Propylenoxid), danach wurden die Präparate in 

einer Propylenoxid + Epon-Lösung (1 : 1 V : V) über 

Nacht inkubiert. Die Präparate wurden dann 1 x 6 Stunden 

und 1 x 17 Stunden bei Raumtemperatur in Eponlösung in­

kubiert. Danach wurden die Präparate bei 70 °c eingebet­

tet. 

3.2. Untersuchung der Wirkung von Vinblastin und 

Cytochalasin B sowie unterschiedlicher extra­

zellulärer Ca2~ -Konzentrationen auf die Schirm­

pigmentwanderung 

Die Versuche wurden sowohl bei hell- als auch bei dun­

keladaptierten Tieren durchgeführt. 

Augen helladaptierter bzw. dunkeladaptierter Tiere wur­

den abgeschnitten und die Retina aus dem Augenbecher 

herauspräpariert. Die Cornea, die Kristallkegel und ein 

Teil des optischen Ganglion blieben am Augenstiel zurück 

(Stieve und Wirth, 1971). Bei dunkeladaptierten Tieren 

wurde die Präparation unter Rotlicht durchgeführt 

(Lichtintensität 50 uW/cm 2 bei einer Wellenlänge 

> 620 nm). 
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Die Durchführung dieser Versuchsreihe erfolgte unter An­

wendung mehrerer Inkubationslösungen. Die Zusammenset­

zung der angewendeten Lösungen ist in Tabelle 1 zusam­

mengefaßt. Die Inkubationszeit bei den Versuchen zur Er­

mittlung der Wirkung der Kalziumionen-Konzentration be­

trug 15 Minuten. Bei der Untersuchung der Wirkung von 

Vinblastin und Cytochalasin B war die Inkubationszeit 20 

Minuten. Nach dieser Einwirkzeit erfolgte die "Trigge­

rung ll der Schirmpigmente, indem die helladaptierten Prä­

parate 60 Minuten lang im Dunkeln und die dunkeladap­

tierten in einem hellen Raum aufbewahrt wurden. 

Dem folgte eine Vorfixierung in einer Aldehydlösung (2 % 

Formaldehyd, 2 % Glutaraldehyd in 100 mmol/l Na-Phos­

phatpuffer, pH 7,2) über Nacht bei 4 OC. 

Für den weiteren Verlauf von Fixierung und Einbettung 

siehe Kapitel 3.3. 

Um Komplikationen, die durch den inneren diurnalen 

Rhythmus der Schirmpigmente auftreten können, zu vermei­

den, wurden die Versuche immer spät nachmittags durchge­

führt. 
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Untersuchung der Wirkung des Colchicins auf die 

Schirmpigmentwanderung 

Lebenden hell- bzw. dunkeladaptierten Tieren wurde 

0,1 m1 Colchicinlösung injiziert. Die Lösung bestand aus 

0,8 mg Colchicin in 0,1 m1 100 mmol/1 Na-Phosphatpuffer, 

pH 7,2. Die Kanüle wurde im flachen Winkel in die Ge­

lenkhaut zwischen Thorax und erstem abdominalen Segment 

angesetzt und bis in Herznähe eingeführt. Die Dunkel­

adaptation der Tiere betrug mindestens 4 Stunden. 

Der zeitliche Verlauf der Versuchsdurchführung bis zur 

Präparation der Retina (das heiOt, Injizieren und Adap 

tation) ist in Tabelle 11 schematisch dargestellt. 

Nach der Präparation wurde die Retina vorfixiert. 

Fixierung 

Fixierung und Kontrastierung aller Präparate erfolgte 

nach einem Standardverfahren. 

Die Zusammensetzung der ersten Fixierlösung ist 2 % for­

maldehyd und 2 % Glutaraldehyd in 100 mmo1/1 Na-Phos­

phatpuffer, pH 7,2). Die Fixierung der Präparate er­

folgte über Nacht bei 4 °C. 

Die zweite Fixierlösung 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 Waschprozeß (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. Anschließend wurden die Prä­

parate entwässert und eingebettet. 

Tabelle 11: Verlauf der Versuchsdurchführung 

D unkeladaptation 

I 
Injektion 
900 

Hel/adaption 

-
Injektion 

16DO 

Präparaton 
1JOO 

Präparation 
1000 
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Untersuchung der Wirkung des Adaptations­

zustandes auf die Ca~ -Puffer funktion des 

Schirmpigments 

Die Durchführung der 44Kalzium-Aufnahme-Versuche ist bis 

auf die Fixierung identisch mit der im Kapitel 3.2. be­

schriebenen. Die Präparate wurden aber ohne vorherige 

Inkubation in der Testlösung behandelt. Die Fixierung in 

diesem Fall wurde wie folgt ausgeführt: 

Die Präparate wurden in einer Aldehydlösung (2 % Formal­

dehyd, 2 % Glutaraldehyd in 100 mmol/l Na-Phosphatpuf­

fer, pH 7,6) über Nacht fixiert. Hier wurde eine weitere 

Fixierung mittels Os04 nicht durchgeführt, da die Gefahr 

bestand, daß durch den Fixierungsprozeß (Os04*fixiert 

über eine Diol-Verbindung) der pH-Wert der umgebenden 

Gewebe saurer wird, was dazu führen könnte, daß das 

Ca(P0 4 )3*wieder gelöst wird. 

Danach wurden die Präparate entwässert und eingebettet. 

Siehe Tabelle I für 44Kalzium-Konzentrationsangaben. 

3.5. Kopplung der Marker an Antikörper 

3.5.1. Kopplung von Peroxidase an die spezifischen 

Antikörper 

Der Verlauf der Markierungsversuche mit Peroxidase an 

anti-FII 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-Lösung, bestehend aus 10 mg anti-FII in 

1,9 ml einer 100 mmol/l KH 2P04-Pufferlösung, pH 7,0, 

werden 23,72 mg Horseradish Peroxidase gegeben. Unter 

Rühren wird 0,1 ml einer 1 %igen Glutaraldehydlösung 

tropfenweise zugegeben. Die Lösung läßt man (ohne weite­

res RÜhren) eine Stunde bei Raumtemperatur reagieren. 

Das Kopplungsprodukt wurde dann gegen 100 mmol/l KH 2P04 , 

pH 7,0, für 1,5 Stunden dialysiert (Dialyse-Schläuche 

Spektrum Medical Supplies, Porengröße 12,000 MG). Das 

Kopplungsprodukt wurde wiederholt 15 Minuten bei Raum­

temperatur dialysiert gegen 100 mmol/l Tris * HCl, pH 

7,95. 

Die Kopplungsprodukte wurden an Affinitätssäulen ge­

reinigt. 

Spezifische Angaben der Affinitätssäule: 

Säule 

Gel 

Querschnitt 

Länge 

1,5 cm 

15 cm 

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 überschüssige Peroxi­

dase und die ungebundenen Antikörper (Antikörper, die 

durch die Anwendung von Glutaraldehyd aneinander gebun­

den sind und dadurch ihre Fähigkeit, an das FII-Toxin zu 

binden, verloren haben) eluiert. 
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Die zweite Fraktion, bestehend aus mit Peroxidase gekop­

pelten Antikörpern und eventuell nicht gekoppelten Anti­

körpern, wird mit dem Elutionspuffer getrennt. Die zwei­

te Fraktion wurde in mit 200 ul einer 1 mmol/l Tris* 

Hel-Lösung, pH 7,95, gefüllten Reagenzgläsern aufgefan­

gen (Auffangvolumen 1,5 ml), um das Kopplungsprodukt so­

fort zu neutralisieren. Anschließend wurde diese Frak­

tion über Nacht gefriergetrocknet und anschließend im 

Aalpuffer resuspendiert. 

Dieser Trennungsprozeß wird schematisch in Abb. 4 darge­

stellt. 

... 
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Probe auftragen 

Abb. 4: Trennung von gekoppelten Antikörpern an einer 

Affinitätssäule 
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Um ein Antikörper : Peroxidase-Mo'arverhältnis vnn 1 : 

10 zu erhalten, wird bei der Marki~rung der anti-FII-9 

statt 23,72 mg Horseradish Peroxida~ ),36 mg benutzt. 

Die anti-FII-9-Lösung bestand aus 2,2 mg anti-FII-9 in 

0,95 ml 100 mmol/l KH 2P04-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-Lösung (Flow 

Laboratories) gereinigt. In der zweiten Stufe erfolgte 

die Aktivierung des Ferretins und schließlich wurden die 

in den zwei vorangegangenen Stufen erstellte Substanzen 

vereinigt. 

Die Reinigung der anti-Kaninchen IgG-Lösung erfolgte 

mittels einer Protein A-Säule. 

Spezifische Angaben der Säule: 

Säule 

8eladungspuffer 

Eluationspuffer 

Querschnitt 

Länge 

1 cm 

8 cm 

PBS (Phosphat Buffered Saline) 

(siehe Kapitel 2.2. für Zusam­

mensetzung) 

100 mmol/l Glycin * Hel, pH 3,0 

Die erste Fraktion wurde nicht weiter verwendet. Die mit 

dem zweiten Puffer eluierte Fraktion beinhaltet die ge­

reinigten anti-Kaninchen IgG-Antikörper. Es erfolgte 
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eine sofortige Neutralisierung mit einer 1 mol/l Tris * 

HCI-Lösung, pH 7,0. Anschlißßend wurde die Fraktion 

über Nacht bei 4 °c gegen 50 mmol/l Na-Phosphatpuffer 

dialysiert. Dieser Puffer wurde zweimal gewechselt. 

Das Ferretin wurde zur Kopplung an gereinigter an­

ti-Kaninchen IgG aktiviert. Für die Aktivierung wurde zu 

der Ferretinlösung, bestehend aus 50 mg Ferretin in 0,5 

ml 50 mmo1/l Na-Phosphatpuffer, pH 7,0 (Gesamtvolumen =1 

ml), 0,2 ml einer 25 %igen G1utaraldehyd1ösung zugefügt. 

Die so entstandene Lösung ließ 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-Lö­

sung (1,6 mg anti-Kaninchen IgG in 1,5 ml 50 mmol/l 

Na-Phosphatpuffer) 0,6 ml der aktivierten Ferretinlösung 

zugefügt wurde. Unter ständigem Rühren ließ man die Lö­

sung 5 Stunden bei Raumtemperatur reagieren. Nach Ablauf 

dieser Zeit wurde die Reaktion durch Zugabe von 130 ul 1 

mol/l Glycinlösung gestoppt. Die Dialyse des gekoppelten 

Produktes gegen PBS erfolgte über Nacht bei4 Oe unter 

zweimaligem Wechsel des Puffers. 

Die Kopplungsprodukte wurden anschließend an einer Pro­

tein A-Säule gereinigt (siehe 00 Trace, Abb. 5). 
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Spezifische Angaben der Säule: 

Säule Querschnitt 

Länge 

PBS 

1 cm 

8 cm 

Beladungspuffer 

Eluationspuffer 50 mmol/l Glycin * HCl, pH 3,0 

Mit dem Beladungspuffer wird das überschüssige Ferretin 

eluiert. 

Die zweite Fraktion, bestehend aus Ferretin-gekoppelten 

Antikörpern, wurde mit Hilfe des Eluationspuffer ge­

trennt. Es erfolgte eine sofortige Neutralisierung mit 

einer I molll Tric * HCI-Lösung, pH 7,0. Anschließend 

wurde die Fraktion über Nacht bei 4 Oe gegen Frosch-Rin­

ger dialysiert. Dieser Puffer wurde zweimal gewechselt. 

OD 
Prot.", A SIuI. 

rr,nnung VOO fWr,lin 
g.kOPPRIl. onl, R_t 19ti 

0°280 • 1,1) 

00 254 • 0,5 
Frokl,on • iIJ Tropfen 

JOO "m/ SM 

I 

\ 

1\ 

/~~ 

Abb. 5: Trennung von Ferretin gekoppelter anti-Kanin­

chen IgG an einer Protein-A-Säule. Die zweite 

Fraktion, bestehend aus Ferretin gekoppelten 

Antikörpern, wurde verwendet. 
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3.6. Markierung des Toxinbindungsortes 

Der Ablauf dieser Versuche ist in den untenstehenden 

Fließdiagrammen dargestellt. Die Hauptarbeitsgänge sind 

in vier Stufen eingeteilt. Im folgenden werden die Ver­

suche entsprechend dieser Einteilung detaillierter ge­

schildert. 

lokalisation mittels Peroxidase 

Flußdiagramm A 

Enzymreaktion : 
Stufe 3a 

Pi xierl.lYd urrJ 
Einbettt.n;} : 

Stufe I, 

Präpar;ation 

unspezifisches Kaninchen­
Serum 

• Auswaschen 

Perox ,dase -t1arkierfe 
Anti~örper 
Auswaschen 

I .- -. 
DA8+H202 FixierlIJl} , • Auswaschen 
Auswaschen 

FixierUf'l:} 

Fixierung 

Abb. 6: lokalisation mittels Peroxidase 

Vorbehandlung: 
Stufe 1 

Toxinbindung : 
Stufe 2 

Ha 
Sli 

rkierung : 
ure 3 

Fi xierUf'l:} : 
Stufe 4a 

Enzymreaktion 
Stufe II 

Fixief'1.X'g und 
EirtJetturr; : 
Stufe 44 
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Lokalisation mittels Ferretin 

Flußdiagramm B 

Präparation 
• • unspezifisches KanInchen-

Serum 

• Auswaschen 

Toxin 

• Auswaschen 

Ferretin -Markierte 
Antikörper 

• Auswaschen 

Fixierung 

Vorbehatrflung 
Stufe 1 

Toxinbindung : 
Stufe 2 

Markierunq : 
Stufe 3 

Fixierung utrf 
Einbettung 
Stufe 4. 

Abb. 7: Lokalisation mittels Ferretin-gekoppelter 

Antikörper 
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3.6.1. lokalisierung mittels HRP-AK* am Astacus 

Zur Orientierung über den experimentellen Ablauf ver­

wende man das Flußdiagramm A. 

Stufe 1: Vorbehandlung 

Die Augen helladaptierter Tiere wurden abgeschnitten und 

die Retina aus dem Augenbecher herauspräpariert. Die 

Cornea, die Kristallkegel und ein Teil des optischer. 

Ganglions blieben am Augenstiel zurück (Stieve und 

Wirth, 1971). Um die unspezifischen Bindungsorte der An­

tikörper zu blockieren, wurden die Retinen in einem Se­

rum von nicht immunisierter Kaninchen (OD 280 = 18,4 * 

0,7 = mg Antikörper/mI) für 10 Minuten inkubiert und an­

schließend in 100 mmol/l Na-Phosphatpuffer, pH 7,2 (3x 

10 Minuten) ausgewaschen. 

Stufe 2: Toxinbindung 

Die Präparate wurden in der Skorpiontoxin1ösung (Endkon­

zentration: 20 umol/l FII in 100 mmol/l Na-Phosphatpuf­

fer, pH 7,2; 10 umol/l FII-9 in 100 mmo1/1 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. 

-----------------
* HRP-AK = Peroxidase-gekoppelte Antikörper 
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Stufe 3: Markierung 

In diesem Schritt wurden die Präparate 2 Stunden in eine 

Peroxidase-konjugierte anti-FII-Lösung gelegt (OD 280 = 
0,823). Die Lösung bestand aus anti-Toxin in 100 mmol/l 

Na-Phosphatpuffer. Die Präparate wurden anschließend in 

100 mmol/l Na-Phosphatpuffer (1 x 30, 2 x 15 Minuten) 

ausgewaschen. 

Stufe 4a: Fixierung 

Die Präparate wurden in einer Aldehydlösung (2 % Formal­

dehyd, 2 % Glutaraldehyd in 100 mmol/l Na-Phosphatpuf­

fer, pH 7,2) bei Raumtemperatur 2 Stunden vorfixiert, 

und dann in 100 mmol/l Na-Phosphatpuffer, pH 7,2 (5 x 15 

Minuten) ausgewaschen. 

Stufe 3a: Enzymreaktion 

Die Präparate wurden zur Enzymreaktion bei Raumtempera­

tur über Nacht in eine frisch angesetzte 1 %ige Lösung 

von 3,3'-Diaminobenzidin * 4 Hel in 100 mmol/l Na-Phos­

phatpuffer, pH 7,2, gelegt. Nach einer Einwirkungszeit 

von ca. 12 Stunden wurde der DAS-Lösung eine 1 %ige 

H202-Lösung zugegeben, so daß die Endkonzentration 0,05% 

H202 betrug. Die Lösung ließ man ca. 24 Stunden reagie­

ren. Danach wurde ausgewaschen (3 x 15 Minuten) in 100 

mmol/l Na-Phosphatpuffer, pH 7,2. 

Stufe 4b: Fixierung und Einbettung 

Die Präparate wurden in einer 1,5 %igen Osmiumtetraoxid­

lösung in dem gleichen Puffer bei Raumtemperatur 90 Mi­

nuten fixiert und danach in einer Äthanolreihe entwäs­

sert. Anschließend wurde die Retina in Propylenoxid ge­

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

Siehe Flußdiagramm B. 

Die Stufe 1 wurde bei diesen Versuchen in der gleichen 

Weise ausgeführt wie bei der Lokalisierung mittels Per­

oxidase am Astacus. Die Stufe 2 unterscheidet sich nur 

bezüglich der Inkubationszeit, die hier 15 Minuten be­

trug. 

Stufe 3: Markierung 

In diesem Schritt wurden die Präparate in einer Ferre­

tin-konjugierten anti-FII-Lösung (400 ul einer Ferre­

tin-Antikörperlösung OD 280 = 2,55 in 600 ul eines 100 

mmol/l Na-Phosphatpuffers) 30 Minuten inkubiert und 3 x 

15 Minuten in 100 mmol/l Na-Phosphatpuffer, pH 7,2, aus­

gewaschen. 

Stufe 4: Fixierung und Einbettung 

Die Präparate wurden in einer Aldehydlösung (2 % Formal­

dehyd, 2 % Glutaraldehyd in 100 mmol/l Na-Phosphatpuf­

fer, pH 7,2) über Nacht bei 4 Oe vorfixiert, gewaschen 

(3 x 15 Minuten in 100 mmol/l NaPhosphatpuffer, pH 7,2) 

und in einer 1,5 %igen Osmiumtetraoxidlösung im gleichen 

Puffer bei Raumtemperatur 90 Minuten fixiert. Nach wie­

derholtem Auswaschen (3 x 15 Minuten) in 100 mmol/l 

Na-Phosphatpuffer wurden die Präparate in einer Äthanol­

reihe entwässert. Anschließend wurde die Retina in Pro­

pylenoxid gelegt und danach in Eponlösung eingebettet. 

-----------------
* F-AK = Ferretin-gekoppelte Antikörper 
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3.6.3. lokalisierung mittels HRP-AK* am Aal 

Siehe flußdiagramm A. 

Stu 1: Vor handlung 

die ezifischen Bindungsorte der Antikörper zu 

blockieren, wurden 0,5 x 0,5 cm große Teile des Prinzi­

palorgans vom Aal, Electrophorus electricus, in einem 

unspezifischen Kaninchen-Serum (OD 280 = 18,4) 1 Minute 

1 inkubiert und anschließend im Aalpuffer (2 x 1 Mi-

nute) ausgewaschen. (Es wäre besser, längere Zeiten zu 

ne n, aber das Gewebe ist zu empfindlich dafür.) 

Stu 2: Toxinbindung 

Die Präparate wurden in der Skorpiontoxinlösung (Endkon­

zentration: 20 umol/1 FII in Aalpuffer, 10 umol/l FII-9 

in Aalpuffer) für 10 Minuten inkubiert. Es folgte ein 

wiederholtes Auswaschen (5 x 2 Minuten) in Aalpuffer. 

Bei den ntrollversuchen wurde auf diese Stufe verzich-
tet. 

Stu 3: rkierung 

In diesem itt wurden die Gewebestücke in einer 

P K- sung (00 280 = 0,823 in Aalpuffer) 10 Minuten 
lang i iert. 

Die Peroxi se aktion wurde bei einigen Versuchen vor 

der Fixieru ,bei den restlichen nach der Fixierung 

----------------
* H -AK = Peroxidase-gekoppelte Antikörper 
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durchgeführt. 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 Präparate zum Inkubieren in eine 

frisch angesetzte 1 %ige Lösung von 3,3'-Diaminobenzidin 

* 4 HCl (DAB) in Aalpuffer gelegt. Nach einer Einwir­

kungszeit von ca. 30 Minuten wurde der DAB-Lösung eine 1 

%ige H2D2-Lösung zugegeben, so daß die Endkonzentration 

0,05 % H20 2 betrug. Die Lösung ließ man 2 Stunden rea­

gieren. 

Stufe 4: Fixierung und Einbettung 

Hier wurden die Präparate in einer Aldehydlösung (2 % 

Formaldehyd, 2 % Glutaraldehyd in AaIpuffer) über Nacht 

bei 4 °c 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

miumtetraoxidlösung. Anschließend wur n die Präparate 

in einer Äthanolreihe entwässert und eingebettet. 

Bei den Versuchen, wo die Reaktion nach der Vorfixierung 

stattfand, erfolgte ein Rücksprung von der Fixierstufe 

zur Peroxidase-Reaktion mit DAB (Stu 3a). Die Behand­

lung der Präparate in diesem Fall war wie folgt: 

Nach dem Inkubieren in der spezifischen tikörperlösung 

wurden die Präparate ausgewaschen (5 x 1 Minute in Aal­

puffer) und im Anschluß in einer Aldehydlösung (2 % For­

maldehyd, 2 % Glutaraldehyd in Aalpuf r) für 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 über Nacht bei 4 Oe) wurden die 

Präparate in eine frisch angesetzte 1 %ige Lösung von 

3,3'-DAB in Aalpuffer gelegt. Die Einwirkungszeit betrug 

30 Minuten, und der DAB-Lösung wurde dann im Verlauf von 

4 Stunden soviel einer 1 %igen H20 2-Lösung zugegeben, 

daß die Endkonzentration 0,2 % H20 2 betrug. Nach wieder­

holtem Auswaschen (3 x 40 Minuten in Aalpuffer) wurden 

die Präparate in einer 1,5 %igen Osmiumtetraoxidlösung 

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 Flußdiagramm B. 

Die Ausführung der Stufen I und 2 sind bei diesen Versu­

chen identisch mit denen der Lokalisierungsversuche mit­

tels Peroxidase am Aal. 

Stu 3: Markierung 

In diesem Schritt wurden die Versuchsobjekte in der Fer­

retin-konjugierten anti-FII-Lösung (Stammlösung OD 2BO *= 

2,55. Die Stammlösung wurde 1 : 10 mit Aalpuffer ver­

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

Aalpuffer ausgewaschen. 

--------------
* F-AK = Ferretin-gekoppelte Antikörper 
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Stufe 4: Fixierung und Einbettung 

Die Präparate wurden in einer Aldehydlösung (2 % Formal­

dehyd, 2 % Glutaraldehyd in Aalpuffer) Uber Nacht bei 

4 Oe vorfixiert, gewaschen (3 x 30 Minuten in Aalpuffer) 

und in einer 1,5 %igen Osmiumtetraoxidlösung im gleichen 

Puffer bei Raumtemperatur 90 Minuten fixiert. Nach einem 

weiteren Auswaschprozeß (3 x 60 Minuten in Aalpuffer) 

wurden die Prinzipalorganteile in einer Äthanolreihe 

entwässert und in Epon eingebettet. 

3.6.5. Lokalisierung mittels HRP-AK* an Bufo marinus 

Siehe Flußdiagramm A. 

Stufe 1: Vorbehandlung 

Die unter Rotlicht präparierte Retina der Kröte Bufo 

marinus wurde in vier Teile geschnitten und anschließend 

in einer unspezifischen Kaninchen-Serumlösung (00 280 = 
18,4 in Frosch-Ringer) 5 Minuten inkubiert, um die un­

spezifischen Bindungsorte der Antikörper zu blockieren. 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Präparate 3 x 

15 Minuten in Frosch-Ringer ausgewaschen. 

Stufe 2: Toxinbindung 

In diesem Schritt wurden die Retina-Stücke in der Skor­

piontoxinlösung (Endkonzentration 10 umol/l 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. 

-----------------
* HRP-AK = Peroxidase-gekoppelte Antikörper 
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Stufe 3: Markierung 

Die Präparate ließ man in einer spezifischen anti-FII-9-

lösung (0,7 mg Antikörper/ml Frosch-Ringer) 30 Minuten 

lang inkubieren. Nach dem Auswaschen (3 x 5 Minuten) in 

Frosch-Ringer wurden die Retina-Stücke für 30 Minuten in 

die Peroxidase-gekoppelte anti-Kaninchen IgG (H + l 

Chain spezifisch) gelegt. Diesem Schritt folgte wieder 

ein Auswaschprozeß in Frosch-Ringer, bevor die Stücke 

dann in eine frisch angesetzte 1 %ige lösung von 

3,3'-Diaminobenzidin * 4 HCl (DAS) in Frosch-Ringer ge­

legt wurden. Nach einer Einwirkungszeit von 5 Minuten 

wurde der DAS-lösung eine 1 %ige H20 2-lösung zugegeben, 

so daß die Endkonzentration 0,05 % H20 2 betrug. Die lö­

sung ließ man 60 Minuten reagieren. Danach wurde 3 x 15 

Minuten in Frosch-Ringer ausgewaschen. 

Stufe 4: Fixierung und Einbettung 

Die Präparate wurden in einer Aldehydlösung (2 % Formal­

dehyd, 2 % 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 Präparate in einer 1,5 % Osmiumtetraoxidlösung 

im gleichen Puffer bei Raumtemperatur 30 Minuten fi­

xiert. Dem folgte eine Entwässerung in einer Äthanolrei­

he. Anschließend wurde die Retina eingebettet. 

3.6.6. lokalisierung mittels F-AK* an Sufo marinus 

Siehe Flußdiagramm S. 

-------------------
* F-AK = ferretin-gekoppelte Antikörper 



- 33 -

Die Ausführungen der Stufen 1 und 2 sind bei diesen Ver­

suchen identisch mit denen der lokalisierungsversuche 

mittels Peroxidase an Bufo lOarinus. 

Stufe 3: Markierung 

Die Präparate wurden in der anti-FII-9-lösung (0,7 mg 

Antikörper/mI 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 Präparate in der 

Ferretin-konjugierten anti-Kaninchen IgG-lösung (00 280 = 
1,15 in Frosch-Ringer) 30 Minuten lang inkubieren ließ. 

Dem folgte ein Auswaschen (3 x 5 Minuten) in Frosch-Rin­

ger. 

Stufe 4: Fixierung und Einbettung 

Die Präparate wurden zweimal fixiert. Oie erste Fixie­

rung erfolgte 30 Minuten lang in einer Aldehyd-lösung 

(2 % Formaldehyd, 2 % Glutaraldehyd in Frosch-Ringer) 

bei Raumtemperatur. Die zweite Fixierung dauerte eben­

falls 30 Minuten, jedoch wurde eine 1,5 %ige Osmiumte­

traoxidlösung verwendet. Es folgte eine Entwässerung und 

Einbettung. 

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

Präparate wurden mit O2 umspült. 
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3.7. Untersuchung der Wirkung der Skorpion­

toxinfraktion FII-9 auf die Ca 2
! -Puffer­

funktion des Schirmpigments 

Augen helladaptierter Tiere wurden abgeschnitten und die 

Retina aus dem Augenbecher herauspräpariert (Stieve und 

Wirth, 1971). 

Die isolierte Retina wurde anschließend in einer Skor­

piontoxinlösung (FII-9, Endkonzentration 10 umol/l in 

einer van Harreveld-lösung ohne Kalzium) 30 Minuten lang 

inkubiert. Nach dieser Einwirkungszeit wurde der Toxin­

lösung s viel 44 Ca#zugegeben, daß die Endkonzentration 

der 4 a 50 mmol/l betrug. Die Retina ließ man eine 

weitere Stunde in dieser lösung inkubieren. Nach Auswa­

schen (3 x 10 Minuten) in van Harreveld * Tris wurde die 

Retina in einer Aldehydlösung (2 % Formaldehyd, 2 % Glu­

taraldehyd in 100 mmol/l Na-Phosphatpuffer, pH 7,6) über 

Nacht bei 4 °c vor fixiert und im gleichen Puffer ausge­

waschen (3 x 15 Minuten) ausgewaschen. Die Präparate 

wurden dann in einer Äthanolreihe entwässert und an-

schließend eingebettet. 

Bei dEn Kontrollversuchen war die Durchführung wie oben 

geschildert, jedoch ohne Inkubation in der Toxinlösung. 

3.B. Untersuchung der Wirkung der Skorpiontoxin­

Fraktion fII-9 auf die Schirmpigmentwanderung 

gen lladaptierter Tiere wurden abgeschnitten und die 

Retina aus dem Augenbecher herauspräpariert. Die Cornea, 

die Kristallkegel und ein Teil des optischen Ganglions 

blieben am Augenstiel zurück (Stieve und Wirth, 1971). 
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Zur Ermittlung der Wirkung der Toxin-Fraktion FII-9 auf 

die Dunkeladaptation ließ man die Retina 20 Minuten bei 

Tageslicht und 1 Stunde im Dunkeln in der Toxinlösung 

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 anschließend vor bzw. nach Lichteinwir­

kung (je nach Versuchsmodus) in einer Aldehydlösung (2 % 

Formaldehyd, 2 % Glutaraldehyd in 100 mmol/l Na-Phos­

phatpuffer, pH 7,2) über Nacht bei 4 Oe vorfixiert. Nach 

Auswaschen (3 x 15 Minuten) in 100 mmol/l Na-Phosphat­

puffer wurden die Präparate in einer 1,5 %igen Osmiumte­

traoxidlösung 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 Präparate mit 2 % Uranylacetat in Maleatpuf­

fer, pH 6,5 (pH eingestellt mit NaOH) bei Raumtemperatur 

90 Minuten kontrastiert. Die Präparate wurden in einer 

Äthanolreihe entwässert und anschließend eingebettet. Um 

Komplikationen, die durch den inneren diurnalen Rhythmus 

der Schirmpigmentwanderung auftreten können, zu vermei­

den, wurden die Versuche immer spät nachmittags durchge-

führt. 
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4. 

4.1. Morphologie des Astacus-Auges 

e r 

den fol 

logie des -Auges wurde eingehend von 

nden Autoren behandelt: Bernhards (1916), 

Eguchi (1965), Eguchi und Waterman (1966) und Krebs 

(1972). dieser Stelle soll nur eine kurze zusammen-

ssende 

wer n (s. 

rstellung der Morphologie des Auges gegeben 

b. B). 

s Fazettenau des setzt sich aus ca. 2000 

tidien zusammen. Jedes Ommatidium besteht aus einem 

distalen dioptrischen Apparat und einem proximalen 

rezeptorischen Teil (Retinula). Zum dioptrischen Apparat 

gehören die Cornea und der Kristallkegel. Der Kristallkegel 

ist in den oberen zwei Dritteln von Pigmentzellen umgeben. 

Diese Pi ntzellen sind die Hauptpigmentzellen, die das 

Iri igment enthalten. Die Retinula besteht aus acht 

Retinulazellen. Die Retinulazellen bilden und umhüllen das 

a 

s Rhab ist aus vielen Mikrovilli aufgebaut, die 
von ieben tinulazellen bildet werden. Alle Mikrovilli, 

die von einer Retinulazelle stammen, heißen Rhabdomere, so 

ß si n abdomere das Rhabdom bilden. Im längsschnitt 
Ilt auf, d die Mikrovilli in regelmäßigen Schichten 

lie ,und von einer Schicht zur benachbarten scheinen alle 

Mikrovilli in ihrem längsschnitt senkrecht zueinander zu 

verlau n. e Mikrovilli eines Rhabdomers reichen nur bis 

zur Mitte des Rhabdoms, wo sie mit den Mikrovilli der gegen-
erlie en lelle zusammenstoßen. 
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Achte Retinulazelle: 

Die achte Retinulazelle unterscheidet sich stark von den 

anderen sieben Zellen. Sie besitzt kein Schirmpigment u~d 

bildet ein eigenes Rhabdom (Lietz, 1972). 

Basalmembran: 

Jede Retinulazelle sendet ein Axon aus, das durch die Basal­

membran zum neuralen Teil des Auges führt. 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 

(Röhling, 1980). Die Axone treten in Dreier- und Fün rgrup­

pen durch die Öffnungen des Netzwerkes hindurch. Das kl ine 

Axon der achten Zelle läuft als Teil der Fün rgruppe mit. 

Schirmpigmentwanderung: 

Ein auffallendes Merkmal der sieben Retinulazellen sind d e 

schwarzen Schirmpigmente (distale Retinulapi nte), die in 

dem Cytoplasma der Zellen vorhanden sind. i dem hella ap-

tierten Auge liegt die Hauptmasse des Pi 

len Hälfte der Retinula, die Dichte ni 

zwischen den Kernen am größten. Oie Pi 

ntes in der di t -

distal zu, i t I 

ntgranula chir n 

das Rhabdom gegen schräg ein liendes Licht ab. 

pigment liegt in Form von schwarzen anula von ca. 

hi 

, 3 

Durchmesser vor. Während der Dunkel a ptation wandern die 

Schirmpigmente proximal auS der Rh omregion herau. ie 

sind jetzt in der Gegend der sal ran zu beobachten. 

Rhabdom kann also sowohl von Li tstrahlen reh seinen eige­

nen Augenkeil als auch von Licht aus benac arten Kristallke­

geln getroffen werden. Durch die Leder Pi ntgranula wird 

somit der Lichtfluß variiert, der auf das Rhabdom einfällt 

(siehe Abb. 9). 
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..... - ___ Retinulazellkern 

----- Rhabdom 

------Tapetumzelle 

:-------Funzell e 

~111110-. ___ Basalmembran 

40 IJm 
I I 

Abb. B Photorezeptorzelle des Astacu-s 

(Nach Uebags,1976) 
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Abb. 9: 

a) Uingsschnitt 

durch ein hell­

adaptiertes 

Auge. 

Die Schirmpig­

mente befinden 

sich in der 

Nähe der Reti­

nulazellkerne. 

b) Längsschnitt 

durch ein dun­

keladaptiertes 

Auge. 

Die Schirmpig­

mente sind in 

der Gegend der 

Basalmembran zu 

beobachten. 

Retinulazellkern (RZK) 

Schirmpigment (SP) 

Rhabdom (RH) 

Sasalmembran (SM) 
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4.2. Mechanismus der Schirmpigmentwanderung 

Der Mechanismus der Schirmpigmentwanderung bei Astacus 

leptodactylus ist noch nicht eindeutig geklärt. Von einigen 

anderen Zellen lOst bekan t d ß Ll"k t b I" n, a 1"1 ro u u 1 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 längsachse der Photo­

rezeptorzelle und sind hauptsächlich unterhalb der Kernregion 

zu beobachten. Bei Astacus ist eine ähnliche Anordnung der 

Mikrotubuli zu beobachten. Elektronenmikroskopische Aufnahmen 

zeigten, daß die Schirmpigmente nicht homogen im Zytoplasma 

verteilt sind, sondern bevorzugt in der Nähe 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, daß es spezifisch an Tubulin bindet (Wilson et al., 

1974). Der Abbau von Mikrotubuli durch Colchicin führte 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 längsachse der Zellfortsätze. Die Melaningranula 

in diesen Fortsätzen 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 präzipitiert (Wilson et a1., 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 Einfluß der 

Testlösungen wurde semiquantitativ mit Hilfe einer Verhält­

niszahl (Schirmpigmentindex) ausgedruckt. 

Der Schirmpigmentindex wird wie folgt definiert: 

SPI = alb 

a = Abstand zwischen dem Ort der größten Schirmpig­

mentanhäufung und Basalmembran 

b = Abstand zwischen den Retinulazel1kernen und 

Basalmembran 

Abb. 10: 

RZK =: Retinula Zellkerne 

PG =: Pigment Granula 

8H =: Basalmembran 

hirmpigmentindex (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 Nähe der Retinula-Zellkerne befanden. 

Vielmehr lagen sie jetzt in der oberen Hälfte der Rhabdom-Re­

gion, während in den Kontrollversuchen ohne Colchicin die 

Pigmentgranula in den Bereich knapp oberhalb oder unterhalb 

der Basalmembran wanderten. Dies zeigt, daß 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-

geführt. 

Auch höhere Konzentrationen (40 und 60 mmol/l) blockierten 

die Pigmentwanderung nicht vollständig. Bei allen verwendeten 

Konzentrationen wanderten die Pigmentgranula annähernd in die 

gleiche Position in der oberen Hälfte der Rhabdome. Diese ho­

hen Konzentrationen wurden bei dem weiteren Verlauf der Ver­

suche nicht mehr angewandt, da sie einen extremen Streßzu­

stand bei den Versuchstieren hervorrufen. 
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D~r Colchicin-Effekt war daaeqen ahh~nqig von d~r Inkuha­

tionsz~it. Die kürzeste Inkuhationszeit, die zu ~in~r voll-

s t Ä n d i gen Co] chi c i n I}j i r k uno f (j h r t ~, h e t r LI Q z \'J ~ iSt und P n. \! P r -

mutlieh henötiQen die Photor~zeptorzeJ lpn mindesrpns z,"'IP1 

Stundpn, UM qeniigend Colchicin auf7un~hmen. Auch durch lÄn(1e­

re Inkuhationszeiten li~A sich die Wand~rlJna der PiqmentQra­

nula nicht vo]lst~ndig blockieren. 

Eine Wirkung von Colchicin auf di~ H~l]adaotation war nicht 

f~st7ustellen. 

Vinhlastin: 

DAS Säu)endiaqram ]] zeiot die Erg~hniss~ d~r \lerslJch~ mir. 

Vinhlasr.in. Es ist ersichtlich, daR die Dunk~)adaot8tion fRst 

vollständig durch Vinhlastin h]ocki~rt wird. Di~ PjQment~ be­

f j n d ~ n sie h n ach lug a b ~ . von I/ j n h 1 ast i n z u h ~ ] 1 a d a p t i e r t P n R e -

tinen und einer Inkubationszeit von 60 Minuten im Dunkeln 

noch immer in der Nähe der Retinulazel lkerne. Im Genensatz zu 

Colchicin heMmt Vinhlastin die Dllnk~ladaptation der Pinment­

qranule fast vollstÄndiq. 

Wirkunn von Mikrotuhuli-Giften: 

In der Asta -Retina können MikrotuhLlli-Gift~ di~ PinMPnt-

wanderung während d~r DIJnkeladaptation nur teilweise hlockie­

ren. Die Helladaptation wird durch Mikrotubuli-Gifte (ih~r­

haupt nicht h~~inf}uAt. AuffAllend war, daR die PjQmentwande­

runq w~hr~nd der DunkeladAptation nur im unteren T~il der 

RhAhdom~ qeheMmt wurde, nämlich in dem Aereich, in dem Mikro­

tubuli zu heohachten sind. In der Kernr~qion in der oberen 

Hälfte der Photorezeptorzelle, wo keine Mikrotubuli zu sehen 

sind, fand di~ PigmentwAnderunq noch statt. Die Fraqe lag 

nahe, ob ein anderer Mechanismus fUr den ersten Teil der 

DunkelAdaptation und fUr die HeJladAptation verantwortlich 
j st. 
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~A~~~: Es gibt Anzeichen dafür, daß in den Photorezeptoren 

Astacus im Rhabdombereich Actin vorhanden ist (Saer , von 

1983). 

Um zu entscheiden, ob nicht nur Mikrotubuli, sondern auch 

Mikrofilamente eine Rolle bei der Schirmpigmentwanderung 

spielen, wurde die Wirkung des Mikrofilamentgifts Cytochala­

sin S auf die Pigmentwanderung untersucht. 

Mikrofilament-Gift: 

Cytochalasin S ist ein Antibiotikum, das die Aggregation von 

G-Actin (globuläres Actin) zur F-Actin-Form (fibrilläres Ac­

tin) verhindert. Die Zugabe von Cytochalasin B zu Systemen, 

in denen Mikrofilamente für die Pigmentbewegung verantwort­

lich sind, verhindert weitere Pigmentmobilität. 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 S: 

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 während der Helladaptation in der Nähe 

der Retinula-Zellkerne und bei der Dunkeladaptation in der 

Nähe der Basalmembran. 

In Abb. 11 ist der Einfluß der drei Gifte auf die Dunkeladap­

tation im Säulendiagramm dargestellt. Es ist ersichtlich, daß 

die Mikrotubuligifte Vinblastin und Colchicin einen Einfluß 
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auf die Dunkeladaptation haben. Demgegenüber hat das 

Mikrofilamentgift Cytochalasin B keinen Einfluß auf die 

Dunkeladaptation. 

Keines der drei Gifte hat einen Einfluß auf die Helladap­

tation. 

DunkeladiPtation 

1,0 
·s ...... 
~ 
l5 .e:: ::;: 

·s 
~ .~ 

I..j -S 
~ -, 

Q:) ~ 

~ ·s 
~ QJ ~ 

=::::: -] ~ ~ 
~ 8 

0 ...... 

~ 
~ 0 

:.t: 
..!!! 
& 

0 

Abb. 11: Wirkung der Mikrotubuligifte (Colchicin 

und Vinblastin), bzw. des Mikrofilament­

giftes (Cytochalasin B) auf die Dunkel­

adaptation. Die Mikrotubu1igifte wirkten 

hemmend auf die Dunk~ladaptation. 
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4.3. Einfluß der extrazellulären Ca~ -Konzentra­

tion auf die Schirmpigmentwanderung 

Welche molekularen Mechanismen an der Kontrolle der 

Schirmpiqmentwanderunq heteiliGt sind, ist wenio bekannt. 

nlivio und larsen (1978) nehmen an, dan Kalzium an der 

ReGulation der Schirmpiqmentwanderunq beteiliGt ist. Nach 

dieser Hypothese soll Kalzium entweder ein Transportsystem 

Rkt-.ivieren oder den AbbRu eines vorhandenen ~1ikrotuhuli-

s y s t e m s beIN i r k e n. Bei Kr u s t ace e n f ii h r t Re I ich tun 0 z tJ ein e m 

AnstieG der freien Ca~ -Konzentration in der Photnrezep­

torzelle (Lisman Rnd Arown, ]975). 

Es ist denkbar, dan die JichtahhÄnqiae Änderung der CR 2+_ 

Tonenkonzentratinn im lytool~sma der Photnrezeptoren im 

ZlJsammenhang mit der Requlation der Schirmpiomentwanderuno 

steht. 

Daher wurde zuniichst der Einflurl der extrazellulÄren Ca"! 

Konzentration alJf die Schirmpigmentwanderuno untersucht um 

festzustellen, ob eine Wechselwirkung zwischen extrazellu-

1 ä r e r C a-+L K 0 n zen t rat ion und A d a p tat ion s z LI S t a nd be s t e h t. 0 i e 

Versuche wurden mit isolierten Astacus-Retinen durchqe-

führt. 

4.3.1.0unkeladaptation 

Rei den \lersuchen zur f1unkeladaptation wurden heJladap­

tierte Retinen zuerst 15 Minuten im licht in TestlHsunqen 

mit verschiedenen Ca~~onzentrationen (150 - 10-
7 

mmnl/1) 

vorinklJbiert, danach wurden die Retinen ] Stunde dunkel­

adaptiert. AnschlieAend wurde die Laoe der Schirmpiqmente 

unter dem Lichtmikroskop beobachtet, und der EinfJuA der 
" ' d 'g antitativ (siehe Kapitel Testlosungen wurde Wle er seml u - . 

4.2.) mit Hilfe des Schir~riqmentindexes ausoedrQckt. 
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In dem Säulendiagramm 12 ist der Einfluß der externen 

Ca~ -Konzentration auf die Dunkeladaptation zusammenge­

faßt. Aus dem Diagramm ist deutlich erkennbar, daß nur 

in einem bestimmten Ca~Konzentrationsbereich Dunkeladap­

tationen stattfinden. Wenn die Ca-Ionenkonzentration 

über 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 Testlösungen mit verschiedenen Ca-la·· 

nenkonzentrationen (150 - 10-7 mmol/l) 15 Minuten im 

Dunkeln vorinkubiert, danach wurden die Retinen 1 Stunde 

helladaptiert. 

In Abb. 13 ist der Zusammenhang zwischen der Ca 2+-Ionen­

konzentration und der Helladaptation in Form eines Säu­

lendiagramms aufgetragen. Es ist deutlich zu erkennen, 

daß vollständige Helladaptation bei Ca 2T -Konzentrationen 

im Bereich von 10 - 30 mmol/l stattfindet. Bei extrem 
2+ . 

hohen Ca -Konzentrationen und bei Konzentrationen un-

terhalb von 10 mmol/l 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 führte wahrscheinlich 

zu der Hemmung der Pigmentwanderung. 
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Abb. 12: Wirkung der extrazellulären Ca~Konzentration 

auf die Dunkeladaptation. Sowohl hohe Ca­

Ionenkonzentrationen (30 - 150 mmol/l), als 

auch niedrige (10- 6 , 10- 7 mmol/l) wirkten 

stark hemmend auf die Dunkeladaptation. 
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Abb. 13: Wirkung der extrazellulären Ca-Ionenkonzen­

tration auf die Helladaptation. Niedrige Ca-
-6 -7 

Ionenkonzentrationen (10 ,10 mmol/l) wirk-

ten hemmend auf die Helladaptation. 



- 48 -

4.4. Wirkung des Adaptationszustandes der Schirm­

pigmente auf ihre Ca~ -Pufferfunktion 

Bei früheren Untersuchungen wurde festgestellt, daß die 

distalen Retinulapigmente (Schirmpigmente) eine Art 

IfPufferfunktion" für CarTin der Photorezeptorzelle von 

Astacus ausüben. Versuche, die in Salzlösungen mit un­

terschiedlichen Ca~Konzentrationen durchgeführt wurden, 

zeigten, daß die Schirmpigmente Cattaus Ca~reichen Lösun­

gen aufnehmen und es in Ca:arme Lösungen abgeben können 

(Schröder, 1980). 

Durch die Anwendung des Laser Microprobe Mass Analyzer 

(LAMMA) wurde dieses Studium der Ca-Ionen-Kinetik ermög­

licht. Mit dieser Methode ist es möglich, Isotope zu 

trennen, so z.B. auch 40 C: von 44 Ca-(siehe Heinen et 

a1., 1980). 

Es wäre t1 von Interesse zu klären, ob die Ca-"Pufferfunk-

t ion If der 5 chi r m p i gm e n t ein i r gen dei n e r ~J eis e mit der 

Bewegung der Schirmpigmente im Adaptationsmechanismus 

verknüpft ist, d.h. ob infolge einer Hell- bzw. Dunkel­

adaptation eine Änderung der Ca-Ionenkonzentrationen in 

den hirmpigmenten eintritt. 

Um dies näher zu untersuchen, wurde die isolierte Retina 

mit 44C~ inkubiert und dunkel- bzw. helladaptiert. Die 

aufgenommenen Isotope wurden anschließend mit dem 

LAMMA-Gerät gemessen. 
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In den Präparaten, die während der Helladaptation in 

d 44C*L"" " k b" t "" er a- osung In u Ier waren, wurde eIne deutlIch hH-

he~e Konzentration von 44Ca~gemessen, als in den Präpa­

raten, die während der Inkubation dunkeladaptiert waren. 

Bei einigen Dunkeladaptationsversuchen war sogar keine 

44C~~Aufnahme meßbar. Dies zeigt, daß der Adaptationszu­

stand der Photorezeptorzelle die Aufnahmefähigkeit der 

Schirmpigmente für Ca 2+ -Ionen beeinflußt. 

Die Ergebnisse sind in Abb. 14 dargestellt. 

100% 

I!!l 
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aJ bJ 

Abb. 14: Massenspektrum der Schirmpigmente 

a) von Retinen, die während der Helladapta­

tion in der 44C~'_LHsung inkubiert waren 

b) von Retinen, die während der Dunkeladap­

tation in der 44Ci~LHsung inkubiert waren 
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4.5. Einfluß des Skorpion-Toxins auf Ca2
+ -Kanäle 

4.5.1. Ca-Kanal-Blocker 

Um den Einfluß von Carauf die Schirmpigmentwanderung 

(vgl. Kapitel 4.3.) näher untersuchen zu können, wäre es 

notwendig, einen spezifischen Ca-Kanal-Blocker zu fin­

den. 

Centruoides noxius 

Es ist bekannt, daß Skorpion-Toxine spezifisch an Ionen­

kanäle 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 F11-9-Komponente des Skorpiongifts 

Centruoides noxius einen Einfluß auf Kalzium-Kanäle hat. 

Die F11-9-Komponente ist die größte toxische Komponente 

des Giftes, und ihre Wirkung ist noch unbekannt (Possani 

et al., 1981). 

Vertebraten-Zellen 

Da die Biochemie der Vertebratenzellen weit ausfUhrli­

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 Kröte 

(Bufo marinus) durchgefUhrt. Bei diesen Zellen ist die 

regulatorische Wirkung von Kalzium auf unterschiedliche 

biologische Prozesse gut untersucht. 
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Aal 

Das Prinzipalorgan des Aals, das' h h eInen oc entwickelten 

Ionen-Pump-Mechanismus besitzt, eignet sich sehr gut fUr 

die Untersuchungen der synaptischen Übertragung. Nach 

der Transmitterfreisetzungs-Theorie von Katz (1969) be­

wirkt ein Aktionspotential einen Einstrom von Ca-Ionen 

in den präsynaptischen Bereich. Dieser Ca~Einstrom be­

wirkt eine AusschUttung der Transmittersubstanz aus den 

synaptischen Vesikeln in den subsynaptischen Spalt. Nach 

dem Abklingen des Aktionspotentials wird das eingeström­

te Kalzium mit Hilfe einer C~~Pumpe aktiv herausbeför­

dert. Wenn die FII-9-Fraktion wirklich ein Ca-Ka­

nal-Blocker ist, wäre zu erwarten, daß sie im Bereich 

der Synapse gebunden wird. 

K 

Die Photorezeptorzellen der Kröte werden bevorzugt als 

Versuchsobjekte zur Untersuchung der Photorezeption bei 

Vertebraten verwendet. Nach der Hypothese von Hagins 

(1972) wirkt Ca 21 als Transmitter fUr die visuelle Erre­

gung. Die Kalzium-Konzentration soll im Zytoplasma des 

Außensegments viel geringer (10-8 mol/I) sein als in den 

Discs (10 mol/I). (Die angegebenen Konzentrationswerte 

sind hypothetisch, nicht gemessen.) Ein aktiver Pumpen­

mechanismus hält diesen Ca~ _Konzentrationsgradienten 
2 c 

aufrecht. Bei Belichtung werden Ca -Ionen aus den Discs 
2-

in den zytoplasmatischen Raum freigesetzt. Die Ca -Io-

nen sollen dann zur Außenmembran diffundieren, dort mit 

den Na-Ionenkanälen reagieren und dadurch das Schließen 

dieser Kanäle bewirken. Am Ende der Belichtung soll 

CaZ dann wieder von den Discs aufgenommen werden, und 

die Na-Kanäle öffnen sich wieder. Sollte die FII-9-Frak-
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tion ein Kalzium-Kanal-Blocker sein, würde man ihre Bin­

dung an der Disk- bzw. Außenmembran der Stäbchen erwar­

ten. 

Falls die Versuche an Vertebratenzellen einen Hinweis 

dafür liefern, daß 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 verweQdeten Markierungsarten schema­

tisch dargestellt, mit primären (anti-Toxin) und sekun­

dären (anti-Kaninchen) AntikHrpern. Die Markierungsart 

mit sekundären und primären AntikHrpern liefert in der 

Regel einen empfindlicheren Nachweis, da an einen primä­

ren AntikHrper (anti-Toxin) mehrere markierte sekundäre 

AntikHrper (anti-Kaninchen) binden können. Die so mar­

kierten Stellen ließen sich unter dem Elektronenmikros­

kop beobachten. 
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Peroxidase 

Ferritin / 

Antikörper 

Peroxidase 

--- Antikörper 
(sekundär) 

- Antikörper 
(primär) 

c;J ~ ~ -- Toxin 

bbbb 0 bbbbb! bb!!!! 0 b!! 
/111 IIIII1 I1III1 tri 

Membran Protem 
Lipide 

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

kierten Toxin-Bindungsortes einer Zelle 

Marker: Mittel zur Lokalisierung von Membranproteinen 

Bei der klassischen Dünnschnittmethode wird ein Quer­

schnitt durch eine Zelle bzw. Membran hergestellt und 

nicht deren Oberfläche betrachtet. Diese Methode ist oft 

ausreichend bei einer rein morphologischen Untersuchung. 

Handelt es sich jedoch um ein funktionelles Studium, ist 
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es unbedingt notwendig, die spezifischen Proteine der 

Oberfläche eindeutig identifizieren zu können. Die Pro­

teine sind unter dem Elektronenmikroskop nur erkennbar, 

wenn sie eine eindeutige Struktur aufweisen, die entwe­

der natürlicher oder künstlicher Art sein kann. Falls 

die Proteine keine eindeutige Struktur besitzen, muß man 

sie künstlich markieren, z.B. durch Antikörper. Eine 

weitere Möglichkeit, spezifische Membranproteine zu mar­

kieren, besteht in der Anwendung spezifischer Toxine. 

Diese Toxine wiederum werden durch geeignete Antikörper 

markiert. Diese Art der Markierung wurde in der vorlie­

genden Arbeit verwendet. 

Da jedoch die Antikörper selbst unter den üblichen Be­

dingungen elektronenmikroskopisch nicht erkennbar sind, 

ist es weiterhin notwendig, sie durch elektronenmikro­

skopisch-sichtbare Substanzen zu kennzeichnen. Diese 

elektronenmikroskopisch-sichtbaren Substanzen (Marker) 

für die Antikörper-Markierung müssen eine Reihe von spe­

zifischen Anforderungen erfüllen: 

Marker-Anforderungen: 

Die Antikörper sollen mit den Markern eine stabile 

kovalente Bindung eingehen. 

- Die Kopplung der Marker mit den Antikörpern soll 

ohne Denaturierung oder Beeinflussung der biolo­

gischen Aktivität der Proteine erfolgen. 

Die Marker selbst, sowie die damit markierten 

Antikörper, sollen keine unspezifischen Bindungen 

mit anderen Proteinen eingehen. 
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- Der Marker oder sein Reaktionsprodukt muß einer­

seits so groß sein, daß er unter dem Elektronen­

mikroskop eindeutig erkennbar ist, andererseits 

darf die Größe des Markers so wenig wie möglich 

die Mobilität der Antikörper in intra- bzw. in­

terzellulären Räumen sowie ihre Interaktion mit 

dem Antigen behindern, d.h. die Marker sollten 

keine sterischen Einflüsse haben. 

Der Marker muß so stabil sein, daß er die chemi­

schen Einwirkungen während der Fixierung der bio­

logischen Präparate und die physikalischen Ein­

wirkungen der Elektronenmikroskopie (Elektronen­

strahl, hohes Vakuum) unbeeinflußt übersteht. 

Be i den vor I i e gen den Ver s u ehe n w u r den die f~ a r k e r F e r r e -

tin und Horseradish Peroxidase eingesetzt. 

Ferretin 

Der Marker Ferretin wurde schon im Jahre 1959 von Singer 

vorgeschlagen. Ferretin ist ein konjugiertes Makromole­

kül, das aus einem sphärischen, elektronendichten Kern 

(sog. Mizelle) mit ca. 70 A Durchmesser besteht und von 

und einer Hülle aus 20 identischen Untereinheiten umge­

ben ist. Der gesamte Durchmesser des Markers beträgt ca. 

12 nm. Der Kern ist ein Eisenhydroxyphosphatpolymer. 

Sein Molekulargewicht beträgt 460,000 Dalton. Das Ferre­

tinmolekül 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, daß in einigen Fällen wegen seiner 

Größe und Form sterische Einflüsse auftreten können. 

Während die Globulinmoleküle eines Kaninchens zum Bei­

spiel mit ihrem Molekulargewicht von 160,000 Dalton 

leicht durch formaldehyd-fixierte Gewebe diffundieren 

können, bewegen die ferretin-markierten Globulin-Molekü­

le mit ca. 800,000 Dalton sich nur langsam durch die Ge­

webe (Pierce et al., 1964). 

Enzym als Marker 

Als Marker können weiterhin verschiedene Enzyme benutzt 

werden. Der grundsätzliche Unterschied zum Marker vom 

Typ Ferretin ist, daß nicht das Enzym sichtbar wird, 

sondern sein Reaktionsprodukt. Das zur Markierung einge­

setzte Enzym muß daher nach seiner Bindung an den Anti­

körper noch enzymatisch aktiv sein. Die enzymatische Ak­

tivität 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, daß sein Reaktionsprodukt sich für 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 höhere Nachweisempfindlich­

keit, da nicht das Protein selbst, sondern das Produkt 

seiner enzymatischen Aktivität sichtbar ist. 

Ein weiterer Vorteil des Einsatzes von enzym-markierten 

Antik8rpern ist das deutlich leichtere Durchdringen der 

Gewebe gegenüber Ferretin-markierten Antikörpern. Die 

Hintergrundfärbung ist oftmals geringer beim Einsatz der 
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enzym-markierten Antik6rper. Weiterhin lassen sich die 

mit Enzym markierten Präparate sowohl fUr licht- als 

auch für elektronenmikroskopische Untersuchungen be­

nutzen. 

do 

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 käufliche Enzympräpa­

rat ist eine Mischung von verschiednen Isoenzymen. Per­

oxidase verliert durch die Fixierung nur unwesentlich 

ihre enzymatische Aktivität (30 - 60 %). 

4.5.3. Lokalisierung des Bindungsortes des Skorpion­

toxins, Fraktion FII-9, an Stäbchen 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 

Kr6te Bufo marinus zwischen zwei Arten von Sehzellen: 

Die ca. 80 um langen Stäbchen der Kr6te bestehen aus 

vier Abschnitten, aus dem Außensegment (ROS), dem Innen-

und dem Axon. Die Länge des Außen­
segment, dem Zellkern 

50 _ 60 um und der Durchmesser ca. 
segmentes beträgt ca. 

7 - 8 um. 
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Außensegment: 

Das Außensegment ist mit flachen Membransäckchen (Discs) 

gefüllt, die wie MUnzen einer Geldrolle innerhalb der 

HUllmembran gestapelt sind. Sie enthalten ebenso wie die 

HUllmembran das Sehpigment Rhodopsin. Der Abstand von 

Discmitte zu Discmitte beträgt etwa 30 nm. Ein Stäb­

chen-Außensegment enthält etwa 1000 Discs. 

Innensegment: 

Innensegment und Außensegment sind durch einen dUnnen 

Hals, in dem sich eine Cilienstruktur befindet, verbun­

den. Dem Innensegment, das eine große Anzahl von Mito­

chondrien enthält, folgt der Abschnitt mit dem Zellkern 

und ein längerer Nervenfortsatz, der mit der nachfolgen­

den Nervenzelle eine Synapse bildet. Über diese Schalt­

steIle wird die Erregung aus der Lichtsinneszelle wei­

tergeleitet. 

Zapfen: 

Die Zapfen unterscheiden sich von den Stäbchen 

durch ihre konische Form und vor allem durch den abwei­

chenden Aufbau des Membransystems im Außensegment. Die 

flachen Einfaltungen der Photorezeptormembran werden 

nicht als innere Discs abgeschnUrt, sondern behalten 

ihre Verbindung mit der Außenmembran. 
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Die Lokalisierunq des Toxin-(FJT-9)-Rindunqsorr.es in dAr 

Photorezeptorzellp, der Kröte Rufo rT),uinlJs erfoJqte in 

zwei Stufen. Die mit Toxin behandelte Retina ließ man in 

einer aus Kaninchen stammenden anti-FIT-9-L6sunq in­

kubieren und danach folgte eine weitere Inkubation in 

einer markierten anti-Kaninchen-IqG-LÖsunq. Als Marker 

wurde Peroxidase oder Ferretin verwendet. Rei den Ver­

suchen an der Retina der Kröte ergaben sich folgende Er­

aebnisse: 

n 

Der Ferretinkomplex wurde in den St~bchenauAenseqmenten 

beobachtet. Wie aus den Abb. ~.1, ~.3 und 6.5 ersicht-

1 " h "t I" d" Moleküle in dem Jntradisc-Raum h7W. lC IS., leqen le 

auf der Discmembran, ,iedoch nicht jn dem Interdisc-Raum. 



Auff1:Ll) iq ist, daR die r~Arkierunq nur in den StFibchenRu­

Renseqmenten zu finden ist. In den Zapfen der Retina 

sind keine Zeichen einer Markierunq zu finden. Dies ist 

besonders deutlich in Abb. 6.1 erkennbar. Hier ist ein 

deutlich markiertes Stijbchen neben einem Zapfen ohne 

jeqliche Markierunqsspuren zu erkennen. 

sonders auffijlliq ist, daR nur die AuAenseqment-Reqion 

des StÄbchens Markierunqen aufweist. In Abb. 6.6 und 6.7 

ist die Kernreqion bzw. das Innenseqment der StFibchen 

abgebildet. Hier findet man keine Zeichen einer MAr­

I<ierunq. 

Kontroll-Retinen, die nicht mit Toxin vorbehRndelt wa­

ren, aber ebenfalls mit anti-FJI-9, anti-Kaninchen Tqr, 

und Ferretin inkubiert wurden, sind in Abb. h.2 und h.L! 

qezeiqt. Hier ist weder in den StFibchenauAenseqmenten 

noch in den Innenseqmenten und Kernreqionen der StFihchen 

oder in den Zapfen eine Markierunq erkennbar. 

Aus den Abbildungen 6.R und 6.9 sind die Erqebnisse der 

rnxidase-MRrkif~runq ersicht] ich. In diesen VerslIchen 

war die Strukturerhaltunq sehr schlecht, die Disc-Mem­

branen wurden bei der Versuchsdurchführunq zerstMrt und 

waren dadurch nicht qut auszuwerten. Ursache für die 

schlechte Strukturerhaltunn ist vermutlich die Verwen­

dunq vnn H20 2 als Co-Substrat fiir die Peroxidase-ReRk­

tion. 
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Markierung nur an den Außensegmenten 

In Abb. 6.9 sind mehrere Stäbchenaußensegmente erkennbar 

und entlang ihrer Außenmembran ist eine deutliche Mar­

kierung zu sehen. Auch innerhalb der Stäbchenaußenseg­

mente sind schwarze, punktförmige Ablagerungen sichtbar 

(Abb. 6.8). 

Die Kernregion 

In der Kernregion des Stäbchens findet man wie bei den 

Ferretinversuchen keine Markierung. In Abb. 6.8 ist ein 

Zapfen neben einem Stäbchen abgebildet. Obwohl entlang 

der Zapfenränder eine Ablagerung zu sehen ist, zeigt 

sich innerhalb des Zapfens keine Markierung. Daher ist 

zu vermuten, daß die Ablagerung an den Zapfenrändern 

keine spezifische Markierung darstellt; es ist auch aus 

früheren Arbeiten bekannt, daß 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 Stäbchenaußensegmenten. Ent­

lang der Ränder der Photorezeptorzellen befindet sich 

das Peroxidase-Reaktionsprodukt, aber innerhalb des 

Stäbchenaußensegments selbst sind keine Markierungs­

spuren zu sehen. 

Die Ergebnisse der Ferretin- und Peroxidase-Markierungen 

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

entlang der Disc-Membranen in der Außensegment-Region 

des Stäbchens liegt. Das Toxin wird weder von den 

übrigen Regionen des Stäbchens noch von den Zapfen 

gebunden. 
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Es ist bemerkenswert, daß die markierten AntikHrper 

innerhalb des Stäbchenaußensegments entlang der 

Discmembran zu beobachten waren, da im Normalfall die 

Außenmembran das Eindringen derart großer Moleküle, wie 

die markierten AntikHrper und das Toxin sie darstellen, 

nicht erlaubt. Es ist zu vermuten, daß das Toxin 

11 L H ehe r" dur c h die r'1 e m b ra n ver urs ach t, wie e sau c h von 

anderen Toxinen bekannt ist. Ein Beispiel dafür ist das 

Toxin der Schwarzen Witwe. Es wurde festgestellt, daß 

die aktiven Komponenten dieses Giftes in der Lage sind, 

Kanäle in dünne Lipidfilme zu machen (Hurlbut und 

Ceccarelli, 1979). Die so entstandenen Kanäle kHnnten 

dann die Passage der markierten AntikHrper ermHglichen. 

4.5.4. Lokalisierung des Bindungsortes des Skorpion­

toxins, Fraktion FII-9, am elektrischen Organ 

des elektrischen Aals (Electrophorus electri­

~) 

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. 

hat drei elektrische Organe, 

die 70 % seiner GesamtkHrpermasse 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, 

während der Entwicklung aber die funktionsfähigen Myo­

fibrillen verloren haben und dadurch nicht mehr kon­

trahieren kHnnen. Sie sind serienweise in Säulen 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 

enthält Synapsen. Die rostral gelegene Seite ist auf den 

aktiven Transport von Natrium- und Kaliumionen speziali­

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

Die beiden Membranen unterscheiden sich erwartungsgemäß 

in ihrem Enzymmuster. Acetylcholin-Rezeptoren und die 

Acetylcholin-Esterase findet man nur auf der innervier­

ten Seite, während die Rückseite 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 Einstülpungen der Plasmamem­

bran der Zelle. Der Elektroplaque enthält Vesikel, die 

ungefähr den gleichen Querschnitt haben wie die Caveolae 

(500 - 1000 A). Dieses System ist auf der nicht-inner­

vierten Seite stärker entwickelt (Luft, 1958). 
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Abb. 17: Elektronenmikroskopische Aufnahme der funk­

tionell verschiedenen Seiten des Aals. In­

nervierte Seite (1.5.), uninnervierte Seite 

(U.S.). 

Ergebnisse: 

Die Lokalisierung des Toxin-Bindungsortes (FII und 

FII-9) im Prinzipalorgan des Aals Electrophorus 

erfolgte mit spezifischen markierten Anti­

körpern in der gleichen Weise wie bei Bufo marinus. Tei­

le des Prinzipalorgans wurden mit der Toxinlösung und 

anschließend mit einer spezifischen anti-Toxin-Antikör­

per-Lösung behandelt. 
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Abb: 19 Synaptische Region des Aals 
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Markierung mit Peroxidase: 

Die Bindung des Toxins erfolgte ausschließlich 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, daß die Peroxidase-Reak­

tionsprodukte entlang einer Längsstruktur, 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 FII-Fraktion und der isolierten Unter fraktion 

FII-9 führten zu identischen Ergebnissen. 

Demgegenüber findet man derartige spezifische Ablagerun­

gen bei 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 

außerdem 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 durchgeführten Markierungsversuchen 

sind die Bindungsorte des Skorpiontoxins noch deutlicher 

erkennbar als bei den Versuchen mit Peroxidase. 
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In beieien FÄllen ist. ,ieeioch eindeut-.ifl 7U sehpn, eiRR rlpr 

Rindunasort innerh;::l1b der Synapse lipot- (siehe Ahh. h.15 

unei h.lh). l1ie sr,Arl< Buf(lequol1enen ~Htochondripn unrl 

eine stark rerluzierte Anzahl von synaptischen Vesikpln 

innerhalh der Synapse ist auch bei rlen Ferretinversuchpn 

zu heobachten (siehe Abb. 6.15 und h.IA). 

Al/eh bei eien Kontrollversuchen ohne Toxin (Abh. h.19 unrl 

h.2n) v/ar eine SchINfirzunq der PrFip<Hate durch Ferretin 

zu beohachh~n, jeeioch in viel nerinnerem ~la(ie, Als dies 

hei den Toxinvprsuchen der Fall war. AuffÄllio ist, daR 

keinp Rpduziprun(l der synaptischpn Vesikel erl<ennbAr 

war. 

Es ist. zu \lprmuten, eiaR eiie hei den Kontrollversuchen 

beobachteten MArkiefunqsbiJeier eiaeiurch zustAnde kamen, 

dAR eiie ven'lendeten markierten anti-Toxine rlurch Snuren 

von Toxinen \!erunreiniot W8ren. l1iese Vefunreiniquno 

kAnn AUS eiern GeJbett eier Toxin-helAdenen Affinit1:itss8ule 

Sch\!JRrze Witwe-Toxin 

Rei der l1iskussion der Erqehnisse mit Prof. Maelicke 

( ~" a x - P 1 R n c k - rn s t i tut f 0 r Ern i:i h run 0 s r h y s i 0 1 0 q iF~, 11 0 r t -

mund) fiel die Ähnlichkeit eier 1,ljrktJnq des Skorpl0nTo-

x ins mit dem T 0 x i n der Sc h war zen I"~ i tIN ehe z ii q 1 ich d f! r r e -

eil I z i e I' t-. e n A n z a h 1 \! 0 n s y n A n t j s ehe n " e S 1 l< eIn Cl IJ f. E 8 I'IU r -

den daher \ler(lleichsversuche mit-, bei den Toxinen, ,iednch 

ohne Markierunq, am Aal durchqefUhrt. 

Wie aus den Abbildungen 6.21, 6.23 und 6.2~ erkennbar 

ist, hahen beide Toxine eine stark reduzierende Wjrkunq 

n u f d j f! A n z R h 1 der s y n 8 p t i s c h e n I' e s i k e 1 . 
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Zusammenfassend kann man sagen, daß 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, daß das Toxin an die Ca-Kanäle bindet 

und diese blockiert, ließe sich die reduzierte Anzahl 

der Vesikel erklären. Die Blockierung der Ca-Kanäle be­

wirkt eine gesteigerte Konzentration von Kalzium inner­

halb der Synapse, dadurch wird eine Dauerdepolari&ierung 

simuliert. Dies hat eine ständige Ausschüttung der 

Transmittersubstanz zur Folge. Es ist noch zu klären, 

warum die markierten Stellen nicht an der Membran, son­

dern innerhalb der synaptischen Endigungen in den 

Cisternen zu finden sind. Das sogenannte "S ynap tische 

Recycling Modell" von Heuser könnte hierfür eine plau­

sible Erklärung liefern. 

Nach diesem Modell verschmilzt die Membran der synapti­

sehen Vesikel mit der Plasmamembran, wenn die Vesikel 

die Transmittersubstanz freisetzen. Die entleerten Vesi­

kel wandern als "coa ted Vesicels" zurück in die synapti­

sehe Endigung. Innerhalb der Synapse binden sie an die 

Cisternae, wo neue Vesikel gebildet werden. Bemerkens­

wert ist, daß nur bei Synapsen, die einer verstärkten 

Reizung ausgesetzt waren, die Cisternae deutlich zu se­

hen sind. 
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Nach Heuser 

-"""","- (j li a zelle 

Toxin 

t 
Markierte Antikörper 

Abb. 20: Das synaptische Recycling-Modell von Heuser. 

Schematische Darstellung der Aufnahme von 

Toxin und markierten Antikörpern ( .) in die 

synaptische Endigung. 

Die schematische Darstellung des Heuser-Modells in Abb. 

20 zeigt, wie möglicherweise die markierten Antikörper 

in der Phase des Öffnens der Vesikel bei der 

Ausschüttung des Transmitters in die Vesikel gelangen 

können. Die an der inneren Membran der Vesikel gebunde­

nen Antikörper können nach dem oben geschilderten 
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Mechanismus in die Cisternae hineingelangen. Auf diese 

Weise ließe sich das Auftreten von Antikörpern in den 

Cisternae erklären. Die Vermutung, daß die Antikörper 

(bzw. das Toxin) nur auf der Innenseite der Vesikel 

binden, wurde durch die anschließenden Versuche von 

Prof. Maelicke bestätigt. Seine Versuche mit isolierten 

intakten Vesikeln zeigen in normal orientiertem Zustand 

keine Bindung von Jod-markiertem Toxin, demgegenüber 

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 durchgeführt. Die Retina ließ man 

in einer Toxinlösung (FII und FII-9) inkubieren, und an­

schließend wurde sie mit spezifischen anit-Toxin-Anti­

körpern, die mit Peroxidase oder Ferretin markiert 

waren, behandelt. Die FII -Markierung diente hauptsäch­

lich als Vorversuch, um festzustellen, ob eine Bindung 

des Toxins überhaupt stattfindet und ob diese Bindung 

mittels anti-Toxin-Antikörpern elektronenmikroskopisch 

nachweisbar ist. 

Markierung mit Peroxidase 

In der Retina des Flußkrebses 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 interzellulären 

Räumen 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, daß auch mit 

Ferretin markierte Antikörper an die Oberfläche der 

Schirmpigmente binden. Aus der Aufnahme (Abb. 6.30) ist 

ersichtlich, daß wie bei den Peroxidase-Markierungsver­

suchen kein Ferretin in den Mikrovilli der Retinulazel­

len zu finden ist. Abb. 6.29 zeigt interzelluläre Räume 

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 8ufo marinus war auch bei 

Astacus Ferretin bzw. Peroxidase innerhalb der Photore­

zeptorzelle zu beobachten. Es ist daher zu vermuten, daß 

das Toxin, ebenso wie in den Stäbchenaußensegmenten auch 

hier die Durchlässigkeit der Membran fUr große MolekUle 

wie Ferretin- bzw. Peroxidase-konjugierte Antikörper und 

das Toxin selbst erhöht. 

Zusammenfassung: 

Zusammenfassend kann man sagen, daß das Toxin (FII-9) 

die Photorezeptorzellmembran von Astacus permiert und 

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

Das Toxin Centruoides noxius, Fraktion FII-9, bindet so­

VJohl in der Retina von Bufo marinus als auch im Prinzi­

palorgan von Electrophorus electricus ausschließlich in 

Bereichen, die Ca-Kanäle enthalten. In der Photorezep­

torzelle von Astacus bindet das Toxin an die Pigmentgra­

nula, von denen bekannt ist, daß sie, je nach Bedarf, 

Ca 2t f ( au nehmen oder abgeben können Schröder, 1980). 

Diese Ergebnisse lassen vermuten, daß das Toxin mögli­

cherweise Ca-Kanäle blockieren kann. Um diese Vermutung 

zu bestätigen ist es notwendig, den Ca~ -Transport in 

Gegenwart des Toxins quantitativ zu untersuchen. 

4.6. Der Einfluß des Skorpiontoxins, fraktion fII-9, 

auf die Ca~ -Pufferfunktion der Schirmpigmente 

bei Astacus 

Die Schirmpigmente der Photorezeptorzelle von Astacus 
2-'-

sind in der Lage, je nach Bedarf Ca ' abzugeben bzw. 

aufzunehmen. Sie wirken daher als eine Art Puffersystem 

für Ca 2+ in der Photorezeptorzelle (Schröder, 1980). 

Das Ziel der folgenden Versuche ist zu erm}tteln, ob die 

Bindung der Skorpion-Toxin-Fraktion FII-9 an die Pig­

mentgranula einen Einfluß auf die cI_Aufnahmefähigkeit 

dieser Schirmpigmente hat. Die Klärung dieser Frage 

könnte uns helfen, ein Bild der Wirkungsweise des Toxins 

auf erregbare Membranen zu gewinnen. 
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Die Untersuchung wurde an der isolierten Astacus-Retina 

durchgeführt. Die Retina wurde in 44C;in Gegenwart der 

Skorpiontoxin-Fraktion FII-9 inkubiert; anschließend 

w u r d e die auf gen 0 m m e n e f1 e 11 g e an 4 4 C a - be s tim m t. K 0 n t roll -

versuche wurden in der gleichen Weise durchgeführt, je­

doch ohne Inkubation in der Toxinlösung. 

Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung dargB­

stellt. Die Meßergebnisse zeigen, daß in den Kontroll­

versuchen durch die Schirmpigmente ungefähr die doppelte 

Menge von 44Ci-gegenüber den mit Toxin behandelten Prä­

paraten aufgenommen wurde. Demgegenüber war die 

40C~~Konzentration im Toxinversuch und in der Kontrolle 

gleich. Die unveränderte 40C~~Konzentration bedeutet, 

daß die Membran der Pigmentgranula durch die Toxinein­

wirkung nicht zerstört wurde, da sonst aufgrund des un­

spezifischen Ca 2- -Austritts aus den Granula nur noch ge-
40·· ringe Mengen von Ca feststellbar wären. Daraus kann 

man folgern, daß die Skorpiontoxin-Fraktion FII-9 die 

Ca-Ionen-Aufnahmefähigkeit der Schirmpigmente von 

Astacus beeinflußt. 
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Abb. 21: Massenspektrum der Schirmpigmente 

a) Kontrollretina ohne Toxin 

b) Toxin-behandelte Retina 

Im Kontrollversuch wurde etwa doppelt so viel 

44Ca~von den Schirmpigmenten aufgenommen wie 

i m T 0 x i n ver s u c h. Die 4 0 C a~- K 0 n zen t rat ion war 

in beiden Experimenten gleich. 

4.7. Der Einfluß des Skorpiontoxins, fraktion 

fII-9, auf die Schirmpigmentwanderung bei 

Astacus 

Nach den bisher beschriebenen Ergebnissen ist es sehr 

wahrscheinlich, daß die FII-9-Fraktion des Skorpionto­

xins spezifisch die Aufnahme von Ca2~ in die Pigmentgra-

s hemmt. Somit erscheint dieses Toxin ge-
nula von :..;..:;.;..,;;...;;.....;;...;,:...;;;.. 

eignet, den in Kapitel 4.3. beschriebenen Einfluß der 

e x t r a zell u Hi ren C a 2' - K 0 n zen t rat ion auf die P i gm e n t w a n d e -
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rung und den vermuteten Zusammenhang zwischen Ca
27 

und 

dem Mikrotubulisystem (vgl. Kapitel 4.2.) näher zu un-

tersuchen. 

Es ist zu klären, ob die durch die Wirkung des Toxins 

eingeschränkte Fähigkeit der Schirmpigmente, Ca 2
+ aufzu­

nehmen, d.h. den Ca-Haushalt der Photorezeptorzelle zu 

regulieren, auch einen hemmenden Einfluß auf die Adapta­

tionsfunktion (Lichtflußadaptation) der Pigmente hat. 

Hierzu wurden Retina mit Toxin inkubiert und anschlie­

ßend hell- oder dunkeladaptierten Bedingungen ausge­

setzt. Nach dem Versuchen wurde die Retina fixiert, und 

die Lage der Pigmente wurde unter dem Lichtmikroskop 

beobachtet. Das Säulendiagramm 22 zeigt den Einfluß des 

Toxins auf die Dunkeladaptation und die Helladaptation. 

Die Pigmentwanderung während der Dunkeladaptation wurde 

durch das Toxin stark gehemmt, während die Helladapta­

tion unbeeinflußt blieb. 

Diese Ergebnisse stimmen überein mit dem Einfluß der ex­

trazellulären Ca~ -Konzentration auf die Pigmentwande­

rung: auch hier wurde durch erhHhte Ca~ -Konzentration 

nur die Dunkeladaptation der Schirmpigmente gehemmt. Im 

Gegensatz zur Helladaptation benHtigt die Dunkeladapta­

tion ein Mikrotubuli-System (vgl. Kapitel 4.2.). Der 

Schluß liegt nahe, daß Ca spezifisch an der Regulation 

der Pigmentwanderung beteiligt ist, indem es die Aktivi­

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

mentwanderung 

a) Helladaptation 

b) Dunkeladaptation 
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5. Diskussion 

Wie die meisten Photorezeptoren von Evertebraten, so 

reagieren aucn die Retinulazellen der Krustaceen auf 

Lichtreize mit depolarisierenden Rezeptorpotentialen 

(Stieve, 1976). Veränderung der Lichtintensität hat 

außerdem eine Wanderung der Schirmpigmente zur Folge. Es 

ist zu vermuten, daß diese zwei Lichtantworten - Än­

derung der Ionenleitfähigkeit und Wanderung der Pigment­

granula - funktionell gekoppelt sind. 

Lichteinwirkung auf die Photorezeptorzellen der Everte­

braten verursacht eine Steigerung der internen freien 

Ca-Ionen-Konzentration (Lisman und Brown, 1975). Nach 

der Arbeitshypothese (Stieve, 1974) überführt ein 

Lichtreiz die Pförtnersubstanz P', die das Öffnen und 

Schließen des Lichtkanals kontrolliert, in einen 

"kurzlebigen" Zustand Pli. Die Affinität von P" ist für 

Natriumionen höher als für Kalzium, dadurch wird Kalzium 

freigesetzt. Es wird vermutet, daß eine Steigerung der 

Ca~Konzentration im Zytoplasma der Photorezeptorzelle 

die Pigmentwanderung in Richtung Lichtadaptation bewirkt 

(Olivio und Larsen, 1978). 

Die vorliegenden Beobachtungen unterstützen diese Hypo­

these. Versuche, in denen der Einfluß der extrazellulä­

ren Ca-Konzentration auf die Helladaptation überprüft 

wurde, zeigten, daß Ca~Konzentrationen von über 10 

mmol/l fördernd 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, daß eine Erhöhung der extrazellulären Ca~Konzen­

tration auch die intrazelluläre Konzentration von C; er 
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höht. Diese Beobachtungen stehen in Einklang mit den Er­

gebnissen, die von Stieve et al.(1980) erzielt wurden. 

Hier ist ermittelt worden, daß eine Steigerung der Ca­

Konzentration in der Inkubationslösung zum lichtadap­

tierten Zustand des ERG der Flußkrebs-Retina führte. Die 

Dunkeladaptation wird im Gegensatz zur Lichtadaptation 

durch hohe C~~Konzentration gehemmt. 

Um die Ursache des Einflußes von Ca auf die Schirmpig­

mentwanderung deuten zu können, ist eine Klärung des 

" vJ a n der u n g sm e c h a n i sm u s" e r f 0 r der I ich. I n den Ver s u ehe n 

mit den Mikrofilament- und Mikrotubuligiften hat sich 

gezeigt, daß die Mikrotubuligifte Colchicin und Vin­

blastin einen signifikanten Einfluß auf die Schirmpig­

mentwanderung bei der Dunkeladaptation haben. Bei dem 

Mikrofilamentgift Cytochalasin B war kein Einfluß fest­

stellbar. Dies unterstützt die Annahme, daß für die 

Schirmpigmentwanderung bei der Dunkeladaptation Mikrotu­

buli verantwortlich sind. Die Lichtadaptation dagegen 

wird durch Mikrofilament- und Mikrotubuligifte nicht ge­

hemmt. Aus diesen Befunden läßt sich schließen, daß die 

Pigmentgranula während der Dunkeladaptation durch ein 

f1ikrotubuli-System transportiert werden, daß der Hell­

adaptation jedoch ein anderer Mechanismus zu Grunde lie-

gen muß. 

Es ist bewiesen, daß Ca eine wichtige Rolle bei der Re­

gelung des Mikrotubuli-Abbaus spielt. Eine hohe Ca-Kon­

zentration 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 Fähigkeit, je nach 

Bedarf Mikrotubuli auf- bzw. abzubauen. Ein bekanntes 

Beispiel ist das periodische Auf- und Abbauen von Mikro­

tubuli bei der Mitose. Eine ähnliche Eigenschaft ist bei 

der Photorezeptorzell~ zu vermuten, wobei die Steuerung 

des Prozeßes Ca-Ionen zuzuschreiben wäre. 

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 Rückwanderung der Schirmpigmente in den 

lichtadaptierten Zustand ermöglicht. 

Im Dunkeln ist die intrazelluläre 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 können. 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, daß es auch bei einer 

durch EDTA bzw. EGTA erniedrigten Ca-Konzentration zu 

keiner Dunkeladaptation kam, läßt sich mit der Bindung 

von intrazellulärem Mg 2 durch die Chelatbildner erklä-

ren. kanntlich ist das Vorhandensein von Mg-GTP-Kom-

plexen Bedingung für die Polymerisation der Mikrotubuli 

(Weisenberg, 1972). 

Die Hemmung der Dunkeladaptation durch den FII-9-Toxin 

läßt sich auch mit Hilfe dieses Modells erklären. Das 

Toxin bindet während der Inkubationszeit (20 Minuten bei 

Licht) an das Ca~Transportsystem der Schirmpigmente, und 
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.... 
dadurch wird die Ca-Aufnahmefähigkeit der Schirmpigmente 

eingeschränkt (vgl. Kapitel 4.6.). Die bei der Lichtein­

wirkung freigesetzten Ca-Ionen können nur noch zu einem 

geringen Teil von den Schirmpigmenten aufgenommen wer­

den. Die in Kapitel 4.4. beschriebenen Ergebnisse weisen 

darauf hin, daß die während der Helladaptation freige­

setzten Ca-Ionen von den Schirmpigmenten aufgenommen 

werden. In der anschließenden Dunkelphase verhindert nun 

die unter dem Einfluß des Toxins erhöhte "freie" Ca-Io­

nen-Konzentration einen Aufbau des Mikrotubulisystems. 

Eine Wanderung der Schirmpigmente (Dunkeladaptation) 

findet nicht statt. 
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Abb. 6.1: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Ferretin 
anti-Kaninchen. Im Bild sieht man ein Stäbchenaußenseg­
ment (ROS) neben einem Zapfen (Z). In dem Stäbchenaußen­
segment sind deutliche Markierungsspuren zu sehen, dem­
gegenüber in dem Zapfen keine. 

Abb. 6.2: Kontrollversuch: Markierung mit Ferretin an­
ti-Kaninchen. Die zwei Stäbchenaußensegmente (ROS) wei­
sen keine Markierungsspuren auf. 



0,5 pm 
• • 

Abb. 6.3: Toxin-Versuch (FI1-9): Markierung mit Ferretin 
anti-Kaninchen. Die ferretin-Markierung (f) befindet 
sich entlang der Oiscmembran (DM). stäbchenaußensegment 

(ROS). 

0,33 JIn 
I I 

Abb. 6.4: Kontrolluersuch (fll-9): Markierung mit ferre­
tin anti-Kaninchen. Vereinzelt sind Ferretinspuren (f) 

hier zu beobachten, jedoch nicht annähernd in ~em Maße 
wie in Bild 6.3. Stäbchenaußensegment (ROS), Außenmem-

bran (MO. 
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Abb. 6.5: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Ferretin 
anti-Kaninchen. Diese Aufnahme zeigt die Verteilung des 
Ferretins CF) entlang der Discmembran (DM) bei höherer 
Vergrößerung. Stäbchenaußensegment (ROS), Außenmembran 
(AM). 

.66 

Abb. 6.6: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Ferretin 
anti-Kaninchen. In der Kernregion (KR) der Stäbchen eR) 
findet man keine Spuren von Ferretin. 

1~ 
I I 



Abb. 6.7: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Ferretin 
anti-Kaninchen. In den Innensegmenten (15) der Stäbchen 
(R) findet man keine Markierungsspuren. 

6.8 
Abb. 6.8: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Peroxi­
dase-anti-Kaninchen. Im Bild ist ein Stäbchenaußenseg­
ment (ROS) neben einem Zäpfchen (Z) zu sehen. Um die 
Ränder der Zapfen und im Stäbchenaußensegment selbst 
sind die Reaktionsprodukte der Peroxidase (RP) als 
schwarze Punkte erkennbar. 

1 pm 
I I 

0,5 pm 
I I 
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Abb. 6.9: Kontrollversuch: Markierung mit Peroxidase-an­
ti-Kaninchen. Hier liegt ein Zapfen CZ) zwischen zwei 
Stäbchenaußensegmenten (ROS). Entlang der Ränder der 
Photorezeptorzellen befindet sich das Peroxidase-Reak­
tionsprodukt (RP), aber innerhalb des Stäbchenaußenseg­
ments selbst sind keine Markierungsspuren zu sehen. 

.. 
Abb. 6.10: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Peroxi­
dase-anti-Kaninchen. Im Bild sind mohrere Stäbchenaußen 
segmente (ROS) mit den angelagerten Peroxidase-Reak­
tionsprodukten (RP) entlang der Ränder der AuGenmembran 
zu sehen. 

1,5 JJm 
I I 

.2 pm I 
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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) gefüllten 
Synaptische Vesikel (SV) und Cisternae (C) zu sehen. 

0,5 pm 
I 

0,33 pm 
I I 

Abb. 6.12, 6.14: Kontrollversuch: Markierung mit Peroxi­
dase anti-FII-9. Die Bilder 12 und 14 zeigen die mit Ve­
sikeln (SV) gefüllten Synapsen (5) ohne deutliche Mar­
kierung. In Bild 14 sind besonders deutlich die Ci ster­
nen (C) erkennbar. 

I 
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Abb. 6.15, 6.16, 6.17, 6.18: Toxinversuch (FII-9): 
Markierung mit Ferretin anti-FIle Diese Bilderreihe 
zeigt mit Ferretin anti-FII markierte Zellen. Man er­
kennt eindeutige Markierungsspuren (F) entlang einer 
Längsstruktur 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. 

6.16 
0,33 
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Abb. 6.19, 6.20: Kontrollversuch: Markierung mit Ferre­
tin anti-FII. In den Kontrollversuchen sind zwar Markie­
rungsspuren erkennbar, jedoch in deutlich geringerem Maß 
als in den Toxinversuchen. Die Markierung erscheint als 
eine allgemeine Untergrundfärbung, d.h. es handelt sich 
hier keinesfalls um spezifische Markierungsspuren. Sy­
napse eS). Synaotische Vesikel (SV), Ferretin (F). 

620 

0,25 pm 
I I 

0,33 pm 
I . I 
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Abb. 6.21: Wirkung der FII-9-fraktion auf die Morpholo­
gie der Synapse. In diesem Bild ist deutlich die verän­
derte Morphologie der Synapse (5) erkennbar, die Zahl 
der Synaptischen Vesikel (SV) ist verringert, und die 
Cisternae (e) werden deutlich hervorgehoben. 

Abb. 6.22: Kontrolle. In diesem Bild ist deutlich er­
kennbar, daß im Normalfall die Synapsen mit einer höhe­
ren Anzahl von Vesikeln 9ßfüllt sind. 

Q,33/JIIJ 
I I 

0, 33/Jm 
• • 



Abb. 6.23, 6.24: Wirkung des Schwarze-Witwe-Toxins auf 
die Morphologie der Synapsen. Bei diesem Versuch sind 
ähnliche Beeinflussungen der Synapse wie bei den Ver­
suchen mit FII-9 zu beobachten, d.h. verringerte Anzahl 
der Synaptischen Vesikel (SV). 

0,33 pm 
I I 

0, 331lm 
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Abb. 6.25: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Peroxi­
dase-anti- FII-9. Das Bild weist eine deutlich erkennba­
re schwarze Umrandung der PigmentgranulB (PC) auf. Diese 
Umrandungen sind die Ablagerungen der Peroxidase-Reak­
tionsprodukte (RP). 

Abb. 6.26: Kontrollversuch: Markierung mit peroxid~se­
anti-FII-9. Die Pigmentgranula (PG) haben eine annahernd 
gleiche Verfärbung ohne jegliche Umrandung, d.h. ohne 
Ablagerung des Peroxidase-Reaktionsprodukts. 



Abb. 6.27: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Ferre­
tin anti- FII-9. Die mit Ferretin durchgeführten Versu­
che bestätigen, daß der Toxin-Antikörper bzw. das Toxin 
an den Pigmentgranula (PG) bindet; die Oberfläche der 
Pigmentgranula weist deutliche Ferretin-Markierung (F) 
auf. 

Abb. 6.28: Kontroll-Versuch: Markierung mit Ferretin 
anti-FIl-9. Der Kontrollversuch zeigt, daß derartige 
Ferretin-Markierungen an der Oberfläche unbehandelter 
Zellen (ohne Toxin) nicht vorhanden sind. 

0,2 pm 
I I 

0,2 
I 

/Jm 
I 
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Abb. 6.29: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Ferre­
tin anti-FII. Aus dem Bild ist erkennbar, daß die Intra­
zellularräume (IR) zwischen den Photorezeptoren kein 
Ferretin aufweisen. Mitochondrien (H), Schirmpigment 
( PG ) • 

Abb. 6.30: Toxin-Versuch (FII-9): Markierung mit Ferre­
tin-anti-FII. Wie aus diesem Bild ersichtlich ist, ist 
zwischen den Mikrovilli (MV) ebenfalls keine Markierung 

zu beobachten. 

1 IJm 
J I 
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