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Nomenklatur und Abkilirzungen

Neben den von der IUPAC'zur Verwendung empfohlenen Abkilirzungen

i

werden folgende Symbole benutzt:

2AS Atomabsorptionsspektralphotometrie'
ACh Azetylcholiﬁ

AChE ‘Azetylcholinesterase

AChR Azetylchdlin—Reze?tor

ACOA  Azetyl-Coenzym A

AMP Adenosin-5'-monophosphat

ASK absolute spezifi;;he'Konzentration, vgl. S. 66

ATP Adenosin—S'—triphosphat

CAT - Cholin—Azetyltransferase‘

Ch Cholin

CoA Coenzym A

E.C. Enzymkatalog nach den Richtlinien der Enzymkommission
der IUB |

g  Erdbeschleunigung

.GE . Gesamte;terasg, vgl. S. 43

GK Glycinpréparation,.Kontrollorgane

GS Glycinprédparation, stimulierte Organe

NK  Natriumchloridpréparation; Kontﬁollorgane

o] Irrtumswahrscheinlichkeit. Ergebnisse mit einer Irrtums-

. wahrschéeinlichkeit p < 0,01 werden alé signifikant,

Ergebnisse mit einer Irftumswahrscheinlichkeit p < 0,001

‘als hochsignifikant bezeichnet. Liegt die Irrtumswahr-
scheinlichkeit zwischen 1 und 5%, so wird das Ergebnis’

als fast signifikant bezeichnet.




P sieﬁe unten

Prot. Protein

RSK ‘ relative spezifische Konzentration, vgl. S. 66
Sn ‘ siehe uhten‘

S.E.M.'Standardabweichung des Mittelwertes

In derx Zellfraktidniefung ist.es tiblich, die BédensétZe von
Differentialzenfrifugaﬁionen mit P (pellet)‘und die Uberstinde
mit S (sﬁpe;natant) abzukirzen. Entépricht die Beschleuﬂigung
der Zentrifugation einem Gravitationsfeld von etwa 1 OOOyg
(Zelltrimmer und Zellkerne gehen in den Bodensafz), sé er-
halten die Symbole den Index 1, entspricht sie einem Feld von
efwa 10 000 g (Mitochondrien und Synaptosomen geheh in den
Bodensatz), sé erhalten sié den Index 2, und bei‘einer Beséhleu—
nigung von 100 OOO g, bei der die Mikrosomen und synaptischen
Vesikel sedimentieren, den index 3. Wird der erste Zentri-
fugationsschritt ﬁbérsprungen} so erhdlt der bei ca. 10 000 g
gewonnene Bodquatz die Bezeiqhnung §12,Ader Uberstand ent-
sprechend S12. Einvhbchgestellter Stern oder ein hochge-
stelltes Pluszeichen deuten an, daB die betreffende\FraktiQn

-

einen Reinigungsschritt durchlaufen hat (z.B.: P3 - dievzuge—

+

hdorige Waschldsung heiBt dann S3).

Zur Unterscheidung von den Fraktionen,'die von den Dichte-

gradienten gewonnen werden, werden die durch Differential-
zentrifugation erhaltenen Fraktionen als Prédparationsvorstufen

bezeichnet.




1. Eihleitung und Problemstellung

Im Nervensystem treten hauptséchlich zwei Klassen von Zellen auf,
die Nervenzellen (Neuronen) und dié’Gliazellen, welche mitein-

ander in engem morphologischen und funktionellen Kontakt stehen.

Die spezifische Aufgabe der Neuronén ist, Informationen'zu verar-—
beiten und. weiterzuceben. Sie bestehen aus einem den Zellkern
 um$chlieBendeh Zellkdrper (Soma), defrzahlfeiche;Eprtéétze
besitzt: die stark‘verZWeigten afferenfen Dendriten und das

weniger oder gar nicht verzweigte efferente Axon (Abb. 1).

Dendrit 4

Nokleus

Myelinscheide

Ranvierscher Schniirting

- Abb. 1: Neuron, schematisch

Am Zellkdrper und seinen Fortsétzén,'besonders den Dendriten,

liegen die Synapsen, Kontaktsteilen,.welche Informationen von
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anaeren Nervenzelien ﬁbertragen; Die eiﬁléufendén‘Naéhrichten
werden von der Nervenzelle inﬁegriert und gegebéneﬁfalls mit
einem Sighai beantwortet, das iiber das oftvvieleﬂZentimeter
laﬂge Axon zur né&dchsten Station weitergeieitet wird; dabei kann
es sich um ein anderes Neuron handeln,foder um eine sogenannte

Effektorzelle, zum Beispiel eine-MuskelF'oder Drisenzelle.

Entlang der Axone 1l&B8t sich die E;fegungsleitung.elektréphysio—
‘logischialé‘eine'séhr schnellevAnderUhg des Membranpotentials

. verfolgen: Verglichen mit,séiner_Umgebung‘iét das Innere der
Axone ca. 10mal &rmer an Watrium und 20 bis SOmal feicher an
Kaliumionen. Unter der Annahme, daB.sich die Chloridionen im
ruhenden Gewebe in Gléichgewichtévérteilung.befinden (Hodgkin,
1958) , ‘148t sich durch Einéetién der'jiyeiligen Kalium- und
Natriumaktivitdten in die Nernstséhé'éléighung das Ruhepotential

der Axonmembran -

+q , +
(1) E =v ALy _ R'T 1n X ]auBen'+ b[Na ]auBen
' innen auRen F ot -+
» [K] +bLNa=].
: innen | , innen
berechnen.
Hierin ist R : die universelle Gaskonstante,
T X : die absolute»Temperatur,
B : das Faraday, die elektrische Ladungveines

Grammiquivalentes einwertiger Ionen,
PNa "
Px

b =

.

das durch Isotopenversuche_beétimmte Ver-

hiltnis von Natrium- zu Kaliumpermeabilitét,

Die errechneten Werte stimmen gut mit den gemessenen (je nach

Nerv ca. =70 bis =90 mV) iiberein.




bie Errégung-deS‘Axohé:éuBert sich als Depolarisierung;efreicht
sie einenFWert,_aef.positiver als ca. -40 mV ist, so fiihrt sie éu
einér kuréffisﬁigen Offnung der Natriumkanéle’inﬁéer Membran. Na+
strémt ein, qnd,das Zellinnefe wird noch stérker depolarisiert
(bié zu éiner Gesamtdepolarisierung von ca. 100 mV). Nach etwa

2 msec bricht dieser autokaﬁalytische Prozes ab. Die Né+—Schleusen
‘:werdeﬁ‘gesdhldssen, wéhréhd gleichzeitig die Kaliumleitféhigkeitv
.der Mémbr§n ansteigt; K+ VerléBt’daé Zellinnere und-dié Depolari-
Sierunglwird.dadurch':ﬁckgan@ig gemacht (Hodgkin.& Huxley, 1952a-

7 c) . Der Anstieg der Kaliumleitféhigkeit isﬁ'ein Vorgang mit

negativer‘Rﬁékkopplung, der sich§fortschreitend selbst abschaltet. |

Diesen zeitlichen‘Poténtial&erléuf,bezeichnet man als Aktions-
‘potenéiéi;‘Dié u£é§rﬁﬁgiiéﬂé:Idnenverteilung wird dﬁrdh éiﬁéﬁiv
ATP-abhdngige Natfium~Kalium—Austausthumpé wiederhergeétellt
‘(Hodgkin'&rKeynes,'1955). Uber die durch dicke Myelinscheiden

isolierten Bereiche des Axons (s. Abb. 1) wird das Signal durch

passive'Ionén;gituhg-weitergégeben.'Die durch die schlechten Kabeli

eigenschafteh dieses Leiters auftretenden Verluste werden jedoch
an den nicht isolierten RanvierschenfSchnﬁrringen mittels des
geschilderten Prozesses sich_selbst'verstarkender Depolarisierung

ausgeglichen.

An einigen Synapsen wird die Information ebenfalls durch Poten-

‘ntialéhdérungén‘ﬁﬁéfmiﬁtélﬂ (gpgenanhte elektrisché Synapsen) .
Zahlreicher sind\alierdings die chemiééhen Synapsen, an denen
eine épezielle Substénz, der Transmitter, freigesetzt wird; wenn
ein Aktionspotential einlguft. Sie diffundiert durch den Synap—
tischen Spéif an die,postsynaptische-Zellmembran und ruft dort

‘eine De- oder'Hyperpolarisierung hervor. Die chemische Form der
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Ubertragung efméglicht, daB die synaptischen Prozesse gerichtet
ablaufen; AuBerdem bildet sie eihe einfache Voraussetzuﬁg flir
die hemmeﬁde Ubertragung und'verhindert ungewinschte Interferenz
zwischen funktionell verschiedenen, aber topologisch benach-

barten Neuronen.

' Der'Glia échréibt mén hauptsdchlich Stitz-, Versorgungs-— und
Isolationéfunktiohen‘zu. Sd'schieben sich zum Beispiel. die
Astrozyteﬁ»zwischen die Blutkapillaren und Neuronen und,bilden
somif-die,bekannte Biﬁt;Hirﬁ-Schranke; die den'Ubertritt'voﬁ
bestiﬁmtén zirkulierenden Substanzen in das Gehirn spezifisch
‘verhinderﬁ; Die_Oligodendrozyten.des Zentralnervensystems,

~-beéiehgngéw¢iée~die~Schwannschen Zellen derfPéripherie,-wickeln
durch Hypertrophie ihrer Zellmembran die Axone mit einer festen

isolierenden Umhiillung ein.

1.2. ie‘SZﬂapggg
. / /,./

Sowohlfdie-NerVenzellen als auch .die Gliazellen lassen sich nach

mQrphologischén und bioéhemischen Gesichtspunkten in viele Upter—
gruppen einteilen. Erstere werden je'nach,ihrem Transmitter alsA
choline;g'(Trénsmitteri;Azetylcholin), adreneré (Transﬁitter:
Adrenalin));no#adrenerg (Transmitter; Noradrenalin) , glutaminérg
~;%Qransmitter#;Giutaminééure) usw. bezeichnet. Nur fiir wénige
Syhapsen ist‘dér Transmitter Eekannt; gut untersuchte Beispiele
sind die postgangliénéren sympathischen Nervenendigungen des
autonomen Nefvénsystems der Vertebratén (noradrenerg)“(ﬁber—
sichtsartikel: Iversen; 1967) , die sympathischen Neuronen des

Froschherzens und der Krdtenlunge (adrenerg) (Falck, Hidggendal &
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Owman, 1963; Wood & Burnstock, -1967), die exZitatorischen neuro-
muskuldren Endplatten der Iﬁsekten und Krgstazeen (glutaminerg)
(Ushérwood & Grundfest, 1965; Robbins, 1959),.und die inhibi-
torischen Nerv-Muskel-Synapsen der Insekten und‘Krustazeen
(gabaminerg) (Usherwood & Grundfest, 1964; Bazemore, Elliott &

Florey, 1957) und die prdgangliondren sympathischen Neuronen.

~der Wirbeltiere, zum Beispiel im oberen Zervikalganglion,

(cholinerg) (Hebb & Krnjevié, 1962; Eccles, 1964).

Trotz der verschiedenen Transmitter weisen die Nervenzellen jedoch
zahlreiche Gemeinsamkeiten auf: Betrachtet man éine chemische
Synapse unter dem Elektronenmikroskop, so sieht man eine deut-

liche Aufweitung des Zellfortsatzes, den sogenannten Endknopf,

der, Jje nach Art der betrachteten Synapse, durch einen 200 -

0 : , : .
600 A breiten "synaptischen Spalt" von der postsynaptischen Zelle
getrennt ist. Den direkt unter dem Endknopf liegenden Teil der

postsynaptischen Zelléfbezeichnét man als subsynaptisch.

Auch der innere/ﬁufbau der Nervenendigung ist fir die verschie-
denen chemischen Synapsen von bemerkenswerter Ahnlichkeit. Eine
groBe Zahl kleiner, nahezu sphirischer Blischen, der synaptischen

Vesikel, findet sich im Zytoplasma. AuBerdem treten wesentlich

" mehr Mitochondrien auf als in den weiter zum Nukleus hin gele--

“genen Teilen des Axons (Abb. 2).

In fast allen Gebieten des Zeﬁtralnervenéystems treten die ver-
schiedenen Nervenzellen gemeinsam mit Gliazellen in sehr hetero-
gener Verflechtung auf, so daB biochemische Untersuchungen‘am

gesamten Gehirn oder mit Gewebescheiben in ihren Aussagemdglich-
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 Abb 2 Elektronenmlkroskoplsche Aufnahme von Synapsen im

elektrischen Organ von Torpedo marmorata. Die Nervenendigungen,
E, sind durch einen schmalen synaptischen Spalt, S8, von der

'Elektroplaquezelle, EP, getrennt. Innerhalb der Vervenendigung
flnaen sich auBer den sphédrischen synaptischen Vesikeln Mito- |
chondrien, m, Mikrotubuli, t, sowie zahlreiche ele}\tronendﬂchto
Partikel, edp,/ale mogllcherwelse aus Glykogen bestehen (vgl.:

Sheridan et al., 1966). Gelegentllch beobachtet man Vesikel bei
der Exozytose, die von einem charakteristischen Mantel umgeben

sind (Pfeil). IR: Interzellularraum VergroBcrung. 9450fach.

keiten éingeschrénkt sind. Die Geometrie der NervénZelle und
1hre feste Blndung an Vachbarzellen exschwerﬂn die Isolierung |

von elnzelnen Nervenzellen betrachtllch Seit den Untersuchungen

von Whittaker und de Robertis ist es jedoch moglich, die Technik

subzelluldrer Fraktionierung auf das Nervengewebe anzuwenden und
nahezu jeden Teil des Neurons sowie seine Organellen in funk-

tionsfdhiger Form zu iSOlieren‘(Whittaker, 1959, 1963; de Robertis




et al., 1961; de Robeftis, 1969) . Solche mit Géhirngewebe
durchgefiihrte Prédparationenh ergeben aber hetercgene Populationen,
da die erhaltenen Organellen von'chemisch unterschiedlichen

Zelltypen stammen.

Man begénn daher bald, nach Modellsystemen zu suchen: Die
Drisenzellen des Nebennierenmérks, die Sich aus hypertrophierten
adrenergén Neuronen entwickelt haben, schiitten bei Stimulation
Katecholamipe'aﬁs. Die Speicherung dieser Hormone in kleinen,
durch Membranen bégrenzten Bl&schen (chromaffine Grahula); ihre
Kalzium-abhingige, exozyfotiséﬁé‘Sekretioh‘sowie ihréréyﬂfhese
durch eine Reihe regulativer Enzyme &dhneln den Vorgdngen én‘

der adrenergen Synapse so sehr, daB dieses System‘zum frﬁcht—
barsten.Modell fﬁr‘dié édfénéfge.ffaﬂsﬁitteffreisetzung géworden

ist..

Zur Untersucﬁung der‘chéiinergen Ubertragung haben sich vor
allem dié neuromﬁSkuiéren'Endplatten der Wirbeltier-Motoneuronen
-Bewéhrt; élso SYﬁépsen jener effereﬁten'Nervenfasern, die mit
der querjestreiften Muskulatur gebildet werden (Dale, Feldbérg &

Vogt, 1936).

1.3. - Das_elektrische Organ von_Torpedo _marmorata_als_Modell-

——— o o — T — T o T o o4 Wi e o o o e At o o e e o o e e W o e S e

Auch das elektrische Organ Von‘Torpedo hat sich embryologisch
aus Muskelgewebe entwickelt (Babuchin, 1876; Fritsch, 1890;
Ogneff, 1897), und es lag nahe, auch hier cholinerge Innervation

zZu erwarten. Zum erstenmal wurde diese Mdglichkeit von Elliott




(1214, in seiner Sydney Ringer Gedééhtnisvoriesung) diskutieft;
Br schfeibt auBer von eigenen vergeblichen Versuchen, die "éktive
Substanz" aus Muskelgewebe zu‘isolieren, auch von Herrings
erfolglosen Bemiihungen, diese Sﬁbstanz (den Tfansmitter) aus dem
elektriéchen Organ des Glattrochens, Raja, zu gewinnen. Die
Torpedineen gehdren zu den Knorpelfischen. Seitlich der Kiemen-
btgen liegen die groBen, flachen, paarigen elektrischén Organe;
die dem Zitterrochen zum Beutefang und zur Verteidigung dienen.
Sie fillen den Raum zwischen ventréler und dorsaler Haut voll-

stédndig aus (Abb. 3).

Abb. 3: Riickenansicht von Torpedo marmorata mit freigelegten:
elektrischen Organen, O, Gehirn und den Nervenstringen, die zum
elektrischen Organ ziehen. Die Linge eines ausgewachsenen Zitter-

rochens dieser Art betrdgt etwa 50 cm. Aus Fritsch, 1890.
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Bei einem ausgewachsenen Fisch der Art Torpedo marmorata sind

‘die Elektroplaguezellen ca. 4 mm breit, aber nur 10 - 20 um dick.

Im Ruhezustand sind sie innen negativ polarisiert (Abb. 4)..

+ + + 4+ + + ++ + +

Abb. 4: Die Elektroplaquezelle, G, W1rd an 1hrer vcnbralen Seite
von mehreren Nervenfasern, N, innerviert. Im Rune7ustand (oben)
ist die Zelle 1nnen negativ polarlslert Bei der elektrischen
Entladung (unten) wwrd die ventrale Seite depolarisiert, so daB
sich die Potentlaldlfferenzen der dorsalen Zellwdnde zu einem
SpannungsstoB addleren. S steht fir die seitliche Zellmembran.
Nach Bernsteln, 1912. |

Sie sind zu ca. 400 Zellen wie Geldrollen ﬁbeteinandergestapéit
(Abb. 5). Etwa 500 solcher Siulen sind in einem elektrischen

Organ in Bienenwabenart dicht aneinahdergepackt {Fritsch, 1890).

Die Elektroplaquezeilen werdeﬁ aﬁ ihrer ventralen Seite von je

5 bis 7 verzweigfeﬁ Asten_der‘stark myelinisierten’ElektIO*
motoneuronen (éa. 50 000 auf jeder Seite (Fritsch, 1890)) inner"
viert (Wagner, 1847), deren Zellkdrper sich in den der Medulla

oblongata aufliegenden Lobi electrici befinden. Von hier ziehen

4
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Abb. 5:’Anordnuhg‘der Elektroplaquezellen, schematisch. Die
Zellen werden an ihrer ventralen Seite innerviert. Aus Fritsch,
1890. |

beidseitig je vier Nerven zwischen den Kiemenbégen'hindurch zum

!
elektrischen Organ (s. Abb. 3 und 6).

Die  Exrregung der Elektromotoneuronen flhrt zur Ausschiittung von

Azetylcholin (ACh), das von den Rezeptoren der (ventralen) post-.

synaptischen Membran erkannt wird und durch Ionenstrdme die De-
polarisierung der ventralen Elektroplaquezellenmembran bewirkt.

Jetzt summieren sich die Membranpotentiéle der dorsalen Elektro-
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elektrischen Organ. Aus Fritsch, 1890."

plaquezellmembranen zu einem SpannungsstoBf von 30 bis 60 V

(Bernstein, 1912) (s. Abb. 4).

Das freigésétztg,ACh~wird bald durch Azet%}cholinesterase
(E.C. 3.1.1.7.3; ein auBerordentlich reaktives Enzym (Wechsel-
zahl ca. 3 x 106), das in hoher Konzentration in der postsynap-
tischen Membran auftritt (Mathewéon, Wachtel & Grundfest, 1959;
Tsuji, Rieger & Peltre, 1973), zu Cholin und Azetat gespaltén.

/

Wihrend die Hauptmenge des Azetats (und ein Teil des Cholins)

durch die Zirkulation der Interstitialfliissigkeit wegtransportiert

wird, wird der grdB8te Teil des Cholins iiber zwei Cholin-Carrier-
Systeme untgrschiedlicher Affinigét,(Km = 2 uM bzw. 100 uM)
wieder in aie présYnaptische Nervenendigung eingeschleust
(Dowdall & Simon, 1973; Yamamura & Snyder, 1973; Haga &ZNoaa,

1973) . Auch ein Teil des Azetats wird wieder prdsynaptisch auf-
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Abb. 7: Mechanismus der cholinergen Synapse, schematisch.’
A: Azetat, ACh: Azetylcholin, AChE: Azetylcholinesterase,

AChR: Azetylcholin-Rezeptor in der subsynaptischen Membran,
ACOA: Azetyl-Coenzym A, CAT: Cholin-Azesyltransferase, Ch:
Cholin, CoA: Coenzym A, H: hochaffiner Cholin-Aufnahmemechanis—

mus, N: niederaffiner Cholin-Aufnahmemechanismus. Vgl. Text.

genommen. Hier wird im Cytoplasma aus Azetyl—CoenzYm A und
Cholin durch das EnZYm Cholin-Azetyltransferase (E.C. 2.3.1.6.)
ACh synthetisiert (Abb. 7). Besonders von der neuromuskuliren

Endplatte ist bekannt, daB auch ohne Erregung der Motoneuronen

spontan ACh freigesetzt wird - allerdings in sehr viel kleineren
Mengen, die ganzzahlige Vielfache kleinster Quanten sind.
Sowohl diese spontane als auch die induzierte Transmitterfrei-

setzung unterbleiben in Abwesenheit von Kalziumionen.




Die Arbeiﬁ'vonISheridan, Whittaker &-Isréél (1966) und spitere
methodische Vérbeséerungen (Israél, Gautron & Lesbats, 1968,

1970) erm&glichten erstmals die Isolierung synaptischer Vesikel
aﬁs dem elektrischen Gewebe durch Saccharose-Dichtegradienten-—
zentrifugation. Es zeigtéﬂsich, daB 50% des gesamten Azetyl-
~cholins in der Veéikelfraktion wiedergefunden werden konnte, d.h.,
daf mindestens die‘Halfte,des'ACh's im Inﬁern der synaptischen
Vesikel gébﬁndén ist und soivor deﬁ Abbau du:ch die im Homo-

genat deslorgaﬁS'Vthandene,Azetylcholinésterase geschitzt wifd.

¥ .
Zusammensetzung der

Weitere Untersﬁchﬁngen tber die chemische
cholinergen synaptischen Vesikel von Torpedo zeigten, daB diese
je ACh-Molekil 0,1 bis 0,25 ATP-Molekiile enthalten (Whittaker,
Dowdall & Boyne, 1972; Whittaker, 1972; Dowdall, Boyne &
Whitﬁakér(l1974i:und mindestens aus vier verschiedenen Pro-
teineh'zusamméngesetzt siﬁd. Drei,dér Proteine beteiligen sich am
Aufbau der phospholiéidreichen Vesikelmembran (Whittaker &
bowdall, ]972); das vierte liegt im Innern der Vesikel vor
(Whittaker, 1971, 1972a; Whittaker, Dowe & Scotto, i971;
Whittaker éf'al., 1974) und;wurde deshalb Vesikulin genannt.

Es hat ein Molekulargewicht von ca. 10 000 und enth#lt nur P

9 basische, aber 23 saure Aminosduren. Ihre negativen Ladungen

helfen mit, die positiven Ladungen der ACh-Molekiile elektrisch

Zu . neutralisieren.

Bereits 1942 hatten Feldberg und Fessard in Perfuéionsexperimenten\
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gezeigt, daB die Stimulation der Néxvéngdes elektrischen

Organs zur ACh-Freisetzung in das.Perquat fﬁhrt..Zimmerﬁénn
entWickeltefspéter eine Stimulétionstechnik mit dem elek-
trischen Organ in situ durch elektrische Stimulation der

Lobi electrici am Hirnstamm (Zimmermann &xWhittaker, 1973f
Whittaker & Zimmerﬁann, 1974 Whittakervl973a; 1973b). Dabei
wurden zuvor die Nerven zu einem_dér Organe_dﬁrchtrennt, um
eine uﬁstimulierte Kontrbllprobe desselben Tieres zum Vergleich
zu haben. Eine kombinierté biochemische,'elektrophysiolégische
und morpholégische Untersﬁchung.(Zimmermahﬁ'& Whittaker,

1974) zeigﬁe bei anhaltené;;“Stimulatioh eineh.deutlichen _
Abfall in der Ampiitqde der eiektrischen Entladung, Zunahme der
Fliche der prééynaptischen Membran SOwie eine Abhahme def
Vesikeldurchmesser von ca. 84 (vgl. Sheridan, Whittaker &
Israél, 1966) auf ca. 60 nm. Nach-S’QOOQimpulsen war die
Anzahi der Vesikel pro Flécheneinheit im‘elektronenmikro—
skopischen Bild auf dié.Halfte gesuﬁkén; Die isolierte Ve-
sikelfraktion zg;gte_zugleich eine Abnahme'des ACh- und ATP-
Gehaltes’um ca:x90% und eine Abnahme der Protein- und Gesamﬁ—
nukleotidkonzentration um 50%. Auch.der'vesikulingehalt sank
auf die Halfté, Diesé,BeobaChtuﬁgén steheﬁ mit der Inter-
pretation in Einklang, daB die VeSikelfbei‘Stimulation mit

der présynaptischen Membran verschmelzen und dabei das ACh

exozytotisch freisetzen.

~Man kann sich auch vorstellen, daB
sich die synaptischen VeSikel‘ﬁur‘kuerristig an“die duBere
Zellmembran anlagern und ihren Inhalt durch sich dffnende

Kan&le ausschiitten.




1.5. Problemstéllung der_Untersuchungen

Eine Reihe vohaFragén bleibt jedoch vorlaufig‘uﬁgeklért:

Es ist méglich, daB sich die neu auftretende Population klei-
nerer.Vesikéi.durdh Pinozytose bildet. Da die Gesamtnukleotid-
und Vesikulinkonzentration in den nach Stimulation noch vor-
haﬁdénen Vesikeln unVeréndert ist, wdhrend ihre ACh-Xonzen-
“tration abgenommen hat, wﬁrdén sie einen negativen‘Ladungs—
uberschuB"tragehQ wenn dieser nicht durch andere Ionen aus?
geélichen wi;d. Hierfir-kommen besonders pinozytotisch einge-.

schleuste Metallkationen‘aus dem synaptischen Spalt in Frage.

Unbekanntlist férner, wie die durch die Axonmembran flieBenden
Ioneﬁstréme die Vesikel zur'Anlagerung an die. Zellmembran
stimulieren und die Transmitterfreisetzung hervorrufen. Auch
die Rolle des'Ca2+, dés flir die ACh~Freisetzung ebenso er-
forderlich‘ist wie;fﬁr die Noradrenélihausscﬁﬁttung und die

Sekretion von/ﬁormonen (vergl. S. 7) ist unbekannt.

Die Klarung‘dieéer Frégen ist keinesfalls ausschlieﬁlich.fﬁr
.die Funktiqnvder cholinergen Synapse von Bedeutung: Die Mbr—
phologie:uﬁd.chemische Zusammensétzung verschiedener chemischer
Synapsen_éhﬁéln'einénder'so.sehr, daB funktionelle Analogien
vermuteémﬁéfagﬂ_ﬁagéén. Die Ahnlichkeiten erstrecken sich |
jedoch noéh Qéiter: In zahlreichen Hormondrﬁsen sind mit ultra-
strukturellen Methoden kleine der Sekrétspeicherung dienende
Vesikel nachgewiesen worden. Flir einen Teil dieser Systeme

wurde die funktionelle Beteiligung von Metallkationen am Se-

krotibnsprozeﬁ gezeigt.




\dbwohl.die neuronalen Transmitter definitionsgemis durch.ihre
direkte Einwirkung auf die postsynaptische Membran deutlich
von den in;die Blutbahn ausgeschﬁtteten Hormoﬁen:abgegrenzt
werdén) gibt és in.den Neurosekreten einen bemerkenswerten
Ubérgang; Die Neﬁronen des Nukleus supraopticus und des Nukleué
paraventrlcularls ziehen in die Neurohypophyse (Hlnterlappen),
wo ihre Endlgungen aus neurosekretorlschen Granula (Vesikeln)
die Hormone‘Vasopressin und Oxytocin in die Blutbahn abgeben.
Auf die Analoglen verschledener Sekretlonsprozesse und die

Rolle der Metallkatlonen in 1hnen wird in der Dlsku551on noch

naher elngegangen werden.

Die vorliegénde Arbeit wversucht, anhand des elektrischen Organs
von Torpedo marmorata einen Beitrag zur Klirung der skizzierten

Fragenkomplexe zu liefern.

Folgende Aspekte werden untersucht:
1. Welche Metallkationen treten im elektrischen Organ auf?

2. Wie ist es m&glich, die extrem kleinen Metallionenkonzen-

trationen dieser subzelluldren Fraktionen zu bestimmen?

3. Konnen subzelluldre Fraktionen, insbesondere von cholinergen

synaptischen Vesikeln, frei von kontaminierenden Metallionen

(z.B. des ZYtQplasmas) gewonnen werden?

4. Ist es méglich;_Verénderungen im Metallionengehalt durch

elektrische Stimulation hervorzurufen?

o Rk et 2 2




2. Methoden und Ergebnlsse der qualltatlven Analyse des

Metalllonengehaltes

Um feétzuéﬁelien;‘welche Metallionen quantitativ zu érfassen
4'§eien, wird‘zunéChét einé qualitative Analyse durchgefiihrt.

Um eine ausreichende Menge an Analysensubstanz zur Verfligung

zu haben, w1rd von Gewebeproben des elektrischen Organs aus-
gegangen; nur die’ im gesamten Gewebe auftretenden JIonen kd&nnen
~am Aufbau\der synaptischen Vesikel beteiligt sein. Von elf
,Véfschiedehén Fischen‘werdeh jeweils 2 g élektrisches<Gewebem
'entnommen ﬁﬁa‘nach der in Kapital 3.4. beschriebenen Methode
jmit Salpetérséuré aufgeschlossen. Die Proben wefden Vereinigt
”Uﬁﬁd einem'Kationentrennungsgang‘unterworfen, der sich in seineﬁ
Grundéﬁgeﬁ an den 1840 &on.R..Fresenius entworfenen Trennungs-—
: qahg»anséhlieﬁt, welcher hauptééchlich auf der unterschied-
‘lichen Lésiichkeit‘defyvérschiédenen Metallsulfide im sauren
- und alkalischen Medium‘beruht; Die Prinzipien‘dieses Trennungs-
.ganges'sind‘aué%ﬁhrlich‘voﬁ Jander und-Blasius (1967) be-
échtiébén.Worden. Der‘Trennuﬁgsgang‘wird im Halbmikro-MaBstab

durchgefiihrt.

Allé‘Tests‘werden?voh-Blindproben(begleitet, d.h. bei positivem

Resultat werden die Nachweise mit den reinen Reagentien ohne

mf?féﬁéiéSﬁﬁé; bei negativem Ergebnis unter Zusatz des gesuchten

Iénsvwiederholt;

2.1. HCl- und HZS Gruppe

Zunidchst wird eine kleine Probemenge mit 2 N HC1l, anschlieBend
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mit gesdattigter Na28~Lésung'verséﬁzt (siehe Abb. 8). Keiner
der Zusdtze f£&1llt einen Niederschlag aus. Die Probeldsung

enthdlt also keines der folgenden Ionen

Ag+, AS3+, ASS+’ B13+/'Cd2+} Cu2+, Hg22+, Hg2+' Pb2+; Sb3+,

sb>F, sn®t und sn?t

in nachweisbarer Konzentration.

HNO3-Aufsch1uB

+ NH,Cl
iigga + NH4OH

3(5) + (NH,),S
Sb253(5) 4’2

Sns(z)
' Ni5/Ni,S
Cos/Cozs
FeS + HCL
MnS Al 51
2nS
+NH , OH
Al (OH) 4
criom;  H(NHg C05
B¥co g2t
8rco . Lil .
CaCQ3 Na
+
K
-
S/
-

Abb. 8: Allgemeines Schema zur Auft;ennuﬁg dervwichtigsten

Metallkationen in Gruppen.

Auf Zusatz von Ammoniak und (NH4)ZS\bildet sich ein Nieder-.

schlag. Fir die“Elemegpewder‘Ammoniumsulfid—Urotropin~Gruppe,
der Ammoniumcarbonat-Gruppe und der 18slichen Gruppe wird
daher ein.detaillierter'Trennungsgang entworfen und mit einer

frischen Probemenge durchgefiihrt (siehe Abb. 9).




10ml anf O,5ml einengen,
mit C. H5°H reduzieren,
Kthandl®verkochen, p. mit
HCL . (NH;) ,CO, einfeellen
in der Hitze mit '
Hexamethylentetramin
£illen
Urotropingruppe: Lsg. einengen, NH,~Salze
Nd.: Al(oH?s, Cr(OH);, Fe(OH);, FePZ’ N mxz HNO. zere:zeﬁ, schwach
LA? anmoniafalisch machen

18sen in konz. HC1
mit H,O verdiinnen

bei 40%C mit gerin-
ut gem (NK,).,S-Ubex-
uf Fe priifen schus £81%an

Fe aus-
Athe: -
Tn Ammoniums UlZ1agruppe: Lsg. einengen
: Nd.: CoS/Co,S3, MnS, Zn$ NH -Salze mit HNO, zersctzen
Chloroférate (111 waissT: Phase:

A%, ot

mit 508ig. .
CH €00/ Ta3, IHg)9005
avf Al priifen befandeln .
2uf Cr prilfen - keinNa. Ls
. < 3.2 mit 9,00
N1 Cos/Coys;, s qu‘lmn Bt Ny 5090,
; auf Nn prifen
mit 0,5 N Hol behandeln,
H,S verkochen
- 2 Armoniumcarbonatqruppa
Na.: To5/C0,S, Lis.: zn Xd_: CaCy0,, $7C,0,, BaC,0,
BEe B0, /CHyC00H | mis cifacoon/ in 1N HCL 18scn -
autkodhén chycoots Tésliche Gruspe
J puifern auf_Ca priifen 2+ + I
Lsg.:Y , L7, Na©, K
2uf Co prifen auf zh prufen 2uf Sr prlfen

auf Ba prifen auf M3 préfen
au€ Li prifen
2uf Na prifen
auf X _prifen

b.

Ab S: Auftrehnungsschema fiir die Urotropin-, Ammoniumsulfid-,
Ammoniumcarbonat- und 18sliche Gruppe. Vgl., Text. '
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10 ml der stark HNO3—saureh Probeldsung werden auf 0,5 ml ein~

geengt. Hierbei/wird gegebenenfalls anwesendes Fe2+ zu Fe3+

e

oxydiert. Die resultierende L&sung ist krdftig gelb gefirbt.

Da diese Farbe auBer durch Fe(III)-komplexe durch Cr042—— und

Mno4_—Ionen (mit)verursacht sein kann, wird mit 3 ml CZHSOH

Zun Sieden erhitzt, um gegebenenfalls vorhandenes Chromat

‘ 3+ N . 24 :
oder Permanganat zu Cr beziehungsweise Mn zu reduzieren.

.Derﬂﬁberschﬁssige_Athylalkohol.wird verkocht. AnschlieBend

wird die L&sung mit 1 N HCl auf ein‘Volumén von 3 ml gebracht
und in-der Wirme solange tropfenweise mit einer konzentrierten

Ldsung von Ammoniumcarbaminat

NH4C02NH§ + HZO —— .(NH4-) 2CO

-_— 2 NH

3




versetzt, bis der sich an der Eint;opfstelle bilaende Nieder-
schlag gerade nicht mehr in_Lésdng tht. Ex wird durch Zuéatz
eines Tropfens 1 N HCl in L&sung gebracht; zusitzlich wird
eine Spatelspitze NH4C1 hinzugefligt. Diese pH—Einstellung
gewdhrleistet, daB die Ionen C02+, Ni2+, an+ und Zn2+, sowie
die Elemente der Ammoniumcarbonat—Gruppe und der 18slichen
Gruppe bei der folgenden Féliung mit Hexamgthylentetramin
(Urotropin) inbLésung bleiben. |

Zur Féllunq wifd eine 10%ige Lésung von Hexamethylehtetfamin
verwendet,  die mit HC1 exakt.aﬁf den Py 5,5 gebracht worden
'iét. Die Féliung wird bei éiedetemperatur vorgehoﬁmen, der
gebildéte Niederschlag wafm zentrifugiert und mit wenig
warmem Féllungsréagenz kurz gewaschen. Die Waschlésﬁng wird
mit dem Zéntrifugat vereinigt. . |
20207

Der Niederschlag kann (neben Ga (OH) 5, Be(OH),, FeVO (NH )

4 14
Cr (OH)

Zr (OH) Ti(OH), und La(OH),) aus Al (OH) Fe (OH)

4"’ 4 37 37 3

. und FePO4 bestehen. Mit der Anwesenheit nachweisbarer Mengen

der eihgeklammegten Verbindungen braucht angesichts des bio-
logischen Probgmaterialé nicht gerechnet zu werden. Die An- |
wesenheit der ﬁbrigen’Metalle wird wie folgt ﬁberp;ﬁft:

Der Niederschlag wird mit konéentﬁierter Salzsdure geldst und
mit etwas wéniger ais der gleichen Menge Wasser verdinnt. |
Ein Teilidiesér‘Lésung wird auf Fer untersucht: ;

1. Nach Abstumpfen der Aziditdt mit Ammoniak wird mit einer

1 M NH SCN-LOsung versetzt.‘Das‘Sich bildende blutrote

4
Fe(SCN)3 148t sich mit einem Ather-Amylalkoholgemisch

ausschiitteln und entfirbt sich auf Zusatz von F -Ionen

(Bildung des stabileren FeF63_—Komplexes). " '




2. Durch Zusatz von K4(Fe(CN)6) wird zundchst kein Nieder-
schlag ‘gef&llt. L&Bt man die L&sung jedoch in einer diinnen
6)--K('jrnchen vorbeiflieRen,

so verfidrbt sich dieses unter Bildung von Berliner Blau.

Glaskaleiare an einem K4(Fe(CN)

Die verbieibende Lésung wird mif einem gleichen Volumen>HCl—
geséttiqten Athérs‘ausgeschﬁttelt.‘Hierbei gehen die komplexen
Chloroferiaﬁe(III) in die Atﬁerphase.

Die waBrige Phase.wird auf Al und Cr'ﬁntersucht:‘

1. Al: Bin Tell der sauren Losung wird mit KOH stark alkallsch

gemacht vom Nlederschlag (vor allem verschlepptes
Fe(OH)é) abzentrlfu01ert mit Eisessig angesduert und
mit einer gesattlgten Losung von Morin in Methanol ver-
‘setzt.-Auch bei Betrachtung im UV—Llcht zeligt 51ch keine
'Fluoreszeﬁz;
2. Cr: Die”verbiéibende Lésungfwird‘mit HNO3 versetzt mit
'Ather uberschlchtet und in der K&lte mit elnlgen Tropfen

2,5 M H)0O geschuttelt Es ist kein CroO

0, nachzuwelsen.

5

Das Zentrifugat der Urotropinfdllung wird eingeengt, und durch
Kochen mit konzentrierter_HNO3-Von Uiberschiissigen Ammoniumsal=-

zen befreit. Dann erd um Mg2 in LOsung zu halten, mit etwas

festem Nh4cl versetZt mlt NH4OH alkallsch gemacht mit einem
gerlngen UberschuB (gegen Pb(NO3)2 + PbS + feststellbar) an
(NH4)2S—Lésung versetzt, und einige Minuten auf 4OOC erwarmt.

Dér gebildete weiBe Niederschlag wird nach dem Waschen mit

O%iger CH3COOH behandelt, und die Ldsung auf Mn untersucht:

TG




1. Mit NH,OH + (NH,),S 148t sich kein MnS ausfillen.

2. Oxydatives Kochen mit PbO, in starker HNO, fiihrt nicht zur

Bildung von MnO4——Ionen.

Der verbleibehde Niederschlag wird mit wenigen ml kalter O,5 N

HC1l behandelt, wbbei er fast vollstdndig in L&sung geht. Im

- Zentrifugat wird gebildetes HZS.verkocht, dann neutralisiert

und mit CH

3
2+

COOH/CH?COONa gepuffert. In dieser L&sung kann
Zn mit'folgendeh Methoden nachgewiesen werden:

2
2. Mit 0,1 M K4(Fe(CN)6)—L6$ung Niederschlag wvon K22n3(Fe(CN)

1. Mit Né‘S—Lbsung: rein weifBer Niederschlag von ZnS.

. 62
~16slich in konz. HCLl und 5 N NaOH.

3. Mit einer L&sung von 6 ¢ HgCl, und 6,5 g NH,SCN in 10lmi

4

HZO bildén sich Kristalle von Zn(Hg(SCN)4), die unteér dem

Mikroskop an .ihrer Form identifiziert werden.

s

- 4. Nach Versetzen mit einem UbérschuB an 2 N NaOH werden einige

. P : : ' .
Tropfen eiher LOsung von 10 mg Diphenylthiocarbazon (Dithizon)

in 1OO_ml:CC14 zugegeben. Beide Phasen f&rben sich deutlich

rot.

Der. restliche Niederschlag der (NH4) S-Fallung, der dem Aus-

2
sehen nach aus. Schwefel: besteht, wird vorsichtshalber mit

HZOé=CH§COOHﬁGemisehmaufgekocht und -auf Co untersucht.

1. Nach Zusatz von (NH4)SCN 148t sich mit Ather-Amylalkohol-
gemisch weder Co(SCN)2 noch H2KCO(SCN)4) ausschiitteln.
2..Auch der dem Zn-Nachweis analoge mikrochemische Test auf

Co(Hg(SCN)4) verlauft négatiy.




Das-Zentrifugat der (NH4)2S;Féllung wird wie bereits zuvor

beéchriebén'éihgeengt und von ﬁberschﬁssigen Ammoniumsalzen

‘befreit. In dér ammoniakalischen L&sung 1&8t sich mit Ammonium-

darbaminat nuf.noch eine leichte Trﬁbung‘erzieleh._Auf Zusatz

von Ammoniumoxalat bildet sich jedoch ein deutlicher fein-

kristallinér,Niedérschlag. Dieser wird abzentrifugiért und

in 1 N HC1 gelést. In dieser Ldsung kann'Ca

1= épektroékopiéch,  S

2. mit konz. HZSO4 als éaSO4.2H2Q in‘Form dinner monokliner
Nadeln‘ﬁntet dem‘Mikroskqﬁ nachgewiesen werden;

-BeidenNachweisé‘sind zugleich negativ beziiglich Ba und Sr.

Im verbleibenden'Zéntrifugat wird auf Mg, Li, Na und K gepriift.

Mg: 1. Aus'caf/T N HCl?Lésung féllt_naéh Zugabe einiger Tropfen

2,5.N"(NH4)2HPO -LO8sung und einiger Tfopfen 5 N- Ammoniaks

4
nach dem Erhitzen im Wasserbad feinkriétaliines
MgNH4PO4.6HéO (Identifizierung unter dem Mikroskbp).

2. Aus NH4Cl—haltiger ammoniakalischér Losung wird mit einer

%igéh Ldsung von 8-Hydroxychinolin in 10%iger Essigsdure

Li: 1. Mit;NazHPO4 + NaOH beim Kochen kein NiéderschlagYVOnvLiPO
2. spektroskopisch: negativ.

Na: 1. Mit Magneéiumufanylacetat als hellgelbe Oktaeder und

quékaeder'der Zusammensetzung NaMg(UOZ)S(CH3COO)9.9H20

4°

it




unter dem Mikroskop. Reagenz: a) 10 g UO,, (CH4C00) , . 2H,0

in'6 g Eiseéssig und 100 ml H,0 geldst. b) 33 g Mg(CH4CO0) .

4H

50 in 10 g Eisessig und 100 ml HZO geldst. a) und b)

‘ Vereinigt.
2. épektroskopisch.
©K: j. InAsdhwaCh essigsaurér Lb’sung'(pH = 3,5) mitvNatr;um4
hydrbgéntartrat.Niederschlag von KH(C4H4OG).
2. Miﬁ Natriumtetraphénylbofat volumindser, weiBgeiber
Niedefséhlag.'

- 3. spektroskopiéch.

2.6. Ergebnis

.Im.elekttischen Orgén sind Eiseh, Zink, Kaiziumf>Magnesium,
Natriﬁm und'Kalium mit"der‘Halbmikro—Arbeitstechnik nachweis-
baf. Das gefundenefEisen dﬁrfté.hauptséchlich aus dem Hémoglobin
des Blutes.étqmmeh.,Es ist bekannt, daB die cholinergen
‘syﬁaptischeniﬁesikel von Torpedo kein_Eiseﬁ enthalten (Zimmer-
mann,'1974,:pérsénliche Mitteilung). Die quéntitative Analyse
hét.sich also;auf die Metalle Natriﬁm,.Kalium, Magnesium,

Kalzium und Zink zu erstrecken.




3. Material und Methoden

——— e . e o .

Isolierté-subzellﬁlére Organellen sind extrem labil, da sie

aus ihre:'natﬁrlichen Umgebﬁng konstanter Osmolaritédt und
regulierter Iéhenkonzentraﬁionén éntfernt worden sind. AuBer—
demnm enthalteﬁ die Préparate zahlre&che Lysoenzyme, die in dér
lebenden Zélie in eigenen Kompartimenten’eingeschlosSenysind,
und somit-nichtiauf-andg;é”Stfuktureﬁ"einwirkeﬁ kénnén. Sub-
zellulérehFraktionen‘mﬁssen daher m&glichst schnell in einem
Kaltelabor bei b *‘4OC isoliert und WeiterVerarbeitet.werden,
ihﬁdéﬁwagéﬁ;diéTkﬁhibérén Zentfif&één inégéliiéfﬁ,siﬁdgiAllé
PrézedUren, auBer den enzymatischen Bestimmungen und den
Ionenmeséungeﬁ werden bei dieser Temperatur durchgefiihrt. Die
verwendéﬁen Geréte; %ie Rotoren, M&rser, Trichter, MeBzylinder,
Pipetten'etc.,/werdén'vor den Experimenten liber Nacht im |
‘-Kéltélabof vbfgekﬁhlt.‘Das gleiéhe.gilt fiir die bei der
Préparatiéﬁ verwendeten Sacchérosej, NaCl- und Glycinl&sungen.
Die Sacchaxoselésungen werden fﬁr jédes Experiment frisch an-
gesetzt,_da sie bei La@erung schhell verderben..Detergehtien,
Schwermetalle ﬁhd andere-Verunreiniguhgen werden sorgfdltig
VQn;d@n_Eiapaxgtén_igLngehalten,“Es ist wichtig, daB alle Ge-
réte nach deﬁ Wagchen mit Defbrgentien grﬁndliéh mit destillief—

tem Wasser gespiilt werden.
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Dic Experimeﬁte werden mit Knorpelfischen'dér Art Torpedo marmorat
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durchgefihrt, die voh‘der Station Biologigue d'Afcachbn,
Frankreich, pér Luftfracht geéliefert wurden. Die Tiere weraen
in Aquarien 'mit zirkulierendem Seewasser bei 18°C im Dunkeln
gehalten. Die Stimulatibn erfolgt gemdR der von‘Zimmermann

und Whittaker (1974) beschriebenen Methode:

Zunichst werden die Zitterrochen, um Entladungen zu vermeiden,

méglichst vorsichtig -mit -einem Fischnetz gefangen. Sie werden

in einem kleinen Becken mit einer 0,05%1igen Losung von M.S.222

(Tricain—MeEhansﬁlfonat, dem Mgthansulfonat des m-Aminobenzoe-
séureéthylesﬁers) in Seewassei betdubt, bis die Atembewegungen
der Spritzldcher aufhodren. Die Fische werden dann in eine
flache Sektionssdhaie Ubertragen, und dasiKiemensystem wird
mit einex 0,01%igén Losung &on M;S.222 in Seewasser von 18°¢C
durch’das Maul iUberstrdmt. Die Dorsalseite des Rochens ragt
dabei‘aus dem Wasser heraus, wird aber mit naséem Zellstoff-
papier feuch£ gehélten;.Um ein Kontrollorgan desselben Tieres
zur Verfiigung zu haben, werden die vier Nervenétrénge der -
Elektromotoneundﬂén'durchtrennt, ca. 1 cm von jener Stelle
entfernt, an der sie die‘Knorpelumhﬁllung des Gehifns ver-
lassen (vgl. Abb. 6). Es ist wichtig, dabei die in enger Nach-
barschaft‘verlaufenden BlutgefdBe nicht zu verletzen. Um die
Lobi electrici Zugénglich zu machen, wird die Schiddelplatte des

Fisches an jener Stelle entfernt, die ein gleichseitiges Drei-

eck mit den beiden Spritzléchéiﬂ'bildet; Die aus Platin ge-
fertigte Stimulatibnselektrode wi:d mit einem Mikromanipulator
Vorsichfig auf die an ihrer gelben Farbe, der ovalen Form und
den von rostral caudad vorbeiziehenden Biutgeféﬁen deutlich

erkennbaren Lobi electrici aufgesetzt. Zur Stimulation werden
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Rechteckimpulse von 1,5 msec Dauer, einer Amplitude von 20 V

und einer Frequenz von 5 Hz verwendet (Students Stimulator,

C.F. Palmer Ltd., London). Es wird mit 5 000 Impulsen (% 16,7 min)

stimuliert. Die elektrische Antwort des innervierten Organs

wird lber zwei Elektroden abgeleitet, von denen eine der dorsalen

Haut aufliegt, wdhrend die andere in das zirkulierende Seewasser

taucht. Die abzugreifenden Spannungen betragen anfangs 25 -

60 V. Nach ca. 15 min sind sie auf weniger als 1 V abgefallen.

KONTROLLSEITE - STIMULIERTE SEITE
' Nerven .
zersch?ltten. Auge

‘pritzloch

Registrierung

Stimulator

Abb. 10: Anordnung zur Stimulation und Registrierung der elek-
tri$chen Entladung.

Das Géhirn der Torpedineen wird von mehreren Meningen‘umgeben
(vgl. Bargmann, 1954) , die Fliussigkeitsriume umschlieBen. Nach
der elektrischen Reizung werden_diese'Flﬁssigkeiten gemeinsam

nit einer Pipette entnommen und analog den Vorfraktionen be-

T




handelt (Kap. 3.4.). Sie werden hier unter dem Namen Cerebro-
Spinalflﬁssigkeit zusammengefaBt.‘AuS'dem,Herz des Fisches
wird etwas‘Blutplasmé entnommen und ebenfalls.auf Metallionen

untersucht.

Unmittelbar nach Beendigung der eiektriSCheﬁ Stimulati@n wird
die dorsale Hauf ﬁbervdeﬁ elektrischen Ofganen abgézogen} die
beiden Organe wérden entnommen und im.folgenden_ganz anaiog
behandelt. Sie werden gewog?p und in ein§m<Dewar—Gef$B_mi£
fliissigem Stickstoff gefroren.. Das Géwebefkanh so bis zu 4 h

gelagert werden, ohne dag die Ausbeute an synaptischen Vesikeln

beeintridchtigt wird (Zimmermanh & Whittaker, 1974), es wird -

in den beschriebenen Versuchen jedoch'nicht linger als 30 min
aufgewahrt. Ca. 50 g des elektrischen Organs werdén in einem mit
flussigem Stickstoff vqrgekﬁhlten ﬁorzeliahmérser»(Durchmesser
ca. 18 cm) zu einem éfébkérnigen WeiBlichen‘Pulver zerséhlagen;
hierbei zerbrechen die éuﬁéreﬂ Zellmeﬁbranen. Falls das Gewebe
aﬁfzutauen begiﬁnt, ehe.es geniigend ze?kleinert ist, wird

es mit einer kleinen Menge flﬁésijen Stiéksﬁqffs ibergossen.

Es wird darauf_geachtet, das Zerschlagen des Gewebes nichtl
lénger.als bis zu einer KorngrdpBe von‘dal:ilmm Kantenlinge

fortzusetzen, um nicht die synaptischen Vesikel selbst anzu-

greifen- DieseQMetho&e4def~Zelizeftrﬁmmerung ist der Homogeni-
sation mit Scherkréften in Homoéenisatoren'oder)mit sich drehen-
den Messern iiberlegen, bei denen zahireiche artefizielle Ve-.

sikel gebildet werden. Man ‘138t das ZerSchlaqenefGewebe langsam

auftauen. Sobald es sich mit einem»FlﬁsSingitsfilm zu Uberziehen

>
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. Teil der'Zellmembranen. Er wira verWorfen. Der Uberstand

beginnt,‘verdﬁnnt man mit eineinhalb Géwichtséquivalenten

einer 0,4 M NaCl- bzw. 0,8 M Glycin—LéSung und vermischt diese

mit dem Gewebe zu einem homogenen Brei. Die zugesetzte Lésdng

ist dem elektrischen Gewebe isoosmolar (Israél, Gautron & Lesbats,

1968) , so daB die Vesikel keine osmotisch bedingten Verdnderungen
erleiden. Das erhaltene Homogenat wird durch eine vierfache
Schicht von Baumwollgaze gépréBt. Der_Extrakt entspricht in
seinem Gewicht etwa defbeingesetzten_Géwebemenge. Der Extrék—
tionsrﬁckstqnd wird verworfen. Der Extrakt wirdu3O min léng

einer Differentialzentrifugation bei 13 300 ¢ in einer Sorvall

' RC2-B-Zentrifuge unterworfen. Im Bodensatz, P12; finden sich

Zelltrimmer, Mitochondrien,,Zellkerhe und der ﬁbérwiegende

12’

enthilt die 1&slichen zytoplasmatischen Bestandteile, synaptlschem

Vesikel, Mikrosomén und einen Teilider Zellmémbranen.'Aus diesem
Uberstand kdnnen die synaptischen Vesikéi direkt durch Dichte~
gradlentenzentrlfugatlon 1sollert werden (vgl Abb 11); Fir

die Bestlmmung der Metallkatlonen werden allerdlnqs weltére

Relnlgungsschrltte in den rréparationsprOzeB eingeschoben, die

der Ubersicht halber im Kapitel 3.3.3. beschrieben sind. Zwel

Vverschiedene Arten von Dichtegradienten werden verwendet: kon-

tinuierliche Gradienten in Zonalrotoren und diskontinuierliche
Gradienten in Ausschwingrotoren.

3.3.1. Kontindierliche Dichtegrédiéntén in Zonalrotoren

L I I I I I I T R L T T TR TR T T S PP R A

Die Auftrennungen werden in einem Beckman Ti-14 Zonalrotor. in

einer préparativen Ultrazentrifugé (Modell L2 65B beziehungs-




PRAPARATIONSSCHEMA
5
A GEWEBE
ca. 530 g im MOrser
zerschlagén J o
ZERSCHLAGENES
'+ 0,4 M NaCl-Ldsung
' HOMOGENAT
auspressen durch
Baumwollgaze
EX’J;R.AKT EXTRAKTIOQI/\ISRU‘C‘KSTAND
~30 min bei 13 300 g - ‘ (verworfen)
éentrifugiert ' ‘
sy Y
,,,-.r.m,,‘]z V,, . R 12
(verworfen) .
4 ;
auf | }

Gradient

- OV VO SN riy e . 12 s st o s -

Abb. 11: Allgemeines Préparationsschema zur Isolierung Cholinerger
synaptischer Vesikel. Vgl. Text. '

weise L5.50) durchgeféhrt. 50 ml der Fraktion Sié werden auf
einen Diéhtegragienfen gegeben, dessen L¥sungen von 0,2 M

bis 1,45 M Sadéharose variieren und jeweils soviel NaCl ent-
halten,rdaB die>Osmolaritét der‘Gradientenlésungen\mindestens
800 mosmol betrigt. Der Gradient wird duFCh Mischen einer
leichten und.einer<schweren,SaccharQselééung.mit einer Beckmah
Hochkapazitéts—éradientenpumpe,'Modell 141, hergestellit und
bei geringet_ROtorgeschwindigkeit (3 OQO Umdrehungen/min) iliber
ein Kanalsystem an die &HuBere Wandung‘des.Rotors geleitet. Die
Steuerkurve der Pumpe-iét SO gesbhnitteﬁ( daB die'Saccharose—
konzentration dem Abstand vom Zentrum des Rotors (nicht dem
Volumen) proportiohal ist. Die Beziehﬁng zwischen der Konzen-

tration C und dem Volumen VAgéhorcht der Gleichung

et stk i




2 e=Cp wleg = C) YV

worin Cl uﬁd'CS die_Konzentrationen der leichten und schweren
Saccharoselbsuhéen,und Vt das Gesamtvolumen des Rotors (650 ml)
sind. Die leichte Saccharoselésung ist 0,2 M an Saccharose
und 0,3 M an NdCl; die échwere Lésung 0,5 M an Saccharose und
0,15 M an Naclf Nach 400 ml wird die‘O,S M L&sung gegen éine.
1,45 M Séédharoselbsung ausgetauscht, um einen S-fdrmigen An-—-
stieg des Gradienten herbeiéufﬁhréﬁ. Sobald der Rotor gefiillt
ist/.Wird die<die synaptischen Vesikel enthaltende Suspension
durch die zentrale Einfﬁllréhre‘injiziert und mit 50 ml
O,4_M~NaCl—Lbsﬁngjﬁberschichtet. Die Zentrifugationszeit:be—
trégt 3 h bei 115 000 g. Durch’ Unterschichten mit 1,45 M
Saccharoselésunngird der Rotor iber einen Fraktionésammler

entleert. 65 Fraktionen von je 10 ml werden aufgefangen.

3.3.2. Diskontinuiérliche'Dichtegradienten in Ausschwingrotoren

--------------------------------------------------------

Es werden ﬁéckman SW 27 Rotoren in der Ultrazentrifuge L2 65B
beziehungsweisé L5.50 benutzt. Die Gradién£eﬁ Werdén in
CellulosenitfatfRéhrchen (Beckman, Nr. 302237) von.38 ﬁl
Faésungsvermégeﬁ (Durchmesserv1") geschichtet, indem die mit -
%NaCl"bzwﬁ.GlyCinuauﬁ;mindestens78OO mosmol/l gebrachten SacchaF
‘roselésungen dbnehmender Dichte voréichtig Jegen die Wandung
des Réhrchéns pipettiért wérden; Zwei Arten von diskontinuier-
.liChen Dichtegradiehteh,,Typ I und Typ 1T, werdén verwendet
(Abb; 12).‘ﬁie Gradienten des Typs II dienen der Untersuchung

der Vesikélheterogenitét.
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Abb. 12: Diskontinuierliche Dichtegradienten. Zwei Arten von
diskontinuieflichen Dichtegradienten werden verwendet: Typ I
und‘Typ 1I. Die Gradienten des Typs II dienen zur Untersuchung
der Vesikelheterogeniﬁét..Die fiktiven'Gradienteﬁvdes:Typs IIizT
werden zum Vergleich der Ergebnisse benutZt)vdie mit den

Gradienten I ugd”II gewonnen werden,(vgl.'Kap.'3.12., S. 67).

Der Gradient wird knapp eine Stunde vor dem Beladen mit der
vesikelhaltigen Suspension (4 ml).angesetzt, damit sich lokale
Inhomdgenitéten_ausgleichen k6nnen. Steht er zu lange, so

verwischen natlirlich die Grenzfléchen. Es wird 135 min bei

57‘750*g“2€ﬁtrifﬁgiéff2 Die‘Zéntrifugeﬁréhrchen werden dem
'Rbtor entnommen und in einem a£gedunkelten‘Raum bei seitlich
einfallendem Licht betrachtet. Die synaptischen Vesikel selbst
sind‘ihres geringen Durchmessers Qegen natiirlich nicht sicht-
bar. Die durch-Lichtstreuung:an gréﬁéren Teilchén hervorge-

rufenen Banden ermdglichen jédoch eine Beurteilung der Auf-
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trennung. Die Stéllen, an denen der Gradient zerschnitten
werden‘soll, werden mit einem Filzschreiber markiert. Es
werden in der Regel 9 Fraktioneh d ca. 4 ml abgetrennt. Die
Rohrchen werden in eine von Schuster kontrqierte.Schneidevor—
richtung eingespannt (vgl. Randolph & Ryan, 1950; Hebb &
Whittaker, 1958) und an der Qbersten markierten Stelle ge-
schnitten. Die ﬁbef der Schneide stehende FlﬁsSigkeit wird
mit einer Pasteurpipette abpipettiert und in das béreiﬁétehende
Reagenzglas gegeben. Die Pipette wiré;gewechselt, ﬁnd die
folgende Fraktlon analog gewonnen. Nach dem Abmessen der
Fraktlonsvolumlna werden kleine Probemengen zur ACh- und
ATP¥Bestimmung entnommen. Der Rest der Fraktionen wird bis

zum Gebrauch im Tiefkﬁhlfach‘bei —3QOC aufbewéhrt.

Eny

3.3.3. Varianten der Ve51kelpraparatlon

L I T I I O I I I I I S S A N Y

Im Kapitel 3.3., S.‘Zé;‘wurde bereits eiﬁ allgeméines Scheman-
zur Isolieruhg @gr dholinergen‘syhaptischén Vesikel besprochen
(vgl. auqh Abbf%11, S. 30). In dem erhaltenen ﬁberstand, Siz,
sind auBer den Synaptischen Vesikeln die Bestandteile des
Zytoplasmas sowie einige schwereie Partikel enthalten, ins-~-
besondere Bruchstﬁcke der éuBeren prdsynaptischen, der post~-

synaptischen und der dorsalen Elektroplaquezellmembranen.

Erste Orientierungsversuche zeigten, daB es nicht méglich ist,.

den Ionengehalt der Vesikelfraktion zu bestimmen, wenn der
zytoplasmareiche'S12~ﬁberstand auf den Dichtegradienten ge-—

laden wird, da der dominierende zytoplasmatische Ionenpeak die




150 000 g unterworfen. Der

erhaltene Bodensatz, Py, enth§lt

nun die synaptischen Vesikel und gr&B8eren Membranteilchen,

wihrend die 1&slichen Bestandteile im ﬁberstand,-s3, zurlick-

bleiben (vgl. Abb. 13).

Prdpara

tionsschema

GEWEBE

ca. 50 g im Mérser
zerschlagen

Probe

- . . ZERSCHLAGENES

+
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bzw. 0,83 M Gly
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r————————-=Probe
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> EXTRAKT EXTRAKTIONS-
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+ ca. 1T ml 0,4 M
LiCl~L&sung
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p—————Probe
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auf Gradient
_gegeben .
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Abb. 13: Préparationsschema fiir die Abtrennung der cholinergen

synaptiéchen Vésikel mit zwisdhengeschalﬁeten Reinigungs-

schritten, vgl. Text. Von j
Probe zur Analyse abgézweig

dnderungen des Materials wi

und um Hinwelise iiber die allgemeine Verteilung der verschiedenen

Substanzen zu erhalten.

eder Priparationsvorstufe wird eine
t, um eventuelle artefizielle Ver-

hrend der Prdparation zu erkennen
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Der Bodensatz wird suspendiert, um die aneinander haftenden
Partikel zu trennen: Er wird mit wenigen ml 0.4 M NaCl-

(bzw. 0.8 M Gly-)LOsung ﬁbergoséen, durch eine Pipette an-—
gesaugt und wieder ausgeblasen. Dieser Vorgang‘wird,solange
wiederholt, bis eine homogen erscheinendé Suspension erhalten
wird, In einigen Experimenten wird die P3—Suspension direktv
auf den Dichtegradienten geladen. In der Mehrzahl der Experi-
mente wird sie’jedoch zundchst ein weiteres Mal 60 min lang
bei 150 000 g differentialzentrifugiert{ Die-ﬁbersténdige
Waschlosung, Sg, Wirqhverwqyfen. Der gereinigte_BQdenéagé,
Pg, wird iﬁ der gleicheﬁ Weise suspendiert, wie es oben.be—
schrieben wurde, und auf den Gradienten geladen.

In einem Teil der Experimente wird NaCl-L&sung als Hoﬁogeni—
sationsf und Suspensionsmediqm benutzt. Hierbei handelt es
sich um'die in der Ne;Veﬁchemie tUbliche Methode. Um jedoch
auéh den Gehalt an ﬁatriumionen ﬁntersuchen zu kénnen, wird
in den meistenkEkperimenten stattdessen eine isoosmolafe
Glycin-Losung verwendet. AuBerdem soll durch den Wechsel des
Mediums untersucht werdeﬁ, ob es,die Ionenzusammensetiung'

oder die Verteilung der subzelluldren Fraktionen beeinfluft.

In zwei Experimenten wird dem 812 eine geringe Menge 0,4 M LiCl-

LésungwiﬁﬁéSéE§E7‘ééiwﬁfﬁﬂJ“éntsprechend 1/10 der Na+*Konzen—
tration in dieser L&sung. An Hand der Verteilung dieses nicht

natlirlich anzutreffenden Ions soll durch Vergleichen tiiber-

priift werden, ob die librigen Ionen in der L&sung ebenfalls frei

vorliegen, oder ob spezifische Bindungsverhdltnisse bestehen.




- 3‘6 -

Die chemische Analyse sehr kleiner Xonzentrationen, die so-

genannte extreme Spurenanalyse, fiihrt zwangéléufig zu grofRen

Streuungen der MegSwerte, die durch mehrere Faktoren bedingt

séin_kénnen:

1. Ungﬁnstiges Signal:‘Rausch—Verhéltnis,

2.innschleppeh von S?u;en’an Metallionen durch zugesetzte
Chemika;ien,

3. Herauslésen von Metallionen aus den Gefé&Ben,

4; Adsorption von Ionéh éﬁ-ékgiven-Oberfléchen derIGeféBé;

5. Staubaufnahme aus der Atmosphére,

o.'Verénderungen der chemischen Zusammensetzung subzellulirer
Organellen, nachdem sie aus ihrer nafﬁrlichén Umgebung eht~

. fernt worden sind, )
7. Biologische Unterschiede des Probematerials, z.B. infolge

"einer unterschiedlichen ionalen Zusammensetzung des See-

assers. S
wasse: y

A Die Stdrungen 2 - 6 werden besonders dann entscheidend, wenn
eine Prédparation, wie im vorliegenden Fall, zahlreiche Stadien
durchlduft. Um die erwéhnten Ver&nderungen zu erfassén, wird
von jeder Prépafationsstufe eine kleine Probe abgezweigt. Zur

Analyse missen diese Proben in eine 1l&sliche Form {ibergefiihrt

werden. Zundchst wurdém§é£éuchi;waén in der Literatur vielfach
beschriebenen Weg der Trockenveraschung zu beschreiten (z.B.:
Hanig & Aprison, 1965): Die Proben wurden in Quarztiegelchen
gegeben und 18'h}bei 950C, dann 24 h bei 550°C zu den Metall-

oxiden verascht. Die Riickstdnde sollten mit einigen ml konz.
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HNO3 geibst werdén. Es zeigte sich jedoch, daB sich bereits
bei diesen Températuren ein erheblicher Teil der Metalloxide
mit dem Quérz zu milchigen, un}éslichen Gldasern verband, und
somit der Analyse entging (Platin-Tiegel standen ﬁichf zur
Verfiigung) . Déshalb wird ein nasses AufschluBverfahren mit
Salpeterséure‘unter Druck in einem TeflongeféB durchgefiihrt,
das 1972 von Kotz et al. beschrieben wurde. Die AufschluB-
apparatur besteht aus zehn TeflongefdBen von je 10 ml Fassungs-
vermégen,“die in Stahlzylindéf éingesetzt werden. Die‘GgféBé

werden mit Teflondeckelnmvetschlossen,zdie durch Federn fest

) . e e U N

aus:
L.Korz, G.Karser, P. Tscu6peL und G. THLe
Z. Anal. Chem., Band 260, ,lfleft 3 (1972)

AufschiuBapparatur. I TeflongefiB;
2 Teflondeckel; 3 Edelstahlzylinder; 3a
Schraubdeckel dazu; £ Druckfeder; § Heiz- 9
block; 6 Thermofithler; 7 Heizpatronen - je
200 W; 8 Teflonanschlissse fiir ‘Wasser-
kahlung; 9 Querschnitt von 3 mit Anord-
nung der Nuten

ety
0 1 2 3 4 5cm

Abb. 14: TeflonaufschluBapparatur

T
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aufgepréBt werden. Bei zu hohem'Innendfuck kénneh die Gase
durch Nuten im Stahlmantel'nach auBen abgeblasen werden. Die
Stahlzylinaer werden in einem elektrisch heizbaren_Aluminium—
block thermostatisiert (vgl. Abb. 14; in def Abbildung ist

nur ein einzelner Stahlzylinder mit Teflongefig wiedérgegeben),
Nach‘dem AufschluBf wird der doppelwandige Heizblock mit Wasser
auf Raumtémperatur abgekiihlt. Zum AufschluB wird eine Prbbe*
menge von je 500 mg verwendeﬁ, die mit 0,5 ml hochreiner
65%iger HNO3 105 min lang bei einer Blocktempe:atur vony1850C
zersetzt wird (hdhere Temperaturen wﬁiden 2u Verformungen der
Teflongef&dRe fﬁhrén}. Es werden hellblaue, klare AufschluB-
18sungen erhalten. Wegen der geringen Benetzbarkeit dés Tefions

braucht nur zweimal mit je 0,5 ml Hzo gesplilt zu werden.

Die elektronenmikroskopische Darstellung der Fraktionen wird

nach der von Z immermann und Whittaker (1974)‘beschriebenen

<

Methode durchééfﬁhrt. Die subzelluliren Fraktionen werden in
%igem Glutaraldehyd fiXiert, csmiert und in Epon eingebettet.

Die Diinnschnitte (LKBfUltraﬁome iII) werden mit Bleizitrat

und Uranylézetat impragniert und in einem JEM 100B Elektronen-

mikroskop (JEOL) ausgewertet.
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Azetylcholin wird mit einem biologischen Test gemessen,‘der
auf der Kontraktion prédparierter. Riickenmuskeln von Blutegeln

bei kiinstlicher Zufuhr des Transmitters berght (Szerb, -1961) .

e i




Die wiederholt vérbesserte Methode wird in einem Mikrobad
(Gaddﬁm & Stephenson, 1958) durchgefuhrt und ist ausfiihrlich
von Whlttaker und Barker (1972) beschrieben worden Die Ab—
hanglgkelt der Muskelkontraktion von der Azetylcholindosis
ist sigmoid und kann in dem mittleren‘MeBbereich ndherungs-

weise als linear angenommen werden.

3.6.1. Extraktlon

ooooooooo

Das AzetYléholin wird aus seinen Kompartimenten mit einer Ex-
traktionsmefhode in Freihéit gesetzt, die gleichzéitig die
anwesende Azetchholinesterase zerstort (Hebb & Whittaker,
1958) : Die Suspension der subzelluldren Partikel wird mit
eiskalter, verdiinnter HC1 exékt auf den pH 4,0 eingestellt.
Die saure Suspension wird 10 min in einem siédenden Wasserbad
gekocht und anschlieBend mit Eiswasser abgekithlt. Wird die
Messung nicht am selbén Tag vorgenommen, so werdén die Proben
tiefgéfroren.

P

3.6.2. Priparation des Blutegelmuskels

---------------------- ® o s 0 6 0 0 a0

Der ventrale Hautmuskelschlauch eines Blutegels wird aufge~-
schnitten, und die Eingeweide werden unter dem Binokular ent-

fernt. Der etwa 0, 5 mm brelte, mediodorsale Langsmuskelstrelfen

wird mit elnem Doppelskalpell qurch einen Sagitalschnitt von
seitlich gelegenem Muskelgewebe abgetrennt und mit zweil diinnen
Polyesterfaden so verknotet, daB das Muskelstlick ca. 8 mm

lang ist. Im Inkubaﬁionszylinder des Mikrobades wird der Muskel

unten Uber einen der Fiden befestigt, der andere wird an den
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Hebel der Registriervorrichtung gebunden. Der entspannte
Muskel wird in der Apparatur 20 min lang mit L8sung B iiber-

strémt (106 Tropfen/min) .

3.6.3. Messung

Das Azetylcholin wird bestimmt, indem die durch die Probe-
1ldsungen hervorgerufenen Kontraktionen mit denen geeigneter
Standards verglichen werden. Proben und Standards miissen soweit
mit L8sung C verdiinnt worden sein, daB sie in den quasiiinearen

Bereich der Dosis~Wirkungs—Kurvé fallen.

Die den Muskel ﬁberstréménde’Lésung.B wird gegen'c gewechselt.
Durch daé enthaltene Eserinsulfat wird die Azetylcholinesterase
gehemmt, so daBf die Muskelkontraktion intensiviert wird.
Nachdem 1 h mit C gespﬁlt worden ist, wird mit der Messung
begonnenf Der Flﬁssigkeitsstrom wi#d unterbrochen, und der
Schreiber anggséhaitet. Sobald das Medium abgesaugt ist, wird
die Probe—.bder‘Standardlésung in 0,2 ml der eserinisierten
Locke~-Losung (C) appliziert. Die Wirkung wird 90 seclregistfiert.
Dann wird wieder mit C gesplilt, bis nach 2,5 min die néchste‘
Dosis aufgegeben wird. (Der Muskel muB sich in dieser Zeit

auf seine urspriingliche Léngé éntspannt haben; der Schrei-

“ber also auf seine Nullinie zuriickgekehrt sein.} Jede Messung

eines Extraktes wird von zwei Standardmessungen flankiert,

da sich die Empfindlichkeit des Muskels schnell &#ndern kann.




3.6.4. L&sungen

A 96 g NaCl, 4,2 g KCi und 2,4 g CaCi2.2H20 pro Liter Wassér.
Diese VorratslSsung wird im Kﬁhlschrank aufbewahrt.

B: 100 ml‘A, 2 g_Glucose'und 0,2 g NaHCO3 auf 1 1 mit Wasser
verdﬁﬁnt-(Lockesche Lésung);

C: Zu 0,4 1 320 werden 0,5 1 B und 9 mg Eserinsulfat (= Phy~-

sostigminsulfat) gegeben (eserinisierte Locke-L&sung) .

D: Azetylcholinchloridstandard: Je 0,908 mg Azetylcholinchlorid

werden pfo ml'O,T M NaH2P04 geldst. 0,1 nml davon werden mit
C auf 50 ml verdiinnt. Bei Bedarf wird weitetr in C verdiinnt.
E: HCL O,1‘M

F:-NaOH 0O0,1-M

3.7. ATP-Bestimmung

Adenosintriphosphat wird mit der Luziferin-Luziferasé-Methode
(Stanley & Willigms,'1969), modifiziert gemis Donali, Boyne
und Whittaker (1974), bestimmt. Die Methode beruht auf dem
ATP-abhdngigen- oxidativen Abbau des Luziferins, der Uber zur
Lichtemission angeregte Zwischenpfodukte,verléuft (McElroy,
1969). 50 ul einer Suépension von 50 mg gefrockneter Leucht-

Oorgane der Leuchtkdfer (Familie der Lampyridae) in 5 ml

"einesMMagnesiumSulfatu42OmmM%W:,Kaliumarsenat (5mM) - Puffers

(pH 7,4), Sigma, werden'in.ein Szintillationsgléschen gegeben,
4r 33 mM NazHAsO4,
3,3 mM KH,PO,) vom p, 7,4 und 50 nl der Probel&sung enthilt,

das 3 ml einer Pufferldsung (14,7 mM MgSO

welche mit 1/10 Volumen 0,25.M HClO4 behandelt worden ist, um

v g vt S I




gebundenQS'ATP in Freiheit zu setzen. Nach 40 sec wird das

emittierte Licht 30 sec lang im Tritium—c14—Kanal eines Beckman

1,6 150 Fliissigkeitsszintillationsz&dhlers gemessen, und die’
Werte mit Standardmessungen bekannter ATP-Konzentrationen

verglichen.

3.8. Proteinbestimmun

Die phenolischen Hydroxylgruppen der Aminosidurereste werden
mit der Folin-Ciocalteu-Farbreaktion nach der Methode von.

Lowry et al. (1951) bestimmt. -

0,5 ml derlProbelésung werden mit 1T ml der Ldsung E vermischt.
Nach“17,5 min wird'o,i;ml'der“Lésung'D zugesetzt und sofort
‘gemischt. Nach 50 min wird die Extinktion bei 750 nm in einem
Unicam SP SQO Spektralphotometer.gemessen (Wolframlampe) .

Als Standard dient Albumin aus Rinderserum.

s
S
e

Loésungen e

A: 2%ige Lsung von Na,CO5 in 0,1 M NaOH

B: 0,5%ige Ldsung von CﬁSO4.5H20 in Wasser

C: 1%ige Losung von Natriumkaliumtartrat in Wasser

D: Folin-Ciocalteus Phenolreagenz,‘mit Wasser auf das

2,5fache Volumen verdinnt

E: 50 ml A, 1 ml Bund 1T ml C; stets frisch angesetzt.

Azetylcholinesterase setzt aus Azetylthiocholin Thiocholin in

o
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Freiheit, das 2,2'-Dinitro-5,5'-dithiodibenzoesiure (DTNB)

zum Thiol reduziert (Ellman et al., 1961). Einige andere Esterasen

besonders die Butyrylcholinesterase, stdren. Die wie unten be-

stimmte Esterase wird daher im folgenden Gesamtesterase genannt.

Die auf 3 ml verdiinnte Probe‘wird mit 0,1 ml der L&sung B und

20 ul der LOsung C versetzt. Die Extinktion des gebildeten Thiols‘

wird im Absorptionsmaximum bei 412 nm gemeséen. Die MeBwerte
werden als“RelativgrdB8en in Einheiten/min.ml‘angegeben.
Loésungen -

A: 0,1 M Kalium~Natrium—Phosphat—Puffer, Py 7,2 (65,8 ml einer

0,5 M KH,PO,-Lésung und 111 ml einer 0,5 M Na,HPO ,-Ldsung

2 2 4

mit Wasser auf 1 1 verdiinnt) .

B: 39,6 mg DTNB und 15  mg NaHCO, in 10 ml A geldst. (Bai 4°c
ca. 2 Wochen haltbar. ‘ .

C: 0,075 M.Lésung von Azetylthiocholinjodid in Wassér..Bei 4%¢
ca. 10— TS/Tége haltbar. | |
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3.10. Die_Bestimmung von Metallkationen mit Hilfe der Atom-—

3.10.1. ArbeitsWeise

® 0 @ 0 s 800000 e

Atome kdnnen nur in bestimmten Energiezusténden vorliegen, die
flir jedes Element verschieden sind und prinzipiell durch die
Regeln der Quantenmechanik definiert werden. Um in ein hdheres

Niveau potentieller Energie iiberzugehen, muf ein Atom also ein

diskretes, flir dieses Element und diesen Ubergang charakteristi-

sches Energiequantum




(3) = h

E(ﬁbergang) ?(Ubergang}‘

~aufnehmen. Bietet man einer Ansammlung von Atomen in einer
"Kﬁvette“’étrahlungsenergie der entsprééhenden Frequenz
V(ﬁbergang) anf'so wird ein Teil dervStrahlungsintenSitat Zur
Anregung der Atome benutzt, und die Extinktion ist, dem Lambert
Beerschen Gésetz entsprechend, der Konzentration der Atéme in
der Kiivette proportionél. Dies ist das Prinzip der Atomabsorpf

tionsspektralphotometrie (AAS).

AlsiStréhlungsquélle dient i.a. eine Hohlkathé&enlampe,,ein

mit Edelgas unterx wenigén Torr Druck gefillter, mit éiﬁef Quarz-
platte verschlossener Quarz- oder Glaszylinder, in den eine

' Anode (meist aus Wolfram) und eine'Kathode aus dem zu be-

stimmenden Element eingelassen sind {(Abb. 15).

Abb. 15: Hohlkathodenlampe, mit Hohlkathode, HK, und Anode, A.

Der Zylinder ist mit einer Quarzplatte, Q, verschlossen.

e it ey
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Legt man an die Elektroden eine Hdchspannung von ca. 300V

an (Abb. 16), so kommt es zu einer Entlédung; das Edelgas

wird ionisiert, die Ionen werden beschleunigt und treffen

auf die Kathode. Dort schlagen sie Metallatome aus der Elektrode
heraus, die ihrefseits durch Zusammenst&Be mit Edelgasatomen

qnd —-ionen angeregt werden. Diese Metallatome fallen nach

10—8 sec in niedrigere Energieniveaus %urﬁck und emittieren
dabei das charakteristische‘Linienspektrum dieses Elemehts.

Das Spektfﬁm wird jedoch von dem Linienspektrum des Edelgases

tiberlagert. Die hochreinen Kathodenmetalle werden in der Regel

LS /"'/

Abb. 16: Schema eines Atomabsérptionsspektralphotometers.
Abkiirzungen: A: AnZeigevorrichtung, B: Brenner, C: Chopper ({(Zer-
hacker), F: Flamme, G: Gasversorgung, HKL: Hohlkathodenlampe,

K: Ansaugkapillare, L: Linse, LS: Stromversorgungsteil fﬁr die
Hohlkathodenlampen, M: Gittermonbchromator, P: Photodetektor,

PL: Probeldsung, S: Spalt, V: Verstdrker, Z: Zerstiuberkammer.
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elektrolytiéch.gewonnen und,enthalteh daher Wasserstoff,
dessen Spektrum sich dann ebenfalls {iberlagert. Das emittier:te
Licht wird mit einer Linse, L, erﬁndelt.und durchstrahlt
“die Kivette". Bei einigen leicht verdampfbaren Metallen,
z.B. Quecksilber, kann man tatsdchlich mit einer Glaskammer
arbeiten, in der die Atome eingeschlossen sind. Am hiufigsten
dient jedoch ein kleiner Ausschnitt einer Flamme, F, als
Kivette. Die Probeldsung, PL, wird durch die ausstrémepdén
FlammengaSe iiber eine Kapillare, X, angesaugt und in einer
Zerstéuberkammer, Z, zu einem feinen Nebel‘verteilt. Diesexr:
wird dann in der Flamme getrocknet, und die meisten der vor-
handenen Verbindungen werden in Atome géspaltgp. Es ist filir

die Messung entscheidend, die verschiedenen Parameter (Flammen-

temperatur,'Strémungsgeschwindigkeit der Gase, Zusammensetzung.

der Probematrix etc.) so zu wdhlen, daB alle Verbindungen

des zu»analeierendenﬁElementes gespalten werden, da die
Verbinduﬁgen natﬁrlich ein anderes Absorptionsspektrum be-
sitzen als die/A%ome des betréffendén Elémentes. Auch.dﬁrfenv
die Verbindungen nicht zu Ionen dissoziieren, da diese zu hohe
Anregdhgsenergien besitzen. Die freien Atome im Innein der
Flamme werden durch das Licht der Hohlkathodenlampe angeregt
und_sdhwéchen hierdurch die Intensit&t des Strahlenbiindels.

Nach 107° - 1078 sec fallen sie in ihren Grundzustand zuriick

und emittieren das zuvor aufgenommene Licht dabei nach allen

Seiten. Das geschwdchte Strahlenbiindel passiert eine zweite Linse,

L, und einen Spalt, S, wird an einemn Gittermonochrpmator, M, ge-

beugt und trifft auf einen im Strahlengang angebrachten Photo-

detektor, P. Die Intensitdt des geschwichten Lichtstrahles, I,




1
|

wird mit der Intensitit eines Referenzstrahles, IO, verglichen

und in Einheiten der Extinktion, E, umgerechnet:

(4) ‘ log10 Tg = FE =4a *« b .+ c

mit a, dem molaren dekadischen Absorptionskoeffizienten, b, der:
durchstrahlten Ldnge der Flamme, und ¢, der molaren Konzehn-

tration der Probe in der Flamme.

»Wére der molare dekadisqhe Extinktionskoeffizient fﬁx i;s be-
treffende Element bekannt, so kénnte éus der Konzenﬁration in
der Flamme die KonzentratidnfdefﬂProbelésung berechhét werdeﬁ.
Es ist jedoch schwer, dlesen Umrechnungsfaktor konst ant»zuv
halten, besonders, weil die Strémungsgeschwindigkeit der
Flammengase nur mdRig reproduzierbar ist und durch Aufwirme-
effekte des'Brenners beeinfluBt wird. Auch h&ngt die 1"Ffektl--
vit&dt der Atomlslerunc stark von der exakten Eln%tell allier
anderen Geratgparameter ab. In.der Praxis vergleicht man daher
die durch eine. Probeldsung hervorgerufene Extinktion mit den‘

Extinktionen einer geeigneten Standardreihe.

3.10.2. Stérungen bei der Atomabsorpt’onsspektralphotome trie

--------------------- I R I I I I N I I T R S S S S S S T

und 1hre Beseltlgung

® 6 0 8 00 s e e 6 s e s 0 e e 0

3.10.2.1. Durch die MeBmethodik bedingte Stdrungen ﬁ

Eine Reihe mdglicher Stdrungen sind prinzipiell mit der Methodik

der Atomabsorptionsspektralphotometrie verknlipft:

Die zur Atomisierung verwendete Flamme emittiert Licht, das




- 48 -

auf den‘Photodetéktor'félit und gemeinsam mit dem Licht der
Hohlkéthodenlampe gemessen wird. Die Eigenemission der Flamme
kann elektrisch unterdriickt werden, iﬁdem man das Strahlen-
bilindel dér Hohlkathodenlampe mit Hilfe eiges Choppers, C

(vgl. Abb. 16, S.‘45), zerhackt, der synchron mit einem Wechsel-
stromverstérker; v, afbeitet. Abér die Flamﬁé enmittiert nicht
nur, sie absorbiert auch Licht. Dl@se Storung kann ausgeschaltet
werden, indem dle Extinktion der Flamme allein vermessen wird,
wahrend durch ‘die Kapillare das benutzte Losungsmlttel an-
gesaugt wird. Die gemessene Extlnktlon w1rd elektrlsch als
Nullwert deflnlert. Fluktuationen der Lampenintensitdt werden
korrigiert, indem man in den Stréhlengang einen Strahlungs-—
teiler einbaut (Abb. 17). Einer der beiden‘Strahlen wird durch
dié Flamme geleitet, der Referenzstrahl wifd an ihr Vorbeige—

fihrt. AnschlieBend werden beide Strahlen wieder vereinigt und

entsprechend der Choppermodulation abwechselnd vom Photodetektor

registriert. Auf diese Weise kann zwischen Intéensititsschwan-
kungen untefschiéden werden, welche durch die Lampenintensitiz,
beziehungsweise durch die angesaugte Probeldsung hervorgerufen

werden.

‘Die Strahlenteilung liefert zugleich die BaSis flir die elek-

trische Division der Intensitit des Referenzstrahles durch
die Intensitit des Probenstrahls. Der Logarithmus dieses .

Quotienten ist nach dem Lambert Beerschen Gesetz der Konzen-—

tration der absorbierenden Molekeln in der Flamme proportional.

Eine Fehlerquelle, welche besondere Beriicksichtidung verdient,

ist die Lampenstromstdrke: Die Halbwertsbreite der von der

ooV
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“Abb. 17: Strahlengang in dem verwendeten Atomabsorptions-

spektralphotometer (Beckman 1248). 1: Hohlkathodenlampe,‘

2: Quarzkondensor, 3: Deuteriumlampe, 4: Quarzlinéé, 5:
Strahlenteiler, 6: Prbbenstrahl, 7: Chopperrad, 8: Schwenk-
arm, 9: Reférenzstrahi, 10: Flamme, 171: Brennerkopf, 12:
Strahlenvereiniger, 13: Ordnungsfilter, 14: Chopperanordnung,
15:'Eintritts/%uétrittsspalt, 16: Koij_j._mac’co:l.cspiégél‘v 17: Beu-
gungsgitter, Té: Photomultiplier. Aus der Bedienungsahleitung»
des Gerites. ‘

-

Lichtquellé ausgesendeten Emissionslinie sollte wesentlich

kleiner sein als die Halbwertsbreite der Absorptionslinie,

: -4 O
deren natiirliche Halbwertsbreite ca. 10 4 A betrdgt. Tatsdchlich

wird die Halbwertsbreite der Absorptionslinie jedoch durch
unterschiedliche Geschwindigkeiten der Atome (Doppler-Effekt),
durch Zusammenstdfe mit Atomen anderer Elemente (Lorentz-
Effekt) oder desselben Elementes (Holtsmark-Effekt), sowie

durch magnetische Felder (Stark-Effekt) vergrOBert. Eine Er-

P g =T S
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héhung dér Lampenstromstdrke fiihrt zur Verbreiterung der
Emissionslinie und dadurch zu abnehmender Empfindlichkeit
der.Messungl Bei sehr hohen Stromstédrken bildet sich zwischen
Kathode und Anode eine Atomwolke aus, die das gerade emittierte
Licht sofort absorbiert (sogenannte Selbstumkehr). Die Emissions-
linie hat dann die in Abb. 18b‘wiedergegebene Form: das Zentrum
der Absorptionslinie féllt in das dufch'Selbstuﬁkehr indu-

zierte Tal der Emissionslinie, und die geméssenen Extinktionen
sind zu ﬁiédrig.

I

Abb. -18: Linienverbreiterung und Selbstumkehr bei der Emissions—

linie. a: normale Lampenstromstdrke, b: zu hohe Lampenstrom-

stdrke.

Die relative Nachweisempfindlichkeit ergibt sich aus dem Signal:
Rausch -~ Verhdltnis. Sie wird als diejenige Konzentration

definiert, die ein Signal hérvorruft, das doppelt so hoch wie




der Rauéchpegel iét. Das Signal: Rausch - Verh&ltnis kann.
wesentlich verbessert werden, indem das Signal liber eine
lingere Zeit integrierend vermeésen wird. Jedoch kann diese .
Verbesserung. in aer'Neuroqhemie infolge zu kleiner Probemengen

nur unbefriedigend ausgenutzt werden.

3.10.2.2. Durch die Probenzusammensetzung bedingte Stdrungen

Eine gute analytische Methode sbllte émpfindlich, reprodu-

zierbar und selektiv sein. Flr die Atomabsorptionsspektral-

photometrie ist vor allem die'Frage entscheidend, ob die ge-

messene Extinktion spezifisch durch das éu bestimmende Element
hervorgerufen Wird; Eine Uberlappung zwischen Absorptions-
linien ?erschiedenér Atome kann bei richtiger Einstellung

der Resbnanzwellenlénge‘wegen deren geringer Halbwertsbreite
ausgeschlossen‘werden.‘Komplikationen treten jedoch auf, wenn

mit der spezifischen Absorption sogenannte unspezifische

‘ Lichtabsorpti¢nen durch Molekiile oder Radikale konkurrieren,

S
oder wenn die Extinktion durch Lichtstreuung hervorgerufen

wird.

Bei der Absorption durch Molekiile und Radikale muB zwischen

/ B

Elektronenbandeh und Dissoziationskontinua unterschieden

werden. Die den Elektroneniibergéngen in Molekiilen und Radi-

kalen entsprechenden Banden besitzen eine Rbtationsschwingungs—
feinstruktur-mit Halbwertsbreiten von wenigervals einem nm
(MaSsmann,_1973). Im Gegehsatz dazu erstrecken sich die
Dissoéiétionskontinua ber grdBere Wellenl&ngenbereiche

(von mehr als 10 nm) (L'vov, 1970; Massmann, 1973).
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Die Lichtstreuung an festen und fliissigen Teilchen gehorcht

der Gleichung

| 2
. o _ . v . 1

(5) T =1o9g v =575 Z (= 7).
1

Dabei ist T der in Einheiten der Extinktion gemessene
Lichtverlust, |
I die Intensitit des eiﬁfallenden Lichtes, .
.I die Intensitét‘des durchgelassenen Lichtes,
N“'die Teilchenzahl pro Volumenéinheit, ——
v ‘das Teilchenvolumep,
1 die Schichtdicke,
A die Wellenldnge des Lichtes,
n, der Brechungsindex der Teilchen,

n der Brechungsindex der Teilchenumgebung.

Aus Gleichung 5 folgt
e

AT

(6)

Fir kleine Znderungen AX kann also die relative Anderung der
Extinktion é% im Wellenlingenbereich der Atomabsorptionsspektral=

photometrie (ca. 200 bis 800 nm) vernachldssigt werden.

Die éeringé Wellenléﬁééﬁégﬂéﬁg}gkeit def Lichtstreuung und
der Dissoziétionskontinua erdffnet eine M8glichkeit, diese
unspezifischen Lichtverluste zu kompensieren: Man bringt zu
diesem Zweck eine zweite, jedoch kontinuierliche, Strahlungs-
quelle im Strahlengang an, meist eine Deuteriumlampe,.die mit

gepulstém Gleichstrom betrieben wird (Abb. 19).




Abb. 19: Anordnung der Hohlkathodenlampe und Deuteriumlampe.

1: Optische Bank, 2: Wellenléhgenlineal, 33 Hohlkathodenlampe,
4-6: zur Einstellung der Hohlkathodenlampe, 7: Quarzlinse,

8: Gehduse fiir die Deuteriumlampe, 9: Deuteriumlampe, 10-11: zur
Einstellung der'Deuteriumlampe} 12: Quaerinse, 13—15:»Str@hlen4‘

teiler mit Umlenkspiegeln. Aus der Bedienun@sanleitung’des

Geridtes. , : S

Das Licht aiesér Strahlungsquelle wird im Bereicﬁ dér Resonanz-
wellenlinge im'sélben Ausmaf geschwécht wie das Licht der
Hohlkathodenlampe bei der Resoﬁanzwellénlénge. Wegen der
geringen»Wellenléngenabhangigkeit-der genannten Stéreffekte
wird das Licht der Deutetiumlampe jedoch auch in dén der |
ResonaﬁZWellenléngé benachbarfen Bereichen im‘gleidhen AusmafB
geschwdcht. Werden Hohlkathodenlampe und.Deuteriumlampeimit
gepulstem Gleichstrom uhterschiedlicher Frequenz bétriébgn,

so k&nnen die spezifiscﬁe‘Absbrption bei der'Resonanzwelien—

' linge einerseits, und,dpr{unspezifisché Lichtverlust bei einer
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benachbaiten We;ienlénge ahdererseiﬁs; von demselben Photo-
detektor registriert und mit verschiedenen Wechselstromver-
stérkérn get}ennt verstirkt werden. Der unspezifische Lichtf
verlust kann nun elektrisch von der bei de: Résonanzwellen—
lénge registrierten Summe aus spezifischen und ungpezifischen-
Lichtverlusten subtrahiert werden. Aus der Formel 6, Seite 52,
wird deutlich, daB diese Korrektur insbesondere flir Messungén
bei kleinen Wellenlidngen erforderlich ist, zumal wenn mit der

Anwesenheit ‘grdB8erer Partikel (Membranbruchstlicke) zu rechnen

ist.

Eine weitere Fehlerquelle eréibt sich durch chémische Reaktibnen
der Atome in der Flamme. Uber chemische Prozesse im Innern von
Flammen ist nicht viel bekannt. Zwei Ph#nomene sind jedoch
offensichtlich: Atome kOnnen sich durch‘Ionisatibn und durch
Verbindungsbildung der Bestimmung entziehen (Abb. 20). Beide
Prozesse k&nnen kontroiliert werden, ihdem die A%omkonzen#
tratién durch Zggabe geeigneter am chemischen Gleichgewiéht
beteiligter Reéﬁtidnspartner erhdht wirdéﬁgm_die Ionisation
einzudimmen muB also ein UberschuB an Eiektronen angeboten
werden. Dies kann dadurch erreichf werden, daB der Probeldsung
eine besonders leicht'ioniSierbare Verbindung-zugeseﬁzt wird.

Lithiumsalze haben sich besonders bewdhrt.

Die vérbindaﬁggbildﬁﬁéwiﬁméér ?lamme erstreckt sich natiirlich

vor éllem auf thermisch stabile Verbindﬁngen, besonders Oxide,
Sulfide, Phosphate und Spinelle der Erdalkalimetalle. Die Lage
des chemischen Gleichgewichts kahn also zu Gunsten einer hohen

Konzentration an freien Atomen ausgenutzt werden, indem die
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Abb. 20: Schematische Ubersicht iiber die physikalischen und
chemischen Vorgédnge beili der Atomabsorptionsspektralphotometrie.
Die Metallatome (M) kdnnen durch Ionisation oder Verbindungs-—

bildung (z.B. Oxidation) der Bestimmung entgehen.

Konzent;ation de? anionischen Verbindungspartner durch Zusatz
solCher_ElementemzurmErobe16sung vermindert wird, die besonders
stabile Verbindungen mit den génanhten Anionen éingehen.
Lanthanverbindungen erfiillen diese Voraussetzung. |

Es ist sélbstversténdlich, daB die zugesetzten Chemikalien den
Standardldsungen in gleicher Konzentration zugesetzt werden

miissen, um einen etwaigen Gehalt an dem zu untersuchenden Metall

Y
i

W
.




zu berﬁckéichtigen. Da verhéltnisﬁéﬁig grofRe Mengen dieser»
Stoffe zugesetzt werden miissen, diirfen nur Chemikalien'héchster-
Reinheitsgrade &érwendet werden. waohl solche Chemikalien

von zahlreichen Firmen angeboten werden, werden die gegebenen

Reinheitsgarantien'faSt nie eingehalten (vgl. Kap. 3.11., S. 63).

In der vorliegenden Arbeit weraen hauptsdchlich L&sungen ver-
messen, die von Dichtegradienten gewonnen werden und einen
Saccharosegehalt von bis zu 1,6 mol/l besitzen. Unm Storungen
durch unterschledllche, v1sk051tatsbed1nqte Ansauggeschw1nd1g—

keiten zu vermeiden, werden die Proben vor der Messung auf

das 10fache Volumen verdunnt Trotzdem blelbt dle Stdrung

durch den Saccharose— und Protelngehalt der Probematrlx er-‘ |
hebllch:.Dle L&sungen konzentrleren sich an der heiBen Schneide
des Brennerkopfes zu karamelartigen Produkten; die nicht nur
den Brenner vérstopfen,ySondern auch Metallsalze zurlickhalten.
Abhilfe kann dadurch ééschaffen werdén, daB der Brennerkopf
gegen einen anderen auSgetéuscht wird, der mit einem einge—
bohrten Kanalsyétem versehen ist. E; wird mit gekiihltem Wasser
durchstxémt. Mit Hilfe dieser technischen Verfeinerungen kann

‘ -11

die Grenzkonzentration der Nachweise bis auf ca. 5.10 mol/ml

herabgesetzt werden.

3. 10»3w_Die—Bestlmmung vvon—Metallionen unter den Bedlngungen

L T e I N L T S T S S S S P L L U R A I I S S

der extremen Spurenanalyse

L I I R I T S TSP S Y

Die Bestimmung von Metallionen unter den Bedingungen der extremen

Spurenanalyse erfordert eine besondere Beriicksichtigung mog-

licher Verunreinigungen. Metallionen sind allgegenwdrtig: sie
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sind im Staub ebénso vertreten; wie in den Detergenzien, die
zur Reinigung der Laborgetéte benutzt werden, AUs Glasgeréﬁén
wird von neﬁtralen Lésungen pro Tag ca. 1 mg Ca/l herausge~-
18st. Die genannten Kontaminationeh werden durch den aus-
schlieBlichen Gebrauch von Polyéthylengeféﬁeh eingeschrénkt,
welche grindlich mit 0,5 N HC1l gewaschen werden. Auch die

zur Priparation benutzten Chemikalien enthalten Metallionen:
Insbesondere die flir die Dichtegradienten verwendete Saccharose
wird indusfriell unter Zusatz {iberschiissiger Kalziumhydroxid- .
mengen zum Ribensirup hergesﬁellt, um'giftige Pflanzensduren
auszufidllen (z.B. Oxalsdure) . Auch hochreine Saccharose ent-
hilt somit betrdchtliche Mengen;Kalzium. Der Kalziumgehalt

der Saccharoseldsungen kann um ca. 50% (von 3,3 auf 1,84 mg/l)
gesenkt werden, indem sie durcﬁ eine Ionenaustauschersdule

aus Chelex 100 geschickt werden. Der Ionenaustauscher wird
zuvor mit O,1 N HCi.in seine saure Form Ubergefiihrt und ge-
waschen. Auch die verwendeten Glycinldsungen werden mit

Chelex 1QO‘geref;igt; Die verbleibenden Verunreinigungen werden
in Rechnung gestellt, indem jede Prdparation von einem Dichte-
gradienten ohne biologisches Material begleitet wird, dessen
Blihdwerte von den jeweiligen MeBwerten subtrahiert werden.
Die Messungen werdén mit einem Beckman Atomabsorptionsspektral-

photometer, Modell 1248, durchgefiihrt (fiir einen Teil der

Vorversuche wird das Modell 448 verwendet). Im folgenden sind
die gewéhlten MeBbedingungen fir die verschiedenen Elemente

aufgefﬁhrta
3.10.3.1. Lithium

Die Beétimmung des Lithiums bei 670,78 nm bereitet keine Schwie-




~Gasdruck: C
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rigkeiten. Die Resonanzwellenlénge”ist'gut von anderen Linien

der Argon-gefiillten Hohlkathodenlampe abgetrennt, aie erf‘

haltene Eicﬁkurve ist linear.

Standardreihe: 0,02 - 1,00 mg/l mit je 0,85% La, 1% HC1

Gasdruck: C,H,: 0,7 kp/cm? . |

PreBluft s 1,7 kp/cm2

Brennerhhe: Apertur 4 mm iiber der BrenﬂersChneide

Spalt: 5 (entépricht 0,1 mm geometrischer Spaltbreite, 0,20 nm
speﬁtraler Spaltbreite)

Lampenstrom: 25 mA‘ 

Dynodenspannung: 440 V.

Integrationszeit: 16 s

Betriebsart: integrierend

erreichte Nachweisgrenze: 0,001 mg/1l

3.10.3.2. Natrium . - | -

Natrium kann‘mig/sehr hoher Empfindlichkeit bei seiner Resonanz-

wellenlinge von 589,0 nm bestimmt werden, wenn durch Anwendung
schmaler Spalte von der Emissionslinie bei 589,5 nm abge-
trennt wird. Es wird eine Neon—gefﬁllte Hohlkathodenlampe

verwendet.

Standardreihe: 0,02 - 10 mg/l mit je 0,5% LiCl (als Ionisations- -

— puffer)————— -
A 2

2H2: 0,8 kp/cm

Pregluft ¢ 1,7 kp/cm2

Brennerh&he: Apertur 2 mm iiber der Brennerschneide

Spalt: 2 (entspricht 0,04 mm gedﬁetrischer Spaltbreite, 0,11 nm

spektraler Spaltbreite)
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Lampeﬁstrom: 15 mA

Dynodenspannung: 49OIV
Integrationszeit: 16 é

Betriebsart: integrierend

erreichte Nachweisgrenze: 0,002 mg/l

3.10.3.3., Kalium

Die Reéonanzlinie der mit Neon gefiillten Kaliumhohlkathodeﬁ—b

lampe bei 766,49 nm ist gut von anderen Emissionslinien,ab—

trennbar, sie>gibt‘allerdingé kein sehr_ruhiges Signal. Auch

ist das Rauschen dés.PhOtomqltipliers im rdten Bereich grbﬁer°

Trotzdem wird'wegen der hohen Empfindlichkeit bei diesex

Wellenl&nge gemessen. |

Standardreihe: 0,02 - 10 mg/1l mit je 0,5% LiCl

Gasdruck: CZHZ: O,?_kp/cm2

PreBluft : 1,8 kp/qm2

Brennerh&he: Apertur 2 mm Uber der Brennerschneide

Spalt: 7 (entSpfgcht 0,20 mm geometrischer Spaltbreite, 0,54 nm
séektraler Spéltbreite)

Lampeﬁétrom: 30 mA

Dynodenspannung: 580 V

Integrationszeit: 16 s

Betriebsart: integrierend

erreichte Nachweisgrenze: 0,005 mg/l

3.10.3.4. Magnesium
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Osziliatorensférke und wird weder durch Begleitlinien des
Elementes noch durch Linien des Flillgases (Argon) gestért.
Mg wird mit Deuteriumkompensatidn gemessen.

Standardreihe: 0,02 - 5 mg/l mit je O,85% La, 12 HCL
Gasdruck: CZHZE O,& kp/cm2 |

PreBluft : 1,7 kp/cmzl

BrennerhShe: Apertur 2 mm iiber der Brennerschneide

Spalt: 7 (entspricht 0,20 mm geometrischer Spaltbreite, 0,54 nm

spektraler Spaltbreite)
Lampenstrom:‘8 mA
Dynodenspannung: 410 V

Integrationszeit; 16 s

Betriebsart: integrierend

erreichte Nachweisgrenze: 0,0005 mg/1

3.10.3.5. Kalzium

Obwohl die Resonanzwellenlénge bei 422,67 nm sowohl von anderen -

P
Linien des Kalziums als auch Emissionslinien des Fillgases

Neon gut abgétrennt ist, bereitet eine genaue Beétimmung des
Kalziums Schwierigkeiten, da das Ca stark zur Verbindungs-
bildung in der Flamme neigt. Lanthanzusitze verschieben das

Gleichgewicht zugunsten der freien Atome. Auch die Verweridung

der heiBeren Nzo—Azetylen—Flamme»}stqugtéilhaft, jedoch sind

bisher keine kiihlbaren Brennerk&tpfe filr NZOmAzetylen-Flammen

verfiigbar. |

Standardreihe: 0,01 ~ 10 mg/l mit je 0,85% La, 1% HC1
Gasdruck: CZHZ: 0,8 kp/cm2

Pregluft < 1,7 kp/cm2




Brennérhéhe: Apertur 2 mm ﬁber der\Brenneréchnéide

Spalt: 7 (entspricht.o,2o mm geometrischer Spaltbreite, 0,54 nmb
| spektraler Spaltbreitej

Lampenstrom: 10 mA

Dynodenspannung: 410 v.

Integrationszeit: 16 s

Betriebsért: integrie:end

erreichte Nachweisgrenze: 0,005 mg/1

3.70.3.6. Zink

‘Die'Bestimmung des Zinks mit Hilfe der Atomabsorptionsspektral-
photometrie ist schwierig.‘Die'Resonanzwellenléhgé bei 213,86 nm
‘befindet sich in einem sehr linienreichen Gebiét der neon- |
gefiillten Hohlkathodenlampe. Die Resonanzlinie wird am ein-
fachsten gefunden, indem man das Lampenspektrum im Emissions-
betrieb aufzeichneﬁlﬁnd anschlieBend das Spektrum dariber-
schreibt, das be; Messung einér Zn-haltigen Lésuhg (1Q mg/1)
erhalten wird'fgbb, 21); Wegen der Lage der Resonanzwellen—
l&nge im:UV—Bereich wird mit Deuteriumkompensation fir un-
spezifische Lichtverluste gearbeitet.

Standardreihe: 0,02 - 1,00 mg/l mit je 0,85% La und 1% HCL

r - . 2 ~
Gasdruck: C2H2. 0,7 kp/cm ‘ _
2 —
Pregluft 2 1,7 kp/cm :

Brennerhthe: Apertur 4 mm Uber. der Brennerschneide

Spalt: 6 (entspriéht 0,15 mm gecmetrischer Spaltbreite, 0,47 nm

spektraler Spaltbreite)

2

Lampenstrom: 10 mA

Dynodenépannung: 460 V
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Integfationszeit: 16 s
Betriebsart: integrierend

erreichte Nachweisgrenze: 0,0005 mg/1

Abb. 21: Emlss1onsspektrum elner neuen, mit Neon gefiillten Zink-
Hohlkathodenlampe im Berelch von 200 bis 220 nm. Die Resonanz-
wellenlinge (Pfeil) bei 213,86 nm kann leicht gefunden werden,

indem durch die Ansaugkapillare zunidchst Wasser eingespritzt

wird (durchgezogene Llnle),Aund anschlleBend das Emissionsspektrum
Uber diese Aufzelchnung geschrleben w1rd, das man beimn Einspritzen
einer zinkhaltigen Losung erhdlt (gepunktete Linie). Zur besseren
bersicht sind die beiden Spektren in der Abbildung etwas gegen-
einander verschoben. MeBbedingungen: C2H2—Druck: 0,7 kp/cmz, Pref~
luftdruck: 1,8 kp/cmz, Apertur 4 mm liber der Brennerschneide,

Spalt: 3 (entspricht 0,05 mm geometrischer Spaltbreite, 0,14 nm

Spektraler Spaltbreite), Lampenstrom 20 mA, Dynodenspannung: 400 V,

Betriebsart: kontinuierliche Energiemessung.
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3.11. Verwendete Chemlkallen

Adenosin-5'~triphosphat, Dinatriumsalz, Boehringer, Mannheim
Albumin aus Rinderserum, kristallin, reinst,.Serva, Heidelberg
Azetylcholinchlorid, Merck, Darmstadt |
Azetylthlochollnjodld Merck Darmstadt
Chelex 100, 100-200 mesh Natrlumform, Bio-Rad Laboratorles,

Miinchen
2,2 —Dlnltro -5 5'—d1thlod1benzoesaure, DTNR, Merck Darmstadt
Eserlnsulfat, Physostlgmrnsulfat, Sigma, Manchen |
Folin—Ciocalteus Phenolreagenz, Merck, Darmstadt
Glycin, Riedel— de Haen, Seelze?Hannover
Lanthan—III—chlorid Merck Darmstadt Vgl. Anmerkung’
Lanthan-III~oxid, Merck Darmstadt. Vgl Anﬂerkung'
Lithiumchlorid, Suprapur, Merck, Darmstadt
Luziferin-Luziferase-Gemisch, Rohextrakt aus den Leuchtorganen

von Leﬁchtkéfern, Sigma, Mﬁnchen 7
Natriumchlorid,/Suprapqr, Merck,“Darmstadt'
Saccharcse fﬁr die Dichtegradientenzentrifugation, erck,

| Darmstadr

Salpeters&dure, Suprapur, Merck, Dermstadt .
Salzsdure, Suprapur; Merck, barmstadt ' *

Tricain-Methansulfonat, M.S.222, Sandoz, Basel

Alle lbrigen Chemikalien waren 'von der h&chsten verfiigbaren

Reinheit, in der Regel p.A. oder-Suprapur.

Anmerkung: Im Kap. 3.10.2.2., S. 56, wurde auf die besondere
Bedeutung hingewiesen, die der Reinheit jener Chemikalien zu-

kommt, die bei der AAS-Bestimmung zugesetzt werden. Eine Reihe




von Firmen bietet zu diesem Zweck hochreine Chemikalien an,

flir die sie maximale Verunreinigungen garantieren, welche

aber hdufig nicht eingehalten werden. Dies sei am Beispiel der

Kalziumverunreinigungen von Lanthanverbindungen demonstriert:

Hersteller und Réinheitsbe~

zeichnung der Chemikalien

garantierte maxi-

male Ca-Verunreini-

gemessener
Ca—-Gehalt

in mg/kg La

Fluka, Lanthanoxid,

purissimum a

gung-ih mg/kg La

5,86

101,41 T 0,12

- Hopkins & Williams,

Lanthannitrat flir die AAS

9,35

24,00 * 2,12

Metck, Lanthanoxid, LAB,.
Juli 1974

Merck, Lanthanoxid, LAB;
September 1974

Merck, Lanthanoxi@q LAB,
Oktober 1974

0,00 £ 1,18
60,35 = 2,47
92,35 * 0,59

Merck, Lanthanchlorid, LAB.

Tébelle 1: Kalziumverunreinigungen verschiedener Lanthanprodukte,

im.Vengleigh_Zu_den_garantierten_Reinheiten.»Auch das Lanthan-

nitrat "for Flame Enhancement in.Atomic Absorption" der Firma

Baker, 'Baker'—Grade,'wurde untersucht. Es entspricht in seiner

Reinheit etwa dem Produkt'von Hopkins & Williams. Etwa zur

selben Zeit als Merck das Lanthanchlorid auf den Markt brachte,

nahm die Reinheit des Lanthanokids betrdchtlich ab.




‘einer neuen Mittelwertbildung oder einem anderen Berechnungs-

3.12. Aﬁswertung'def Ergebniss

Die MeBwerte der Vorfraktionen werden mit einem pdp 11 Pro-

|
zeBrechner (digital) analysiert, die MeBWerte‘der Dichte- _ l
gradienten mit einem 265 K - GroBcomputer, UNIVAC 1 100. Als ‘
Programmiersprache verwénde ich BASIC, beziehﬁngsweise deren 1
UNIVAC-Version, UBASIC. Die Programme werden aus‘zahlreichen“
Subroutines angelegt, um eine variable Anwendung zu ermdglichen.

Die experimentellen Daten der einzelnen Versuche werden auf

Magnetbdndern sukzessiv gespeichert und sind so jederzeit

schema zug&nglich. Die zu diesem -Zweck entworfenen'Programme
sind im‘Anhang wiedergegében. Folgénde'Rechenschritte werden
durchgefithrt:

1. Die Blindwerte der unbeladenen Gradienten werden von den
MeBWerten subtrahiert. .

2. Fiithrt die Differenébildung zu negativen Werteh,'weil das
Referenzwasser/?ei der Bestimmung der Ionenkonzentration unter-
schiedliche Ré&nheit besaB (vgl. S. 48), so wird die Null-

linie entsprechend verschoben.

3. Die analytischen Einheiten (mg/l) werden in biochemische

Einheitén (mMol) umgerechnet. :

4. Die Kbnzentrétionen der Komponenten werden mit dem Volumen
der betreffenden Fraktion multipliziert, um absolute Mengen
zu erhalten.

5. Die Absolutmenge wird auf ein Gramm eingesetztes Gewebe
(NaBgewicht) bezogen und der so erhaltene Quotient als spezi-
fisché Konzentration bezeichneﬁ. |

6. Werden wihrend der Pr&paration Proben zu MeBzwecken abgezweigt,
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so wird der Nenner fiir alle folgenden Fraktionen entsprechend

vermindert.

7. Um die relative Konzentrierung einer Komponente in einer be-
stimmten Fraktion auszudriicken, wird das Verh#ltnis der pro-
zentualen Anteile der wledergefundenen Komponenteﬂ in der be-

treffenden Fraktion gebildet. In der Regel wird dabei auf Proteln

bezogen, d.h. der prozentuale Anteil der gesamten wiederge-

wonnenen Komponente, der in der betrachteten Fraktion auftritt,

wird geteilt durch den prozentualen Anteil des gesamteﬁ wieder-

gefundenen Proteins, der 1n dleser Fraktion auftritt. Dleser

Quotient wird lblicherweise relative spe21flsche Konzentratlon,

bel biologisch aktlven ‘substanzen auch relatlve spezifische

Aktivitdt, genannt Beide Bezelchnungen 9eben AnlaB zu MiB-

verstidndnissen: Erstens handelt es sich schon der Dimension

nach nicht um eine Konzentration, sondern um eine Relation von

d.h. um die Konzentrierung einer Komponente

Konzentrationen,

relatlv zu einer anderen. rweitens wird die relative spezifische

Aktivitdt in. der ‘Enzymchemie anders deLlnlort In dleser Arbeit

wird daher der formale ‘Ausdruck RSK—Wert bevorzugt Analcg wird

4

unter dem ASKnWert der Quotient aus der Absolutmenge elner»Kom—‘

ponente und der absoluten Proteinmenge in derselben Fraktion

verstanden.

8. SchlieBlich wird berechnet, welcher Prozentsatz der urspring-

lich vorh aenen“Komponente—ln den aufgetrennten Fraktlonen wie~

dergefunden wird, 1m felgenden als Ausbeute bezelchnet Die Ausbeh

te ist ein MaB fur die Zuverlidssigkeit der Verwendeten rpechnlken.
9. Von den aufgefiihrten GroBen werden Jjeweils Mittelwerte aus
allen Versuchen gebildet, und die Standardabweichungen der

Mittelwerte ausgerechnet, im folgenden auch als S.E.M. (standard




error of the mean) abgekilirzt.

10. Die berechneten Werte werden hinsichtlich‘der'Préparations—
weise (P3:P§; Glycin;NaCl) und der biolOgischen Vorbehandlung
(unstimuliert : stimuliert) mit einem gepaarten‘t—Test, der
die'Mittelwerte‘verschiedener Gradiénten eines Experimentes

als ein physiologisches Ereignis behandelt, und mit einem un-
gepaarten t-Test, der jede Beétimmung als ein MeBereignis
wertét, auf signifikante.Unterschiede analysiert.

11. Einerse}ts werden die mit den diskontinuierlichen Grédienten
des Typs II erhalténen Mittelwerte allein untersucht, um Aus-
sagen ﬁbef die Heterogenitédt der synaptischen Vesikél,éu A

erhalten.

“12. In einem weiteren Auswertungsschritt werden die mit beiden

Gradienten erhalteneh Resuitéte auf éinen gémeinsamen fiktiven
Gradienten (Typ IITI) projiziert, indem die spezifischen Konf
zentrationen von Fraktionen, die bei nur einem der beiden
experimentellen Gradieﬁten auftreten, der ndchst dichteren
Fraktion zugesch}agenWwerden, die beidén Gradienten gemeinsam

ist (vgl. Abb. 12, S. 32).

Mit Hilfe der RSK-=Werte bezieht man die Konzentrationen aller
Komponenten auf die Konzentrationen einer Komponente (i.a.

Protein) . Fehler bei der Bestimmung dieser Komponente fithren

daher zu systematischen Fehlern in den RSK-Werten aller Kom-

ébnentenf Dies gibt besonders dgnﬁ AnlaB zu Fehlinterpretationen,
wenn die RSK-Werte fiir unteréchiedlich behandelte Proben (z.B.
stimuliérte und unstimulierte elektrische Orgéne) verglichen
werden. Ich mdchte daher eine Qraphische Auftragung vorschlagen,

die es erlaubt, RSK-Werte zu vergleichen und gleichzeitig




-festzustellen, ob die Differenzen der RSK-Werte lediglich auf

unterschiedlichen MeBSwerten flir die Bezugssubstanz beruhen.

Es sei:

X die
Y die
P die

1 die

2 die™

Ist -

(7)

(8)

spezifische Konzentration der Komponente x
spezifische Konzentration der Komponente y
spezifische Konzentration der Bezugssubstanz (Protein)

1. Art der betrachteten Proben (z.B. stimuliertes

Gewebe)‘

2. Art der betrachteten Proben (z.B. unstimuliertes

. Gewebe) -
_ X1y X(2) _
RSKX(1) = 5 > 53y - RSKX(?) und
- _Y(n Y(2) _
RSKY(1) = > = RSKY(Z) ‘

P (1) P(2)

so kbnneh diese Relationen durch zu niedrige Werte P (1) oder

zu hohe Werte.EkQ) bedingt sein. Bildet man das Verhiltnis

der‘beiden“Gleichungen, so kiirzen sich P(1) und P(2) herausti

-

und wenn keine unterschiedlichen spezifischen Konzentrationen

fir X(1) und X(2) beziehungsweise Y (1) und Y(2) gegeben waren,

muB-gelten

9 RSKX(1) _ RSKX(Z}
RSKY(T) . RSKY(Z)

Also nach Umstellung:

(10)

RSKX(T) RSKY(1)

RSK (2)  RSK(2)




oder:

(11) log RSKX(T) - log RSKX(Z) = log RSKY(1) - log RSKY(Z)

In einer logarithmischen Auftragung der RSK-Werte sind dann

die Abstdnde zwischen Wertepaaren verschieden behandelter

Proben gleich.

In der Zellfraktionierung ist es notwendig, die erhaltenen
Fraktionen elektronenmikroskopisch oder mittels Leitsubstanzen

(z.B. Azetylcholin fiir die cholinergen synaptischen Vesikel) -

zu charakterisieren. Auch in diesem Zusammenhang mdchte ich

ein logarithmisches Auswertungsverfahren einfiihren: Sind zwel
Substanzen a und b in zwei Fraktionen 1 und 2 im selben Ver-
hdltnis enthalten, aq b1 = 52 : b,, so erh&lt man bei loga-
rithmischer‘Auftragung_équidistanie Wextepaare (log aq - log b1 =
log a, = log‘bz), die die Annahme stlitzen, daB beide Komponenten
von den gleicheg}biologischen Partikeln in einem festen Ver-
e _ s
hiltnis gébﬁndén werden. Sind die verbindenden Linien fiir dig‘
beiden Fraktionen dagegen nicht parallel, so mufB eine Biﬁdung,
der Komponenten an mindestens zwei verschiedeﬁe Spezies ge-

folgert werden. Dieses Auswertungsverfahren bewidhrt sich vor

allem dann, wenn eine grofe Anzahl von Komponenten in mehreren

~_ Fraktionen V@;glichen werden soll, zumal wenn unterschiedlich

behandelte Proben vorliegen (stimuliert und unstimuliert etc.).

Es kann so einfach zwischen gleichfdrmigem Verlust (Aufnahme)
mehrerer Komponenten und spezifischen Verdnderungen einer

einzigen Komponente unterschieden werden.
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Ein Verglei ch der ionalen Zusammensetzung des elektr schen Gewebe
mit der des Blutplasmas und der der Cerebronalfluss gkeit (vgl.

S. 28) veranschaulicht, daB das elektr sche Gewebe viel &rmer an

Natrium und Lithium, hi ingegen viel reicher an Kal ium und Magnesium

ist (Abb. 22).

BP

LC

W

—
4

n

_ I \\\\\ \\\

:\Q\\\

//

////%
//

Na -10x;< 100qu ooxta 1000xu 1000xZn

Abb. 22: Spezifische Ionenkonz entrationen des Blutplasmas, BP,

der Cerebrospinalflﬁssigkeit, LC, und des elektrischen Gewebes,

1
i

EG, (in mmol/g). Um einen besseren Vergleich zu ermdglichen, sind |

die Werte fiir Kalium mit dem Faktor 10, fir Magnesium und Kalzium
mit dem Faktor 100, und fiir Lithium und Zlnk mit dem Faktor 1000
multipliziert. Mittelwert % S.E. M. ‘

'i’f
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Die quantitative Analyse der Prdparationsvorstufen zeigt, ob 'i
- wdhrend der Préparation Metallionen verloren bzw. eingeschleppt

: |

|

werden und welche generellen Tendenzen unterschiedlicher

FiK

£

Abb. 23: Spezifische Ionenkonzentrationen des Gewebes (GE), des »
zerschlagenen Gewebes (ZE), des Homogenates (HO), des Extraktions-—.
riickstandes (RU) und des Extraktes (EX) in mmol/g Gewebe. Um

einen besseren Verglelch zZUu ermogllchen, ist die Skala fir Natrlum

(links) gegenuber der Skala fiir die anderen Ionen (rechts) um den -

Faktor 10 gestaucht. Die linken Sdulen beziehen slchvjewells auf
die Glycin-Prédparaticnen, die rechten auf die NaCl—Préparationen.' |
Die Werte fiir den Extrakt sind vom oberen Ende der vorangehenden W
Sdulen des Homogenates aus nach unten eingezeichnét,’so daB die ]

Abstédnde zwischen den Au ftragungeu des Extraktes und des Extrak-

tionsriickstandes den Verlust an Ionen anzeigen. Mittelwerte
t s.E.M. |




Léslichkéit fir aie.Ionen bestehen. Die NaCl—Praparationen wurden
im Mai und Juni durchgeflihrt, die Glycin-Pr#parationen in der
Zeit von Juli bis November. Abgésehen von'eiﬁem um 30% hdheren
Magnesiumgehalt der ersten drei Fische, éind keine jahreszeit—
lichen Veré&nderungen im Ionengehalt feststellbar (Abb. 23).
Wihrend des Zerschlagens énde;t sich die ionale Zusammensetzung
des Gewebes nicht, insbesondere wird weder Magnesium noch Kalzium
aus dem Material des Porzellanmdrsers eingeschleppt. Miﬁ der
Homogenisationslbsungvwerden geringe Mengen an allen untersuchten
~ Ionen eingeschleppt; es zeigt §ich jedéch, daB durch<keines der
beiden Medien ein Ion spezifisch eingeschleppt wird (auBer na-

tlirlich Na' durch das NaCl). Ein Verglelch der ersten drei Vor-

fraktlonen 188t die MeBwerte fur ‘das zerschLagene Geweoe, die von

nur einer Probe stammen, als etwas zu niedrig erscheinen.

Bei der ersten Auftrennung in Extrakt und Extraktionsrﬁdkstaqdn
bleibt etwa ein Drlttel der Ionen im Ruckstaﬁd von den Erd- k\“
alkallmetallvonen gerlngfuclg mehr als von den Aikallmetallen.
Etwa'TO%rdes Natrlums, Kaliums und Magnesiums werden in den auf-
gétrennten Fraktionen nicht wiedergefunden, wihrend etwas Kalzium,
vermutlich von der Baumlelgaze, eingeschleppt wirdo Der Mehx-—

gehalt der ersten Fische an Magnesium erscheint ausschlieflich

im Extrakt. Ein Vergleich zwischen der Ionenverteilung der Boden-

sdtze (Extraktionsriickstand, I 12'>P>3und P+) und Ubersténde

(Extrakt, 812, 83 und 83) macht deutllch daB chh Natrlum, Kalium

und Maghesium-analog verhalten, wihrend das Kalzium eine unter-
schiedliche Verteilung zeigt (Abb. 24): Bei den ersten drei
Ionen bestehen praktisch keine Unterschiede zwischen stimulierten

und- unstimulierten Proben. Auch zwischen NaCl- und Glycin-




¢t Spezif. Konzentration

2 [mMo[/g szebe} X Y GLYCIN = KONTROLLWERTE

GLYCIN = STIMULIERT

NaCl = KONTROLLWERTE

/)

L _/’ . .
Abb. 24: Ionenverteilung zwischen den Bodensitzen, Extraktions-

rickstand (Ru), P12; P3uund Pg, und den Uberstidnden, Extrakt
(Ex) , 812, Ss und S;) ausgehend vom Homogenat (Ho) . Um den
optischen Vergleich zu erleichtern, ist die Ordinate fir jedes

Ion charakteristisch gedehnt. Mittelwerte ‘aus 3 - 8 Messungen.

Préparaﬁen zeigt sich, abgesghey von der etwaé grbB8eren Kalium-—
vVerunreinigung durch das NaCl,:keine Differenz. Der h8here Mag-
nesiumgehalt der ersten Fische findet_sich stets in der 1l8slichen
Fraktion. Im sz verbleiben ca. 2% der Alkalimetalle und’3%

des Magnesiums, wdhrend der P3 nur noch ‘einen verschwindenden

Prozentsatz des urspriinglich vorhandenen Natriums und Kaliums,
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aber immer noch 3 - 4% des Magnesiums enthdlt.

Fliir das Kal;ium dhneln dié Kurven, welche die‘ﬁberstands—
fraktionen miteinander verbinden, noch grob dgnen.der andefen
Ionen, wihrend die zu den Bodensitzen gehdrigen Kurvén ganz
anders verlaufen. Am hdchsten liegen die MeBwerte der in
qucinlésung prédparierten Kontroliorgane, der Kalziumgehalt
die Kurve filir die unstimulierten, aber in NaCl—Lésﬁng pra-
pariertenveiektrischeﬁ Organe liegt noch tiefer. Die spezi-
fischenvKalziumkonzentratiéhen des ExtraktionsrﬁcksﬁandeS; des
P3 und Pg sind héher, und die Unterschiede zwischen den NaCl"’A
und Glycin—Kéntrollproben und ‘den stimulierten Préﬁaraten sind

groBer‘als im ?12.

Es zeigt sich also, daB die Alkalimetallionen im wesentlichen
frei geldst Vorliegen,ﬂWéhrend das Kalzium bedeutend fester

an sedimentierende Strukturen gébunden ist; das Magnesium

dhnelt in seine;/%erteilung mehr den Alkalimetallen als3dem
Kalzium. Ein fester Prozentsatz der 18slichen Ionen sedimentiert
~gemeinsam mit den besonders leicht sedimentierenden\Strukturen
(P12), die wahrscheinlich von Membranen umgeben sind (z.B.

Synaptosomen) , wihrend ein hdherer Anteil des Magnesiums und

besonders des Kalziums fest an leichtere Strukturen,; mdglicher-

weise Membranbrﬁéhstﬁcke,‘gebundéﬁ“iét. Das Kalzium wird bei
elektrischer Stimulation und bei Behandlung mit Natriumchlorid-
lésuﬁg #on diesen Strukturen abgegeben. Das Verhalten des
Kalziums wird besonders deutlich, wenn man die Unterschiede im

Ausgangsmaterial herausnormiert, indem man die spezifischen

A Ak



i

Konzentration der Fraktionen als Prozentsatz der spézifischen
Konzentration des Homogenates berechnet (Abb. 25); Den niedri-
geren Kurven der stimulierten uﬁd NaCl-behandelten Bodensdtze
entsprechen e;wartungsgeméﬁ héhere Kurven fiir die Uberstinde
(BExtrakt, 812, 83). Dieses Verhdltnis kehrt éich jedoch fﬁr

die Werte der Waschldsung Sglum, die lediglich Qie'iusammen—
setzung der entsprechehden Bodens&dtze widerspiegelt. Das Waschen

des P3 fihrt also zu einem Auswaschen gebundener Ionen, und

damit artefiziell zu niedrigen Werten.

PEZIFISCHE KALZIUMKONZENTRATION (in mMol/e Gewebe )
BEZOGER AUF DAS HOMOGENAT ( = 100 % )
[HOMOGENAT EXTRAKT Sy 5y 5;‘
100 -

———  BODENSATZKURVE

——— UBERSTANDSKURVE

P GLYCIN = KONTROLLWERTE
[e) GLYCIN - STIMULIERT
80 NaCl - KONTROLLWERTE

60

40

20

T T HOMOGERAT EXTRARTIONSRUCKS TAND ?

Abb. 25: Auf das Homogenat (= 100%) normierte Darstelliung der
Kalziumverteilung zwischen den Bodens&tzen und Uberstanden.
Mittelwerte aus 3 - 8 Messungen. | |

e et i
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Vertellung, Verluste und elngeschleppte Vérunrelnlgupgen 1assen
81ch fir dle verschledenen Ionen, Proteln, Azetylcholln, ATP
und Gesamtesterase gut an Hand einer gemeinsamen Auftragung

déﬁ spezifischen Konzentrationen in Prozenten der spezifischen W?
Konzentrationen der betreffenden Ausgangsﬁraktioﬁzbéurteilen
(Abbj 26) . Die obere Reihe zeigt die Auftrénnung des 812 in
S3 und P3,‘die untere die‘des Pé in S§ und Pg. Bei den Glycin- i
Préparatiénen der.Kontrollorgane werden im P3, de# nur 20% |
des Proteins enthélt, 80% des Azetylcholins wiedergefundeﬁ,

‘Fur die stimulierten Proben ist die Ausbeute geringer. Dleser -

Unterscnled kann durch eine hohere Permeabilitit der Vesikel-

membranen fir Azetylcholin nach Stimulation verursacht sein. -

100
80
60
40
20

100

desw

20 ]
40 \‘ ]
&0 !
80 ‘
100 ‘ O

3 :
Prot. ACh- ATP

100
80
80
40
20

] S

20 i
40 {
60 !
i
|

GLYCIN- KONTROLLWERTE

80
100

GLYCIN-STIMULIERT

NaCl  ~KONTROLLWERTE
b

Abb. 26: Verteilung des Proteiné (Prot.), Azetylcholins (ACh),
ATP's, der Gesamtesterase (GE) und der Metallionen, aufgetragen
in Prozenten der Ausgangsfraktionen. Mittelwerte aus 6 - 8
Messungen (Glycin—Préparationen), bzw. 3 Messungen (NaCl- Pri-

parationen) .
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(Wegen~der Anwesenheit der hochaktiven Azetchholinesterase

muB agch_das im S3 wiedergefundene Azetylcholin im Innern von
membranumgébenen Strukturen geschiitzt Vorliegen;) Zugleich
zeigt sich, daB die gesamte_Vesikelpopulation.durch die
Stimuiation leichter wird (Verschiebung der Azetylcholins&dule
nachﬂoben). Die ATP-Werte sind bedeutungslos, da in Abwesenheit
von ATPasehemmern in dén verschiedenen Vorfrakti@nen unter-
schiedliche Mengen des freieﬁ, nicht durch Membranen geschiitzten
ATPs gespalten werden. Auf den_Zusatz eines ATPasehemmegs nuBte
verzichtet werden, da mit ihm Ionen eingeséhleppt Worden%wéren,'
Die schon genannten Unterschiedenin der Tonenverteilung sind
natiirlich auch aus dieser Auftrégung abzulesen. Die Zinkaus-
beuten zwischen 120 und 160% éind schlecht..Teilweise ist

das durch die in Kap. 3.10.3.6. genannten Schwierigkeiten
bedingt, Zihk mit H;lfé derzAtomabsorptionsspektralphotometrie
zu bestimmeﬁ, zumal die absoluten Ziﬁkkonzentiationen ca. 100mal
niedfiger liegeﬁ ais z.B. jené des Natriums. Méglicherweise |
stammt éin.Teil des eingeschleppten Zinks‘von den Kap?eﬁ,imit
denen die Zentrifugeniéhrchen verschlossen werden. Das mit'
‘eihgezeichneté Lithium ist nicht physioclogischen Ursprungs,
sondern wurde dem 812 zugesetzt~(vgl; S. 35). Ein Verlust von
Natrium- oder‘Kaiiumionen aué Strukturen des Bodensatzes in-
folge der harten Zentrifugationsbedingungen milfte zu relativ
(zu Lithium) héheréﬁ Natrium-:beziehﬁngsweiée Kaliumwerten im
tberstand S fliihren; dies ist jedoch nicht der Fall. Der
Lithiumgehalt des Bodensatzes ist jedbch etwas groBRer als sein

Natrium- und Kaliumgehalt. Seine Zusammensetzung wird also
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durch die gelésten Ionen des 512 beeinfluBt, wélche'die
suspendierten Partikel umgeben, entweder, indem Ionen éuf—
genommen‘wérden, oder indem sieiden Teilchen anhaften.

Die untere Reihe dexr Abb. 26 illustriert die_Vérénderungen

in der Zusammensetzung des Bodensatzes, die durch den Wasch-
vorgang hervorgerufen werdenr 20 - 30% des Proteins und Azetyl-
cholins, und 10% der Eéterasen werden nicht wiedergefunden. |
Die entwichenen Azetylcholin; und ATP-Mengen sind bei den
stimulierten Proben grdfer. Wihrend der grsfte Teil der mono-
valenten Ionen in die Waschldsung entweichff bleiben Qié

divalenten Ionen groBenteiis im Pg zurlick. Die spezifischen

Konzentrationen des P3 und Pg werden in Abb. 27 direkt mit-
einander verglichen. Die Standafdabweichung der Mittelwerte
und die Anzahl der Experimente ist jeweils eingezeichnet.

Wahrend die spezifischen Konzentrationen an Azetylcholin, ATP,

Gesamtesterase, Proteih und Kalzium infolge der Stimulation

abnehmen, bleibt die Menge der anderen Ionen nahezu unverindert-

(Kalium) oder/niﬁmt leicht zu (Lithium, Natrium, Magnesium

und Zink);

Ein Vergleich der Streuungen der verschiedenen Mefwerte zeigt,
daf sie alle ungeféhf»gleich zuverldssig sind. Die Standard-

abweichungen der Mittelwerte sinken etwa proportional zu den

kleinen Kohzentrationen‘vorliégenden Komponenten ebenso genau
wie fir die {ibrigen. Die Streuungen kodnnen dreierlei Ursache
haben: individuelle Unterschiede im physiologischen Zustand

der untersuchten elektrischen Organe, Unterschiede in der

Prdparationsweise und mangelnde Reproduzierbarkeit bei den
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Abb. 27: Vergléich der spezifischen Konzentrationen des P3 und
Pg. Die Werte flir das Protein (Prot.) und die Gesamtesterase (GE)
beziehen sich auf die rechte Ordiﬁate. Uber den Markierungen fir
die Standardabwéichung der Mitteiwerte ist die Zahl der MeR-

werte angegeben.

Messungen. Da erstens dle Standardabwelcnungen der Mittelwerte

mit der Anzahl der Experlmente nicht abnehmen und zweitens die
Standardabwelchungen fir das zugesetzte thhlum deutlich kleinerxr
sind ais beispielsweise fiir das biologisch aktive Kalzium,

muf die Streuung der MeBwerte hauptsdchlich durch individuelle

Unterschiede zwischen den untersuchten elektrischen Organen
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oder durch Manipulationen mit den ersten Vorfraktionen be-

dingt sein.

Um zu iliberpriifen, wie weitgehend die Ionenvertéilung lediglich
die Proteinverteilung reflektiert, weil Tonen uhspeéifisch an

Proteine gebunden werden, wérden die RSK-Werte berechnet (Vgl..
Kap. 3.12.). Sie sind in Abb. 28 £ir den Py, S,, P% und sy

gemeinsam in einer logarithmischen Auftragung (vgl. dazu S. 67 £f)

wiedergegeben.
30 S S% M -30
<3 P > |
12 3 px
P P3
10 F 10
3T 3
i H
03t P /] é Eé - 103
0 01 ki . o1
ACCGELI N K MgCaZn ACAT GELiNa K MgCaZn
l <

Abb. 28: Logarithmische Auftragung der RSK-Werte fiir 'den P, und -

83aiAusgangsfraktionﬁstyAlinks,wund.fﬁr.den Pg und S?(Auzgangs~
fraktion P3), rechts. Die Endpunkte der Balken markieren Werte
auf einer Zahlengeraden (Ordinate); den Flichen kommt keine Be-
deutung zu. Die auégefﬁllten Balken beziehen sich auf die Boden-
sdtze, die offenen Balken auf die Uberstidnde. Die linken Balken
gelteh flir die unstimulierten Proben, die rechten fiir die stimu-
lierten (Glycin-Pré&paration). AC: Azetylcholin, AT: ATP, GE: Ge-
samtesterase. Die RSK-Werte sind éus Mittelwerten von 6 - 8

Messungen berechnet.




Folgende Ergebnisse lassen sich ablesen:‘

1. Keine der untersuchten Komponenten verteilt sich analog dem

Protéin.

Annahme (1. Niherung): Alle Komponenten x sind homogen.

Ist RSKX > 1, so wird‘x in der Fraktioﬁ_angereichert.

2. Azetylcholin, Kalzium, Zink und die Gesamtesterase werden im
P3 relativ zum Prdtéin angeieicheft. Dig anderen Komponenten
liegen zu einem‘gréBeren Anteil in freier Form vor als die
Proteine\

Es ist'méglich; daB eine Komponente X - im 512‘an eine Struﬁtur,

die sich im Bodensatz anfeiéﬂert, gebunden war,.ébér infolgev

der harten Zentrifugationsbedingungén abgelést wurde.'Fﬁr den

Uberstand_s3 muB dann éSKX < RSK[ Qelten, da das Lithium dem

812 zugesetzt wurde. |

3. Magnesium war an Strukturen des Bodensatzes gebunden, wurde

- aber durch die Zentrifugation von diesen abgeldst.

Annahme: Die Komponente X ist heterogenen Ursprungs.

/ - L
Ist ein Teil der-"Komponente x weniger stark an Bodensatzstrukturen
gebunden als Lithium, ein anderer Teil‘hingegen stdrker, so wird,
nachdem der iiberwiegende Teil von x mit dem 55 weggeldst worden
ist,

4+ ' .
RSKX(P3) >_RSKLi(P3)f

4. ATP und Natrium sowie eventuell das Kalium der unstimulierten

Proben sind teilweise fester ‘an den Bodensatz gebunden als

das zugesetzte Lithium.

Jedoch geht von allen Komponenten auBer. dem AzetYléholin durch

das Waschen des P3 ein groBer Teil in die Waschl®sung verloren,
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ohne daB die Reinheit des Bodensatzes zunimmt (d.h. ohne daB
RSK-Werte > 1 auftreten). Der Vergleich der RSK-Werte flir die

unstimulierten und stimulierten Proben zeigt:

5. Nur fiir Kalzium ergeben sich markante Unterschiede in der

relativen (nicht absoluten!) Anreicherung; Wie die équidistaﬁ—
ten Wertepaare flir alle anderen Ionen zeigen, lassen sich

die Differenzen in!den RSK-Werten auf Unterschiede der mitt~
leren P;oteingehalte zurlickfiihren (vgl. die ErlZuterungen

zZur logérithmischen Auftragungsweise in . Kap. 3.12., S. 67 ££f).
Zum numerischen Vergléich ist das Verhiltnis RSKX(stimﬁliert}/
RSKX(unStimuliert).fﬁr den S3 in Tabelle 2 angefiihrt: Ein
Fehler von 2% bei den Mittelwerten der Proteinbestimmung

wiirde also alle Differenzen in den RSK-Werten zwischen sti-

mulierten und unstimuliexrten Proben erklidren (auRfer fir das Ca).

VERHALTNIS DER RSK - WERTE

RSKX(stim.) / RSKX(kontr.)

+

% S3 S3
it .980 | .918
Na* .985 .931
' .982 .997
Mg*ttl 979 | 874
cattl 12120 [1.064
zn* Tt l94g .755

Tabelle 2: Verhdltnis der RSK-Werte .der stimulierten zu den RSK-

und den ST. vgl. Text.

Werten derxr Kontrollseite fiir den S3 3
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6. Wie Spalte 3 der Tabelle 2 undlAbb; 28 zeigen, sind die>
unéefschiédlichen RSK-Werte fiir den S§ jedoch nicht durch
Differenzen bei der Pfoteinbéstimmung bedingt. In Abb. 29
ist die relative Abnahme der Ionen in der Waschldsung in-
folge der Stimulation gegen das Ionenpotential, d.i. den
Quotienten aus elektrischer Ladung uhd Ionenradius, aufge-
tragen. Mit Ausnahme des Kalziums werden alle Ionen von dem
Bodensatz der stimulierten Proben stdrker zurlickgehalten.
Der Austauscheffekt ist fir Xalium, Natrium, Lithium und

~
’g
v

A

RSK(SDgy
11 1 RSK(SPy,

oCa

10 1

08 1

08

\oZnN

=[N

0.7 : ‘ — ¢ >

Abb. 29: Relative Zunahme (Ca) bzw. Abnahme (iibrige Ionen) der

relativen spezifischen Ionenkonzentration in der Waschl®sung st

3
infolge der Stimulation, aufgetragen gegen das Ionenpotential

(z/x).




Zink linear vom Ioneﬁpotential abﬂéngig. Mit anderen Worten:
Durch Stimulation deg elektrischen Organs niﬁmt die Zahl,der
negativen Ladungen im Bodensatz P3'zu, SO daB Tonen unspe-
zifisch, entspﬁebhend ihrem Ionenpotential, gebunden werden.
Kalzium wird jedoch nach Stimulation in éeringérem AusmaB
gebunden; bder - was gleichbedeutend ist - es war vor der
Stimulation spezifisch gebunden. Auch Magnesium ist in der
Waschlbsung der stimulierten Proben hdher konzentriept, als

es seinem Ionenpotential entspricht.

In Tabelle 3 sind die jeweils auf die erste untersuchte Vor-

fraktion bezogenen Ausbeuten der Komponenten angegeben.

Komponente bezogén auf Ausbeute

Proteip | S12A : 99,1 %
Gesamtesterése g 812 75(9 %
Azefylcholin . ‘812 _ 54,9 %
‘Li'(zugeséfzt)‘ S5 : ' 99,9 %
Na Homdgenét 85,2 %
K‘ - Homogenat . ' 86;6 2
Mg . Homogenat 89,9 %
Ca B Homogenat - ' 140,0 %
Zn . .Homogenat 1€3,2 %

Tabelle 3: Mittlere Ausbéuten der Komponenten, bezogen auf die
erste unfersuchte Vorfraktion. Bezliglich des hohen Kalziumwertes
vergleiche S. 72, bezliglich des Zinkwertes S. 77. Flir ATP 1i8t
sich keine Ausbeute angeben, da ohne ATPasehemmer gearbeitet

wurde, vgl. S. 77.
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4.2. Quantltatlve Analyse_der Dichtegradienten

O e e Wi S S — Ao Yo o T S i s W . G Y o P Y gon St e U o T e S v —

4.2.1. Kontlnulerllche Gradienten von Zonalrotoren

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Wird der S auf einen kontinuierlichen Dichtegradienten aus

12

Saccharose / NaCl gegeben, so liberdeckt der Ionenpeak der 18sliche:

Fraktion (haupts&chlich Bestandteile des Zytoplasmas) die Ve-
sikelfraktion. Experimente mit der auf Saccharose / Glycin-
gradienten aufgetrennten P3~Suspens ion flihren zu analogen Exr
gebnissen, wie sie im Kap. 4.2.3. besprochen werden; allgrdings
werden filir die Alkalimetalle‘diemNachweisgrénzen,des,AAS unter-
schritten, so daB hier auf eine Wiedergabe dieser Resultaﬁe
‘verzichtet wird. | |

4, 2 2. P —beladane Glycingradienten des Typs ITT

K I A g S S S T

Die mittleren spezifischen Konzentrationen der Komponenten in’
den Fraktionen der Graaienten des‘Typs III sind in Tabelle 4
wiedergegebeﬁ ug§ exemplarisch fir ACh, Na, K, Mg und Ca in
Abb. 30 dargesééllt.»Die Komponenten verteilen sich haupts&dch-
lich auf drei Fraktionen: Fraktion 1 ("18sliche Fraktion")

ist reich an (freien) Metallionen, die Vesikelfraktion 3

(vgl. Abb. 31a) iSt reich an ACh, ATP und Metallionen und

die Fraktion 5 (ﬁMembranfrakEion“), die Membranbruchstiicke,
Synaptosomen sowie einige Mitochondrien enth#lt (vgl. Abb. 31c) .,
ist reich an Protein‘,GeSamtesterase und besonders ‘an Ca.
Diese Fraktion enthilt auch etwa 20% des AChs~und.ATPs,_Bei‘
Stimulation sinkt der Ca-Gehalt der Membranfraktion hochsigni-

fikant. Auch die spezifische Ca-Konzentration der 18slichen

Fraktion, die vor allem catt enthdlt, das wdhrend der Pripa-




F Protein Azetyl- ATP mmmeWJ Lithium. Natrium Kalium . {Magnesium{ Kalzium Zink
v cholin esterase
1|GK|,080%,01412,47%1,33]0,83%0,37|370%126 |14,64%3,15|136,86%20,98{15,55%2,95|6,40%0,90{58,0%9,6 |1,22%0,17
116s81,111%,031{0,52%0,12{0,26%0,06{293% 82 [21,01%4,36 |100,56%21,80 |{11,89%2,18{3,79%0,70|29,1%4,3 |1,36%0,25"
1|NK ‘ 0,16%0,09]0,14%0,06| . o . 18,59%5,6716,47%1,65147,3%9,9
2 {GK|,059%,007|7,53%1,33|2,81+0,67|255% 66 | 4,48%0,52 | 29,99% 7,21{ 5,89%+1,29(2,78%0,22]23,7%3,0 |1,16%0,43
-21Gs|,063%,01210,71£0,12}0,22%0,04 3752126 | 6,02t0,49 | 19,07% 3,78 | 3,07%0,44{2,67%0,35{16,3%3,5 [0,69%0, 13
2'{NK 0,76%0,3310,30%0,10| 5 3,88%0,9712,01£0,52(14,4%4,1 _
3|GK|,228%,038(51,20%10,16(11,85%1,68|939%204 {10,62%1,01| 76,62%17,76 | 9,74%1,93{6,0120,91161, 5t71,% 15,39%1,87
3{Gs|,216%,04214,60%1,17|1,07t0,34|776%162 |12,70%1,16 | 44,71%10,66 | 6,31%1,27/8,88%1,43141,8+7,7 |2,76%0,64
3 |[NK 49,41%9,66(10,22%2,99 o o 113,71%3,67 w‘@mwo,um‘dm,&ww,m
4|GK|{,103%,011|7,55%1,51 1,48%0,20386% 78 1,89%0,59 | 23,44%10,63 | 2,62%0,89{1,29%0,17{27,9%5,2 |2,77%1,05
4168 |,095%,011]0,90%0,2410,21%0,05|268% 69 | 1,49%0,21] 8,68% 2,30 1,0240,19{1,95%0,23{11,3%1,8 |1,16%0,29
4 |NK 9,00%2,13|2,68%0,66 , 5,53%1,70}3,00£0,9310,9%2, 4
5|GK|,731£,082(13,16%1,98]2,55%0,35{3205%857 | 4,49%0,40 | 43,17%24,74 | 5,71%2,42|3,09%0, 35 154,6%28,5 |3,15%1,26
5/GS},767%,061}2,93%£1,03}0,50%t0,2112392%476 | 4,78%t0,45 | 10,28% 1,68 | 1,97%0,25|6,99+0,74{34,5%4,5 ,95%0,23
5 |NK 20,11%3,7815,48%1,11 S 4,36%1,2916,46%2,72|79, @HNUN ‘
6|GK|,133%,030}1,15%0,26[0,40%t0,07 |254% 83 3,18%1,90 | 19,03%12,51 | 2,20%1,00}(0,22%0,0841,2%¢,3 |1,60%0,65
6|Gs|,090%,018{0,13%0,04{0,20%0,04| 97t 31 | 2,39%1,18 | 7,91% 3,77 | 1,22%0,66(0,19%0,96| 7,4%3,4 {1,58%0,47
' 6|NK 0,33%0,12{0,36%0,11 | 12,568%4,72|1,51%0,66| 5,7%2,8 |
o — -
> ek 10 15 15 9 4 15 15 15 15 15
bodes 9 9 9 8 4 9 9 -9 9 9
NK 5 4 ) 8 8 8

Tabelle 4:

Spezifische WOSNmﬁﬁHmﬁHosms der mit dem mu beladenen Gradienten vom Typ HHH in SBOH\@ Gewebe,

N

Protein in mg/g Gewebe. F: Fraktionsnumme¥. Fraktion 1: . "18sliche Fraktion!, Fraktion 3: Vesikel
fraktion, Fraktion 5: Membranfraktion. In Spalte 2 bedeuten GK: Glycinprdparation, Kontrollorga-
ne, -GS: Glycinprdparation, stimulierte Organe, NK: Natriumchloridpriparation, Kontrollorgane
(vgl. Kap. 4.3.1.). Angegeben sind die Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen. In der letzte
Zeile ist die Zahl der Gradienten angegeben, die auf die jeweilige Nogwosmﬁdm untersucht wurden.
Das Lithium ist nicht endogen, sondern wurde wdhrend der Priparation zugesetzt. Die stimula-
tionsbedingte ACh- und ATP-Abnahme in der Vesikelfraktion und Ca-Abnahme in der Membranfraktion
sind hochsignifikant, die Li-Zunahme in der Vesikelfraktion und die ZGiPUbWWBm in der loslichen
Fraktion sind signifikant, und me Mg-Zunahme in den schweren Fraktionen kmpwﬁ fast in den
Signifikanzbereich (Fraktion 3:: p = 0,08, Fraktion & : p = 0,03) oder ist sogar hochsigni-
fikant (Fraktion [: p = o.oooév.
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Abb. 30§‘Spezifische Konzentrationen des mit dem Pg beladenen

Glycingradienten Typ III in nmol/g Gewebe. Die groBen Symbole
und fetten Kurven beziehen sich auf die Kontrollorgane (Mittel-
werte aus 15 Gradienten), die kléinen Symbole und mageren
Striche auf die stimulierten Organe (Mittelwerte aus 9 Gradien-
ten) . Die ACh-Abnahme, die Ca-Abnahme und die Mg-Abnahme
(Fraktion 1) bzw. Mg-Zunahme (Fraktion 3 - 5) als Folgen der

Stimulation sind statistisch signifikant.

ration von anderen Strukturén_abgegeben wurde, sinkt infolge
der Stimulation deutlich, wdhrend der Ca“Gehait der Vesikel-
fraktionen weniger stark abnimmt; vermutlich durch eineAﬁber~
lagerte Aufnahme von Ca-Ionen in'die synaptischen Vesikel (vgl.

unten) .
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b. 31: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der subzelluliren
Fraktionen von Glycin-Dichtegradienten. VergrdB8erung: 18000fa¢h.
a) Vesikelfraktion, unstimuliertes elektrisches Organ.

b) Vesikelfraktion, stimuliertes elektrisches Organ. Die synap-
tischen Vesikel sind kideiner, und es finden sich mehr Verun-
reinigungen‘durch‘gréBere,Membranfragménte als in a).

c) Membranfrakt%pn (stimuliertes Organ):’Die*grSBeren Membran=-
fragmente sind hiufig geschlossen und enthalten vielfach synap-
tisché Vesikel sowie z.T. Mitochondrien {(sind also Synaptosomen) .
Daneben finden sich freie synaptische Vesikel, die wahrschein-.
lich aus aufgeplatzten Synaptosomen stammen. Die zahlreichen
kleinen,; elektronendichten Partikel deuten auf einen hohen Ge-
halt an présynaptischem Material, vgl. Abb. 2. Die Membran-
fraktion des unstimulierten Organs unterscheidet Sich'ultra«~
strukturell nicht von der des stimulierten Organs.

)

i

Magnesium wird bei Stimulation durch die in den Fraktionen 3 - 5
anwesenden Partikel signifikant aufgenommen. Die Konzentrations-

anderungen der anderéen Metallionen sind nicht signifikant.




Die logarithmische Auftraguhg (Abb. 32) zeigt, daB nach Stimu-
lation die Fraktionen 1 und 5 relativ zu den Fraktionen 2 ; 4
reicher an égg sind (zu den logarithmischen Auftragungen

vgl. Kap. 3;12.)-'Dies kann durch eine Neubildung sehr leichter
ACh-haltiger Vesikel erklér£ werden, die bevotéugﬁ in schwere
Strukturen eingeschlossen werden (méglicherWéise'durCh ihren -
Entstehungsortvbedingt), oder durch eine sférkere ACh~-Frei-

setzung aus den "typischen" Vesikeln der Fraktionen 2 - 4.

nmol | GEHALT DER JC
"FRAKTIONEN o

1007 r100

Abb. 32: Logarithmische Auftragung der spezifischen Konzentra-

" tionen fiir die Pg—beladenen Glycingradienten des Typs III.

Vergleiche Legende zu Abb. 30.




Die ATP-Verteilung ist der ACh-Verteilung weitgehend parallel,
allerdings sind die leichteren Vesikel etwas reicher an ATP
(Abb. 33). Nach Stimulation haben die synaptischen Vesikel

91,8% des ACh's und 92,3% des ATP's .verloren. Die ATP-reichen

VESTIKEL-HETEROGENI TAT

I
‘.

1
ACh(nmot) 50+10 ATP (nmol ) K -'-_\\ KONTROLLE _ACh/ ATP
® s ¢ & 8 A ‘. —_—_—

\

40+

301

ACh {nmol)

¢t ©0 o o

ACh/ATP

Abb. 33: Spezifische ACh- und ATP«Konzentrationen in den Pg—bew
ladenen Glycingradienten des Typs IIT (linke Skalen) und ACh/ATP-
Verh&ltnis (rechte Skalen). Die Skalen der ACh- und ATP-Xon-~

zentrationen (links) fiir die stimulierten Organe (unten) sind

um den Faktor 10 gegeniiber den Skalen fiir die Kontrollorgane
gedehnt. Die leichteren Vesikel haben ein kleineres ACh/ATP-

-Verhdltnis. Mittelwerte aus 15 (Kontrollseifen) bzw. 9 (Stimu-

lationsseiten) Gradienten. Die Standardabweichungen der Mittel-

werte betragen etwa 20% der Absolutwerte.




- 91 -

Vesikel der Fraktion 2 haben dabei 'etwas mehr ATP, die ACh-
reicheren Vesikel der Fraktion 4 dagegen etwés mehf.ACh frei-
gesetzt (Abb. 34) , wie es flir einen exozytotischen Vorgang

zu erwarten wadre. Die synaptischen Vesikel der PeakfFraktion
(3) vérlieren deutlich mehr jihres ACh's und ATP's als jene
der Membranfraktion (5). Die Ver&dnderungen im Proteingehélt

(Abb. 34) sind gering, allerdings nimmt das AusmaB der Konta-

ANDERUNGEN BE| STIMUL.
Prot,  ACh, ATP, GE.

Prot, ACh, ATQ GE,

eco0e ' - — 00000

Abb. 34: Relative Konzentrationsdnderungen als Folge der elek-

by

trischen Stimulation (Pg—beladene Glycingradienten, Typ III).

Fir das Protein und die Gesamtesterase sind die Stimulations-

werte durch die Kontrollwerte dividiert (ZuBere Skala), fiir das

ACh und ATP hingegen die Kontrollwerte durch die der stimulierten

Organe (innere Skala). Mittelwerte aus 8 - 15 Gradienten. Vgl.Text




F Azetyl~ ATP Gesamt~ | Lithium | Natrium Kalium = {Magnesium |Kalzium Zink
cholin esterase : ,

1|GK |0,56%0,23 0,69%0,22 1,03%0,141{9,17%2,48 113,16%2,23 Advﬁquﬁmw 10,03%2,4514,47*0,7214,36%0,83
1/6s]0,10£0,19{2,29%0,36{1,04%0,23|7,62%2,76 12,81%2,00 |11,09%1,65| 3,47%0,89(3,94%0,59]4,38+1,21
2|GK|1,44%+0,2412,08%0,30|1,14%0,07{3,35%0,72 } 2,17%0,40 | 3,35%0, 44 2,91%0,23{1,404+0,06{1,5440,51
2168 2,13%0,37|2,69%0,44|2,00%0,39|3,05%0,38 | 2,69%0,46 | 3,19%0,45 | 2,72+0,31|2,88+0,54|2,05%0, 46
3|GK|3,72%0,31|3,86%0,27|1,26%0,09|1,45%0,21| 1,39%0,09 { 1,50%0,13 1,96£0,08(1,11+0,04!1,79+0,21
3|GsS|3,36%0,16(3,08%0,14}1,38%0,16{1,56%0,35 | 1,64+0,23 | 1,50%0,27 2,50+0,17 2,04%0,16|2,31+0, 30
4 |GK d~wwwo~gm‘g~gmwo,Ad 1,04%0,0910,6110,16| 0,64%0,14 | 0,5610,05 | 0,82+0,08 0,99%0,05(2,09+0, 46
41Gs |1,25%0,231,34%0,11{0,88%0,12|0,42%0,06 0,65%0,12 | 0,63%0,11 1,13%0,09 1,17+0,10}2,03%0,38
5|GK |0,42%0,05|0,31%0,03}1,02%0,04 |0,23%0,02 | 0,21%0,06 | 0, 18%+0,01 0,30%0,02 o\qmwo~v@ 0,28%0,06
51Gs |0,45%0,0810,2710,07{0,93£0,05 |0,20%0,02 | 0,11%0,02 | 0,17+0,04 0,49%0,04 o~gmwo‘ow,oﬁwwwo,0m
6 {GK |0,19%0,05{0,21%0,03{0,59%0,15 |0,41+0, 24 0,70%0,30 | 0,35%0,14 | 0,06%0,03 oﬁomwo~wq 2,56%0,99
6 1GS |0,27%0,09 |1,52%0,2010,66%0,32 |0,88%0,48 | 0,67+0,28 o~qmwo~wm, 0,20%0,120,72%0,16|2,74%0,53

GK| 11 11 9 4 11 11 11 11 11

GS 9 9 - 8 4 9 9 9 9 9

Tabelle 5: RSK-Werte fiir die PT-

Vergleiche Legende zu Tabelle 4.

y~beladenen Glycingradienten, Typ III.
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mination nach Stimulation zu (vgl. Abb. 31b). Ein Teil der
membrangebundenen Esterasen (Frakt. 5) ist durch die Stimu-
lation abgeiést worden und wird jetzt in Fraktion 2 wieder-

gefunden (Abb. 34 und Tabelle 4).

Die RSK-Werte nehmen fiir alle Metallionen (auBer Zn) konti-

nuierlich von Fraktion 1 bis 5 ab (Tabelle 5), bedingt durch
den UberschuB an freien Ionen in den ersten Fraktionen.iDie
Unterschiede in der relativen (!) Verteilung der Alkali-
metalle sind sowohl vor alswggch nach der Stimulation sehxr
gering. Da das Lithium wihrend der Priparation zugesetzt
wurde, muB geschlossen werdén, daé etwaige spezifische Bin~
dungsverhdltnisse fir Alkélimétalle in den Fraktionen 1 - 5
wihrend der Auftrennung nicht beibehalten werden kOnnen. Die
zweiwertigen Ionen zeigen als Folge der Stimulation eine Um~
verteilung ih die Vesikelfraktion, die mit einer Abnahme der
RSK-Werte dex léslidhen Fraktion (Mg) beziehungsweise Membran-
fraktion (Ca) éiﬁherqeht. Trdgt man daé Verh&ltnis der RSK-
Werte‘der Kontrollorgane zu jenen der stimulierten Organe

(Tabelle 6) gegen das Ionenpotential auf (Abb. 35), sc findet

man ausschlieBlich fiir die Vesikelfraktion die bereits bei der

Analyse der Vorfraktionen festgestellte lineare Abhingigkeit.

Aufgrund der starken Konzentrationsabnahme in Fraktion 5 fallt

der Wert fiir Kalzium (und Natrium) zu niedrig aus. Wie in

Kap. 4.1. wird geschlossen, dag die negativén Ladungen in

der Vesikelfraktion infolge der elektrischen Stimulation zu-
nehmen, und ein negativer Ladungsﬁberséhuﬁ der Vesikelfraktion

unspezifisch kompensiert werden musB.




,;- 94 -

Li® [1.203 1.098  .929 1.452 1.150  .466 | .9175 | 1.282

. 1 2 3 4 5 6 S3 z/r
k" [1.009 1.050 1.000 .889 1.059  .449 | .997 | .752
Na® |1.027 .807  .848  .985 1.909 1.045 | .931 | 1.179

ca®t 11.135  .486  .544  .846 1.733 1.375 |1.064 | 1.886
mg?* |2.982 1.070 .784 .726 .612  .300 | .874 | 2.364
zn?t | 995 .751  .775 1.030 1.217  .934 | .755 | 2.47

Tabelle 6: Verhdltnis der RSK-Werte RSKX(unstim,)/RSKX{stim.)

flir die verschiedenen Ionen X in den Fréktionen F. Flir die.

Waschldsung S; ist der entsprechénde Kehrwert'RSKX(stim;)/

RSKX(unstim.) angegeben. In der'letzten Spalte ist das Ionen-
potential z/r tabelliert. '

Von Fraktion 5 zu Fraktion 6 steigén die RSK—Wérte wiedér

én (Tabelle 5), was aqf die Bildung sehr schwere;, membran-
umgebener Struktureﬁ hinweist, wélche freie Ionen einge-
schlossen habepy/Die logarithmische Auftragung (Abb. 32) -
zeigt,‘daﬁ die/Verteilung des Kaliums und Magnesiums (mit
Ausnahme der freien Ionen in den Fraktionen 1 und 2 und den
Ionen der sehr schweren Strukturen in Fraktion 6) der ACh-
Verteilung gut p;oportional ist. Das gleiche gilt fir Li uhd
Na, sowie - weniger exakt - fiir Zn. Es kann daher angenommen
werdenT—daﬁfdiése—Tonen—gemeinsam’mit den synaptischen Vesikeln
aufﬁreten,fWahrend das Kalziumb(vor Stimuiation) auBerdem zu
einem gréB8eren Teil an éndere Part;kel gebunden ist (Fraktion

5, s.u.). In der gesamten Vesikelfraktion der Typ III-Gradienten

sinkt der Natrium~-, Kalium- und Zink-Gehalt bei Stimulation




~/
;

v/'
.v/>

Abb. 35: Verhiltnisse der RSK-Werte nach Tabelle 6 in Ab-
h&ngigkeit vom Ionenpotential z/r. Nur fiir die Waschldsung S§
(Punkte) und die Vesikelfraktion‘(Kreuzé) 188t sich in guter
N&herung eine lineare Abhdngigkeit feststellen (dick einge-
zeichnete Geraden. Die Abweichungen.von der Lineadaritdt sind

im Text besprochen.). Flir die Ubrigen Fraktionen (durch diinne

‘Kurven verbundene Zahlen) 1&8t sich kein einfach verstdndlicher

Zusammenhang feststellen.

um ca. 40%, aber dieser Abfall ist nicht signifikant. Er kann
durch eine Abhahme der Vesikelzahl erklirt wérden (vgl. Dis- -
kussion, S. 130 ff). Im Gegensatz zu den anderen Ionen werden Li
und besonders Mg infolge der Stimulation signifikant von den

Vesikeln aufgenommen (50% Zunahme fiir Mg).
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Ein genauer Vergleich zeigt (Abb. 32), das die Steigungen
jener\Kurven, die die stiﬁulierten Proben der Fraktion 3 und 4
verbinden,‘beséer'mit den Kontrdllwerten der ACh-Bestimmung
parallelgehen, als mit denen derbstimulierten ?roben. Ferner
zeigt sich, daB der Na-, K- und Ca-Verlust in der Vesikel~
fraktion geringer und die Li-Aufnahme gréBer sind als in den
Nachbarfraktionen. Dies wird besonders deutlich, wenn mah den
Qudtienten aus den spezifischen Konzentrationen nach und vor
der Stimulation auftr&gt (Abb. 36). Die_Vésikelfraktion zeigtv‘
fir aile Ionen einen Peak oder - dﬁrch AusWascheffekte ver-
ringert - eine Schulter. Diese unspezifische Ionenaufnahme
kann am besten als Ionenaustéusch‘interpretiert werden (vgl.
Diskussion, S. 130 ff). DievTatsaChe, daB allein fir Mg eine
signifikante Aufnahme in die QYnaptiSChen Vesikel gezeigt
werden kann, muB nicht bedeuten, daB diese Aufnahme spezifisch
ist, denn | ) | |
1. besitzt Mg ein viél hSheres Ionenpofential als Na oder K,
2. sind die Vegikelmembranen fir die.Alkalimetailionen offenbar

besser pérmeabel (vgl. die Hinweise auf Auswascheffekte,

s. 81 £, 93),
3. kann Mg mit Hilfe der AAS.besonders genau bestimmt werden,'
4. sind die Ausbeuten fﬁr Mg besse: als flir die anderen Ionen,
5. gibt es bei Mg keine Kontaminétionsprobleme durch Ionen aus

" anderen Fraktionen, Staub oder Abldsung von‘deh_GefaBen.

Die Abbildung 36 zeigt weiterhin eine exakte Kovarianz zwischen
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'ANDERUNGEN DES IONENGEHAL -
TES BEI' STIMULATION
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Abb. 36: Verdnderungen der spezifischen Ionenkonzentrationen
als Folge der eiéktrischen Stimulation und Kovarianz der Mg-
Zunahme mit dem ACh/ATP-Verhdltnis nach der Stimulation. Der
Index s steht flir stimulierte Organe, k fﬁr Kontrollorgane.
Vgl. Text. /

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Im Gegensatzwédmdén Meﬁwnrteﬁbfﬁ£ die Gradienten des Typs IITI
(7 Expe;imente), stammen die MeBwerte der Typ II—Gradientenrvon
nur 4 Versuchstieren. Der hochéufgeléste Vesikelpeak erstreckt
sich dber die Fraktionen 4 bis 6, die Hauptmenge der frei ge-

1&sten Komponenten findet sich in den Fraktionen 1 und 2, und

/ N
YA




F Protein Azetyl- ATP Gesamt~- Lithium{ Natrium Kalium Magnesium Kalzium Zink

. cholin mmﬁmﬁmmm
1{GK|,022%,007| 0,40%0,14 |0,10%0,03| 102% 30 |8,79%2,08|57,85% 9,75!6,77%1,32 5,37%1,12]45,87% 8,8610,41%0,09
1{Gs|,047%,022| 0,14%0,04}0,11%0,03 61% 22 12,29%2,53|77,22%15,7718,59%1,67]1,71%0,46|11,15% 2,62]0,83%0, 22
2|ck|,062%,013 _oMQmwo~wo.o~4mwo~o® 390%154 ‘| 5,85%1,07|38,59+ 9,71} 4,63%0,80]2,84%0,57|37,03*% 5,60 0,55%0,17
2{Gs|,090%,026 | 0,25%0,07|0,09%0,02| 291% 86 |8,72%1,89{43,51* 8,66{5,01%0,93|1,96%0,50|20,88% 4,62]0,42%0,20
3/GK|,053%,009 | 4,66%1,31(1,35%0,46| 313% 90 | 4,48+0,52]20,96% 4,99 3,87+0,80(2,91%0,38|28,88% 5,59]0,39%0,15
3{GS|,061%,009| 0,73%0,16{0,19%0,39] 481%144 |6,02%0,49|23,07t 3,53|3,61+0,35{3,00%0,36}19,10% 3,97]0,78+0,15
4|GK},079%,026 |22,44%7,55(3,36%0,91| 425116 | 2,83%0,10{17,90% 4,72 2,82%0,43]2,95%0,40(28,43% 4,86(0,5110,06
41Gs{,082%,013| 1,90%0,62}0,48%0,14| 323% 60 | 4,08%0,20(19,60% 4,02}2,98%t0,52|3,72%10,50|16,27% 2,56{1,01%0,27
5|CGK{,087%;012121,58%+8,50(4,19%1,89 398+ 74 |2,15%0,96|22,62+ 5,77}2,72+0,54|3,05%0,48|33,02+ 4,79 10,70+0, 20
5{Gs|,080%,007| 2,08%0,58|0,49%0,23| 336% 54 |3,49%0,76|20,49% 5,02|2,96%70,59|3,94%0,46|18,21* 2,5811,16%0,28
6|GK |,103%,023|19,86%5,21|2,69%0,53| 422% 64 |5,64%1,48{16,27% 3,31|2,22%0,21|2,34%0,31|34,89% 7,05 |0,52¢0,11
6{Gs|,112%f,028| 1,23%0,32]0,25%0,08| 331% 37 |5,13%1,25(15,26% 2,68|2,0610,2713,05%0,27|16,30% 2,45}1,10%0,28
7{GK}|,111%,015(10,48%2,38{1,34%0,24| 494+ 88 |1,89+0,5912,53* 3,71|1,19%0,21 1,75%0,25|42,31% 7,8510,76%0,15
7|Gs|{,106%,015| 0,70%0,19|0,19%0,06| 333%f 74 |1,49%0,21{10,27% 2,67} 1,08%0,24|2,27t0,11{12,47t 2,02 |1,32%0,35
8|GK|,752%,096 |17,33%2,00(2,15%0,26|4184%108 |{4,49+0,40{13,60+ 2,20|2,22%0,17|3,90+0, 46 [226,49*45, 35 0,67%0,18
81GS1,765%,091) 1,42%0,2810,19%0,07|2838%513 |4,78%0,45|11,20% 2,02{1,79%0,21|7,48%0,82|35,36% 5,46 {0,95%0,30
8INK|. 14,06%3,4213,80%0,90 ~1,73£0,44|3,93%1,39|44,84% 9,14 {0,78%0,02
9|GK|,153%,041| 1,78+0,40}0,36%0,11| 340%109 |3,18+1,90| 2,41+ 0,86]0,37%0, 21 0,13%0,08 mwﬁuowgmy@q 0,82%0,19
9]Gs{,094%,028 | 0,14%*0,05]0,17£0,04| 119% 38 |2,39%1,18| 7,74+ 4,87|1,36%0,85|0,14%0,08| 7,69% 4,39 1,79%0,56
9 (NK 0,33%0,12}0,36%0, 11 - , 12,58%4,7211,51+0,66| 5,661 2,83/0,69%0,04

GK 7 7 7 6 4 7 7 7 7 7

GS 7 7 7 6 4 7 7 7 i 7 7

NK 5 4 8 8 % 8 2

Tabelle 7: Spezifische Konzentrationen des wwlvmwmgmsms Glycingradienten vom Typ II. L&sliche Fraktion:

"

1-2,

Vesikelfraktion: 4-6,

Membranfraktion:

8. Die Symbolik ist dieselbe wie in Tabelle 4.
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Abb.'37§ Spezif{éche Konzentrationen des Pgwbéladenen Glycin~
gradienteﬁ, Typ II, in nmol/g Gewebe. Die groBen Symbole und
fetten Kurven beziehen sich auf die Kontrollorgane, die kleinen
Symbole und diinnen Kurven auf die/stimulierten Crgane. Mittel-

werte aus 7 Gradienten.

die schweren Partikel sind in Fraktion 8 angereichert (Abb. 37

uném38). Die MeBwerte sind in Tabelle 7 zusammengeféﬁt; Auch
hief,maqhen die logarithmischen Aufﬁragungenvdeuiiich, daB,

sich das Ca der unstimulierten Organe analog dem Protein und

den Esteraseh der schweren Strukturen verteilt (Abb. 39), wéhrend
dié Ubrigen Ionen an die synaptischen Vesikel gebunden sind

(Abb. 40, der Ubersichtlichkeit halber sind nur Na, XK und Mg
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Abb. 38: Spezifigche Konzentrationen des Pgmbeladenen Glycin-

gradienten, TyprI. Prot.: Protein in mg/g Gewebe (rechte Skala) ,

GE: Gesamtesterase_(G Gradienten, Relativwerte). Im dbrigen
vergleiche Legende zu Abb. 37. |

eingetragen) . Abb. 39 zeigt, das8 sich_jedoch auch das Ca der

stimulierten Organe analog den anderen Ionen und dem ACh ver-

teilt (zum Vergleich sind die Mg-Werte eingetragen), nachdem

v

die schweren Membranen 85% ihres KalZiums‘Verloren haben,

Die Gradienten des Typs II dienen der Untersuchung der Vesikel-

heterogenitdt: Das ACh:ATP-Verh#ltnis ist fiir die schwereren
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Abb. 39: Logaﬁithﬁische Auftragung der.spezifischen Konzen-
tratiohen;fﬁr‘die Pg—beladenen Glycingradienten des Typs II.
Veor der Stimulation verteilt sich das Ca analog dem Protein-
(Prot.) und der Gesamtesterase (GE), nach der Sﬁimuiation analog

dem Mg. Die Proteinwerte beziehen sich auf die rechte Skals.

Vesikel der Fraktionen 6, 7 und 8 (z.T. in Synaptosomen einge-

schlossen) h&her als fiir die léiéhten SYhaptischen Vesikel
(Abb. 41, oben). Nach Stimulation sinkt das ACh:ATP-Verhiltnis
im gesamfen Vesikelpeak (Fraktionen 4 - 6), nicht jedoch bei
den Vesikeln dexr schweren Membranfraktion (Abb. 41). Gleich-

zeitig erkennt man eine Verschiebung des Vesikelpeaks zu
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Abb. 40: Logarithﬁische Auféragung der spezifischen Konzen-—
trationen der Pg—beladenen Glycingradienten vom Typ II. Im
Bereich der Vesikélfréktionen (4 - 6) ist die Verteilung der
Metallkationen (auBer den Kontrollwerten fiir Ca) der ACh-Ver-

teilung proportional.

leichteren Fraktionen. Auch die'eléktronenmikroskopische Untexr~

suchung bestidtigt, daB nach Stimulation mehr kleinere synap-
tische Vesikel gefunden werden (Abb. 31b), und daB sich diese
kleineren Vesikel bevorzugt in der Fraktion 4 wiederfinden;

sie sind zugleich jene Vesikel,; die ein kleineres ACh:ATP-

Verh&dltnis besitzen.

e i e i
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Abb. 41: Spezifiéche ACh~- und ATP-Konzentrationen in den P§~

beladenen Glycingradienten des Typs II (linke Skalen) und ACh/
ATP—Verhélﬁnis (rechte Skala). Die Skalen der ACh- und ATP-"
Konzentrationen (links) fiir die stimulierten Organe (unten)
sind um den Faktor 10 gegeniiber den Skalen flir die Kontroll-

organe gedehnt. Mittelwerte aus 7 Gradienten.

Abb. 42 verdeutlicht die besonders hohe metabolische Aktivitit

der schwereren, freien synaptischen Vesikel in Fraktion 6.
Zugleich zelgt sie den schon erwdhnten Solubilisierungseffekt

auf die Gesamtesterase.

o~
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Abb. 42: Relative Konzentratlonsanderunqen als Folge der elek-
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' ANDERUNGEN BE| STIMUL.

{. -\ Protg ACh, ATP, GE,
1- Prot,  ACh, ATR  GE,

e s o0 — -

o000

trischen ‘Reizung (P ~beladene Glycingradienten, Typ II). Fi

das Proteln (Prot.) und die Gesamtesterase (GE) sind die Stimu-

lationswerte durch die Kontrollwerte dividiert. (&uBere Skala),

o~
=

fir das ACh und ATP hingegen die Kontrollwerte durch die der

stimulierten Organe (innere Skala)

bzw. 7 Gradienten.

.- Mittelwerte aus 6 (GE)

ATP-Verhdltnis nach der Stimulation. Ferner zelgt sie, daB

sich nach Stimulation 3- bis 4mal mehr an jenen sehr schweren

aufnehmen (ca.

10 Na-Ionen pro Kélium—lon).

._~Strukturen bildet, die Na und K in einem festen Verh&ltnis

Mbglicherweise

- Abb. 43 zeigt die Kovarianz zwféchen Mg-Aufnahme und dem ACh:
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Abb. 43: Veréndéruﬁgen dér spezifisdhen Tonenkonzentrationen
als Folge der elektrischen Reizung und Kovarianz der Mg-Zu-
nahme mit dem ACh/ATP-Verhdltnis nach der Stimulation (Pg«bew
ladene Glycingradienten, Typ II). s bedeutet stimuliert,

k bedeutet Kontrollwert.

handelt _es sich um Abschniirungen- jener Einstiilpungen der pré-
synaptischen Membran, die aufgrund der Stimulation zunehmen
(vgl. Diskussion, S. 117). Der Lithiumgehalt variiert in |
dieser‘Fraktion hingegen nicht. Flir den Vesikelpeak 188t sich

~_-.-keine signifikante Heterogenitdt hinsichtlich der Metall~

T




LA~

F | Azetyl- ATP Gesamt~ | Lithium Natrium Kalium Magnesium Kalzium Zink
cholin esterase

T{eK| 16,9% 3,7 [11,34% 7,79|3641%1195/347,7%126,5!3790,5%1028,7 478,1%1142,31520,8%291,513135%875}40,26%16, 4C
11GS 5,3 1,6 6,05 2,80|1460% 747y368,5%151,4{3258,3% 683,71390,7% 97,0] 94,1% 50,6 481%£199{44,15%17,0¢
21GK| 11,2% 3,8 | 3,13t 0,80|6245%1899| 76,4% 19,0| 664,6% 131,7] 91,6t 18,7 52,1 13,4| 740%134)12,48% 4,8
2|1Gs 3,0% 0,6 1,69% 0,67|4416%1341|102,7% 41,2 732,0% 156,8] 88,5% 20,5} 37,1% 16,7{ 361% 90| 8,26% 6,2¢
3{Gk| 81,8%19,8 |24,55% 7,7915462% 614} 68,7 10,2} 398,4% 86,3| 76,6% 14,2| 57,1+ 4,0 523+ 32 7,02t 2,8"
3|esf 13,6% 3,5 | 3,70% 1,00|7882%1448| 85,8% 5,2 445,8% 61,2| 68,2+ 5,2 58,8t 9,8 347t 62|14,76F 3,6:
41GK|399,0%130,4 mm~0q»mb.mo 7303%2010¢ 32,6t 7,5{ 253,8% 54,3} 46,4% 6,7 50,9% 8,3| 463% 69|10,13% 2,6¢
41Gs| 22,1% 4,7 | 5,73% 1,08[4605t 498| 51,8% 13,1| 276,7+ 53,4 43,5+ 7,7} 52,8% 6,3| 223% 25{13,64% 3,2«
5|CGK1238,3%89,3 149,14%19,70(4984%1110| 18,3+ 7,8| 239,1% 43,1| 32,1+ 5,6 34,7+ 3,0| 382%f 40} 7,83+ 1,8
5/Gs| 26,4% 8,4 | 6,87+ 3,59|4418% 729| 40,0t 11,21 256,3% 59,9| 39,4f 8,7| 53,9f 8,1| 238+ 35[14,98% 3,67
6|GK|207,4%69,0 29,197 6,7414458% 611\ 41,0f 9,0| 166,7t 36,6 26,3t 4,9| 25,1+ 2,8| 341+ 28 6,38+ 1,8¢
6{Gs| 12,0%f 2,9 | 2,78% 1,11|3896% 873 41,0t 6,5 165,7f 35,9| 23,7t 4,5| 33,8% 4,2) 173% 27{11,41% 2,6"
7lGK| 89,4%16,0 113,05 2,83}4306% 318] 13,0% 3,3| 102,1* 30,2 11,3t 2,3| 16,4+ 1,8| 365+ 35| 7,94+ 2,2
716s|  7,2% 2,3 | 2,39% 1,15/2837% 379 11,8t 1,1 100,5% 26,0 10,6% 2,0} 25,1t 4,0| 133% 33{12,83% 3,7¢
8|GK| 24,2% 2,6 | 3,25% 0,67}4929% 780| 4,8t 0,1 18,7t 3,0 3,2t 0,3] 5,2t r%w 286% 25 1,02% 0,28
81Gs 2,0t 0,5 0,34% 0,19]3483% 632 5,6 0,5 14,9% 2,1 2,5t 0,5 9,8t 0,2 48t 7§ 1,30% 0,4¢
. ‘ , \ m

91GK| 13,1f 2,6 | 2,89% 1,20{2241F 651 10,2t 6,0| 16,2t 8,1| 3,0t 2,1| 0,4t 0,3 473+122) 6,72% 1,92
9168} 2,1% 0,7 | 2,46 0,99[2094%1063| 23,4% 2,1 53,7t 25,6) 16,1t 8,8] 1,8+ 1,3| 69+ 21/19,63% 3,12

GK 7 7 6 4 7 7 7 7 7
Tabelle 8: ASK~Werte der mw.&mwm@msms Glycingradienten, Typ IL. Vergleiche Legende "zu Hmvm.:,m 4,
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kationen feststellen: méglicherweise‘sind die Vesikel der

Fraktion 5 etwas ionenreicher als jene der Fraktion 4 (Abb. 37).

Auch die auf Protein bezogenen ASK-Werte der Tabelle 8 ver-
deutlichen aie Iénenzunahme in der Vesikelfraktion 5 bei
elektrischer Stimulétioﬁ..Bei dieser Auswertungsmethodik er-
weist éich auch die Zunahme déf Zinkkonzentration als fast

signifikant (p = 0,02).

4.3. Untersuchung moglicher Artefakte und Berechnung_gggr

Konzentrationsverhdltnisse in der Vesikelfraktion

4.3.1. Einfliisse des Suspensionsmediums

e e s e o 00 0 0 ® & o 8 6 e 0 00 0 20 0,0 000 00 00

Soweit vergleichbaré MeBwertée vorliegen; sind in Tabelle 4 fir

die Typ III-Gradienten und in Tabelle 7 fiir die Typ II-Gradienten

auch jene Mittelwerte eingetragen, die von Kontrollorganen bei
Benutzuﬁg von NaCl als ﬁomogenisations—, Suspensions- und
(zusaﬁmen mit Sacgharosef~Gradienfenmedium erhalten,werden.
Wahrend dig Kalziumwerte — mit Ausnahme der ersten und der Ve-
sikelfraktion (!) - denen-der.stimulierten Orgaqe glgichen
(Zeilen GS und NK der Tabelién),‘éﬁneln die Ubrigen Mittelwerte
eher den.W¢rtén der Clycin—behahdelten Konfrollorgane (Zeilen

NK und GS). Im statistischen Vergleich der beiden Prdparations-

 fliissigkeiten sind auBer dermmdrkantgn_Kglziumabnahme lediglich
der hohere Kalium- und Magnesiumgehalt der schwersten Fraktion,
der h&here ATP-Gehalt der Membranfraktion und die kleinere
ACh-~Konzentration der Fraktion 2isignifikant verschieden. Zur

Diskussion dieser Unterschiede Vergleiche S. 116 und S. 138 ff.
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4.3.2. Auswascheffekte

---------------

Nachdem der, groB8te Teil der zytoplasmatischen Stoﬁfe mit dem

83 entfernt worden ist, wird der P3 bzw. Pg in‘einem Medium
suspendiert, das zwar dem Zytoplasma der Versuchstiere iso-
oSmolar ist, das aber eine artéfiziélle_Zusammensetzung be-~-
sitzt. Die Pg—Préparate sind diesen kiinstlichen Bédingungen
lidngere Zeit ausgesetzt, so daf die induzierten Verdnderungen
durch einep Vergleich der P3~ ﬁnd P?—Gradienten erkannt werden
konnen, wie\es'in Tabelle 9 exemplarisch fir Kalzium und Natrium

Gchin - Prdparationen NaCl - Préparationen

Kalzium ' ~ Natrium Kalzium

' » + + +
F P, Py P, P Py 7,
1 77,2 58,0% 9,6 850,6 }136,9%21,01} 95,9%13,4 47,3% 9,9
2 24,2 23,7t 3,0 | .338,3 30,0+ 7,2 22,2% 6,0 14,4% 4,1
3 |53,7 | 61,5%11,8 | 117,0 | 76,6%17,8{| 16,9% 5,3 | 16,4% 3,2
4 27,8 | 27,9 5,2 | " 26,3 | 23,4%10,6|} 10,9% 2,4 | 10,9% 2,4
5 1185,7 |154,6%28,5 59,1 | 43,2%24,7{! 83,0%21,0 | 79,4%20,2
6 | 22,2 1 41,2%10,3 10,1 19,0%12,5 2,9% 1,5 5,7t 2,8

1 15 1 15 6 8

Tabelle 9: Vergleich der P3— und P§~Préparationen (Auswasch-

effekt) am Beispiel eines Alkali- und eines Erdalkalimetalls.

F: Fraktionsnummer. Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen.
In der letzten Zeile ist angegeben, wieviele Gradienten zur

Mittelwertbildung verwendet wurden.

gezeigt ist. Die P3wPraparate enthalten mehr Ionen in"dexr 18s-

lichen Fraktion (1 und z.T. 2), wahrscheinlich {iberwiegend
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eingeschieppte freie TIonen des Zytoplasmas. Die {ibrigen MeR-
werte sind fliir das Erdalkalimetall jeweils sehr &hnlich,
wihrend das Alkalimetall bei der P3—Praparation auch in der

Vesikelfraktion (3) hoher konzentriert ist.

4.3.3. Gradienten des Typs I

ooooooooooooooooooooo

Bildet man allein fiir die NaCl- und Glycih—Gradienten vom Typ I
mit der hohen Adflésung im Bereich der schweren Saccharose-
l&sungen di; Mittelwerte, so findet man beim Dichtesprung von
der 0,4 zur 0,6 molaren Zuckerldsung keinen ACh- und keinen
Ionenpeak. Neben den elektronenmikroskopischen Bildern und der
Tatsaché, daB die Ionenkonzenﬁration fiir die meisten Metalle
in der Vesikelfraktion h&her ist als in der Membranfraktion,
‘stﬁtzﬁ auch dieser Befund die Annahme, daB es sich bei den , f
ionenhaltigen Partikeln der Vesikelfraktion keinesfalls um
Bruchstilicke derx échWerén Membranen handeln kann.n

o
4.3.4. Koqzentratlonsverhaltnlsse in der Ve51kelfraktlon !g
AbschlieBend ist eine Aufstelluﬁg Uber die Konzentrationsver-
h&ltnisse der verschiedenen Ionen in der Vesikelfraktion an- f
gefiihrt, die die spezifischen Konzentrationen auf ACh (= 1)

bezieht (Tabelle 10).
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ATP Li Na X Mg . Ca Zn
NK | 0,211 . - - 0,297 0,087 0,281 -
(0,265) (0,157) (0,503)
Gk | 0,228, 0,142 1,207 0,217 0,129 1,155 0,146
(3,518) (0,466) (0,106) (1,005) (0,196)
s | 0,240 2,014 8,347 1,187 1,702 7,365 0,496

Tabelle 10: Auf die ACh—-Konzentration (=

1) bezogene Konzen-

trationen in der Vesikelfraktion flir die PémPré“arationén

und die P3—Praparatlonen (in Klammern) . Fiir die Mlttelwert—

-bildung wurden von jedem der 39 Gradienten die spe21flschen

Konzentratlonen der Fraktion mit dem hdchsten ACh~Gehalt

zugrunde gelegt. NK: Natriumchloridpridparation, Kontrollorgane;
GK: Gchinpréparation, Kontrollorgane; GS: Glycinprédparation,

stimuliexrte Organe.
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5. Diskussion

Es ist bereits in der Einleitung erwidhnt worden, daB die
Erregung in den Nervenaxonen durch Strdme von Metailkationen
(Natrium und Kalium) weitergeleitet wird ﬁnd daB die Anwesen-
heit 'von Kalziumionen flir die'Transmitterfreisetzung ebenso
erforderlich ist wie fiir andére sekretorische Prdzesse, daB
die subzeiluléfe Wirkungsweise dieser Metallkationen jedoch
Weitgéhend\ungeklart ist. Das»Ziel dieser Arbeit bestaﬁd
darin, festzustellen, welche Metallionen im elektrischenyOrgan
Qon Toﬁpedo - das als Modéllsystem cholineréer-Syhapsen gelten
kann - auftreten, wie sie gquantitativ bestimmt werden k&nnen
und ob durch die Isolierung Subzellulérer Fraktionen dieses
Gewebes etwas ﬁber die Beteiligung der Metallionen am Mecha-
nismus der synaptischen Transmitterfreisetzung in Erfahrung

gebracht werden kann. -

Y

T L S ek vt o o o i TV S o v i o 000 0L ot S pam Bt e ©00n mt WR v P Mt A A Al S b A o VTR e e Sare P o SR S KO oG S S v e i o o e e Tt e s een e

e e T v vam e e e e oo i S e Ol i i 4o G WS St S TR M Tmte e e

Die Analyse von Gewebeaufschliissen hat ergében, daB im-elek-
trischen Organ, voﬁ einer gexringen Veiunreinigung durch‘den
Eisengehalt des Blutes abgesehen, lediglich Natrium, RKalium,
Magnesium;mKaiZium_ﬂh&MZink—auftreten; Bie Anwesenheit dieser
Alkali- und Erdalkalimetalie.wér Zu efwarten, da Magnesium ein
allgemeiner Bestandteil von Ribbsomen und Mitochondrien ist,
Kalzium in zahlreichen biologiéchen Membranen gefunden wurde
und Natrium=- und Kaliumionen erforderlich sind, um die Poten-

tialdifferenzen der Elektroplaguezellen aufrecht zu erhalten.
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Auch die‘Gegenwart von Zink erstaunt nicht, weil es Kofaktor
fir einige Enzyme ist. Insbesondere haben Hanig und Aprison
(1967) Zink\im Nervengewebe (GroBShirnrinde, Cerebellum, Nukleus
caudatus, Thalamus und Medulla oblongata)‘von Albino Kaninchen
nachgewiesen. V. Euler (1962) fand es im Hippocampus von
,Kaniﬁchen, Meerschweinchen und Méusen‘uhd zeigte, daB die
synaptische Ubertragung zwischen den Moosfasern und den Pyra-
midenzellen durch lokale Ausfillung aes Zinks mit Schwefel-
wasserstoff selektiv blockiert wifd. Ibata und OCtsuka (1968) -
konnten sp&ter ultrastrﬁkturéll nachweisen,‘daﬁ das--Zink in
oder auf den 5ynaptis¢hen Vesikeln der Moosfasern lokalisiert

ist. Auch in den sekretorischen B-~Zellen des Pankreas wurde

Zink gefunden (Okamoto & Kawanishi, 1966; Pihl & Falkmer, 1967).

Es ist bemerkenswert, daBlim elektrischen Organ von Torpedo.
kein Kupfer nachgewiesen werden konnte, wie es zu erwarten
wire, weﬁn aﬁch noradreherge Nervenendigungen vorl&gen (Rupfer
ist‘Kofaktor,der Dopémin-B—hydroxylase).

y
/
///
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5.2. Der_Ionengehalt_im Blutplasma, in der Cerebrospinal-

T s v ana o on DA W S S W . S W S e an S S S Vs S PVt S rra Hm P (e S S Vo SRS e W S

Neuere Untersuchungen iber die ionale Zusammensetzung der

KOrperflilissigkeiten von Rochen sind mir nur fiir das Kalzium

im Bldﬁﬁlasma bekannt. Allerégéééigibﬁ»és Daten Ulber die Zu-
sammensetzung des Bluﬁplasmaé und der Cerebrospinaiflﬁssigkeit
der engfverwandten Haie,‘die derselben Unterklasse der
Elasmobranchii angehdren. Sie siﬁd in Tabelle 11 den eigenen

Ergebnissen gegeniibergestellt. Die relative Ionenverteilung
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ist zwar‘béi den beiden Gattungen éhnlich; aber generell
fallt ein héherer Natriumgehalt bei den Torpedineen auf.
Zum Vergleich ist in die Tabelle auBerdem die Zusammensetzung
einer kiinstlichen "physiologischen Flﬁssigkeit"l(Babel;Guérin,

1974) aufgenommen worden.

Auch flUr das gegeniliber dem Blutplasma und der Cerebrospinal-
flissigkeit Lithium- und Natrium-&rmere und Kalium=- und .
Magnesium—réichere elektrische Gewebe iiegt mir nur der
_Kalziumwert von Babel—Guérinfﬁor,—der meinem vergleichbar--
ist (Tabelle 11). Die von ihr festgestellten jahreszeitiichen
Verdnderungen im Kalziumgehal; (die "Sommertorpedos" sollen
eine wesentlich héhere-Ca-Konéentration besitzen aisrdie
"Wintertorpedos”) kann ich allerdings nicht besté&tigen. Allén~
falls kann ein etwas hdherer Gehalt (30%) an freiem Magnesium

bei den im Sommer untersuchten Fischen festgestellt werden.

VZ
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spektralphotometrie guantitativ bestimmt werden
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In der Literatur finden sich zahlreiche Untersuchungen des
MetallionengehéltesrmdiewunterwAnwendung~radioaktiver Isotope
durchgefﬁhrt wurden. Diese Studien haben zwei entscheidende

. Nachteile: Die Aufnahme eines bestimmten Isotops in ein. Gewebe
oder eine subzellulire Fraktion erlaubt keine Aussage dariber,
ob die Bindung spezifisch fiir das untefsuchte Element ist.

Augerdem wird die gemessene Radioaktivitdt nicht nur durch
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die G;éﬁé des,beéreffenden 'pools' sondern auch durch die-
Geschwindigkeit der Nettoaufnahme und die Austauschge—
schwindigkeit mit den‘natﬁrlichen Isotopen des betreffenden
Elementes bestimmt. Aus diesén Griinden wurd¢4die vorliegende
Arbeit mit Hilfe der Atomabsorptionsspektralphotometrie
durchgefiihrt. Durch eine Reihe arbeitstechnischer Verfeine-
rungen, die im methodischen Teil beschrieben sind, konnteh
die Nachweisgrenzen bis auf jene Werte herabgedriickt werden,
die von den" Geriteherstellern fir optimale_MeBbedingungen
angegeben werden. Dadurch~wufde'es méglidh, die Verdnderungen

der extrem kleinen Metallionenkonzentrationen in den synap-

tischen Vesikeln des elektrischen Organs von Torpedo marmorata

zU bestimmen, die beil der Aktivitit des Nerven auftreten.

—— n._-—.-.—.——.u.—.———.——.—_—..-..—_...—.-.-.._....—._._._.._—.——a...

Da Meta11101en allgedenWOrtlg sind, ist zu ihrer quantitativen
Bestimmung in subzellu¢aren Strukturen eine bessere Isolierung
von anderen Fraktionen erforderlich, als bei der Untersuchuﬁg
anderer Stoffe. Diesem Umstand wird Rechnung getragen, indem
in das'allgemeine Préparationsschema fiir die cholinergen
synaptischen Vesikel spe21e11e Relnloungsschvltte einge-
schoben‘werden mDureh—Differenf1alzentfiﬁugatlon des P3 und

Pg k&nnen dle storenden zytoplasmatlschen Metalllonen abge-
trennt werden Andererseits bedingt das Suspendieren in dem
zwar isoosmolaren, aber unphysiologisch' zusammengesetzten
Medium, daB Alkalimetallionen aus den synaptischen Vesikeln

. . . . . . + -
ausgewaschen werden. Sie finden sich teilweise im Sy und teil-
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welse in der 1l8slichen Fraktion der Pg—beladenen Gradienten.

Glycinlééuﬁgen lassen den Kalziumgehalt der synaptischen
Membranen unbeeinfluBt (vgl. Tan, 1975). Benutzt man jedoch
stattdessen NaCl—Lésungeh, so zeigen sich artéfizielle Ver-
dnderungen in den Kalziumkonzentrationen (vgl. Kap. 4.3.1.).
Flir die Ubrigen Metallionen macht sich der Wechsel des
Mediums nur bei den Partikeln der schwersten Fraktion>bemerk—
bar: Sie k&nnen ihren hohen Kalium- und Magnesiuméehaltyih
__Abwesenheit fon externen Natriumionen‘nichf aufrechterhalten.
M&glicherweise handelt es sich um membrénumgebene Strukttren;
die eine Natrium*Kalium—Austauscﬁpumpe besitzen, wie z.B.
‘Synaptosomen (Hosie, 1965;‘v§l._§uch Skou, 1960). Auch Ryall
(1962, 1964) fand, daB Kaliumhaus ispolierten Sjnaptosomen

hinausdiffundiert.

~Die Untersuchung det Préparationsvorstﬁfen zeigt,:daB beim Aus-
pressen. des Homééenates durch die Baumwollgaze (unreproduzier- .
bar) Kaléium eingeschleppt wird. Das Zentrifugieren der sus;
pendietten Bodensdtze fihrt zu'ZinkverﬁnreinigungehF vermuﬁlich
aus den Kappen, mit denen die ZentrifugenrBhrchen verschlassen

werden. In beiden F&dllen wire ein Austausch gegen Kunststoff-

material wilinschenswert. Sonst werden wdhrend keiner der Pri-

pdf&ﬁibnéhfﬁéﬁnenswerte Menge% anhighen eingeéchleppt oder
verloren. Es muB. jedoch auch in Erwdgung gezogen werden, daB
sich die Tonen wdhrend der Prépération umvertéilen kdénnen
(vgl. Holland & Auditore, 1955; Clemente & Meldolesi, 1975).

Die Alkalimetalle, auch das zum 812 zugesetzte Lithium, ver-
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teilen sich analég auf die verschiedenen Fraktionen. Falls
es im\nativen Zustand Uberhaupt spezifische Bindungsver-
haltnisse eines dieser Ionen gegeben haben sollte, so konnen
sie jedenfalls w&hrend der Priparation nicht beibehalten

werden.

5.5. Natrium, Kalium und Magnesium als frei geldste Ionen
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Schon in den ersten Préparationsscgritten teilen sich dig
Metallkationen in zwei Grdppén auf (Abb. 24} S. 73): Natrium,
Kalium und Magnesium gehen in den Extrakt (das im Extraktiéns#
rliickstand verbleibende Drittel kaﬁn durch unvollstdndige
Zerstdrung der Zellen beim Hoﬁogénisieren'erklért werden
(Holland é Auditore, 1955)) und gelangen dann iiberwiegend in
den Uberstand 83. Nur 2 - 3% dieser Ionen bleiben mit den
Partikeln deé P12 zurﬁck. Ein sehr kleiner Teil dieser be-
sonders schweren Strﬁkturen kommt ﬁhei den P3 in die dichteste
Frakfion der‘GLaéienten. Aﬁch-hier fihden sich Natrium und
Kalium in demselben festen Verh#ltnis von 10:1. Die Absolut-
menge diéser Ionen steigt in derx Fraktion jedoch infolgé der
elektrischen Reizung auf das 4-fache an (Tabelle 7, S. 98).

Es iét.méglich, daB es sich um Abschniirungen jener Invagi—

nationen handelt, die infolge der Stimulation zunehmen. Das

erst wihrend der Prédparation zugesetzte Lithium zeigt in
dieser Fraktion fiir die Kontrollorgane und stimulierten Organe

etwa gleiche Werte.

Ahnliche Auftrennungen liegen nur fiir anderes Untersuchungs-

material vor. Der Vergleich wird jedoch dadurch erschwert, daB
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sich die‘Préparationsschemata der Autoren erheblich unter-
scheiden. So finden Holland und Auditore (1955) bei der
Untersuchung des Léber- und Niefengewebes von Meerschweinchen
und Ratten in ih;en Fraktionen Df und Mf, die mginem Extrak-
tionsriickstand plus P12 entsprechen, zusammen etwé 30%-des
Kaliums wieder (eigener Wert: 36%). Ryall (1962, 1964) kommt
bei der subzellﬁléren»Fraktionierung von Meerschweinchen- und
Rattengehirnen zu ganz &hnlichen Ergebnissen. Dariiber hinaus
findet er 1% des Kaliums im P, wieder (eigener Wert: 0,97%).
Haniygy, Tachiki und Aprison (1972) erhalten éus Homogenaten
des Kaninchenkortex 75% des Kaliums und Natriums in ihrer
Fraktionus (= 83) (eigene Werte, bezogen auf den Extrakt:

K - 80%, Na - 81%). Von den_zﬁeiWertigen Ionen findeﬁ sie

weniger in S.

>.6. Kalzium als physiologisch_aktiver Membranbestandteil
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Im Gegensatz zq/diesen'“lés11chen" TIonen bleibt ein grofer
Teil des Kélziums im EXtraktionsrﬁckstand. Es wird nur wenig
mit den bésonders schweren Partikeln des P12 ahgereichert,
sondern gelangt iiber den P3 in die Membraniraktion der Dichte-
gradienten. Hier zeigt sich, wie schon im Extraktionsriickstand

und dem P3, eine stimulationsbedingte hochsignifikante Abnahme

des Kalziumgehéltes um ca. 85%. bié‘"NaLEiﬂiﬁmchioridbehandlung
fihrt zu einer etwa gleich starken Abl8sung dés Kalziums von
den Membranen wie die elektrische Reizung. Abb. 25 macht
deutlich, daB die abgeldsten Kalziumionen ﬁberwiegénd als
freie Ionen vorliegen und sich analog den iibrigen Metallen

verhalten.

j
{




- 119 -

T ekt O e S s ot o s s . s e S e s > et Mo e i Won S il o S s S s o S € i s e ot ST . s ot s st L oy s

Bei der Isolierﬁng der synaptischen Vesikel wird das Gemisch
aus intrazelluliren und extrazellul&dren Flissigkeiten, das

die 'l6slichen' Ionen enthilt, mit Glycinf oder NaélmLésung
versetzt. Das zum 812 Zugesetzte Lithium wird dabei von

den Vesikein aufgenommen oder haftet ihnen an, zwei Mdglich-
keiten, zwi;chen denen aufgrund bisheriger Studien nicht’
unterschieden werden kann. Fir spitere Untersuch;hgén bietet
sich an, die isolierte Vesikelfraktion durch osmotischen Schock
aufzubrechen und die‘zerplatzten Vesikel nach erneuter Zen-
trifugation auf ionale Veréﬁ&erﬁngenvzu ﬁnteréuchenm Wahrscheiﬁm

lich verdrédngt das Lithium andere Xationen von ihren Bindung

in

pldtzen. Es kann nicht ausgeschlossen werden, daB8 widhrend dex

Prédparation weitere Umverteilungen stattfinden.

e
Ein derartiger/ém Ionenpdtential (Li > Na > X) orientierter
Ionenaustausch kdnnte eine Reihe fritherer Befupde egkléren,
z.B. den Austausch wvon "adsorbiertem oder eingeschlossenen”
Kalium gegen Natrium im Froschmuskel (Armstrong & Lee, 1971},

den Austausch von Natrium und. Kalium gegen Lithium im oberen

Zervikalganglion des Kaninchens (Woodward, Bianchi & Erulkar,

1969) und die Tatsache, daB dad Kalium isolierter Synaptosomen
aus dem Mdusegehirn zwar durch externes Natrium verdrdngt
wird, aber externes Kalium umgekehrt wenig Einfluf auf in-

ternes Natrium hat (Weinstein & Kuriyama, 1970).

Erst im letzten Stadium der Priparation, dem Waschvorgang,
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werden die Vesikel in eine vollkommen artefizielle Umgebung
gebracht. Hier verlieren sie unspezifisch einen Teil ihrer
Ionen an dié Waschldsung Sg, wobei der Konzentrationsverlust
vom Ionenpotential abhdngt. Dieser Auswascheffekt ist wahr-
scheinlich nicht durch den Zentrifugationsvorgang bedingt
(vgl; Hanig, Tachiki & Apriéon, 1972), sonaérn durch das

unphysiologische Medium.

Die im ngiurﬁckbleibenden Metallkationen verteilen sich,

auBer dem membrangebundenen Kalzium der unstimulierten Organe,

analog dem Azetylcholin und ATP. Sie findeﬁ sich in der Ve-
sikelfraktion, z.T. gemeinsam-mit‘synaptischen Vesikeln
ih,Synaptosomen eingeschlosseh iﬁ der Membranfraktién, und,
soweit sie wdhrend der Dichtegfadiéntenzentrifugation éus—
gewaschen wurden, als freie Ionen in der 18slichen Frakticn.
Die andersarfige Prqteinverteilung (Tabelle 4, S. 86) ver-
deutlicht, daB es sich bei den Ionen der lasliﬁhen Fraktion
nicht um eingeséﬁleppte Ionen des Zytoplasmas handelt. Auch-
zeigt ein Vergleich der Fraktionen 1 und 3 (Tabelle 4), daB
die einwertigen Metalle mit ihrem kleinen Ionenpotential viél

leichter ausgewaschen werden, als die zweiwertigen.
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Der durch die elektrische Reizung hervorgerufene 85%ige Abfall
in der Kalziumkonzentration der Membranfraktion kann noch
nicht endgliltig erkl&rt werden. Hierzu ist eine genaue

Charakterisierung der in der Fraktion auftretenden Membranen
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erforderlich, die im Rahmen dieser Arbeit nicht angestrebt
wurde. Die notwendigen Experimente werden zur Zeit durch-
gefilhrt. Trotzdem soll die beobachtete Verdnderung auch
hier vor dem Hintergrund zahlreicher Untersuchungen an ver-

wandten Systemen diskutiert werden.

DaB Kalzium erforderlich ist, um die Erregbarkeit von Muskel-
zellen (Ringer, 1883) und die ﬁbertragbarkeit der Erregung
vom Nerven\auf‘deﬂ Muskel (Locke, 1894) aufrechtzuerhaltgn,
wurde bereits im vorigen Jahrhundert erkannfw Die bahn-
brechenden Arbeiten von Harvey & MacIntosh (1940) am perfun~
dierten oberen Zervikalganglion der Katze und von Katz und

. Mitarbeitern (vgl. dei Castillo & XKatz, 1954; Xatz & Miledi,
1965) "an der neuromuskuldren Endplatte zeigten, daB die
Ca2+—Ionen‘fﬁr die ACh-~Freisetzung erforderlich sind, also.
prasynaptisch wirken. Ihsbesohdere konnte bei sehrvkleinen
Kalziumkonzentrationén (Fatt & Katz; 1952) oder hohen Magne-
siumkonientratidﬂen (del Castillo & Engbaek, 1954) gezeigt
werdén,'daB die induzierten péstsynaptischen Potentialén-
derungen (Endplattenpotentiale) ganzzahlige Vielfache klein-
ster éogenannter Minitiaturendplattenpotentiale sind, die
einer Poisson-Verteilung gehorchen (Liley, 1956). Die elek-

tronenmikroskopische Entdeckung der synaptischen Vesikel

(Sféééféﬁ&g‘?953; Palay & Pala@e, 1954 undnde Robexrtis &
Bennett, 1955) fihrte zu der Hypothese, daR sie jené klein-
sten Quénten an Transmitter abgepackt enﬁhalten, welche die
Minitiaturendplattenpotentiale hervorrufen {(del Castillo &

Katz, 1956), und schlieglich zu ihrer Isolierung (Whittaker,
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Michaglsbn &.Kirkland, 1964).. Inzwischen ist flir eine Viel~-
zahl von sekretorischen Systemen die intrazellulire Kdm—
partimentiekung des Sekretes (im weitesteh Sinne des Wortes)
und die unabdingbafe Beteiligung von Kalziumionen am Frei-
setzungsprozeB nachgewiesen worden, wobei die Beispiele
sowohl Neurotransmitter, Neurosekrete und andere Hormone als
auch Verdauungssdfte umfassen. In Tabelle 12 ist ein Ubexr-
blick liber einige der aﬁ besten untersuchten Systeme gegeben.

Viele weitere, wie die Speicheldriisen und Blutpl&ttchen,.

__das endokrine Pankreas, die Adenohypophyse, Schilddriise und

Nebennierenrinde und die adrenergen Nervenendigungen, lieBen
sich in das Schema‘einfﬁgenp Es gibt gute ﬁbersichtsartikel,
in denen die verséhiedenen stteme verglichen werden (Blau-

stein, 1974; Dnglas, 1974;: Hubbard, 1970; Katz, 7969;

Rasmussen; 1970; Rubin, 1974; Smith, 1971; Triggle, 1972}.

Eine Reihe wvon Gemeinsamkeiten f8llt auf: Das Sekret ist in
kleinen Bléscheﬁ/(Vesikeln) gespeichert und wird auf einen'

elektrischen oder chemischen Reiz exozytotisch fréigesetzt.

Diese 'Stimulus-Sekretions~Kopplung"(Douglas & Rubin, 1963)
erfordert die Gegenwart kleiner Kalziummengen, wdhrend

Magnesium und auch Uberschiissiges Kalzium hemmend wirken

(Ubersicht s. Poste & Allison, 1973).

i

Frihe Untersuchungen an Nervenzellen betonen vor allem,. daR
die Erregungsschwelle mit der externen Kalziumkonzentration
steigt (Frankenhaeuser, 13857}, eine Erniedrigung der Kalzium-

konzentration also auf jene Parameter, die die Membranpermea-
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bilitdt fiir Nat und &* kontrollieren, wie eine Depolarisierung
wirkt (Frankenhaeuser.& Hodgkin, 1957; Curtis, Perrin & Watkins,
1960) , und - auf Messungen mit dem B -Strahler 45Ca geStﬁtzt -
-daB Kaléium in die sekrétierende Zelle einstrémt (Hodgkin &

Keynes, 1957; Douglas & Rubin, 1963).

Neuere Untersuqhungen, z.B. an der Neurohypophyse (Douglas,
Ishida & Poisner, 1965; Russel, Warberg & Thorn, 1974)’und
dem Pankreas (Caée.& Clausen, ﬁ973f zeigen hingegen, daB
auch:intrazellulére Quellenrdas-erforderiiéhe‘Kalzium,;ieférn
kénnen; So wird in den Nervenendigungeﬁ (Alnaes & Rahamimoff,
1975) flr die spontane Transmitteﬁfreisetzung die~Rﬁhekon*
zentration an freiem, intrazélluléren Kalzium verantwortlich
gemacht, wéhrénd bei der reizabhdngigen Transmitterfreisetzung
das wéhrénd.des Aktionspotentials eingestrdmte Kalzium die
intrazelluléie Kdnzentfation erhtht. Uber die Natur der ihtra—
zelluldren Kalziumqﬁellen ist bisher aber noch wenig bekahnt,
da es kaum Unteféuchungen tber die guantitative Verteilung in
der Zelle éibt (Tabelle 135. Carafcli & Rossi (3971) geben

flir die Mitochondrien:verschiedener Gewebe Werte zwischen

10 und.9O nmol Ca/mg Protein an. Madeira & AﬁtuneS*Madeiré
(1973)‘nennen als gesamte Bindungskapazitdt der Synaptosomen-

fraktion (Schafhirn) 210 nmol/mg, Kamino et al. erw&dhnen

Werte bis zu‘Tég;ﬂﬁél/mg (Cortex, Rattengehirn). Die hier
untersuchté Membrahfraktion (Tabelle 7, S. 98) enthdlt 301 nmol
Ca/mg Protein. Khnlich hohe Werte sind mir nur von der Plasma-
membran (327) und der Membran der zymogenen Granula (395)

im exokrinen Pankreas bekannt (Clemente & Meldolesi, 1975).

s
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Nebennie- lexokriner |Grofhirn- {Parotis- * [Nebénnie-
Gewebe renmark, JPankreas, irinde, driise, rennark,
Rind Meerschw. |Kaninchen |[Ratte Rind
Serck- Clemente |Hanig, Ta~Wallach Borowitz,
Zitat Hanssen & {& Meldo- jchiki & & Schramm [Fuwa &
|Christian-jlesi, Aprison, |1971;Selin~Weiner,
sen, 197311975 1972 ger,75(+) 11965
Homogenat - 27 16 31 25
Mitochondrien 113 27 23 26 45
sekret.Vesikel 125 37 35 59 | 60
Mikrosomen 37 37 12 45 16
Yberstand _ - » - 14 8 27 35

Tabelle 13: Subzellulire Kalziumkonzentrationen in nmol Ca/mg

Protein. (+) Die Werte der beiden Autoren (vom selben
Institut) unterscheiden sich um weniger als 5%

(Mittelwerte) .

S
Elektronenmirkoskopische Untersuchungen mit Kalzium~haltigen

Fixierungsmitteln beziehungsweise in Kombination mit der

R&ntgenspektralanalyse ergeben hohe Kalziumkonzentrationen in

den ‘synaptischen Vesikeln des Zitterrochens Narcine brasiliensis .

(Boyne, Bohan & Williams, 1974), der neuromuskuldren Endplatte

des Frosch-Sartorius—-Muskels (Politoff, Rose & Pappas, 1974) und -

den Serotonin-Granula der Blutpl&dttchen (Martin, Carson & Race,
1974) , sowie besonders an der Innenseite der prédsynaptischen
Membranen und zum Teil in den Mitochondrien des Tintenfisch-
Riesenaxons (Hillman & Llin&s, 1974; Oschman et al., 1974).

Alle diese Daten stehen mit der Deutung in Einklang, daB es
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sich in ﬁeinen Untersuchungen bei dén.kalziumreichen Strukturen
der Membranfraktion um die duBeren Membranen der Synaptosomen
handelt, wietes auch durch die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen nahegelegt wird (Abb. 31¢, 8. 88). Auch ist von
friiheren Arbeiten (vgl. Whittaker & Barker, 1972) bekannt,

dasg siéh,Synaptosomen {(bei 6 x 106 g,min)_in der Grenzschicht
von 0,8 und 1,2 molarer Saccharose ansammeln, widhrend freie
Mitochondrien bereits im P12 (der bei de; Stimulation keine
éo markante Verdnderung im Kalziumgehalt zeigt) sedimentigren;
Wenn es gelénge, zu zeigen, .daB dié Membranfraktien fxei von
kontamiﬁierenden Strukturen ist, widre damit zum ersten Mal
der quaﬁtitativevund dirékte Beweis erbracht, daB eine sub-
zelluléré Struktur_bei”der\Sekretion ihr Kalzium abgibt. Auf
dieser Grundlﬁge kdnnte dann zﬁischen zahlreichen spekula-
tiven Modellen entschieden werden. Es ist im Rahmen dieser
Arbeit nicht méglichﬂ aile Modelle zu vergleichen, die fiir
die Funktion des Kaléiums in der Stimulus-Sekreticns—Xopplung
entworfen worden/éind (vgl. Blaustein, 1974; Douglas, 1974;
Mathews, Petersen & Williams,; 1973; Rasmussen, 1970; Rubin,
1974 and Smith, 1971) und von denen sich viele der Wechsel-
‘wirkung_des Kalziums mit der Plasmamembran widmen (Abood,
1966; Madeira & Antunes-Madeira, 1973; Manery, 1966; Nijjar &

Pritchard, 1973;2Papahadjop0ulos, 1968; Poste & Allison, 1973;

Triggle, 1972; Watanabe & Tasaki, 1971; Wilde, 1955 und
Woodin & Wienecke, 1964), jedoch sollen jene Gesichtspunkte

hervorgehoben werden, die ihnen zumeist gemeinsam sind:

In elektrisch erregbaren Geweben kdnnte das einlaufende Aktions-

I e S
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potentiai die Permeabiliﬁét der Membran fiir Na' - und Ca2+—Ionen
erhChen, indem das membrangebundene Kalzium, das dehydrati-
sierend wirkt (Manery, 1966) und die Membranen steifer macht
(Woodin & Wienecke, 1963; Poste & Allison, 1973) , abgegeben
(Abood,; 1966) und somit die Membran hydrophiler wird (Watanabe &
Tasaki, 1971; Madeira & Antunes-Madeira, 1973). Eé ist nicht
klar, ob diese Ver&nderungen der Membraneigenschaften auf
Konformationsdnderungen von Mékromolekﬁlén (Watanabe & Tasaki,
1971) , eventuell Glykoproteinen (Madeira & Antunes-Madeira,
1973) , oder Wechselwirkungen des Kalziums mit sauren Phospho=
lipiden (Papahadjopoulos, 1968) beziehungsweise Peptiden
(Urry et al., 1975) beruht.‘Obwohl Uber diese AblSsung des
Kalziums von der Plasmamembran, die auch dén von Franken-
haeuser & Hodgkin (1957) beschiiebenen depolarisierenden Effekt
verstédndlich machen wilirde (vgl. Triggle, 1972), viel speku-
liert wird, ist sie nieﬁals direkt nachgewiesen ‘worden. Die
hier am elektrischen‘Organ von Torpedo gemachten Beobachtungen

kénnten diese Lﬁéke schliefen helfen.

Depolarisierung und Permeabilitdtsinderung filhren zu einem
dem Konzentrationsgradienten folgenden passiven Einstrom von
Natrium- und Kalzium-Ionen (Baker, Hodgkin & Ridgway, 1971;

Blaustein, 1971), und damit einer h&heren intrazellulidren

Kdﬁzenfration an freiem (Llinés, Bliﬁés éwﬁicholson, 1972)
Kaléium (Babel~-Guérin, 1974). Dieses freie Kalzium scheint

den eigéntlicheﬁ Ausldser fiir die Sekretion darzustellen (Miledi,
1973; Case & Clausen, 1973; Alnaés & Rahamimoff, 1975), aber

seine Wirkung ist unverstanden: Einerseits werden einfache
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phySlkallSChe Modelle vorgeschlagen, die die Ka121umlonen

als eine Art p051t1ven elektrischen Kitt zwischen den negaulven
Ladungen der Plasmamembran und der Vesikelmembran (Helle,

1973) ansehen, andererseits kdnnten spezifische Wechselwirkungen
mit aktiven Zentren in .der Plasmamembran, die eine hdhere
Affinitdt zu Magnesiumionen haben (Madeira & Antunes-—Madeira,
1973), zu Konformations&nderungen fihren, die die Sekretion
erm&glichen. Die Unféhigkeit des.Magnesiums, diese Konformations—
gnderungen einzuleiten (Madeira & Antunes-Madeira, 1973),

wiirde zugleich den inhibitorischen Effekt dieses Meta;}égns
erkliren. Andere Autoren weisen auf die Gegehwart von ATP

in der Plasmamembran hin, und veimuten, dap die ATPasen in den
Vesikelmembranen (vgl. Tabelie-TZ}vﬁber eingvSpaltungndes ETP's
anorganische Phosphationen freisetzen, die.um das Kalzium der
Membranen kompetitieren und so die Voraussetzungen fir eine
Fusion schaffen (Woodin & Wieneke, 1964° Poste & Allison, 1273)}.
Die grofen Analogiéh zwischen der‘Stimulus—Sekrgtions—Kopplung
und der ‘Erreguﬂg$~Kontraktions—Koppluﬁg‘ (Douglas & Rubin,
1963) sowohl in der Skelétt4 (z.B.,: Martonosi & Feretos, 1964;,
als auch der Herz- (z.B.: Repke & Katz, i§72)‘undidér glatten
Muskulatur (z.B.: Batra, 1973) und die Entdeckung der Mikro-
tubuli und Mikrofilamente in den sekretorischen Geweben haben

zu Modellen gefiihrt, die eine Kontraktion des mikrotubul&iren—

1

hervorgerufen wird (Schmitt, 1968 Malaisse et al., 1971;
Malaisse, 1972), oder auch eine vollstindige Analogie zwischen
den Molekiilen Actin, Myosin und Actomyosin einerseits und den
aus aer Synaptosomenfraktion von Rinder- und Rattengehirnen

isolierten Molekiilen Neurin, Stenin und Neurostenin andererseits
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aufstellen (Berl, Puszkin & Nicklas, 1973). Andere Autoren
bringen Argumente fiir die Beteiligung von zyklischem AMP

(Rasmussen,ﬂ1970; Nijjar & Pritchard, 1973).

Wenn auch beim heutigen Kenntnisstand zwischen diesen Modellen
noch nicht entschieden werden kann, so steht doch fest, das
die intrazellul&dre Kalziumkonzentration nach erfolgter
Sekretion wieder auf ihr urspriingliches Niveau von etwav
10—6 M gesenkt werden mu8. Hierfiir kann die ATP—abhéngigg
_Aufnahme von Kalziumionen in'Mikrosomen (Rébinson & Lust,
_1968;‘de Meis, Rubin-Altschul & Machado, 1970; vgl. auch‘
Taﬁelle 12) und in Mitochondrien (Carafoli'& Rossi, 19871;
Carafoli, 1974; Lazarewicz, Haljémée & Hamberger, 1974; vgl.
auch Tabelle 12), sowie eine ATP—getriebene Ausschleusung
Uber die Zellmembran verantwortlich sein (Schatzmann & Vincenéi,
1969) . Fernef Wird ein‘Natrium~Kalzium—Carrier beschriebeﬁ
(Blaustein, 1974; Blaustein & Oborn, 1975), der in beiden
Richtungen arbe{%et und die Energie fir die Kalziumausséhleusung
aus dem (dem Konzentrationsgradientén,folgenden) Natriumein-
strom und einem Ladungstransport bezieht. Eine Verérmung des
Inkubations- oder Perfusionsmediums an Natriumionen mﬁﬁte dahn
zu einer verstdrkten Sekrefion fiihren, weil das intrazellul&re

Kalzium nicht entfernt wirde (vgl. Tabelle 12). Umgekehrt wiirden

héhémﬁétriﬁmkégééﬁtrationen imLPréﬁgtatibnsmedium von Synapto-
somen zu einem starken Kalziumverlust fiihren. Hierdurch k&nnen
die niédrigen Kalziumwerte der Naﬁriumchlorid?;éparationen
(vgl. Tabelle.7, S. 98) erkldrt werden, beziehungsweise die

MeBwerte legen nahe, daB der von Blaustein in den Nervenendigungen
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des Tinténfischés beschriebene Carrier auch im elektrischen

Organ von Torpedo auftreten kdnnte.

Es kann aber nicht vdllig ausgeschlossen werdeﬁ, daB‘das
Kalzium an postsynaptische Strukturen gebunden ist, zumal
der Azetylcholinrezeptor eine hohe Affinitidt fir Kalzium
(allerdings auch fiir andere zﬁeiwertige Metallionen) besitzt

(Jenkinson, 1960; Schmidt & Raftery, 1974).

5.9. Ionenaustausch_in den_ synaptischen Vesikeln als Folge

U G G iy s Bt me s M L € A UL G T o U S Al . s G Bl 4 v e v G e Vo 4000 AR ARR e ik e S04 PR I ot T W D s v SN O e St e

Die fir die Sekretion hervoﬁragende Bedeutung, die'den Vesikeln
einerseits und dem Kalziumiéndererseits zukommt ; hat natliirlich
die Frage nach der Kalziumkonzentration dér Vesgikel (vgl.
Tabelle 13) und ihrer eventuellen Znderung im Sékretionsprozeﬁ
provoziert, zuma%,auﬁer einem hohen Kalziumgehalt der sekre-
torischen Granuié des Nebeﬁnierenmarks (Borowitz, Fuwa & Weiner,
1965) , dexr Parotisdriise (Wallach & Schramm, 1971), der Neuxo-
hypophyse (Vilhardt & Thorn, 1975) und des exokrinén Pankreas
(Clemente & Meldolesi, 1975) bald auch iiber eine Magnesium-
aktivierte ATPase der isolierten chromaffinen Granula (Banks,

2

1965) und eine_Ca2+—Mg t-aTPase der synaptischen Vesikel des

Meerschweinchengehirns (Kadota; Mori & Imaizumi, 1967) be-
richtet wurde (vgl. Tabelle 12); Es wurde vermutet, daB eine
Kalziumaufnahme in die’Vesikel und die sich anschlieBende ge-
meinsame Ausschﬁttung mit dem Sekret dazu beitragen kdnnten,

das bei der Stimulierung freigesetzte oder eingestrdmte Erd-
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alkalimetall zu entfernen und die zytoplasmatische Kalzium—
konzentration auf ihr niedriges Ruheniveau zuriickzufiihren.

Die postuliérte reizabhangige Zuhahme der Kalziumkonzen-
tration wurde 1964 von Woodin & Wieneke fiir die Vesikel der
neutrophilen Leukozyten und sp&ter bei extensiver Stimulierung
auch flir die Katecholaminfreisetzung des Nebennierenmarks
(Serck-Hanssen & Christiansen, 1973)‘éezeigt, wdhrend eine
Reihe anderer Autoren von geringen Verd@nderungen der Kalzium~

konzentration (Borowitz, 1969; Poisner & Hava, 197C), einer

Thorn, ﬁ975;‘Clemente & Meldolesi, 1975) und dem Fehlen einer
ATPase in den isolierten Granula dsr Neurohypophyse (Vilhardt &
Hope, 1974) bezieﬁungswéise eihes Ralziumaufnahmemechanismus'
in den isolierten chrbmaffinen‘Granula (Winkler et al., 1975)

berichten.

Zwel Gesichtspunkte &erden dabel meist auBer acht gelassen:

1. Die gleichze}ﬁige Kalziumaufnahme und Gegenwart einer
ATPase in den Vesikeln braucht’nicht zu bedeuten, daf beside
Phé&nomene in einem direkten Zusammenhang stehen.:

2. Die Aufnahme von Kalzium in die Vesikel ﬁuB nicht spezifisch
flir dieses Ion sein. Es gibt eine Reihe von zytochemischen
Arbeiten, die die.Ausféllung von Schwermetallen oder auch

'"iné”Binduﬁg;éﬁ_iﬁEEEEéIIﬁIéfé'Stfﬁkturen beSchreibenu So

1)

berichten Politoff, Rose & Pappas (1974) von der Ausfillung

elektronendichter Niederschldge in den synaptischen Vesikeln.

der neuromuskulédren Endplatte durch CaClz— und durch CoCl,-

haltige Fixierungsmittel, und Bloom & Barrnett (1966)

geringen Austauschbarkeit des Kalziums in den Granula (Russel &
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erhalten Blei- und Kupferniederschlédge in den synaptischen

Vesikeln des Zitteraals (Electrophorus electricus).

Flir die meisten sekretorischen Systeme gibt es Beweise oder

zumindest starke Argumente dafiir, daB die Sekretion exoczytotisch

erfolgt (vgl. Tabelle 12). Als elektronenmikroskopischer
Hinweis’wird dabei das Auftreten omegafdrmiger Strukturen
gewertet, die mit der Zellmembran fusionierten sekreto;ischen
Vesikeln gleichen. Als biochemischer Beweis wird das reiz-
abhéngige gemeinsame Auftreten von Substanzen im Perfusat
angesehen,-die in der isolierten Vesikélfraktion im Selben
Verhdltnis zueinander vorliegen,qwobei zusdtzlich gefordert
wird, daB die Stimulierung kéine Freisetzung zytoplésmatischer
Enzyme hervorruft. Es ist aber ungeklirt, ob sich die Vesikel
nur voriibergehend an die Zellmembran anlagern, und dabei

ihren Inhalt {iber eine‘Pore abgeben, oder ob sie vbllsténdig»
mit ihr verschmelzen. Im letzteren Falle kdnnten die "frischen”
Vesikel aus demfﬁerikaryon nachgeliefert werden, oder sie
kdnnten sich'durch Pinozytose aus der Zellmembran'bilden

(vgl. Smith, 197171; Douglas, 1974). SchlieBliéh‘ist es mﬁglich,
daB mehreie dieser Prozesse nacheinander oder auch gleichzeitig
ablaufen. Da fernér nicht auséuschlieBen ist, daB die einzelnen
sekretorischen Systeme nach unterschiedlichen Mechanismen
‘arbeiten, beschrénkt sich-die Diskussion im folgenden auf

1

cholinerge Synapsen.

Es ist wahrscheinlich; daB eine pinozytotische Vesikelneubildung

oder auch die Freisetzung des Transmitters iber sich 8ffnende
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Poren zu einer Aufnahme von Mefallkationen aus dem synaptischen
Spalt fﬁhrt,}Dabei ist zu bericksichtigen, daB das Azetyl-
cholinmolekiil eine positive Laduhg besitzt und in den
synaptischen Vesikeln gemeinsam mit dem negati? geladenen

ATP (Whittaker, Dowdall & Boyne, 1972; Whittaker, 1972; Dowdéll,
Boyne & Whittaker, 1974) und dem stark sauren Protein Vesikulin
(Whittaker, 1971, 1972a; Whittaker, Dowe & Scotto, 1971;
Whittaker et al.; 1974) gespeichert ist. Diese negétiven
Ladungen tragen dazu bei, das ACh zu neutralisiereh, und
ermgglichen so die hohe Kpngenﬁration des Transmitters ié den

Vesikeln.

In dieser Arbeit wird gezeigt} daB die synaptischen Vesikel
aus dem elektrischen Organ von Torpedo reich an Natrium,
Kalzium, Kalium, Zink, und Magnesium sind. Pro ACh-Molekiil
werden im Veéikelpeak dér PnglycinwKontroll-PrapaxatiQnen

(in derselben Reihenfolge, vgl. Tabelle 10, S. 110} 1,21, 1,15,
0,22, 0,15 und/Q{ﬁ3 Metallionen gefunden. Hinzu kommen pro
ACh-Molekiil 0,228 ATP-Molekiile. Die mit den'logarithmischen
Auftragungen filir verschiedene Prdparationsweisen ﬁbeiprﬁfte
strenge Proportionalitdt in der ACh-, ATP- und Ionenverteilung
schlieBt eine Verunreinigung der synaptischen Vesikel mit
anderen ionenreichen Strukturen praktisch aus. Der mittlere

AZeEyldelingeﬁéIE_IﬁwaéfﬂVéEIKélffékEiOﬁ'(Fraktion 3; Tab.

1

>
-

+Pﬂ

S. 86) der Pj beladenen Gradienten des Typs III betrdgt 225 nmol

ACh/mg Protein, der Wert der Typ II-Gradienten (Fraktion 4,
Tab. 7, S. 98) 284 nmol/mg. Whittaker, Essman & Dowe (1972)

fanden flir im Zonalrotor aus dem S1onpréparierte Vesikelfrak-
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tioneg einen mit£leren Wert von 566 nmol ACh/mg Protein und
errechneten daraus eine ACh—Konzentration von 0,36 ﬁ in den
Vesikeln. Nimmt man ; in einer freilich sehr groben Nahefung -
an, daB die hier prdparierten Vesikel in etwa die gleiche
Reinheit besitzen, so ergibt sich, daB die aufgefﬁhrten
Metallionen‘zusammenbmit dem ACh und ATP, neben anderen,‘hier‘
nicht erfaBtén’Substanzen, 0,583 Osmol (Fraktion 3, Typ IIT-

Gradienten) beziehungsweise 0,739 Osmol (Fraktion 4, Typ II-

Gradienten). zur Osmolaritdt der Vesikel beitragen. Durch diese

grobe Abschédtzung soll gezeigt werden, daB‘die gefundenen
Ionenkonzentrationen in einem verninftigen Verhdltnis zu den
iblichen Annahmen filir die Osmolariﬁét der KérperflﬁSsigkeiteh
von Rochen und Haien (ca. 0,8’— 1,1 Osmol) stehen (Gilkert,
Mathewson & Rall, 1967: anr & Randall, 1969), die Metallionen

also mbglicherweise im Innern der Vesikel vorliegen kdnnen.

Neben der Osmolaritat verlangt auch die elektrische Ladung
der Vesikel eine/Abschétzung: Whittaker et al. (1974) haben
berichtet, daB das Vesikulin (Molekulargewicht ca. 10 000)
etwa 36% des gesamten Vesikelproteins ausmacht; und daB jedes
Vesikulinmolekilil 23 saure und 9 basische Aminosiuren enthdlit. .

Zu Jjeder positiven Ladung eines Azetylcholinmolekiils kommen

durch die Metallkationen (1,21 + 2 x 1,15 + 0,22 + 2 x 0,15 +

‘2‘x"b}f§”2")4;551§éiterelﬂinzuh(ﬁ§i, fé£élie 10, S. 110). Da
ATP‘beim Py 7,0 im Mittel etwa 3,75 negative Ladungen trégt
(Lehninger[ i971) , stehen bei einer ACh-Xonzentration von
225 nmol/my Protein den 5,15 positiven je {0,228 x 3,75 +

3

((107° x 0,36 / 10 000) / 225 x 10°°) x 14 = ) 3,10 negative
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Ladungen‘gegenﬁber. Es ist gut m8glich, daB die Bestandteilé
der Vesikelmembran die restlichen 40% der positiven Ladungen
Kompensiereﬁ, zumal ein Teil dervMetallionen auBen an den
Vesikeln haften konnte. Auch weitere Anionen (z.B. Ci”) kdnnen

zum Ladungsgleichgewicht beitragen.

Infolge der elektrischen Stiﬁulation mit 5000 Impulsen verliert
die Vesikelfraktion 91,8% des ACh's und 92,3% des ATP's. Zhn-
liche Werte wurden bereits frither von Zimmermann & Whit£aker
(1974,.1974a) gefunden. AuBerdem berichten sie von einerjAb"
nahme des Membran- und Kernproteins'(Vesikulin) und des ge—
samten Nukleotidgehaltes um je 50% (vgl. Whittaker & Zimmerw
mann, 1974; Zimmermann, 1975;fwhittaker, Zimmermanﬁ & Dowdall,
1975) und im‘Einklang damit von einer Abnahme der ultra-

strukturell iberpriiften Vesikelzahl in den Nervenendigungen

i

¥

von 50% bei gleichzeitiger Fléchenzunahme der prdsynaptisch

®
&

* 3
ikel

[&]

Membran..Offensichtlich ist die H&lfte der synaptiséhén Ve
mit der Zellmembfan verschmolzen, wdhrend die'nach ﬁer Reizung
gefundeneﬁ Vesikel weniger Transmitter enthalten. Diesen
Befunden ist jetzt hinzuzufiigen, daB der Metallionengehalt'
der Vesikelfraktion bkei der elektrischen Reizung um weniger
‘als 40% abnimmt,‘die'aus dem stimulierten Gewebe isolierten
Vesikel also reicher an Metallionen sind als jene der Kontrbii;
organeT"Diesér*Béfﬁﬁﬁ*ﬁbérfaséhﬁwnicht;'da die synaptischen
Vesikel ja positive Ladungen dés Azetylcholins verlieren (es
sind sogar Modelle entworfen worden, die einen solchen Ionen-
austausch als die eigentlich treibende Kraft bei der Trans-
mitterfreisetzung ansehen, z.B. Uvnds, 1973). Trotzdem ist es

schwierig, die genaue Ladungsverteilung flir die Vesikel anzu-
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gebén! da unklaf ist, was mit dem ATP bei der Stimulation ge-
schieht. Es sei an dieser Sﬁelle eine spekulative Interpre-
tation versﬁcht: Nach dexr Stimuiation bleiben 8,2% ACh zurﬁck.
Bezogen auf denjenigen Bruchteil eines synaptischen Vesikels,
der vor dexr Stimulation 5,15 pésitive Ladungen trug, sind (laut
Tabelle 10, S. 110) nach der Stimulation noch (8,2/100 x

(1 + 8,347 + 1,187 + 2 x 1,702 + 2 x 7,365 + .2 x 0,4%96) =)
2,432 positive Ladungen vorhanden, erwartungsgemifl alsovfast
genau halb so viele wie zuvor! Diegen stehen gegénﬁber:

(0;240 x (8,2/100) x.3,75 =) 0,075 negati?e Ladungen des noch

3 % 0,36/10 000) / 225 x 1072)

verbliebenen ATP's, (0,5 x ((10
x 14 = ) 1,123 negative Ladungen des noch verbliebenen Vesiku-~
lins und - unter der qleiChenlAnnahmei.wie flir die unstimulier-
ten Organe, dafB ein entsprechehder Anteil positiver»Ladungen
durch die Vesikelmembran kompensiert wird, - (0,5 x {5,15 «~
3,10) =) 1,025 negatiﬁe Ladungen der noch verbliebenen Vesikel-
membranen. Nehmen wir an, daBR die in den Vesikeln verbleibenden
Spaltprodukte @eé ATP's je Molekiil Y nagative Ladungen tragen,
so miissen ihre (Y x 0,5 x (92,3/100) x 0,228 = ) 0,105 Y nega-
tiven Ladungen (2,432 - 1,123 —404075 - 1,025 =) 0,209 poéitive
Ladungeh kompensieren. Fir Y ergibt sich hieraus exakt der

Wert 2; der fiir die negative Ladung des AMP's zutrifft. Bei der

Rechnung wird angenommen, daf kein anorganisches Phosphat in den

Vesikeln verbleibt. Dieses Ergebnis steht mit dem Befund in Ein-
klang, daB auRer ATP AMP als einziges Nukleotid in den Vesikeln

gefunden wird (Dowdall, 1974, persdnliliche Mitteilung).

Obwohl somit die spezifischen Tonenkonzentrationen deutlich

zugunsten eines Ionenaustausches an den negativen Ladungen
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des VgsikulinS-uﬁd der Vesikelmembran sprechen,vwird die
Aussagekraft dieser Relationen durch die groSen Streuungen
der Absolut@erte beeintrdchtigt. Kr&ftigere Argumente fur‘
den Ibnenaustausch ergeben sich aus der inneren Stimmigkeit
der verschiedenen Konzentrationséﬁderungen: wie z.B. der
analdgen Verteilung des ACh's vor und der Metallionen nach
der Stimulation (vgl. Abb. 32, Fraktionen 3 und 4, sowie

S. 96) und der linearen Abhingigkeit des Quotienten der‘RSKui
Werte (unstimuliert : stimuliert) in der Vesikelfraktionyvom
HIonénpotential (vgl. S. 93,,Tabelle 6 und Abb. 35) .. Dies=s
lineare Beziéhung soll'jedoch nicht als mathematisch exakté
Gesetzméﬁigkeit, sondern lediglich ais heuristisches Prinzip
verstanden werden. Eine quantitative Behandlung der elektrosta-
tischen Wéchselwirkungen zwischen‘lonen und Membranen einerF
seits und Ionen und Wasser andererseits ist von Zisenman auf
der*Grundlagé Coulombsdher Kr&fte durchgefiihrt worden {(vgl.
Diamond & Wright, 1969; Trigglé, 1972y : So ergibt sich fir

das GleichgewicKt

(12) xt + ¥F syt + vt
: sol. membr. ¢ ~membr. sSCl.

eine freie Bindungsenergie

T — - = Som =

(13) v = Fx ~Fyler. T Fx = Fydpyar. -

e + + o . . ;
Hierin sind X und Y die konkurrierenden Icnen, sol. und membr.
Indizes flr 'geldst' bzw. ‘membrangebunden’ und el. und hydr.
Symbole fiir die elektrostatische und die Hydratationswechsel-

wirkung. Auf dieser Grundlage kann Eisenman z.B. von den




51 = 120 denkbaren Kombinationen fiir die Affinitit der
5 Alkalimetalle die 11 tatsdchlich auftretehden Affinitidts-

sequenzen zu Membranen (u.d.) voraussagen. Fir den Spezial-

fall sehr hoher Ladungsdichten wird der erste Term der Gleichung .

gegeniiber den Hydratationsenergien dominieren, und das Ion
mit dem gr&Bten Ionenpotential die stédrkste elektrostatische
Anziehung’verspiiren° Der dem Ionenpotential folgende Kationen-
austausch an den Vesikeln 2eig£ also, daB in ihnen eine sehr

hohe negative Ladungsdichte vorliegt.

Obwohl sich filir das Kalzium die drastischen Konzentrations-—
erniedrigungen in der Membranf:akéion und deren Auswasch-
effekte in andére Fraktionen’ﬁbérlagern, kann auch flir dieses
Ton die Aufnahme in die synapﬁischen Vesikel gezeigt werden:
AuBer der Proportionalitdt der Ca- und ACh-Verteilung nach

der Stimulation (Abb. 39, S. 101) f£&llt auf (Tabelle 4, S. 86),
daB die Vesikelfrakﬁion der elektrisch stimulierten Crgane
wesentlich mehr/kalzium enthdlt als diejenige der in ﬁaCl—
Lésung priparierten Organe (41,8 :‘16,4), wihrend sich die
Konzentrationen der beiden Nachbarfraktionen jeweils gleichen

(16,3 : 14,4 und 11,3 : 10,9).

‘mélﬁd. ZuimVégikelheterogenitgéWW

- T4 ™ VTR oo AT Y o A" o S ST . o T o T

Der im vorangegangenen Kapitel diskutierte'Befund, daB die
Vesikelzahl bei elektrischer Reizung auf die Hilfte, der
Azetylcholin- und ATP-Gehalt der Vesikelfraktion dagegen auf

10% zurlickgehen, macht deutlich, daB an der synaptischen
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Erregungsﬁbertrégung verschiedenartige Vesikel, beziehungs-
weise Vesikel in unterschiedlichen Reifezustinden beteiligt
sind. Dariiber hinaus wurde gezeigt (Zimmermann & Whittaker,
1974) , daR die bei der Stimulation 'neu' erscheinende Vesikel-
population einen-um 20% kleineren Durchmesser besitzt {der
allerdings den ACh- und ATP—Abfall nicht erkldrt, Whittaker,
1973) und daB sich das ACh : ATP-Verhdltnis schon nach wenigen
Impulsen deutlich erniedrigt (Dowdall & Zimmermann, 1974;

vgl. auch Dowdall, 1974). Die in den zitierten Arbeiten aus-
gesprochene Vermutung, daB eine besondefs azetylcholinreiche
Subpopulation der Vesikel ihren Transmittergehalt zuerst frei-
setzt, wird durch Studien der Erhﬁlungsphase des elektrischen
Organs (Zimmefmann & Whittakér, 1974a) weiter dgestitzt, die
zeigen, daB.die SpannungsstdBe auf einzelne Impulse bald

ihre normale Stdrke wiedererreichen, wéhfend der ACh-Gehalt
des Organs nbch klein,ﬁnd seine ErschOpfbarkeit .noch groB ist.
SchlieBlich spricht der zeitiiche Abfall der elektrischen
Enﬁladungen, bei/de; auf ein anfangs sehr stérkes Absinken
eine erét nach mehreren tausend Impulsen abklingende Plateau~
phase folgt, fiir ein Modell, naéh dem glinstig plazierte
synaptische Vesikel viele Zyklen der Entladung und Wiederauf-
ladungbdurchlaufen, ehe sie vollstdndig mit der Zellmembran

verschmelzen. Zwar ist die bevorzugte Freisetzung ven neu

syh%hetisiérteﬁ Transmitter schon lange bekannt (z.B. Collier,
1969) , und die Heterogenitdt des 'gebundenen®' Azetylcholins 2um
Teil auch anders interpretiert worden (vgl. z.B. Marchbanks &
Iéraél, 1972) , aber in letzter Zeit mehren sich doch die Ergeb-

nisse (Boyne, Bohan & Williams, 1974, und insbesondere die
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elegantén Arbeiten von Ceccarelli, Hurlbut & Mauro, 1973 und
von Heuser & Reese, 1973), die zu Gunsten des oben dargelegten

Schemas sprechen.

Die Entdeckung, daB die Vesikel bei der hier, statt der sonst
tUblichen NaCl—Préparation, durchgefiihrten Glycin-Priparation

Uber ein breiteres Dichtespektrum verteilt sind, in dem der

Konzentratidnspeak flr ACh an der Grenze zwischen 0,15 und
0,2 M (statt 0,2 und 0,4) Saccharoseldsung liegt, und der y

relativ hohe Gehalt an Synaptosomen fiihrten zur Entwicklung |

a |

der Gradienten vom Typ II, mit denen versucht wurde, die |
heterogenen synaptischen Vesikel woneinander abzutrennen \
(8. 100 - 107). Es erweist sich, daB die dichteren Vesikel !

ACh-reicher sind. Nach der Stimulation ist dieser besonders

4

ACh-reiche 'pool' (Fraktion €6 und 7) veﬁschwunden, wihrend
das Azetylcholin : ATP-Verhdltnis der in Synapﬁosomen einge-
schlossenen Vesikelldér Membranfraktion (8) unverindert hoch
ist. Méglicherwg;se handelt es sich bei den 1etztgenénnten

(membrangebundénen? - vgl. Boyne, Bohan & Williams, 1974} i

Vesikeln um jene, glinstig plazierte Subpopulation. die bevor-—

zugt mit Transmitter be- und entladen wird. Ebenfalls im

Einklang mit den oben zitierten Ergebnissen verschiebt sich

i
der Vesikelpeak bei der Stimulation zu leichteren Saccharose- g
lésgggen, und diese Vesikel haben einen kleineren Durchmesser. j
Eine weitere Verbesserung des Gradienten kdnnte die Grundlage |
fiir eine Abtrénnung der synaptischen Vesikel je nach ihrem

physiologischen Zustand liefern. _ :

Serck~-Hanssen & Helle (1972) haben auBer won einer Abnahme des
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Durchmessers und der Schwebedichte‘auch von einer (gegeniiber
ATP) bevorzugten Katecholaminfreisetzung.aus den chromaffineh
Granula dex Rindernebenniere beriéhtet, aber ihre Daten hier—
fiir (Tabelle 2, S. 20) erwecken eher den Eindruck von Per-

fusionsartefakten.

- i . b b T o 0050 Vemie o e Sh s e e e e . (i o K i b e L0 e s W Ui Ghod . WA e i i B SO

5.11. Uber_die_Beteiligung_einer Magnesium-ATPase

In den Abbildungen 36 und 43 (S. 97 und 105) ist die verbliffende
Kovarianz zwischen der stimulationsbedingten Magnesiumzunahme
~und dem ACh : ATP-Verhdltnis nach der Stimﬁlatipp eingeéeichnet,
Obwohl es sich hierbei um einen Zufall handein kann, sei auf. die
Tatsache hingewieseh, daB von eiﬂigen Autoren in den Vesikeln
verschiedener'sekretorischeryéysteme eine Magnesium-aktivierte
ATPase angenommen wird (vgl. Tabelle 12, s. 123), wéhrené andere
Autoren eine Verunreinigung der Vesikelfraktion mit diesem Enzyvm
vermuten (Nagy et ai.,‘1975)° Es gibt sehr viele Spekulationen
{iber eine Beteiliguhg der ATPasen an der Sekretspeicherung, aber
fast keine Datgﬁ/&azu. Besonders interessant erscheint jedoch,
daB Mg2+¥ und Ca2+—Ionen das scheinbaré mittlere Molekularge—
wicht von ATP-Aggregationen mit biogenen Aminen erhéhen‘(Berneis,
Pletscher & Da Prada, 19692), und daBl Xomplexe dieser Erdaikali-
metalie mit ATP oder GTP biogene Amine inkorporieren (Berneis,

Da Prada & Pletscher, 1971). Es k&nnte also ein passiver Ayf-

- nahmemechanismus in das Innere der Speicherbl&schen angenommen

1 .

werden. Das hohe Molekulargewicht der Aggregationen wiirde zu-

gleich den osmotischen Druck im Innerxrn der Vesikel senken und ein

Hinausdiffundieren des Sekretes erschweren. Auch hier kdnnten
weitere Untersuchungen neue Gemeinsamkeiten zwischen den chromaf~

finen Granula und den cholinergen synaptischen Vesikeln ergeben.

—————
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6. Zusdmmenfassung

Das ausschlieBlich chqlinerg innervierte eléktrische Organ

von Torpedo marmorata dient als Modellsystem fiir die Unter-
suchung der Azetylcholinfreisetzﬁng aus den cholinergen Nerven-
endigungen. Die durch eine bepolarisierung dexr Zéllmembran
unter Einstroﬁ von Natrium- und Kalziumionen und Ausstrom von
Kaliumionen hervorgerufene Transmitterfreisetzung erfolgt nur
in Anwesenheit von Kalziumionen. Nachforschungen iber dié Rolle

\

der Metallionen fiihren zu folgenden Ergebnissen:

7. Das elektrische Organ von Torpedo marmorata enfhélt Kaliumq
Kalzium, Magnesium, Natrium uﬁd Zink.

2. Die Atomabéorptionsspekt?alphotonetrie kann zu einer geeig-
neten Methode fiir die guantitative Bestimmung der séhr klei-~
nen Metallkonzentrationen in den hier betfachteten sub-
zelluldren Strukturen ausgebaut werden.

3. Eine Weitgehend'kontaminationsfreie Isolierungsmethode fir
die synapt;ééhen Vesikel wird beschrieben.

4. Natrium, Kalium und'Magﬁesium liegen iliberwiegend als frei
geldste Ionen vor. . |

5. Kalzium ist an schwere Membranen, Wahrscheinlichidie pré-
synaptischen Membranen, gebunden.

6. Aile genannten Metallionén werden unspezifisch von den

synaptischen Vesikeln gebunden.

‘ ‘ N

7. Eine Reizung des elektrischen Organs iliber Elektroden am Lobus

‘eléctricus fihrt zu einem hochsignifikanten Xalziumverlust

der Membranfraktion um 85%. Ein ebenso starker Abfall der

Kalziumkonzentration kann hervorgerufen werden, wenn die
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subzelluldren Fraktionen in NaCl-Ldsung prépariert werden.

- Die physiologische Relevanz dieser Veridnderungen wird dis-

kutiert, wobei das Schwergewicht auf die hervortretenden
Analogien zu anderen sekretorischen Systemén gelég£ wird.
Der Metallionengehalt der synaptischen Vesikel, die naéh
elektrischer Siimulation isoliert werden, ist grdBer als
jener der Vesikel aus dem unstimulierten Kontrollorgan. Die
unépezifische Aufnahme der Metallkationen in die Vesikel und
die Bergchnung.der Konzentrationsverhdltnisse steheh nit derx
Interpretation in Einklang, daB die Aufﬁahme der Metéllionen
im Ionénéustausch erfolgt.. | | |

Ein Vergleich der Fraktionen der Dichtegradienten'ergibt‘An*
zeichen fir eine Heterogehitét der synaptischen Vesikel und
eine Kovarianz der Magnesiumzunahme ﬁit dem ACh/ATP-Ver-
h&ltnis nach Stimulation.

Alle Befunde stehen in Einklang mit einem hypcthetischen

Modell,'das'folgénde Stadien umfaB8t: Das einlaufende Aktions-

- potential fiuhrt zu einer Abl&sung des Kalziums von der pri-

-
-

synaptischén Membran in das Zellinnere. Dievansteigende intra-
zellul8re Konzentration an freiem Kalzium 18st die Anlagerung
der synaptischen Vesikel an die Zellmembran aus;'Der Trans-
mitter wird in den synaptischen Spalt freigesetzt, gleich-

zeitig wird das in den Vesikeln vorhandene ATP zu AMP ge-~

~-spalten. Der—aufgetretene Ladungsverlust wird durch Metall-

. . ,
kationen ausgeglichen. Einige Vesikel laden sich erneut mit
Azetylcholin auf und durchlaufen mehrmals den genannten

Zyklus, bis sie schlieflich mit der Zellmembran verschmelzen.




Anhang 1: Datenvérarbeitung

Zﬁr rechnerischen Behandlung der Dichtegradienten (§gl‘
Kap. 3.12., S. 65) werden die Mefwerte im Demahd—Begrieb
mit dem Programm~fLESEN“:auf das File "DATEN“ gelesen. Von
dort werden sie anschlieﬁend.fﬁr jeden Versuch in ein be-
stimmtes Element (“SOO1", "SCOZ“ usw.) des Files "RSADATEN"

kopiert und so gespeichert.

Zur Auswertung wird mit Hilfe von Steuerkarten aus den File-

elementen ("RSADATEN.SOO1Y, "RSADATEN.SOOé" usw.) der zu be-
handelnden Experimente ein neués'File "DATEN" erstellt. Dann
wird das Programm “AUSWERTEN“ aufgerufeﬁ, das wahlweise
Informaﬁionen von den Lochkarten (z.B. zur Normierung der

Dichtegradienten) oder vom File "DATEN" einliest.

“AUSWERTEN" besteht aus einem kurzen Hauptprogramm {(Statement 55

bis 520) zum Eiﬁlesen der Daten, das eine Subroutine 1. Ordnung
. e

(Statement 1000 bis 2010) anspricht, die, je nach der gerade
behandelten Komponente, die MeBwerte zur Berechnung in die
verschiedenen Subroutines 2. Ordnung dirigiert. Durch ein-

fache'Umstellungen in der Subroutine 1. Ordnung und das Ein-

fligen einiger Druckbefehle in die Subroutines 2. Ordnung k&nnen

“somit beliebige Relationen zwischen den gemessenen Komponenten

1

" berechnet und statistisch lberpriift werden. In der hier wieder-

gegebenen Form werden die RSK-Werte berechnet.




PROGRAMM "LESEN"

70
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

84

85
86
87
88
89
90
91
92
93
%6
97
98
29

OPEN DATEN FOR OUTPUT AS FILE 1

LET

ET
LET
LET
LET
LET
LET
LET
LET

"LET

POg="'NACL.UN"
Pig='GLY.UN'
P2%="NACL.KO.P3"
P3g='GLY.XO.P3"

P4g="NACL.ST.P3'

P5@="GLY.ST.P3"'
P63="NACL.KO.P4'
P7%="'GLY.KO.P4'
P8@="NACL.ST.P4"
POg="'GLY.ST.P4"

PRINT ON1:POg
PRINT ON1:P1%
PRINT ON7T:P2¢ .
PRINT ON1:P3g
PRINT ON1:P4g
PRINT ON1:P5%
PRINT ONT:P6&
PRINT ON1:P7%
PRINT ON1:P8%

PRINT ON1:POg

LET MOg=‘ca'”

LET M1g='MG'
LET M2g='K"’
LET M3@='NA"'

100 LET M3%='ZN'
101 LET M5g='LI'
102 LET M6g='ACH'
103 LET M7g='ATP"

104

105
106
107

116

117
118

LET M8¢='TOTAL ESTERASE'

LET M9g='PROTEIN'
LET NOg='VOLUMEN"
LET N1g='DICHTE'
PRINT ON1:MOg
PRINT ONT:MIg
PRINT ON1T:M2g




119
120
121
122
123
124
125

126
127,

178
180
190
200

210

220
230
232
234
240
242
244
246
248
250
252
272

274

276
280
290
300

312

314

316

-320

330
340

PRINT ON1:M3g

PRINT ON1:M4g

PRINT ON1:M5%

PRINT ON1:M6¥

PRINT ON1:M7g

PRINT ON1:M8%

PRINT ON1:M9g

PRINT ON1:NOg

PRINT ON1T:N1g

DIM D (10)

DIM M(4,13)

PRINT 'ART DES EXPERIMENTES?'

INPUT Sg

PRINT ON7T:S@

INPUT S1g

PRINT ON1:S18

INPUT S2¢

PRINT ON1:528 o

PRINT ‘EXPERIMENT f;S§;' ZAHL DER PRAEPARATIONSWEISEN? °
INPUT P ' ’

PRINT ON7T:P

FOR P1=1 10 P

PRINT '‘PRAEPARATIONSWEISE'; P1

INPUT Pg

PRINT ON1:Pg

PRINT 'WIEVIEL GEWEBE GELADEN';

INPUT Q ' :

PRINT ON1:Q

PRINT 'PRAEPARATIONSWEISE ';P1;' ZAHL DER GEMESSENEN XKOMPON
INPUT M |

PRINT ON1:M .

FOR Mi=1 10 M

PRINT 'KOMPONENTE'; M1

INPUT M@

PRINT ON1:ME .
PRINT 'KOMPONENTE';Mg;' ZAHL DER GRADIENTEN?
INPUT G

PRINT ON1:G




342
344
346
348
350
360
370
380
390
400
410
420
430
440
450
460
469
470
480
490
999

A~ 4

PRINT 'PRAEPARATIONSWEISE: ';P3 |

PRINT 'KOMPONENTE: ';Mg;' AUSGANGSMENGE?'
INPUT M(P1,M1)

PRINT ON1:M(P1,M1)

FOR G1=1 TO G-

PRINT ‘GRADIENT ';G1;' ZAHL DER FRAKTIONEN? '

INPUT F

PRINT ON1:F

FOR Fi=1 TO F
PRINT 'D(';Fi:")2"
INPUT D (F1)

PRINT ON1:D(F1)
NEXT F1

NEXT G1

NEXT M1

NEXT P1

PRINT

PRINT ‘ALLE WERTE EINGELESEN FUER'
PRINT Sg

CLOSE 1

STOP

6500 END

}




PROGRAMM "AUSWERTEN"

55 GOTO 55000

60 PRINT 'FILENAME ';
61 LET Z9=1

62 LET Z8=%8+1

65 INPUT Fg

66 PRINT 'VERGLEICH? JA =
67 INPUT V1

68 IF VO=1 THEN 71

70 OPEN DATEN FOR INPUT AS FILE 1
71 GOSUB 41080

72 LET 29=2

74 INPUT FROM 1: POg
75 INPUT FROM 1: P1¢
76 INPUT FROM 1: P28
77 INPUT FROM 1: P3g
78 INRUT FROM 1: P4§g
79 INPUT FROM 1: P5¢
80 INPUT FROM 1: P63
81 INPUT FROM 1: P7¢
82 INPUT FROM 1: P8g
83 INPUT FROM 1: P9g
96 INPUT FROM 1: MOg
97 INPUT FROM 1r M1g
98 INPUT FROM 1: M2g
99 INPUT FROM 1: M3@
100 INPUT FROM 1: M4g
101 INPUT FROM 1: M58
102 INPUT FROM 1: M6
103 INPUT FROM 1: M7g
104 INPUT FROM 1: M8g
105 INPUT FROM 1: MSg
106 INPUT FROM 1: NOg
107 INPUT FROM 1: N1g
110" IF Z8>1 THEN 200
138 DIM 0(10)

139 DIM G(10)

140 DIM Q(13)

NEIN

O!




142
143
145
150
151
152
153
154

155
156
157
158
159

160
161
162
163
164
165
166
167
200
220
232
242
246
248
250
280
290
310

314
315
316
330
346
350
355
360

DIM A (10)

DIM R(10)

DIM X(10,13)

DIM B(9)

DIM C(13,10)

DIM D(10)

DIM E(10)

DIM F(9,9,10)
DIM H(9,9,10)
DIM I{(13,10)

DIM K(13,10)

DIM J(13,10)

DIM L(13,10)

DIM M (4,13)

DIM P (4,10)

DIM S(9,9,10)
DIM U(9,10)
DIM V(4,10)

DIM W(9,10)

DIM Z(15,4,4,10)
DIM T(9,9,10)
INPUT FROM 1: S8
INPUT FROM 1: S1g
INPUT FROM,Jf/SZ$
INPUT FROM 1: P
FOR P1=1 TO P
LET A2=0

INPUT FROM 1: Pg
INPUT FROM 1: Q
INPUT FROM 1: M
FOR M1=1 TO M

INPUT FROM 1: Mg
GOSUB 51000

PRINT 'Mg = ';M%
INPUT FROM 1: G

INPUT FROM 1: M(P1,M1)
FOR Gl1=1 TO G

PRINT 'Gl= ';G1

LET A1=0




370
390
410
425
430
440
445
450
460
470
490
500

510

"INPUT FROM 1: F

FOR F1=1 TO F

INPUT FROM 1: D(F1)

GOSUB 1000

NEXT F1

NEXT G1

LET X(X,N1)=B(X)

NEXT M1

NEXT P1

PRINT 'BIN FERTIG MIT ';Sg
PRINT 'WAS NUN? WEITER = 1 ENDE = O°
INPUT VO |
IF VO=0 THEN 50000

1000 REM AUFRUFEN DER SUBROUTINES, JE NACH DER BEHANDELTEN
1100 IF Mg= NO§ THEN 1120

1102
1103
1104
1107
1120
1130
1140
1190
1200
1201
1202
1203
1204
1205
1206
1207

1208 IF Mg=M4@% THEN M2=65.37

1208
1210
- 1211
1220
1227
1229

LET A=F1

IF Mg=N1g THEN 1107

GO TO 1190

RETURN

IF F1=F THEN 1140

RETURN -

GOSUB 15000 o | L
REM ZUORDNUNG DES MOLEKULARGEWICHTES
TF. Mg=MOg THEN M2=40.08

IF M%=MOE THEN 1245

IF Mg=M1g THEN M2=24.312

IF M@=M1g THEN 1245

IF Mg=M2¢ THEN M2=39.102

IF Mg=M2g THEN 1245

IF Mg=M3g THEN M2=22.9898

IF Mg=M3§ THEN 1245

IF Mg=M4g THEN 1245

IF Mg=M5§ THEN M2=6.939
IF ME=M5¢ THEN 1245
LET E(F1)=D(F1)

IF F1=F THEN 1231
RETURN

RKOMPO-~
NENTE




1231
1233
1235
1237
1239
1240
1241
1242
1243
1244
1245
1250
1260
- 1265
1270
1275
1280
1283
1284
1285
1390
1505
1510
1520
1530

. 1550,

1600
1700
1800
1900
2000

2005

2010
10000
10080

10090 .

10100
10110

GOSUB 14000
GOSUB 16000
GOSUB 17000
GOSUB 18000
IF Mg=MOg THEN 1243
GOSUB 20000
GOSUB 30050

'RETURN

GOSUB 19000

RETURN

GOSUB 41000

IF Pg=POg THEN 1270
IF Pg=P1¢ THEN 1270
GO TO 1505

IF Fi=F THEN 1280
RETURN |

IF Q(M1)=0 THEN 1285
GOSUB 12100 '
RETURN

GOSUB 11000

RETURN

IF F1=F THEN 1520
RETURN

GOSUB 13000"

GOSUB 10000

GOSUB 21100

GOSUB 14000

GOSUB 16000

GOSUB 17000

GOSUB 18000

GOSUB 20000
GOSUB 30050
RETURN | | |
REM SUBROUTINE ZUM NORMIEREN DES NULLWERTES
FOR Fi=1 TO F

IF A1>0 THEN 10110 ..

LET D1=0

IF E(F1)<D1 THEN 10120




10115
10120
10130
10138
10140
10150
10160

10170 .

10180
10190
11000
11090
11700

- 11110

11120
11190
12000
12100
12110
12120

12190

13000
13090
13100
13101
13102
13103
13113
13114
13115
13116

13118

13120
13190
14000
14100
14110

GO TO 10130

LET D1=E (F1)

LET Al1=A1+1

NEXT F1°

IF F1=F THEN 10160

RETURN

FOR A=1 TO F

LET E(A)=E (A)-D1

NEXT A

RETURN

REM SUBROUTINE ZUM SPEICHERN DER BLINDWERTE
LET Q(M1)=Q(M1)+1

FOR A=1 TO F '

LET C(M1,A)=D (A7)

NEXT A

RETURN .

REM SUBROUTINE ZUM MITTELN DER BLINDWERTE
FOR A=1 TO F .

LET C (M1,A)=(C(M1,A)+D (A))/(QQM1)+1)

NEXT A ' o

RETURN .

REM SUBROUTINE ZUM SUBTRAHIEREN DER BLINDWERTE
FOR A=1 TO F' = |

IF S¢='S005' THEN 13114

IF Sg='S006' THEN 13114

IF Sg='S007' THEN 13114

IF Sg='S008' THEN 13114
GO TO 13116 '

LET 02=0

GO TO 13118

LET 02=1

LET E(A)=D(R)-C (M1-02,A) o
NEXT A .
RETURN

REM SUBROUTINE ZUR NORMIERUNG AUF 1 GRAMM GEWEBE

FOR A=1 TO F
LET E(A)=E (a) /0




14120
14190
15000
15100
15105
15106
15107
15110
15118
15120
15130
16000
16100
16110
16120
16190
17000
17090
17100
17110
17120
17123
17124
17130
17132
17190
18000
18100
18110
18120
18190
19000
19100
19110
19115
19120
19190
20000

RETURN

NEXT A

A - 10

NEXT A

RETURN |

REM SUBROUTINE ZUM SPEICHERN DER VOLUMINA |
FOR A=1 TO F ' ‘
IF A=1 THEN 15107 l
GO TO 15110

LET V=0 |

LET V(G1,A)=D (&)

LET V=V+V (G1,A)

NEXT A

LET V= (100%V) /M (P1,M1)

REM SUBROUTINE ZUM BERECHNEN DER ABSOLUTMENGE

FOR A=1 TO F | -

LET E(A)=E (A) %V (G1,2)

NEXT A

RETURN | o

REM SUBROUTINE ZUM BERECHNEN DER AUSBEUTE

LET S=0

FOR A=1 TO F

LET S=S+E (A)

NEXT A )

IF Mg=M8¢ THEN 17132

IF Mg=MOP THEN 17132

LET R=(100%S)/ (1.00000E+06%M (P1,M1))

LET R=(100%S) /M (P1,M1)

RETURN | \

REM SUBROUTINE ZUM BERECHNEN DER RELATIVEN VERTEILUNG
FOR A=1 TO F - | ]
LET E(a)=(100%E(A)) /s = |
NEXT A | | ]

REM SUBROCUTINE ZUM SPEICHERN DER RELATIVEN PROTEINVERTEILUNG |
FOR A=1 TO F

LET P (G1,A)=E(A) .
GOSUB 62500

RETURN -
REM SUBROUTINE ZUM BERECHNEN DER RSK-WERTE




20100
20102
20104
20106
20108
20109
20110
20112
20120
20190

21100

21110
21140
21150
30050

30098
30099
30100
30101
30102
30104
30105
30106
- 30107
30108
30109
30111
30120
30200
30220

30260

- 30280
130400
30420

30500

30520
30540
31600

A - 11

PRINT ‘RSK~WERT'

'IF P(G1,A)=D THEN 20106
GO TO 20109 - |
PRINT 'KENNE KEIN PROTEIN'
RETURN

FOR A=1 TO F

LET E(2)=E(a) /P (G1,2)

PRINT E (a)

NEXT A

RETURN

FOR A=1 TO F

LET E(A)=(1000%E (a)) /M2

NEXT A |

RETURN

REM SUBROUTINE %UR MITTELWERTBILDUNG UND ZUM STATISTISCHEN

VERGLEICH DER GRADIENTEN
FOR A=1 TO F

LET B5=D

LET G(A)=E (A)

LET E(A)=E(A)-Z(Z8,P1,G1,A)*E (A7)

IF -2 (28,P1,G1,A)=1 THEN 307111

FOR Q9=1 TO 6

IF (A-G9)<1 THEN 30111

LET E(A)=EAA)+Z (%48,P1,G1,A-Q9) %G (A-Q9)
GO TO 62000

GO TO 30111

NEXT Q9

LET E(a)=E (a)/ (B5+1)

NEXT A

LET 05=D

FOR A=1 TO F

IF A-1<1-THEN 30400

IF % (%8,P1,G1,A-1)=1 THEN 05=05+1

LET C(A-~05)=E(A)

NEXT A

FOR A=1 TO F

LET E(A)=0(a)

NEXT A

IF Vi=1 THEN GO TO 31605 ELSE GO TO 31700




31605
31607
31610
31615
31617
31620
31625
31630
31632
31635
31640
31645
31650
31652
31655
31660
31665
31668
31670
31672
31675
31676
31678
31680
31682
31684
31688
31690
31692
31694
31696

—3i¢sg"

31700
31702
31705
31708
31710
31715

A - 12

FOR A=1 TO F |

IF X=9 THEN GO TO 31610 ELSE GO TO 31640

IF G1=1 THEN GO TO 31615 ELSE GO TO 31620
LET I(N1,A)=E(a)

GO TO 31625

LET I(N1,A)=I(N1,A)+E(A)

IF G1=G THEN GO TO 31630 ELSE GO TO 31698
LET I(NT,A)=I(N1,3)/G

IF A>T THEN 31640

LET A(NT)=A(NT)+1.

IF X=7 THEN GO TO 31645 ELSE GO TO 31698

IF G1=1 THEN GO TO 31650 ELSE GO TO 31655
LET J(N1,A)=E (3) '

GO TO 31660

LET J(J1,A)=J(N1,A)+E (3) ‘

IF G1=G THEN GO TO 31665 ELSE GO TO 31698
LET J(N1,A)=J(N1,4) /G

IF A>1 THEN 31 672

LET R(N1)=R(N1)+1

LET K(N1,A)=J(N1,2)~I(N1,A)

LET V43 (A (N1)+R(N1)) /2

LET L (N1,A)=K(NT,A)A2

LET U(N1,A)=U(N1,A)+K(N1,4)

LET W(N1,%) =W (N1,A) +L (N1,2)

IF V4>2 THEN GO TO 31684 ELSE GO TO 31698
LET V5=U(N1,A) /V4 -

PRINT '‘MITTLERE DIFFERENZ ( ';A;' ) = ';

PRINT V5;' (';V4;") %; \

LET T=(W(N1,A)—((U(N1,A))A2/V4j)/(v4—1)_

LET T=V5/(SOR (T) /SQR(V4))

PRINT 'T-WERT = ';T;* ' (V4-1) ;' FREIHEITSGRADE'
NEXT & . S .
FOR A=1 TO F

LET F (X,N1,A)=F (X,N1,A)+E (A)
LET H(X,N1,A)=H(X,N1,4)+(E(A))A2

NEXT A

IF A=F THEN 33200
RETURN




33200
33203
33205
33206
33210

33220
33230
33240
33250
33260
33290
33295

~-33300

41000
41010
41020
41030
41040
41050
41060
41070
41080
41090
41100
41110
41120
41130
41135
41140
41150

50000
50010
50080

50090

50100,

50110
50115

A - 13

LET B(X)=B(X)+1 |
TF B(X)>1 THEN GO TO 33205 ELSE GO TO 33295
PRINT Pg

FOR A=1 TO F

LET S(XrN1,A)=(SQR((H(X,N1,A)—((F(X,NT,Af)AZf/B(X))/(B(X)
-1))) /SQR(B (X))

~o

PRINT 'MITTELWERT ';M@;' *;A;' = '
PRINT (F(X,N1,A))/B(X);" ',
PRINT ‘S.E.M. ; ‘

PRINT S(X,N1,a);" (';B(X);")"

LET E(RA)=(F(X,N1,4))/B(X)

NEXT A

LET EA)=(F(X,N1,4)) /B{X)

RETURN ‘ -
REM SUBROUTINE FUR NEUEN BLINDWERT-GRADIENTEN '

IF P$=POg THEN 41040 '

IF Pg=P1g THEN 41040

RETURN
IF P1>1 THEN 41060
RETURN

IF W=0 THEN 41080
RETURN :
FOR M3=1 TO M

LET Q(M3)=0

FOR 2=1 TO F

LET C(M3,A)=0
NEXT A

NEXT M3

IF 29=1 THEN 41150
LET W=1

RETURN

-~

‘REM SUBROUTINE FUR DEN UNGEPAARTEN T-TEST

PRINT 'UNPAIRED T-TEST'
FOR N1=D TO 9

PRINT 'N1T = ';N1
FOR X=2 TO 9 ~
FOR ¥=2 TO (X-1)

FOR A=1 TO F

e
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50119 IF X(X,N1) <=0 THEN 50310 |
50120 'LET S(X,N1,A)=H(X,N1,4)-(F(X,N1,A)A2) /X (X,N1)
50129 IF X(Y,N1)<=0 THEN 50300

50130 LET S(Y,N1,A)=H(Y,N1,A)-(F(Y,N1,A)A2) /X(Y,N1)
50139 IF (X (X,N1)+X(Y,N1))<=2 THEN 50300 |

50140 LET S(X,N1,A)=(S(X,N1,A)+S(¥,N1,A)) "

50141 LET S(X,N1,A)=S(X,N1,3)/(X(X,N1)+X(Y,N1)-2)
50150 LET S(X,NT,A)=SQR(S(X,N1,A))

50160 LET S(X,N1,A)=S(X,N1,A)%SOR (1/X (X,N1)+1/X (Y,N1))
50162 LET T (X,N1,A)=(F(X,N1,A) /X (X,N1)~F(Y;N1,4) /X(Y,N1))
50164 LET T(X,N1,A)=T(X,N1,A)/S(X,N1,A)

50175 PRINT. 'VERGLICHEN f;X;' ':;¥;'  ';

50178 PRINT ‘FRAKTION ':A |

50179 PRINT 'DIFFERENZ DER MITTELWERTE = '; o

50180 PRINT (F (X,N1,A)/X(X,N1)~F(¥,N1,A)/X(Y,N1));:"' ';
50190 PRINT ‘T-WERT = ';T(X,N1,A);

50200 PRINT V; (X (X,N1)+X(Y,N1)=2) ;' FREIHEITSGRADE'

‘50280 NEXT A

50300 NEXT Y
50310 NEXT X

50320 NEXT N1

50330 GO TO 64998

51000 GOSUB 60000

510017 REM SUBROUTINE ORDNET DER KOMPONENTE EINEN WERT N1 ZU

- 51002 IF Mg=MOg THEN Ni=0

51010 IF Mg=M1g THEN N1=0
51020 IF Mg=M2g THEN N1=2
51030 IF Mg=M3g THEN Ni=3
51040 IF Mg=M4g THEN Ni=4
51050 IF Mg=M5¢ THEN N1=5
51060 IF Mg=M6¢ THEN N1=6

- 51070 IF M@=M7¢ THEN N1=7

51080 IF M@=M8% THEN N1=8

51090 IF Mg=M9g THEN N1=9

51200 LET B(X)=X(X,N1)

51210 RETURN

55000 REM SUBROUTINE ZUR DICHTENORMIERUNG
55010 PRINT 'ZAHL DER EXPERIMENTE "




55020
55030
55035
55037
55040
55050
55055
55060
55070
55080
55085
55090
55100
55110
55120
55140
55150
55160
55170
55180
55190
55200
55210
55220
55230
55240
55250
55260
55300
56000
56040

- 58000

58100
- 58102
58104

58110

58120
58130

A - 15

INPUT U9 |
OPEN DATEN FOR INPUT AS FILE 1
FOR U7=1 TO U9

PRINT U7

FOR U8=1 TO 25

INPUT FROM '1: Ug

NEXT U8

INPUT FROM 1: P

FOR P1=1 TO P

INPUT FROM 1: Pg

PRINT Pg

INPUT FROM 1: U8

"INPUT FROM 1: M

FCR M1=1 TO M

INPUT FROM 1: M@

INPUT FROM 1: G

INPUT FROM 1: M(P1,M1) "

FOR Gl1=1 TO G J - .

INPUT FROM 1: F
FOR Fi=1 TO F
INPUT FROM 1: D(F1)
GOSUB 56000 ”
NEXT F1

NEXT G1 .~

NEXT M1

NEXT P1

NEXT U7

CLOSE 1

GO TO 60

IF M@='DICHTE' THEN 58000

RETURN | ,

REM KONSTRUKTION EINES FIKTIVEN DICHTEGRADIENTEN
IF F1=F THEN 58104 ”

GO TO 56040

IF P1=P THEN 58120

GO TO 56040

IF G1=G THEN 58140

GO TO 56040




- 58140

58150
58160
58170
58180
58190
58200
58210
58220
58230
60000
61000
61001
61002
61003
61004
61005
61006
61007
61008
61009
61020
62000
62010
62020
62500
62510
62520
62530
62540
62550
62700
64998
64999
65000

A - 16

PRINT 'Z~WERT'

FOR F1=1 TO F

INPUT O3

FOR P1=1 TO P

FOR Gi=1 TO 4

LET Z(U7,P1,G1,F1)=03

NEXT G1

NEXT P1

NEXT F1

GO TO 56040

REM SUBROUTINE ORDNET DER PRAPARATIONSWEISE EINEN WERT X ZU
IF P$=POg THEN X=0 '
IF P¥=P1g THEN X=1

IF Pg=P2¢ THEN X=2

IF P$=P3g THEN X=3

IF Pg=P4g THEN X=4

IF Pg=P5§ THEN X=5

TF Pg=P6¢ THEN X=6

IF Pg=P7¢ THEN X=7

IF Pg=P8¢ THEN X=8

IF P@=P9% THEN X=9

RETURN

LET B5=B5+%(%8,P1,G1,A-Q9)

IF 2 (28,P1,A-Q9)=1 THEN 30109

GO TO 30108

IF S§='S010' THEN 62530

IF Sg="S011"' THEN 62530

GO TO 62700

FOR A9=1 TO G

LET P(A9,A)=P (1,R4)

NEXT A9
RETURN
CLOSE 1
STOP
END
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