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Zusammenfassung

Ebenso wie viele andere exocytotische Sekretionsprozesse

ist die Acetylcholinausschiittung aus der Nervenendigung

an die Gegenwart von Calciumionen gebunden. In der vor-
liegenden Arbeit wird der Calciumgehalt in subzelluldren
Fraktionen aus dem rein cholinerg innervierten elektrischen
Organ von Torpedo mit Hilfe der Atomabsorptionsspektral-
photometrie untersucht. Nach eléktrischer Reizung des
Gewebes kann eine Abnahme im Calciumgehalt der Mitochondrien
und eine Zunahme im Calciumgehalt der synaptischen Vesikel

nachgewiesen werden:

1. Differentialzentrifugationen und Zentrifugationen auf
Saccharose-Glycin Dichtegradienten erlauben die Isolierung
verschiedener Organellen aus dem Zellhomogenat. Erstmals
wird eine Priparation von Mitochondrien aus dem elek-
trischen Organ beschrieben. Die Mitochondrienfraktion
weist mit 834 nmol Ca /'mgAPrbtein den h&chsten spezi-
fischen Calciumgehalt auf. Der Calciumgehalt in anderen
subzelluléren Fraktionen betridgt (in nmol Ca / mg Protein):
Nervenzellmembrén—reiche'Fraktiqn - 617; Nervenendi-
gungen - 262; synaptische Vesikel - 277; Cytoplasma-
reicher Hberstand - 191. Im Gégensatz.zum Calcium sind
die Metalle Natrium, Kalium und Magnesium in dem cyto-
plésm;tischen Uberstand angereichert.

2. Wenn das Gewebe elektrisch gereizt wird, sinkt der
Calc1umgehalt der Mltochondrlen proportional zur Abnahme
des Transmlttergehaltes in der Fraktion der Nervenendi-
gungen. Nach repetitiver Stlmullerung bis zur Erschdpfung
der Organantwort (5000 Impul%e, 5 Hz) haben die Mito-
chondrien 77 % ihres Calciumé verloren. Das freigesetzte
Calcium wird im Cytoplasma—reichen-Uberstand wiederge-
funden. Weder der Calciumgehalt der Nervenendigungen noch
der mit Nervenzellmembranen angereicherten Fraktion &ndern
sich 1nfolge “elektrischer Reizung. Auch der Natrlum— Kalium-~
und Magne51umgeha}t der Mitochondrien bleibt unver&ndert.

VCalclum aus der Fixierungsflissigkeit auf. Hierdurch

~ XI =

3. Um 2zu entscheiden, ob das Calcium von den Mitochondrien
der Nervenen@igungen oder der muskelanalogen Elektro-
plagquezellen ausgeschiittet wird, wird das elektrische
Gewebe mit d-Tubocurarin per'fundiert, bis die Organant-
wort auf einzelne Testimpulse abgeklungen ist. AnschlleBend
wird das Gewebe repetitiv gereizt. Die Transmitteraus-
schiittung wird durch das Pharmakon nicht beelntréchtlgf,
“dber daie C&Iciﬁmfrelsetzung aus den Mitochondrlen ist h
auf 20 bis 40 % verm1ndert7 Es wird geschlossen, das

der Uberwiegende Anteil der Calciumfreisetzung aus den
postsynaptischen Mitochondrien erfolgt. Die Calciumaus-
schiittung in Gegenwart von Curare findet dagegen aus

den Mitochondrien der Nervenendigungen 1n das termlnale
Cytoplasma. statt.

4. Die Zuordnung der Calciumfreisetzung zu den beiden

: Mitochondrienpopulationen wird ultrastrukturell durch

Fixierung in Gegenwart von Calciumionen bestédtigt: Jeweils‘
diejenige Mltochondrlenpopulatlon, die - den blochemlschen
Befunden zufolge ~ ihr Calcium verloren hat, nimmt

kommt es zu markanten Ablagerungen in den Mitochondrien.
Mit diesem Befund kann zugleich erstmals eine Erkl&rung
fiir die schon frither beobachtete bevorzugte Ablagerung
von Calclum in den Mitochondrien stlmullerter Nerven-
endlgungen gegeben werden. - Die Calc1umausschuttung kann
auch in vitro durch Inkubatlon isolierter Mitochondrien
mit Alkalimetallen ausgeldst werden.

5. Der Calcium—- und Magnesiumgehalt synaptischer Vesikel
ist nach elektrischer Sﬁimulierung erhSht, ihr Alkali-
metallgehalt bleibt dagegen unverindert. Alkallmetalle
zeigen aufgrund ihres kleineren Ionenpotentials eine
geringere Festigkeit in ihrer Bindung an die Vesikel,
insbesondere k®nnen Kalium- gegen Natriumionen ausgetauscht
werden. Es wird angenommen, dag Metallkationen bei der
Exocytose im Ionenaustausch gegen das ausgeschiittete
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Acetylcholin von den synaptlschen Vesikeln gebunden werden,
daBg sich die. Alkalﬂmetalle jedoch wdhrend der Isollerung

der Zellorganellen teilweise wieder umverteilen.

Die beobachtete Calc1umfrelsetzung aus den Mltochondrlen
der chollnergen Nervenendlgungen bletet sich an, mehrere
blsher unverstandene blochemlsche, morphologlsche und
auch elektrophy51ologlsche Befunde zu erkléren. Ins-
besondere konnte sie dazu dlenen, bei tetanlscher Relzung
auch jene synaptlschen Vesikel zu akthleren, dle s;ch
nicht in unmlttelbarer Néhe der aktlven Zonen der Trans-—
mitterausschiittung beflnden, und deshalb nlcht von dendr
wahrend des Aktlonspotentlals einstromenden CalClumlonen'
errelcht werden. Eine anschlieBende Ionenaufnahme in dle
synaptischen Vesikel kann dazu dienen, den Ladungsverlust
der Ve51kel auszuglelchen, der durch die Ausschittung

der elektrlsch p051t1v geladenen Acetylchollnmolekel ent—b

steht. Zuglelch kann 51e helfen, dle wahrend der Erregung

der Zelle angestlegene cytoplasmatlsche Calc1umkonzen—_
tration w1eder zu senken _Die auffallenden Analoglen ’

zwischen den verschledenen Systemen, in denen eine exocy-’

totlsche Sekretlon nachgew1esen worden ist, ‘lassen ver—l

muten, daB durch elne Ubertragung der ‘in dieser Studie ver-

endeten Untersuchungsmethoden auf andere Systeme ver—

glelchbare Resultate erZLelt werden konnen.
AN

1. Einleitung

1.1. Bedeutung der Calciumionen in erregbaren Geweben

)

Calciumionen sind fiir alle erregbaren Gewebe von'funk—
tionaler Bedeutung. Wdhrend die Alkalimetallionen Na+

und ¥ in verschiedenen Zelltypen dazu dienen, Potential-
differenzen—an-biologischen Membranen einzustellen ~dnd
den osmotischen Druck zu regeln, und Schwermetallionen
(wie z.B. -Co+, Cu2+, Fe2+, Fé3+, Mn2+ und Zn ) als
Cofaktoren bestimmter Enzyme auftreten, schien eine
ghnliche Generalisierung fiir die Funktion der Calcium—
ionen zun&chst nicht m&glich. Im Laufe des letzten Jahr-
zehnts sind jedoch zahlreiche Nachweise daftir erbracht -
worden, daB Ca;ciumionen immer dann anwesend sein miissen,
wenn die Erregung der Zelloberfliche einem spezialisier-
ten System im Zellinneren mitgeteilt werden soll (Konzept'
des zweiten Ubertrigerstoffes). Die notwendigen Ein-
schrénkungen dieser Verallgemeinerung werden in sp&teren
Kapiteln besprochen werden. Zunichst soll die Rolle der

Calciumionen an den beiden groBen Klassen erregbarer Ge-

webe, “den kontraktllen und den sekretorischen Geweben,
verdeutlicht werden.

1.1.1. Muskelgewebe- Kopplung zw1schen Erregung und
Kontraktlon - ’

.

Einem Verstindnis aer Abiéufe auf molekularer Ebene; in
welche die Calciumionen eingreifen, sind wir bei den
kontraktilen Zellen am nichsten: Die Erregung der gquer-
gestreiften Muskelzelle fiihrt zu einer Depolarisation

der transversalen Tubuli, extrazellulirer Kandle, die
durch’ tiefgreifende Invaginationen des Sarkolemms gebil-
det werden. Den transversalen Tubuli liegen die terminalen
Zisternen des sarkoplasmatischen Retikulums gegeniiber,

die auf die Erregung mit einer stark erhshten Membran-
pPermeabilitdt fir Calciumiqnen reagieren. Die in das



_Sarkoplasma ausgeschiitteten Calciumionen reagieren ﬁit
der TN-C Untereinheit des regulatorischen Proteins
Troponin (Ebashi et al., 1968; Fuchs und Briggs, 1968).
Durch eine Konformations&nderung des Troponinmolekils
(TN-I Untereinheit) wird ‘das Myosin-Bindungszentrum des

G-Aktin-Monomeren fiix die Wechselwirkung mit dem akti-
vierten Kopfstiick des Myosinmolekiils freigelegt. Dies
fiihrt zur Ausbildung des AktomYOSLnkomplexes mit dem an-
schlieBenden Gegenelnanderglelten der Aktin- und My051n-
filamente (sliding filament theory) .

,

Wéhrend der'Relaxatioﬁ des Skelettmuskels werden die
Calciumionen von einer Ca2+—aktivierbaren Transport—ATPase
wieder in das sarkoplasmatische Retikulum eingeschleust.
Die Ca2+—Konzentration im Sarkoplasma, die wihrend dexr
Erregung auf Uber 10 uM angestiegen war, wird hierdurch
erneut auf weniger als O. 2 uM (Skelettmuskulatur) er-
niedrigt. Die ATPase-Aktivitdt des Myosins wird unter
diesen Bedingungen (keine Assoziation mit Aktin, nledrlge
Ca2+—Konzentration) durch anwesende Magnesiumionen_gehemmt.

Wihrend die Calciumionen in der weiBen Muskulatur also von
dem sarkoplasmatischen Retikulum aufgenommen und freige-
setzt werden, splelen die Mltochondrlen in der roten Mus-
kulatur eine grdBere Rolle fir die Spelcherung und Aus-
schiittung des Calciums (Patriarca und Carafoli, 1969) .
Gewebe, fiir die eine Calclumspelcherung in den Mitochondrien
gezeigt worden ist, schlleBen die Flugmuskulatur von In-
sekten (Carafoli und Sacktor, 1972) , das Myometrium der
sduger (Batra, 1973) und dle Herzmuskulatur der Vertebraten
(Legato et al., 19683 Crompton et al., 1976a, 1978a; vgl.
auch Scarpa und Gra21ott1, 1973) ein. Die Fdhigkeit der
Mitochondrien, Calcium iiber ein aktives Transportsystem

aufzunehmen, ist fir zahlreiche Gewebe nachgew1esen worden

(vgl. folgende tibersichtsartikel: Lehninger, 1970; Carafoli
und Lehnlnger, 1971; Carafoli und Rossi, 1971; Carafoli,

1974; Bygrave, 1978).

I? der a?de?en groBen Gruppe erregbarer Gewebe vermitteln
die Calciumionen die Kopplung zwischen der Exregung der

Zellmembran und dem Sekretionsprozés. In diese Klasse ge-

hdren Nervenzellen, die chemische ﬁbertragérstoffe

= __,T 3- - 2s K]
(Transmitter)-ausschiitten, die neurosekrétoriSchen Zellen

des Nucleus paraventrlcularis und des Nucleus supra-
opticus, deren Axone in den Hypophysenhlnterlappen
(Neurohypophyse) ziehen, wo aus ihren Endigungen die
Hormone Vasopressin und Ocytocin in die Blutbahn ‘abge-
geben werden, sowie endokrine und exokrine Driisen gbw h
viele dieser Systeme in den vergangenen zehn Jahr;n i : .
siv u?tersucht worden sind und auf die bestehenden G:; én-
s?mkelfen hingewiesen wgrde (Smith, 1971a; Trifard 19:;?—
sind wir von einem Verst&ndnis der ablaufenden Pro;esse ,
auf molekularer Ebene noch weit entfernt.

1.1.2.1.
- Gemeinsame Eigenschaften sekretorischer Zellen

s e e et . S L I T
T ees e
. c e .

Ve i
iischledene_Zelltypen sekretorlscherrGewebe~ahnein—sich
ultrastrukturell durch ihr -
en Gehalt an membra ¢
. . - & numgebenen
.51keln (sekretorische Granula), in denen das Sekret
(im weitesten Sinne des Wortes) gespeichert ist. Der’
Dur
( chmesser_dieser Spelchergranula variiert zw1schen 40 nm
synaptische VeSLkel) und etwa 1 um (zymogene Granul
a

exok
riner Driisen). Als Ort 1hrer Herkunft werden sowohl

2bschnurung aus Membranschlauchen des endoplasmatlschen

aizikulums und des Golgi Apparates (Drusenzellen) als

o szinalzr Transport und eine endocytotische Einstilpung
membran (Nervenzellen) diskutiert (Holtzman, 1977)

Flir m : i ,

: ehrere sekretorische GeweBe ist gezeigt worden, daB

as i e

. leekret in den sekretorischen Vesikeln gemeinsam mit

u . 3 0 ml
eotiden, hauptsdchlich AT, gespeichert vorliegt:

chro; i
maffine Granula des Nebennierenmarks (Hillarp, 1958b)
14 7



elektronendichte Granula in sympathischen Nervenzellen
(Schiimann, 1958), serotoninerge Granula der Blutplatt-
chen (Da Prada und Pletscher, 1968), Peptidhormon-haltige
Granula aus der Neurohypophyse (Poisner und Douglas,
1968a) und cholinerge Vesikel aus den elektrischen Or-
ganen von Torpedo marmorata (Dowdall et al., 1974) und
Eiectrophorus electricus (Zimmermann und Denston, 1976) .

AuBerdem ist in der Fraktion isolierter Speichergranula
von verschiedenen sekretorischen Zellen _eine durch Ca2+-
Ionen aktivierbare ATPase nachgewiesen worden: neutrophile
Leukocyten (Woodin und Wieneke, 1964), chromaffine Granula
(Hillarp, 1958a; Banks, 1965; Apps und Glover, 1978),
neurosekretorische Granula des Hypophysenhinterlappens
(Poisner und Douglas, 1968b), synaptische Vesikel aus
Gehirnhomogenéten,(Germain und Proulx, 1965; Hosie, 1965;
Kadota et al., 1967; Tanaka et al., 1976), adrenerge Ve-
sikel des Milznerven.(Klein und Lagercfantz, 1971), zymo-
gene Granula des exokrinen Pankreas (Meldolesi et al.,

1971) und cholinerge Vesikel aus dem elektrlschen Organ

von Torpedo (Breer et al., 1977; Schmldt und Zlmmermann,
1978) . Die ATPase-ARktivitdt sekretorischer Vesikel scheint
sehr labil zu sein, da in mehreren Systemen auch negative
Befunde erhoben worden sind: chromaffine Granula (Fortier
et al., 1959; Hagen, 1962; Laduron et al., 1976}, neuro-
sekretorische Granula des Hypophysenhinterlaépens (Vilhardt
und Hope, 1974; Russel und Thorn, 1975) , und cholinerge
synaptische Vesikel (vgl. Nagy et al., 1976, Carpenter und
Parsons, 1978). Breer et a1.5(1977) haben berichtet, daB
die ATPase—Aktivitét‘gereiniéter cholinerger Vesikel in 24 h
bei 2°C auf 30% der ursprﬁngiichen Aktivit&t abgefallen war.
Gemeinsam ist den meisten sekrétorischen Systemen ferner,
daB das Sekret exocytotisch ausgeschiittet wird, indem sich
die sekretorischen Vesikel entweder vorilbergehend an die
Zellmembran anlagern oder sogar vollst&ndig mit ihr ver-

;\‘

schmelzen. FUr einige Sekfetionsprozesse wird allerdings
auch eine direkte Ausschleusung der zu sekretierenden
Molekiile (z.B. Immunglobuline und Steroide, vgl. Novikoff
und Holtzman, 1970) durch die Plasmamembran in Erwdgung
gezogen. als morphologischer Hinweis auf die Exocytose
wird das Auftreten omegafdrmiger Strukturen gewertet,’
die durch Fusion der &duBeren Vesikelmembran mit der Zell-
“membran entstehen:Sie sind u.a. bei chromaffinen~Granula—
(Diner, 1967), neurosekretorischen Granula des Hypophy-
senhinterlappens (Naggsawa et’al., 1970) , zymogenen Gra-—
nula des exokrinen Pankreas (Ichikawa, 1965), Amyiase—
haltigen Granula der Parotisarﬁse (Amsterdam et al.,
1969), Histamin-haltigen Vesikeln der Mastzellen (Hors-
field, 1965; XKagayama und Douglas, 1974) und c¢holinergen
synaptischen Vesikeln (Hubbart und Kwanbunbumpen, 1968;
Nickel und Potter, 1970) beobachtet worden (weitere Bei-
spiele sind bei Smith, 1971a, und Trifard, 1977, angege-
ben) .

Als biochemischer Nachweis wird gewertet, wenn bei Stimu-
lierung mehrere verschledene Inhaltstoffe der sekreto—

rischen Blischen g gemelnsam (und im selben Mengenverhaltnls,
wie sie in den lsollerten Vesikeln vorliegen) ausgeschiittet

werden, ohne daf es gleichzeitig zu einer Freisetzung cyto-
plasmatischer Substanzen kommt. Zu den Geweben, an denen
ein blochemlscher Nachwels der exocytotischen Sekretlon
erbracht worden ist, gehdren u.a. (weitere bei Smith, 1971a;
Trifard, 1977) das Nebenhierenmark (Banks und Helle, 1965;
Schneider et al., 1967; Serck-Hanssen, 1972), die Neuro-
hypophyse (Fawcett et:al,, 1968; Nordmann et al., 1971),

das exokrine Pankreas (Keller und Cohen, 1961) , die Parotis-
driise (Wallach und Schramm, 1971) sowie die neutrophilen
Leukocyten (Woodin und Wieneke,.1963) und die Mastzellen
(Fillion et al., 1970). Auf den biochemischen Nachﬁeis

bei den cholinergen Vesikeln Wird in einem sp&teren Ka-
pitel (1.3.) ausfﬁhrlicherieingegangen werden. -



Bei einer so groBen Vielzahl an Gemeinsémkeiten unter
den sekretorischen Systemen lag es natlirlich nahe, einen
einheitlichen molekularen Sekretionsmechanismus zu ver-

muten. Die Suche nach den molekularen Vorgéngen der
Sekretion ergab eine weitere wichtige Gemeinsamkeit:

In den Jahren von 1963 bis 1972 wurde fir fast alle ge-

' nannten Systeme in Gewebeexplantaten, in in vitro Pré-
paraten oder an Gewebeséﬁeibchen gezeigt, daB eine Se-
kretion nur bei Anwesenheit von Calciumionen im Perfu-
sions- oder Inkubatlpnsmedlum stattfinden kann. Magnesium-
ionen wirken in v1eléh Geweben hemmend auf den Sekretions-
prozeB (z.B.: Nebennierenmark: Douglas‘und Rubin, 1963;
Neurohypophyse: Normann, 1974; endokrines Pankreas:
Grodsky und Bennett, 1966; Hales und Milner, 1968;
Mastzellen: Foreman und Mongar, 1972; neurophile Leuko-

-cyten: Woodin und Wieneke, 1964; neuromﬁskulére End- '

- platte: del Castillo und Engbaek, 1954), wdhrend Strontium
und Barium zum Teil zu verstédrkter Sekretion flihren (Ne-
bennieremmark: Douglas und Rubin, 1964; Neurohypophyse:
Ishida, 1968; Buchs et al., 1972; Mastzellen: Foreman und
Mongar, 1972; GroB8hirnscheibchen: Vargas et al., 1976;
periphere adrenerge Neurone: Ito et al., 1978; neuromﬁs-
kulire Endplatte: vgl. Literaturangaben bei Silinsky,
1978) . Zu den Géweben, in denen eine Beteiligung der
Calciumionen am Sekretionsprozef nachgewiesen worden ist,
gehdren das Nebennierenmark (Douglas und Rubin, 1961,
1963), die Neurohypophyse (Douglas, 1963; Douglas und
Poisner, 1964; Dicker, 1966), die Adenohypophyse (Samli
und Geschwind, 1968; Parsons, 1969; Kraicer et al., 1969;
Hopkins, 1970; MacLeod und Fontham, 1970), das endokrine

(Grodsky und Bennett, 196&) und exokrine Pankreas (Hokin,
1966) , die Submaxillardriise (Douglas und Poisner, 1963),
die Parotisdriise (Selinger und Naim, 1970), die Mastzellen

pouglas (1974), Rubin (1974), Vickers (1976) und Trifard
(1977) .

1.9.2.2. Der Calc1ume1nstrom in die cholinergen Neurone

...... D I I T T T T -

Dag Calciumionen erforderlich sind, um die Funktions-
fahigkeit von Nerv-Muskelpr&paraten aufrechtzuerhalten,

_wurde bereits gegen Ende des vorlgen Jahrhunderts erkannt

(Rlnger,—Fggg*_focke, 1894) . 1940 zelgten Harvey und
MacIntosh am perfundierten oberen Cervikalganglion der
Katze, daB in Abwesenheit von Calciumionen die Trans-—
mitterfreisetzung unterbleibt. DaBf die Calciumionen tat-
sdchlich eine présynaptische Wirkung austiiben, wurde in
einer Serie von Untersuchungen durch Katz und Mitarbeiter
an der neuromuskuldren Endplatte erhidrtet (vgl. Kafz und
Miledi, 1965; Katz, 1969). Insbesondere konnte bei sehr
kleinen Calciumkonzentrationen (Fatt und Katz, 1950, 1952)
oder hohen Magnesiumkonzentrationen (del Castillo und
Engbaek, 1954; del Castillo und Katz, 1954) gezeigt wer-
den, daf die induzierten postsynaptischen Potentialin-
derungen (Endplattenpotentiale) ganizahlige Vielfache
kleinster sogenannter. Miniaturendplattenpotentiale-sind

=& I

Die Weiterentwicklung der Elektronemmikroskopie fiihrte °
zur Entdeckung der synaptischen Vesikel (Sjdstrand, 1953;
Palay und Palade, 1954 und. de Robertis und Bennett, 1955)
und der Hypqihese, daB in ihnen jene kleinsten,Quanﬁen an
Transmitter abéepgckt sind,/welche nach ihrer/Ausschﬁttung
in den synaptischen Spa;t die  Miniaturendplattenpoten-—
tiale hervorrufen (del Castilld und Katz, 1956).

Erst ein Jahrzehnt spiter gelang die Isolierung der synap-

tischen Vesikel (de Robertis et al., 1963; Whittaker eﬁ/al
s = i .7

1964) aus dem Zentralnervensystem. Der AcéEylgthingehalt

(Mongar und Schild, 1958; Foreman und Mongar, 1972), die
noradrenergen Neurone (Smith, 1971b) und die cholinergen
Neurone (S\u., Kap. 1.1.2.2.). Weitere Zitate finden sich
bei Rasmussen\(1970), smith (1971), Smith und Wlnkler (1972),

der isolierten cholinergen Vesikel (Whittaker und Sheridan,
1965) entsprach Berechnungen uber den Acetylcholingehalt ’
eines Quantums, die auf der Grundlage elektrophy51ologlscher
Untersuchungen durchgefuhrt ﬁé?den (Katz und Miledi, 1972;
vgl. auch, Kuffler und Yoshlkaml, 1975) .

/



Hodgkin und Keynes zeigten 1957, daB die elektrische
Reizung des Riesenaxons der Tintenschnecke (Loligo)

zu einem verstirkten Einstrom von 45Ca fithrt. Zhnliche
Resultate wurden von Blaustein (1975) mit Synaptosomen
bei elektrischer Reizung oder durxch depolarisierende
Kaliumkonzentrationen erzielt. Blaustein und Goldring
(1975) fanden, daB Veratridin und Skorpiongift die
Nervenendigungen depolarisieren und zu einem Einstrom

von Calciumionen fiihren, der durch Tetrodotoxin blockiert
wird. Hieraus konnte geschlossen werden, daf ein Calc;um—
einstrom durch Natriumkandle stattfindet, dle denjenigen
der Axone gleichen. Dieser passive Ioneneinstrom folgt
dem elektrochemischen Gradienten fiir die Natrium- und
Calciumionen. Es ist daher wahrscheiniich, das das Ak-
tionspotential bis in die Nervenendigung fortgeleitet wird.

Durch Experimente am Riesenaxon der Tintenschnecke mit

dem Protein Aeqﬁorin, das in Anwesenheit von ionisiertem
Calcium Licht emittiert, wurde in der sp&dten Phase des
Aktionspotentials eine weitere, sogenannte "spite Phase
des Calciumeinstroms" gefunden (Baker et al., 1971); Die-
ser Calciumeinstrom ist gegen Tetrodotoxin und Tetraithyl-
ammoniumionen unempfindlich, erfolgt also weder durch die
Natrium- noch durch die Kaliumkandle. Er wird hingegen
durch Magnesium-, Mangan- und Kobaltionen, durch fortge-
setzte Depolarisierung der Zellmembran und durch die
Pharmaka D-600 und Iproveratril (Verapamil, a-Isopropyl-
o-[ (N-methyl- N—homoveratrylé);Y—aminopropyl]—3 4-dimethoxy-
phenyl-acetonitril) gehemmt Die Autoren schlossen hieraus
auf die Existenz spe21allslerter Calc;umkanale, die sich
in der spdten Phase des Akt;onspotentlals S6ffnen. Die
elektrophysiologischén und bharmakologischen Charakteris—
tika des spdten Calciumeinstroms &hneln denen der Calcium-
abhéngigen Mechanismen, welche die Transmitterfreisetzung

einleiten. (Baker et al., 1971; Baker, 1972; Blaustein, 1974).

. . C
Diese SchluBfolgerung basiert zur Zeit allein auf Unter-

suchungen mit Hilfe von Aequorin in Gegenwart unter-—
schiedlicher extrazelluldrer Calciumkonzentrationen.
Hingegen ist wenig liber die Ionenfliisse durch die Mem-

pbran wihrend der Tetrodotoxin-Blockierung bekannt. Baker

et al. (1971) fanden auch bei starker Depolarisierung

stets eine geringe Zunahme der Lichtemission und konnten
kein wirkliches Gleichgewichtspotential ermitteln, bei

dem sich—die—Reaktion-des Aequorins vermindert-h&tter—
Auch berichten sie, daB der Calciumeinstrom nach Kalium-
Depolarisierung nie vollst&ndig auf die vor der Depolari-

sierung gemessenen Werte abfiel. Die Autoren postulieren

daher (vgl. auch Baker, 1972), daB die Calciumkanile nur //////

unvollstdndig inaktiviert wurden, oder daBf noch eine
weitere Quelle des Calciumeinstroms oder der intrazellu¥'
lidren Calciumfreisetzung aktiviert wuFde. Die Natur der
"spdten Phase des Calciumeinstroms” erscheint daher zur

Zeit nur unvollstd@ndig gekl&rt.

1973 gelang es Miledi, durch Injektion von Calciumionen
in die Nervenendigung eine Depolarisierung der postsynap-—
tischen Membran aaszul®sen. Mit diesem Ergebnls schien in

den Jahren 1973 bis 1975 ein teilweises Versté@ndnis der
Vorgénge an der cholinergen Synapse erreicht zu sein:

Das Aktionspotential ‘trifft im synaptischen Endknopf ein,
Calciumionen strdmen durch die gedffneten Natriumkanile

in das Cytoplésma, speziaiisierte Schleusen fﬁr/Calcium—
ionen werden in der: Zellmembran gedffnet und die nun

stark angehobene intraterminale Calciumkonzentration in-
duziert eine Wechselwirkﬁng zwischen den synaptischen Ve-
sikeln und der présynaptischen Zellmembran, die zur Aus-—
schiittung des Vesikelinhaltes (iiber sich &ffnende Poren
oder eine Verschmelzung der Membranen) in den synaptischen
Spalt fiihrt. Ungekldrt erschien vor allem die Art der
Wechselwirkung zwischen den synaptischen Vesikeln und den
Calciumionen. Sowohl eine Aktivierung der vesikuliren ATPase
als auch eine Verninderung der vesikuldren Oberflichenla-
dung, durch die die Fusion mit der Zellmembran erleichtert
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werden sollte, wurden vermutet. In ‘der Diskussion wird

ndher auf diese Hypothesen eingegangen werden.

1.1.2.3. Das Postulat einer intrazellulédren Calciumguelle

..... D R I I R R R R R R

In den letzten fiinf Jahren wurden mehrere Befunde er-
hoben, die verdeutlichen, daB unsere bisherigen Modelle
dés Sekretionsprozesses nur einen Teil der molekularen
Abldufe berilcksichtigen. Im Zusammenhang der vorliegen-
den Arbeit sind vor allem jene Experimente von Interesse,
die gezeigt haben, daB sekretorische Vorgdnge auch in
Abwesenheit extrazelluldrer Calciumionen ablaufen k&nnen.

Es ist bereits seit l&ngerer Zeit bekannt, daB Pharmaka,
wie z.B. Antimycin A, Rotenon und Cyanid, die mit der
Atmungskettenphosphorylierung der Mitochondrien inter-
ferieren, oder auch Sauerstoffmangel zu einer Zunahme
der spontanen Transmitterfreisetzung an der neuromusku-
ldren Endplatte (Zunahme der
tiale) fiihren (siehe z.B. Hubbard und Lgyning, 1966;
Glagoleva et al., 1970; Katz und Edwards, 1973). Diese
Befunde veranlaBten Alnaes und Rahamimoff (1975), die

' Wirkung des Dicumarinderivates Warfarin (4-Hydroxy=-3-
(3—oxo—1—phenylbutyl)—2—H—chromen—2—on) und- des Ruthenium-

Miniaturendplattenpoten-

Rots an der neuromuskuldren Endplatte des Frosches zu un-
tersuchen. Ruthenium-Rot ist ein spezifischer. Inhibitor

fir die passive und aktive Calciumaufnahme in die Mitochon-
drien (Moore, 1971; Vasington et al., 1972). Beide Sub-
stanzen erhShten die Frequenz;ﬁer Miniaturendplatten-
potentiale 'in Calcium—freier-@ésung; Warfarin verstdrkte
auBerdem die induzierte Acetyicholinausschﬁttﬁng (Reiz-
frequenz 0.5 Hz) in Mg-reicheﬁ, Ca~armer L&sung. Aufgrund
dieser Studie kann postuliert %erden, daB die Mitochondrien
der Nervendigungen bei der Transmittérfreisetzung als intra-
zelluldre Quelle fiir Calciumionen dienen k&nnen.

Kirzlich wurdeé.die spontane Nervenaktivitit an der neuro-
muskul&dren Endplatﬁe des Frosches von Rahamimoff und Mit-

A - O]

arbeitern unter Bedingungen untersucht, bei denen die
extrazellulédre Calciumionenkonzentration in der Inku-
pationslésung niedriger war als die intrazellulire ca?t-
Tonenkonzentration. Die elektrische Reizung des moto-
rischen Nerven mit 0.09 bis 2 Hz. fihrte zu einer Ver-
minderung in der Frequenz de; Miniaturendplattenpoten-
tiale (Erulkar et al., 1978).
elektrochemischen Gradienten fiir die. Calciumionen-war: - -—~—-
dieses Ergebnis bei einer Zunahme der Calciumléitféhig-

keit der Zellmembranen zu erwarten gewesen. Bei teta-

Aufgrund des umgekehrten

nischer Reizung des Nerven (10 bis 100 Hz) kam es hin-
gegen nach einer anfénglichen Verminderung zu einer den
Tetanus Uberdauernden Zunahme in der Frequenz der Mi-
1978).
Um diese Befunde zu erklédren, muB neben dem Calciumein-

nlaturendplattenpotentlale (Erulkar und Rahamimoff,

strom in die Nervenendigung eine zweite M&glichkeit zur
ErhShung der intraterminalen Calciumkonzentration gefor-

dert werden. Da ein ausgeprigtes endoplasmatisches Reti- -
kulum in der Nervenendigung fehlt, sind die Mitochondrien
und die présynaptischen Zellmembranen die wahrscheinlichsten
Kandidaten fir eine derartlge Calc1umquelle (vgl
Rahamimoff et al., 1976).

auch

Ein indirekter Hinweis auf die Existénz einer intrazellu-

ldren Calciumquelle ergab sich auch aus Untersuchungen ’ ’ i
tber den EinfluB der extrazélluliren Natriumiénenkbnzen—

tration auf die Frequenz der Nunlaturendplattenpoten—
tiale an der neuromuskuliren Endplatte des Frosches bei
unterschiedlichen Temperaturen und niedriger extrazellu-
l&rer Calc1umkonzentratlon Nach Statham und Duncan (1977)
kommt es bei Vermlnderung der extrazelluliren Natriumkon-
zentration zu einem verstirkten Calciumeinstrom in die

Nervenendigung. Wihrend die Nervenendigung den Calciumein=.

Strom bei niedrigen Temperaturen (13%¢) kompensieren kann,
ist bei hoheren Temperaturen (23°) auch die Calciumfrei-
setzung aus nicht identifizierten intrazellul&dren Kompar-
timenten verst#rkt, so das die erh&hte Calciumkonzentration
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im Cytoplasma die spontane Transmitterfreisetzung aktiviert,

Auch flir mehrere andere Systeme existieren Studien, die
verdeutlichen, daB eine Sekretion in Abwesenheit extra-
zelluldrer Calciumionen .erfolgen kann. Diese Experimente
wurden zum Teil mit spezifischen Substanzen, die die Se-
kretion auslﬁseni(neurqpale Transmitter, Pankreozymin
etc.), zum Teil durch. Verminderung der extrazelluliren
Natriumkonzentration, meist in Abwesenheit extrazelluldrer
Calciumionen, durchgefiihrt. Da es zahlreiche Befunde gibt,
die auf ein Trégermoiekﬁl flir den Austausch von Natrium-
und Calciumionen in der Zellmembran hindeuten (vgl.

Baker, 1972; Blaustein, 1974), nimmt man an, daB eine Ver-
armung des Extrazelluldrraums an Natriumionen zu einer

Ansammlung der Calciumionen im Cytoplasma fithrt. In vielen

45

dieser Experimente wurde das Gewebe zuvor mit Ca perfun-

diert, so daB anschlieBend eine Calciumfreisetzung aus
Zellorganellen auch in Gegenwart von extrazellulirem Cal-
cium beobachtet werden konnte. Eine Identifizierung der .
intrazelluldren Calciumguelle war mit diesem Ansatgz jedoch
nicht mdglich. Derartige Untersuchungen wurden z.B. an der
Nebenniere (Lastowecka und Trifard, 1974), dem exokrinen
Pankreas (Case und Clausen, 1973; Matthews et al., 1973;
Kondo und Schulz, 1976), an Cortexscheiben (Vizi, 1972;
Vizi et al., 1972; Vargas et al., 1976) und Mastzellen

(Cochrane und Douglas, 1976) durchgefiihrt.

Umstrittener sind experimegtélle Ansitze mit SH-Gruppen-
Reagentien (Douglas et al., 1965; Russel et al.; 1974)

oder Ionophoren (Felnman und Detwiler, 1974; Vargas et al.,
1976; Ito et al., 1978) in; Abwesenhelt von Calciumionen

im Inkubationsmedium, da SH—Gruppen—Reagentlen viele An-
griffspunkte besitzeh und die Selektivitédt der Ionophoren
nur ungeniigend gekldrt ist (vgl. z.B.: Flatman und Lew,
1977) . So kann z.B. der Ionophor X-537A .auch Alkalimetalle
transportieren, Catecholamine komplexieren und eine De-
polarisatioﬁ dgr Zellmembran hervorrufen (Literatur bei Ito
et al., 1978).

4 Ll
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Zusammenfassend kann gesagt werden, daB8 es zahlreiche
Untersuchungen gibt, die auf die Beteiligung einer intra-
zellulédren Calciumguelle am Sekretionsproze8 hindeuten.

In vitro kann Calcium aus den Mitochondrien verschiedener
Gewebe (Skelettmuskulatur, Herz, Nebennierenrinde, Parotis-
driise und Gehirn) Uber ein Trédgermolekiil im Austausch gegen
Lithium oder Natrium ausgeschiittet werden (Crompton et al.,
1978b). “Obwohl—dieAufnahme von Calcium in die Mitochond¥ién
fiir viele Gewebe gezeigt worden ist (vgl. Kap. 1.1.), konnte
pisher kein direkter Nachweis einer Calciumfreisetzung aus
den Mitochondrien oder anderen Organellen sekretorischer

gellen in vivo erbracht werden.

1.2. Frilhere Arbeiten zur'Ionenverteilung im Nervengewebe

Fiir ein Verst&@ndnis der Rolle des Calciums bei der choli-
nergen Erregungsiibertragung ist die Kenntnis der Calcium-—
konzentrationen in den éubzellularen Organellen der Neurone
erforderlich. Bei Kenntnis der statischen Calciumverteilung
kdnnte dann die Dynamik der Calciumfliisse bei Aktivitdt der
Neurone untersucht wérden.

Uber die Verteilung von Metallionen im Nervengewebe ist
nur sehr wenig bekannt. Untersuchungen beschrinken sich
meist auf Inkubatlonsexperlmente mit 45Ca, die zwar Riick-
schliisse auf die Austauschbarkeit der Calc1umlonen ermSg-
lichen, aber keine; Aussagen ‘iiber die Absolutmenge des
Calciums in dem betrachteten %Zellkompartiment oder tber
Netto-Ionenstrdme zulaséen. Auch konnen Untersuchungen
mit nur einem radioaktiven Metallisotop keinen AufschluB

tber die Ionenspezifitit des untersuchten Prozesses ergeben.

Quantitative Untersuchungen werden vor allem durch zwei
Faktoren erschwert. Erstens ist es schwierig, die sub-
zelluléren Rompartimente von dem grogBen UberschuB an frei
geldsten cytoplasmatiéchen Ionen abzutrennen, ohne daB es
2u einem unkontrollierten Verlust endogener Metallkationen
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kommt. Zweitens sind die Ionenkonzéntrationen in den
Fraktionen der isolierten Zellorganellen so klein, das
nur die sehr empfindlichen MeBmethoden der Atomabsorp-—
tionsspektralphotometrie zuverldssige Bestimmungen er-
m&glichen.

In frithen Untersuchungen (Holland und Auditore, 1955;
Ryall, 1962, 1964; Whittaker et al., 1964; Mangan und
. Whittaker, 1966) wurden Kaliumionen bei der subzellul&ren
Fraktionierung als Leitsubstanz flir das Cytoplasma des
Nervengewebes benutzt. In neueren Arbeiten wird zu diesem
Zweck jedoch meist die Lactat-Dehydrogenase-Aktivitédt be-
stimmt. Untersuchungen liegen zum Ionengehalt der Synap-

tosomen aus M&use- (Na und K: Weinstein und Kuriyama, 1970),

Schaf~ (Mg und Ca: Madeira und Antunes-Madeira, 1973)
und Rattengehirn (Ca, Na und K: Goddard und Robinson, 1976)
und dem Kortex des Meerschweinchen- (Na und K: Marchbanks,
1975) und Rattengehirns (Ca: Kamino et al., 1974, 1975a,
1975b, 1976) vor. Nur Hanig et al. (1972) bestimmten
systematisch den Na-, K-, Mg- und Ca-Gehalt verschiedener
subzellulirer Fraktionen einschlieBlich einer Fraktidn
vorgereinigter synaptischer Vesikel aus Kaninchengehirn.
Der Calciumgehalt deér synaptischen Vesikel und Plasma-
membran wurde auch von Ross (1977) gemessen. Der Calcium-—
gehalt, beziehungsweise die Calciumbindungskapazitét der
Mitochondrienfraktion wurde filir den.Kortex dés Meerschwein-
chengehirns (Stahl und Swanson, 1969; Vickers und Dowdall,
1976), das Gehirn des Kaninchéﬂs (Lazarewicz et al., 1974)
und der Ratte (Lust und Robiéson, 1970a) bestimmt.
In den veréffentlichten,Unte%suchungen zum Ionengehalt
subzelluldrer Fraktiohen ausiNervengewebe sind mehrere
Fehlerquellen zu berticksichtigen:
1. Nicht der Netto-Ionengehalt, sondern der Isotopenaus-
tausch wurde bestimmt.
2. Ungenﬁgeﬁ&;gereinigte subzelluldre Fraktionen wurden
untersucht;'*\
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3, Hypotone Lésungen wurden zur Isolierung und Inkubation
der Fraktionen verwendet.

4. Die zellfraktionierung wurde in Gegenwart von Komplex-—
pildnern wie EDTA durchgefiihrt.

5. Die zur Isolierung und Inkubation verwendeten Ldsungen
enthielten Metallionen, die mit den subzellularen Or-
ganellen in Wechselwmrkung treten..

6. Als Ausgangsmaterlal—diente Gehirngewebe .~ Im~Gehirn ——
tritt jedoch eine Vielzahl von Neuronen auf, die sich
sowohl in ihrer Form als auch Hinsichtlich ihres
Transmitters voneinander unterscheiden. AuBerdem ist
das Nervengewebe von vielen Gliazellen durchsetzt, deren
subzelluldre Organellen gemeinsam mit den neuronalen
zellelementen isoliert werden.

Mit Ausnahme der Arbeiten von Lazarewicz et al. (1974) und
vickers und Dowdall (1976) wurden die genannten Fehler-
guellen nur ungeniigend beachtet. Hierauf wird in der
Diskussion derAErgebnisse genauer eingegangen werden.

Die besondere Bedeutung der Calciumionen fir erregbare

Gewebe hat bereits frih zu Versuchen gefilihrt, den Ort der
Calciumwirkung und -speicherung im Herzmuskelgewebe mit
ultrastrukturellen Methoden zu erfassen (Legato et al.,
1968; Diculescu et al., 1971). Ein entscheldender metho-
discher Fortschritt. wurde durch die Anwendung Calclum—
reicher Fixierungsldsungen erzielt (Oschman und Wall,
1972) . Die beobachtete "Anfitbung" der Membranen wurde
damit erkldrt, daB das Calcium—haltige Fixativ eine Ab-
18sung des Erdalkalimetalls von den Zellstrukturen ver-
hindern kénnte. Auch Nervengewebe wurde mit dieser Metho-
dik untersucht. Calciumablagerungen konnten an der Zell-
membran (und den Mitochondrien) des Riesenaxons der Tin-
tenschnecke (Hillman und Llinis, 1974; Oschman et al.,
1974) und den Mitochondrien des oberen Cervikalganglions
der Katze (Parducz und Jod, 1976) beobachtet werden. Die
letztgenannte. Arbeit ist von besonderem Interesse, weil
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die Calciumablagerungen in den Mitochondrien nur nach
vorangegangener elektrischer Reizung gefunden wurden.

1.3. Das elektrische Organ von Torpedo als Modellsystem

fiir Untersuchungen an cholinergen Neuronen

Zellfraktlonlerungen, die mit Gehlrngewebe durchgefuhrt
werden, ergeben heterogene Populationen subzellularer
Partikel, da die isolierten Organellen von Neuronen
stammen, in denen verschiedene chemische ﬁbertrégér-
stoffe auftreten. Viele Untersuchungen sind deshalb an
Modellsystemen durchgefiihrt worden, in denen nur ein
Transmitter vorkommt: Die Driisen des Nebennierenmarks,
die sich aus hypertrophierten adrenergen Neuronen ent-
wickelt haben, schiitten bei Stimulierung Catecholamine
aus. Die Speicherung dieser Hormone in den chromaffinen
Granula, ihre Calcium—abhéngige, exocytotische Sekretion
sowie ihre Synthese durch eine Reihe regulativer Enzyme
dhneln den Vorgéngen.an der adrenergen Synapse so sehr,
daBl dieses System zu einem fruchtbaren Modell fﬁf die
adrenerge Transmitterfreisetzung geworden ist. ‘

Zur Untersuchung der cholinergen Erregungsiibertragung haben
sich vor allem die pr&gangliondren sympathischen Neurone
der Wirbeltiere (besonders im oberen Cervikalganglion),

die neuromuskuléreh Endplatten der Wirbeltier-Motoneurone
und das elektrische Organ wvon Torpedo (Elasmobranchii)
bewdhrt. Das letztgenannte System 1st ausfiihrlich beschrle—
ben worden (Whittaker und Zlmmermann, 1976; Dowdall 1977) ,
so daB hier nur die im Zusammenhang mit der vorllegenden
Arbeit wichtigsten exhobeneq Befunde zusammengefaft werden:
Das elektrische Organ‘des Zitterrochens leitet sich émbryonal
von der Branchialmuskulatur ab (Babuchin, 1876; Fritsch,
1890; Ogneff, 1897) . Die einzelnen Elektroplagquezellen

sind bei elnem ausgewachsenen Fisch etwa 4 mm breit,aber
nur 10 - 20 um dick. Ihre Zellmembranen sind im Ruhezu-
stand innen negatlv polarlslert Ca. 400 einzelne Zellen
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sind siulenfdrmig nach der Art von Geldrollen iiberein-
ander angeordnet. In einem elektrischen Organ sind etwa
500 derartige Siulen in Bienenwabenart dicht aneinander-
gepackt. Die Elektroplaquezellen werden an ihrer ventralen
Seite von den stark myelinisierten Elektromotoneuronen
innerviert (Wagner, 1847),~deren Zellkdrper sich in den

der Medulla oblongata aufliegenden Lobi electrici be-

den Klemenbogen hindurch zu den elektrlschen Organen
(Abb. 1) . Wird einer der zufiihrenden Nerven .gereizt, so
wird die innervierte ventrale Seite der Elektroplague-
zellen depolarisiert,und die Potentialdifferenzen an den
dorsalen Zel;membranen addieren sich zu einem Spannungs-—

stoB8 von ca. 40 V (Bernstein, 1912).

Acetylcholin ist der einzige Ubertrdgerstoff im elektrischen
Organ von Torpedo (Feldberg et al., 1940; Feldberg und
Fessard, 1942) . Wegen der HuBerst dichten Innervation llegt
der Acetylcholingehalt des Gewebes besonders hoch (ca.

1 umol/g NaBgewicht; das entspricht etwa dem 1000-fachen
Acetylcholingehalt der neuromuskuldren Endplatte, vgl.

Whittaker et al., 1975). Wegen seiner reichen und aus-
schlieBlich cholinergen Innervation wurde das elektrische
Organ von Whittaker und seinen Mitarbeitern als Modell~
system fiir biochemische Studien an chollnergen Synapsen
elngefuhrt (Sherldan et-al., 1966).

Die synaptischen Vesikei im elektrischen Organ sind grdBer
als jene im Gehirn o&er an der neuromuskuldren Endplatte.
Ihr mittlerer Durchmesser betridgt 84 Y 4 mm (S.E.M.,

n = 57; Sheridan et al., 1966). AuBer den synaptischen
Vesikeln sind in den Nervenendigungen ultrastrukturell
Mitochondrien, Mikrotubuli, Neurofilamente und - zahlreiche
elektronendichte Granula (Durchmesser ca. 30 nm) zu er-
kennen, - die wahrscheinlich aus Glycogen bestehen (Sheridan,
1965) .

s T TR



- 19 -

- 18 -

pie Entwicklung einer Stimulierungstechnik.am intakten
Fisch durch Zimmermann ermdglichte, die Dynamik der
synaptischen Vesikel zu untersuchen. Eine kombinierte bio-
chemische, elektrophysiologische und morphologische Unter-:
suchung (Zimmermann und Whittaker, 1974a) zeigte bei
anhaltender Stimulierung (5. Hz) einen deutlichen Abfall

in der Amplitude der elektrischen Entladung, eine Zu-

nahme -Ger—Fléche-der—prisynaptischen Zellmembran-sowie——- — -
eine Abnahme der Vesikeldurchmesser auf ca. 60 nm. Nach
5000 Iméulsen}wax die Anzahl der Vesikel pro. Flichen-
einheit im elektronenmikroskopischen Bild auf die Hilfte
gesunken. In der isolierten Vesikelfraktion war zugleich
eine Verminderung des Acetylcholin- und ATP-Gehaltes um
etwa 90% und eine deutliche Abnahme der Protein- und
Nukleotidkonzentration zu beobachten.

zimmermann und Whittaker (1974b) untersuchten auch die
Erholungsphase des elektrischen Organs nach vorangegangener
Reizung. Im Vergleich zur neuromuskuliren Endplatte des
sdugers (Ceccarelli et al., 1973) erholt sich das elek-
trische Organ sehr langsam, so daB eine zeitliche Auf-

1ésung der beteiligten Vorginge mdglich war: Wihrend
die elektrische Antwort auf einzelne Testimpulse schon

nach 5 Stunden Werte wie vor der repetitiven Reizung er-
Abb. 1: Dorsalansicht von Torpedo marmorata (aus Fritsch, reicht, ist die Ersch&pfbarkeit der Organantwort bei

1890) . Die elektrischenbOrganﬁg gr dis Gehiinki?gsche wiederholter Reizung noch-groB. Das ultrastrukturelle

i ischen den Kiemenbdgen hindurch zum ele n , . . . R
gigaiw;iehenden Nerven (rechts) sind freigelegt. Das Bild (Zahl dex Vesikel, GrdBe der synaptischen Endkndpfe
Kreuz in der Mitte des Gehirns markigrt das Cerebe}lum. und Fliche der Zellmembfran) erscheint nach 23 Stunden
Caudal des Cerebellums erkennt man die groBen paarigen .
Lobi electrici. Ein ausgewachsenes_Versuchstier ist
etwa 40 cm lang.:

wieder als "normal". Aber die neu gebildeten Vesikel sind
zundchst leer {(und kleiner, s.o.), da der volle Acetyl-
cholin- und ATP-Gehalt der Vesikelfraktion erst nach 3

Durch die Arbeiteh von Sheridan et al. (1966) und spétere Tagen erreicht wird. Damit stellt sich auch der urspriing—
methodische Verbesserungen (Isra&l et al., 1968, 1970; liche Verlauf des Amplitudenabfalls wieder ein.
Whittaker et al., 1972) gelang die Isolierung der synap-—

tischen Vesikel aus dem elektrischen Organ. In den iso- . , Das bei Nervenerregung ausgeschiittete Acetylcholin wird
lierten Synaptischen Vesikeln ist nicht nur Acetylcholin, durch Acetylcholinesterase zu Cholin und Acetat hydroly-
sondern aﬁch\ATP in einem molekularen Verhdltnis wvon 5:1 Siert. Ein Teil des Acetats und Cholins wird durch Zir-

gespeichert (ﬁowdall et al., 1974).
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kulation der Interstitialflﬁssigkeit wegtransportiert,
ein Teil wird wieder in die Nervenendigung eingeschleust.
Fiir das Cholin wurde ein spezifisches Aufnahmesystem
hoher Affinitét (K = 2 pM) nachgewiesen (Dowdall und
Simon, 1973 Yamamura und Snyder, 1973; Haga und Noda,
1973; Dowdall, 1976a, 1976b; vgl. auch Dowdall, 1977).

Iﬁ Cytoplasma wixrd aus Acetyl-Coenzym A und Cholin durch
das Enzym Cholin—Acetyltransferase Acetylcholin synthe-
tisiert. Der Aufnahme-Mechanismus filir das Acetylcholin

in die synapfischen Vesikel ist unbekannt. Durch nieder-
frequente elektrische Reizung (0.7 Hz) von. in vitro
Priparaten konnte kiirzlich ein Acetylcholinabfall im
Gewebe nachgewiesen werden, ohne daB gleichzeitig die
Zahl der synaptischen Vesikel in der Nervenendigung ab-
nahm (Zimmermann und Denston, 1977a). Die Population
synaptischer Vesikel, die nach der Stimulierung beobachtet
wurde, besaB einen um 25% kleineren Durchmesser. Wenn
Gewebebldcke mit Dextran-haltiger Salzldsung perfundiert
wurden, konnte eine Aufnahme von Dextran-Molekillen

(MG 10 000 bzw. 40 000) in Form elektronendichter Granula
in den Vesikeln nachgewiesen werden. Das Lumen dieser
Vesikel k&énnte mit dem synaptischen Spalt.in Verbindung
gestanden haben. Ferner gelang es, zwei Vesikelpopula-
tionen auf Dichtegradienten voneinander abzutrennen. Die
kleineren .Vesikel, welche in den dichteren Regionen des
Gradienten sedimentieren, enthielten die elektronendichten
Dextrangranula. Diese Vesikel wiesen auch die hdchste
spezifische Radioaktivitdt auf, wenn die Gewebeblécke
mit [ H]Acetat—haltlger Losung perfundiert worden waren
(Zimmermann und Denston, 1977b Zimmermann und Whittaker,
1977) ([3H]Acetat wird im eléktrlschen Gewebe schnell zu
radioaktiv. markiertem Acetyléholin umgesetzt; vgl. Isra8l

und Tuéek, 1974). Es‘konnte'gezeigt=werden, daB zu diesen

Vesikeln eine besonders aktive Subpopulation gehdrt, die
mehrere Zyklen der Entladung und Wiederaufnahme von
Acétylcholiniaurchléuf#-(Suszkiw et al., 1978). Auch.
[2-3H]Adenosin ﬁi;d vom Gewebe aufgenommen und kann als

rkiertes ATP mit den dichteren Vesikeln wieder isoliert

werden (zimmermann, 1978).

pie direkte Beteiligung der synaptischen Vesikel an der
Transmltterausschuttung (Exocytose) wurde durch Unter-
suchungen mit N-2-Hydroxydthyl-N-[ H]methylpyrrolldlnlum
erhdrtet (Zimmermann und Dowdall, 1977). Diese Vorstufe
zu einem "falschen" cholinergen Transmitter(vgl I Kopim; ~
1968) wird von den Nervenendigungen aufgenommen, acetyliert
und gemeinsam mit Acetylcholin’in synaptischen Vesikeln
gespeichert. Bei elektrischer Reizung werden beide Sub-

stanzen in demselben Verh&dltnis in das Gewebeperfusat
freigesetzt, in dem sie aus der Vesikelfraktion ver-

schwinden.

Auch in anderen nervdsen Geweben wurden bei elektrischer
Reizung eine Abnahme der Vesikelzahl (Ceccarelli et al.
1972, 1973; Heuser und Reése,-1973; Boyne et al., 1975),
eine Verkleinerung des Vesikeldurchmessers (Jones und
Kwanbunbumpen, 1970; Korneliussen, 1972) sowie die Auf-
nahme extrazellularer Marklerungsstoffe in die synaptischen

Vesikel (Holtzman et al., 1971; Ceccarelli et al., 1972,
1973; Heuser und Reese, 1973; Fried und Blaustein, 1976)
beschrieben. Weitere Arbeiten werden béi Zimmermann (1976)
und bei Zimmermann und Denston (1977a) diskutiert.

1.4. Zielsetzung der Untersuchungen

Obwohl die zentrale Rolle der Calciumionen bei der choli-
nergen Erregungsiibertragung ebenso wie bei anderen sekre-
torischen Systemen schon frith erkannt wurde, fehien noch
immer zuverléssige Untersuchungen iber die‘subzellulére
Verteilung dieses Erdalkalimetalles. Eine Kenntnis tiber
den Calciumgehalt verschiedener Zellorganellen ist vor
allem deshalb wiinschenswert, weil wiederholt eine Be-
teiligung der intraterminalen Mitochondrien und auch der -
Zellmembran an der Regulation der cytoplasmatischen
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Calciumkonzentration postuliert worden ist.

Das elektrische Organ von Torpedo hat sich aufgrund
seiner reichen und ausschlieB8lich cholinergen Inner-
vation schon mehrfach zum Studium isolierter Zellorganel-
len, wie synaptischer Vesikel, Nervenendigungen und
Perikaryen (Whittaker, 1974), bewdhrt. In der vorliegen-
den Arbeit wird_angestrebt, Mitochondrien aus diesem’
Gewebe zu isolieren und eine Fraktion angereicherter
Zellmembranen zu gewinnen. Der Calciumgehalt dieser und
einiger weiterer Fraktionen (Nervenendigungen, cyto-
plasmatischer Uberstand) soll mittels Atomabsorptions-—
spektralphotometrie quantitativ bestimmt werden.

Es wird angenommen, daB eine elektrische Reizung des Ge-
webes zu Verdnderungen im Calciumgehalt der subzelluldren
Fraktionen fiithrt, die Aufschlug ﬁber eine mdgliche Be~-
teiligung der Zellorganellen an der Regulation der cyto-
plasmatischen Calciumkonzentration (Abb. 2) geben. Die
biochemischen Studien werden von ultrastrukturellen Kon-
trolluntersuchungen mit Calcium-haltigen Fixierungsiﬁsungen
begleitet. Auch der Calciumgehalt der synaptischen Vesikel
vor und nach elektrischer Stimulierung wird bestimmt. Da
das Acetylcholinmolekiil elektrisch positiv geladen ist,
wire es denkbar, daB die Transmitterfreisetzung im Ionen-
austausch gegen Metallkationen aus dem‘synaptischén Spalt
erfolgt. Die Fihigkeit cholinerger Vesikel, Calciumionen
zu binden, wird daher mit ihrér Féhigkéit, andere Metall-

ionen zu binden, verglicher.

i

Ferner wird die Spézifitat\aer Tonenbindung an die Mito-
chondrien und an die synaptischen Vesikel durch Inkuba-

tionsversuche in ionenreichen Medien Uberprift.

In einer -vorangegangenen Untersuchung (Schmidt, 1975) wurde
bereits eiﬁe\qualitative Analyse der Metallkationen im
. elektrischen drgan von Torpedo durchgeflihrt. Das elektrische
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abb. 2: Schematische Darstellung der Vorginge an der c¢holiner-
I gen Nervenendigung. Das einlaufende Aktionspotential
fiihrt zu einer Depolarisation der Zellmembran, die
mit einer voriibergehenden erhdhten Permeabilitit fiir
Natriumionen einhergeht. Calciumionen k&nnen durch
die§e Tetrodotoxin—empfindlichen Natriumkanile ein-
stromen.(vgl. Llinés et al., 1972; Blaustein, 1975;
B}augteln et al., 1977). AuBerdem existieren unab-
h&ngige Calciumkanile, die in der spiten Phase des
Aktionspotentials gedffnet werden. Es wird vermutet,
daB Calciumionen auch aus intrazellul&iren Spelchernru
(Mitochondrien ?) freigesetzt werden k&énnen. Die
erhShte cytoplasmatische Calciumkonzentration 18st
auf unbekannte Weise eine Wechselwirkung zwischen
den synaptischen Vesikeln und der Zellmembran aus,
die zur Freisetzung des Transmitters (und des
Nukleotidgehaltes 2?7 vgl. Silinsky, 1975; Meunier
1978) in den synaptlschen Spalt fihrt. ’

Gewebe enth&lt Natrium, Kalium, Magnesium und Calcium, sowie
Spuren von Eisen und ZinK. Es wurde auch gezeigt, daf die
Atomabsorptionsspektralphotometrie zu einer genligend empfind-
lichen Methode ausgebaut werden kann, um die sehr kleinen
Metallionenkonzentrationen in den isolierten subzelluliren
Fraktionen zu bestimmen. Diese Méthodik soll in der vor-
liegenden Untersuchung angewendet werden, um quantitative
Daten zur Rolle des Calciums bei der chollnergen Erregungs-
ubertragung zu gewinnen.
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2. Methoden und Materialien

2.1, Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden an Torpedo marmorata (Elasmo-
branchii) durchgefithrt. Die Fische wurden von der Station
Biologique d&'Arcachon, Frankreich, per Luftfracht gelie-
fert. Die Tieré wurden in Aquarien mit zirkulierendem
Seewasser bei 16°C im Dunkeln gehalten. Vor Versuchsbeginn
wurden sie (bis zu 14-Tagen) nicht mehr geflittert.

2.2. Betdubung der Tiere

Vor Versuchsbeginn wurden die Versuchstiere in eineﬁ kleinen
Becken mit einer 0.05%igen Ldsung von M.S.222 (Tricain-
Methansulfonat, Methansulfonat des m-Aminobenzoesdure-
ithylesters, Sigma, Miinchen) in Seewasser betdubt, bis

die Atembewegungen der Spiracula aufhdrten. Die .Fische
wurden dann in eine flache Sektionsschale Ubertragen, und
das Kiemensystem wurde mit einer 0.01%igen Ldsung von
M.S.222 in gekithltem Seewasser durch das Maul {berstrdmt.
Die Dorsalseite des Rochens wurde mit nassem Zellstoff-

papier feucht gehalten.

Versuche, in denen d—Tubocurarin in vivo appliziert wurde,
wurden im Mai und Juni 1977 in einer AuBenstelle des Labors
am Institut de Biologie Marlne in Arcachon durchgefiihrt, da
diese Experimente eine ausrelchende Versorgung mit beson-
ders vitalen Versuchstierén erforderten (vg}.,Kap. 2.4.).

2.3. Reizung des elektrischen Organs
\

Zwei Methoden wurden zur elektrischen Reizung der Organe
angewendet:
1. in situ itber die Lobi electrici,

A .
2. in vitro iber den zufiihrenden Nerven.
\,
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2.3.1. Elekt trische Reizung in situ tber die Lobi electrici

pie Ursprungskerne der zum elektrischen Organ fiilhrenden
Nerven bilden die Lobi electrici, die dem Hirnstamm auf-
liegen. Um sie zugdnglich zu machen, wurde die Schidel-
platte des Fisches an jener Stelle entfernt, die ein
gleichseitiges Dreieck mit den beiden Spritzldchern
pildet. Die aus Platin gefertigte Stimilationselektrode
wurde mit einem Mlkromanlpulator vorsichtig auf die an
ihrer gelben Farbe, der ovalen Form und den.von rostral
caudal vorbeiziehenden Blutgef&dBen deutlich erkennbaren
Lobi electrici aufgesetzt. In der Regel wurde mit' 5000
Rechteckimpulsen von 1.5 ms Dauer und einer Frequenz von
5 Hz (Students Stimulator, C.F. Palmer Ltd., London) sti-
muliert. Die Reizamplitude wurde so gewdhlt (ca. 20 V),
daB die Amplitude der Entladung des elektrischen Organs
den maximalen Wert aufwies.

Um ein Kontrollorgan desselben Tieres zur Verfigung zu
haben, wurden die vier Nervenstringe der‘Elektromotoneu—
rone ca. j cm von Jgngr Stelle entfernt, an der sie die

Knorpelumhullung des Gehirns verlassen, durchtrennt (vgl.
Abb. 1). Dabei ist es wichtig, die in enger Nachbarschaft
verlaufenden Blutgef#Be nicht zu verletzen

Die elektrische Antwort aes innervierten drgané wurde
iber zwei Elektro@en registriert, von denen eine der dor-
salen Haut auflag, wéhrénd die andere in das zirkulieren-
de Seewasser tauchte (Abb. 3 ). Die elektrischen Entla-
dungen wurden mit einem Voltmeter und einem Oszilloskop
beobachtet. Die Ausgangsamplituden der Organentladung be-
trugen 25 - 60 V (Mittelwert 41.2 ¥ 1.8 S.E.M., n = 33).
Nach 15 min repetitiver Reizung  waren sie auf weniger

als 1 V abgefallen.
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Abb. 3 : Anordnung fiir die Reizung des elektrischen Organs
{iber die Lobi electrici (oben) und der herauspré-
parierten Organbldcke (unten). In Experimenten am
intakten Fisch erhilt man ein unstimuliertes Kon-
trollorgan desselben Versuchstieres, wenn die zu

' einem Organ fiihrenden Nerven vor Stimulationsbe-
ginn durchtrennt werden.

2.3.2. Elektrische Reizuﬁg in vitro iiber den zuflihrenden

Nerven

Die elektrischen Organe werden von je vier Nerven versorgt.

. Jeder Nérg wird von zwei vendsen Blutgef&dBSen begleitet,
deren Ver§orgungsgebiete mit denen der elektromotorischen
X

Nerven deckungsgleich sind. Durchtrennt man das elektrische
organ entsprechend diesen Bereichen und 16st die zufihren-

den Nerven zwischen den Kiemenbdgen heraus, so erh&lt man

getrennte Gewebeblécke, die viele Stunden lang funktions-

fahig

gehalten werden kdnnen (Zimmermann und Denston,
1977) . Die Gewebebl&cke wurden mittels kleine:'Teflon—

kaniilen tber die Blutgef&éBe penetriert und mit einer phy-
siologischen Salzldsung (modifiziert nach Babel-Guérin,
1974) perfundiert. Sie enthielt bei einem pH von 7.4 in
mmol/l: NaCl (208), RCl (5.6), CaCl, (4.4), MgCl, (1.2),

NaHCO (20), NaH2P04 (3.5), Glucose (5.5), Séccharose (200)

und Barnstoff (400). Das Perfusat wurde durch das Gewebe
rezirkuliert (ca. 2 ml/g Gewebe). Die Gewebeblééke séhwollen
wihrend der Perfusion um 70.5 ¥ 4.5 % ihres Ausgangsge—‘
wichtes an; die Ergebnisse wurden beziiglich dieser Ge-
wichtszunahme korrigiert. Der Vorratsbehilter mit der
Salzldsung wurde mit Eis gekiihlt, wdhrend das Gewebe der
Raumfemperatur ausgesetzt war. Wéhrend der mehrstiindigen
Rezirkulation der Salzldsung nahm ihre Wasserstoffionen-
aktivitdt kontinuierlich bis zum pH 8 ab, vermutlich indém
CO2 freigesetzt wurde. Hierdurch kann es zu.lokalen Calcium— .
anreicherungen kommen, wahrscheinlich durch prizipitierte
Calciumphosphate. In derartigen Experimenten war der
Calciumgehalt des Gewebes um einen Faktor 5 angereichert.
Sie wurden nicht zur weiteren Auswertung herangezogeh. Um
diese Schwierigkeit zu umgéhen, wurde in spéteien Experi-
menten eine etwas éndere/Salélésung angewendet, bei der

der pH auf 7.4 ¥ 0.2 gehalten wﬁfde, indem die Perfusions-
18sung mit einer Mischung aus 95% O2 und 5% 002 durch-
strémt wurde. Sie enthielt in mmol/l: NaCl (280), KCl

(3.0), cacl, (3.4), MgCl, (1.8), NaHCO; (1.2), NaH,PO,
{1.2), Glucose (5.5), Saccharose (100) und Harnstoff (300)
(modifiziert nach Isradl und Tu¥ek, 1974). Unter dieéen
Bedingunggn nahmen die Gewebebldcke 49.3 I 5.8 % ihres Aus-
gangsgewichtes aus dem Perfusionspuffer auf.

Die elektrische Reizung erfolgte iiber den zufithrenden Nerven,
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in der Regel mit 5000 Rechteckimpulsen von 1.5 ms Dauer
bei einer Reizfrequenz von 5 Hz. Die Reizamplitude wuf—
de so gewdhlt (ca. 30 V), daf die Amplitude der.Organ;
entladung den maximalen Wert erreichte.

In einer Versuchsserie wurde die Zahl der Reize von

625 bis zu 5000 Impulsen variiert, um zu untersuchen, ob
sich eine quantitative Beziehung zwischen dem AusmaB

der Transmitterfreisetzung und dem Calciumgehalt sub-
zelluldrer Organellen aufstellen 14i8t. In zwei Experi-
menten wurden Gewebebldcke zu demselben Zweck mit einer
reduzierten Reizamplitude stimuliert (3 - 4 V), so daB
die elektrische Antwort des Organs auf alle Reize 4% der
maximal m&glichen Antwort betrug (gi = 0.04).
o]

2.4. Pharmakologische Methoden zur Beeinflussung der

synaptischen ¥bertragung

Die Antwort postsynaptischer Zellen mit nicotinischen ACh-

Rezeptoren kann mit d-Tubocurarin unterdriickt werden. In
‘der vorliegenden Untersuchung sollte durch die Appliké—
tion von Curare iiberpriift werden, ob die beobachteten
Verdnderungen im Calcium-Gehalt der isolierten Organellen
pré&- oder pqstsynaptischen Zelielementen zuzuschreiben
sind (s. Kap. 3.2.2.3. und 3.2.2.4.). Auch die Wirkung
des depolarisierenden Parasympathikomimetikums Carbachol
wurde iiberpriift. / - o

In den Versuchen mit in vitro Gewebepréparaten wurden d-

Tubocurarin (250 umol/1; éigma) oder Carbachol (150 umol/1)

{iber den Perfusionspuffergaﬁpliziert. Die elektrische
Antwort der GewebeblScke auf einzelne Testimpulse wurde
alle 30 min itiberpriift. Sie betrug zu Beginn der Versuche
31.7 ¥ 1.4 V. (S.E.M., n =
sank sie in 6 h auf 4.8 ¥ 0.7% (S.E.M., n = 25) des Aus-
gangswerteé\(gpb. 4 ). Li&ngere Applikation oder héhere

31). Bei Applikation von Curare
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Elektrische Antwort auf einzelne Teshrr:\putse % der Antangsentiadung)

6 18 tihl

abb. 4 : Abfall der Amplitude der Organantwort auf einzelne
Testimpulse als Prozentsatz der Ausgangsamplitude.
‘Die Mittelwerte aus n Versuchen sind mit ihren
Standardabweichungen gégen die Zeit aufgetragen.
Helle—Rreise: Die Gewebebldcke wurden--mit -physio=.—
logischer Salzldsung perfundiert. Die Organantwort
stabilisiert sich bei etwa 75% der Ausgangsampli-
tude (n'= 3). Gefiillte Quadrate: Die GewebeblScke
wurden mit d-Tubocurarin (250 uM) perfundiert

(n = 25). Die elektrische Antwort £&llt wesentlich
schneller ab als in Versuchen, -in-denen Curare

in vivo appliziert wurde (gefiillte Kreise, n = 6).
Helle Quadrate: Abfall der elektrischen Antwort
von Gewebebldcken, die mit Carbachol (150 uM)
perfundiert wurden (n = 4).

Dosen der Droge waren ohne weiteren EinfluB. Mit Carbachol
wurde das endgiiltige Plateau bereits innerhalb von 4 h
erreicht.

Bei Versuchen, in denen Curare in vivo appliziert wurde,
wurden zwei Elektroden am Herz des Versuchstieres im-
plantiert, und das "Elektrokardiogramm" wurde wdhrend
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des gesamten Experimentes aufgezeichnet. Wenn Irregu-
laritédten im Elektrokardiogramm beobachtet wuxrden, wurde
der Versuch abgebrochen, da sich die elektrische Reizung
in diesen Fdllen als unwirksam erwies (kein Abfall im
ACh-Gehalt der Fraktion synaptischer Vesikel).

In diesen Experimenten yurde d-Tubocurarin in physiolo-
gischer Salzldsung (Asta) in eine ventrale Vene injiziert,
die vom Schwanz des Versuchstieres kommt (Krenz und Zimmer-
mann, 1978). Hierbe;kbesteht die Schwierigkeit, daB Curare
einerseits sehr schnéil abgebaut wird (Halbwertszeit im
Plasma des S&ugers: 13 min; Burgen und Mitchell, 1972)

und dag es andererseits eine vasodilatatorische Wirkung
besitzt, so daB zu hohe Dosen zum Versagen des Herzens
flhrten. Fiir den Zitterrochen stellen 0.3 mg/30 min den
optimalen KompromiB dar. Die elektrische Antwort auf
einzelne Testimpulse sank unter diesen Bedingungen inner-
halb von 17 h auf 6.9 £ 1.7% des Ausgangswertes (S.E.M.,

n =6, Abb. 4 ). Die zu einem der elektrischen Organe ;
filhrenden Nerven wurden anschlieBend durchtrennt und das
andere Organ iiber den Hirnstamm repetitiv rereizt (vgld
Kap. 2.3.1.).

2.5, Zellbiologische Methoden zur Isolierung subzellulfrer

Fraktionen aus dem elektrischen Organ von Torpedo

2.5.1. Allgemeine MafSnahmen beim Arbeiten mit subzelluldren
Fraktionen ;o

- Isolierte subzelluldre Organellen sind extrem labil, da

sie aus ihrer natiirlichen émgebung konstanter Osmolaritdt

und regulierter Ionenkonzentrationen entfernt worden sind.

AuBerdem enthalten die Zellhomogenate zahlreiche Lysoenzyme,

die in der lebenden Zelle in spezifischen Zellkomparti-

menten eipgeschlossen sind, und somit nicht auf andere

Zellstrukturen einwirken kdnnen. Subzelluldre Fraktionen

wurden daher nglichst schnell in einem Kiltelabor bei

et e A R WE
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_ 49 isoliert und weiterverarbeitet. In diesem Labgr
° n auch die kilhlbaren Zentrifugen installiert.
ware

sofern nicht anders angegeben, . wurden alle Arbeiten
o

ger den enzymatischen Bestimmungen und den Ionenmes-
au

sungen pei dieser Temperatur du:chgefﬁhrt. Die bei der
priparation verwendeten Ldsungen und Gerate,'wie Rotoren,
Mérser;—Trichter7~MeBzylinder, Pipetten-etc., ~wurden vor
den Experimenten {iber Nacht i@ K&ltelabor vorgekiihlt. Die
saccharoseldsungen wurden flir jedes Experiment frisch
angesetzt, da sie bei Lagerung schnell verderben. Deter-
gentien, schwermetalle und andere Verunreinigungen wurden
sorgfdltig von den Pr&paraten ferngehglten. Es ist wich-
tig, daB alle Gerdte nach dem Waschen mit Detergentien

griindlich mit destilliertem Wasser gesplilt werden.

Die_Isolierung synaptischer Vesikel

2.5.2.

Die dorsale Haut iiber den elektrischen Organen wurde.ab-
gezogen, die beiden Organe wurden entnommen, gewogen und
in einem Dewar—Gef#Bf mit fliissigem Stickstoff gefroren. Das

Gewebe konnte so taéelang gelagert werden, ohne daB die
Ausbeute an synaptischen Vesikeln beeintrédchtigt wurde.

Die elektrischen Organe wurden in‘einem mit flissigem
Stickstoff vorgekiihlten Porzellanmdrser zu einem grob-
k8rnigen weiBlichen Pulvér—zerschlagen; hierbei zexr—
brechen die &duBeren Zellmembranen. Falls das Gewebe auf-
zutauen begann,ehe es génﬁgend zerkleinert war, wurde es
mit einer kleinen Menge‘flﬁssigen Stickstoffs iilbergossen.
Es wurde darauf geachtet, das Zerschlagen des Gewebes nicht
langer als bis zu einer RorngrdBe von ca. 1 mm Kantenlinge
fortzusetzen, um nicht die synaptischen Vesikel selbst an-
zugreifen. Diese Methode, die Zellmembranen aufzubréechen
(Whittaker et al., 1972), ist der Homogenisation mit
Scherkrdften in Homogenisatoren oder mit sich drehenden
Messern {iberlegen, bei denen zahlreiche artifizielle Mem- -
branvesikei gebildet werden. Das zerschlagene Gewebe wurde
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mit eineinhalb Gewichtsiquivalenten einer 0.8-molaren g pas erhaltene Homogenat wurde bei -3°C durch e%ne
Glycin-L8sung libergossen und zu einem homogenen Brei T vierfache Schicht von Baumwollgaze gepreBt. Der Extrakt
vermischt (Abb. 5 ). Die zugesetzte L&sung war dem elek- ‘ entsprach in seinem Gewicht etva der eingesetzten Ge-
trischen Gewebe isoosmolar (Isra&l et al., 1968), so dag : webemenge. Der Extraktionsriickstand wurde verworfen. Der
die Vesikei keiner Ver&dnderung des osmotischen Drucks : gxtrakt wurde 10 min lang einer Differentialzentr;fugat%on
ausgesetzt waren. ' ‘ pei 1000 g in einer Sorvall RC2-B-Zentrifuge unterworfen.

. 1 Bodensatz, Pq, fanden sich vor allem Zelltrimmer und

gellkerne. Der Uberstand, Sy wurde einer weiteren Dif-
ferentialzentrifugation (60 min bei 17 000 g) unterwor-

Elektrisches Gewebe in fllissigem N2

gefrorcn und im Morser zerschlagen . fen’ dle Mitochondrien und Zellm ranen sedimentiert
e " (p,) . Der verbliebene Uberstand, s, enthielt die l8slichen
(150 ml / 100g Gewebe) und .auf -37C '

aufgetaut

cytoplasmatischen Bestandteile, synaptische Vesikel, Mikro-

Durch 4 Lagen Baumwoll somen, restliche Mitochondrien und Bruchstiicke von Zell-
u: = N

gaze ausgepreft ' membranen. Aus ihm konnte bei 235 000 g (70 min) eine vor-
] ‘ 1 . . . e
r gereinigte Vesikelfraktion, Py, isoliert werden, wdhrend
Zelltrimmex Extrakt zentrifugiert : . . . . 23 . =
oo fie 10 min . die Ccytoplasmatischen Bestandteile im Uberstand, S3, ver
i blieben. Der Bodensatz wurde suspendiert, um die aneinander
Bodensatz (P,) Uberstand (S,) zentrifugiert : ' haftenden Partikel zu trennen: Er wurde mit ca. 10 ml
Bl .
i . bei 17000g fir 60 min . P . s
. ] 0.8-molarer Glycinldsung je 70 g Gewebe iibergossen, durch
1 : ' eine Pipette angesaugt und wieder ausgeblasen. Dieser Vor-
Bodensatz (Pz) Uberstand (Sz) zentrifugiert i ' )
bei 235000g fir 70 min : gang wurde so lange wiederholt, bis eine homogen erschei-
nende Suspension erhalten wurde (ca. 10 mal). In einigen
Bodensatz (P,) suspendiert ~ Uberstand (Sy) Experimenten wurde die P3—Suspension direkt auf den Dichte-
in 0.8 M Glycinldsung und . . .
auf diskontinuierlichen iso- gradienten geladen. Flir genaue Ionenbestimmungen wurde sie
osmolaren Saccharose-Glycin . .e . . . .
sschtegraienten geladen. jedoch zun&chst ein weiteres Mal 70 min lang bei 235 000 g
zentrifugiert bel 57750g fur 2h zentrifugiert. Die {iberstdndige Waschl&sung, S;, wurde
®, - Suspendion | Lsliche Fraktion verworfen. Der gereinigte Boﬁensatz, P;,‘wurde in der
,// . . s ) Y / Iy )
%ggﬁiﬁﬁﬁ“fe ' gleichen Weise suspendiert, wie es oben beschrieben wurde,
° i Vesikelfraktion o . . P X
0,40  Saschazdse - . . und auf einen Saccharose-Dichtegradienten geladen. Die
0.40' M Glycin s . . .
i ‘embranfraktion Dichtegradienten wurden knapp eine' Stunde vor dem Beladen
i . . . . . .
1.60 M Saccharose mit der vesikelhaltigen Suspension angesetzt, damit sich
: lokale Inhomogenitdten im Gradienten ausgleichen konnten.
‘ Die mit Glycin auf 0.8 osmol/l gebrachten Saccharoseld-
Abb. 5 : Schematische Darstellung der Isolierung von synap- sungen abnehmender Dichte wurden vorsichtig gegen die

tischen Vesikeln aus dem elektrischen Organ. Das
"~ Zellhomogenat wird mehreren Differentialzentrifu-
“‘gationen und einer Reinigung auf einem .Saccharose- : man, Nr. 302237) von 38 ml Fassungsvermdgen pipettiert.

Glycin Dichtegradienten unterworfen. | Die Zentrifugation erfolgte in Beckman Schwenkbecherrotoren

Wandung eines Cellulosenitrat~Zentrifugenrdhrchens (Beck-



_34 -

(sw 27) fir 125 min bei 57 750 g in den Ultrazentrifugen
15.50, L5.75 bzw. L2 65B. Die Fraktionen wurden mit
Pasteurpipetten abgesaugt, deren Spitze rechtwinklig ab-
gebogen war, so daB vertikale Strdmungen im Zentrifu-
genrdhrchen bei der Probeentnahme vermieden wurden. Die
cholinergen Vesikel waren an der Grenzfliche zwischen
0.15 und O0.4-molarer Saccharose angereichert. Den Frak-
tionen wurden sofort kleine Probemengen zur ACh- und
ATP—Bestimﬁung:entnommen. Wurde dié Vesikelfraktion nicht
unmittelbar weiterverarbeitet, so wurde sie bis zum Ge-
brauch im Tiefkithlfach bei -30°C aufbewahrt (z.B. zur
Metallionenanalyse).. ' ‘

Im Vefgleich zu anderen Standardmethoden der Vesikelpri-
paratidn (Whittaker et al., 1972) vertritt Glycin bei der
hier beschriebenen Darstellungsmethqde das NaCl. Dadurch
wurde eine Bestimmung des Natriumgehaltes méglich. Ferner
wurde eine Einwirkung der aus Mitochondrien durch NacCl
freigesetzten Ca-Ionen auf die synaptischen Vesikel ausgé-
schaltet. Synaptische Vesikel und Zellmembranen wurden
bei dieser Préparation nicht gemeinsam sedimentiert. Da-
durch wurde eine m&gliche Wechselwirkung zwischen diesen
Zellorganellen vermieden. Die erhaltene vorgereinigte Ve-
sikelfraktion, P3, erschien zwar noéh leicht orange gefirbt,
war. aber vollkommen klar. Die im Gradienten erhaltene Ve-
sikelfraktion zeigte sich erwartungsgemif nicht als ge-
trlbte Bande, da der Durchmesser synaptischer Vesikel mit
der Wellenl&nge des sichﬁbéren Liéhtes vergleichbar ist.-

i

]

2.5.3. Die Isolierung von Mitochondrien

Mehrere Methoden zur Mitochondrienisolierung wurden ver-
giichen. Das in Abbildung 6 zusammengefaBte Priparations-
schema lieferte die am besten reproduzierbaren Ergebnisse:
15 g tlefgefrorenes (-196°¢) elektrlsches Organ wurden
auf ca. —3 C aufgetaut, mit einer Schere in kleine Stiick-.
chen zerschnltten und mit 35 ml O.8-molarer Glyc1nlosung

_ 35 -

Elektrisches Gewebe ig flissigem N2
gefroren und auf - 37C aufgetaut.
Mit 0.8 M Glycinl&sung (30% Gew./Vol.) vermischt

Labormixer, 2 x 7 s

Aldridge Homogenisator
2 x 4 Auf- und Abbewegungen

entrifugiert. . . o o i e e e

1000g, 10 min
|

| .

51) Bodensatz (P_l)

tperstand (S, h
filtriert (300 mesh)

Filtrationsriickstand

1 .
suspendiert in 0.8 M Glycin
(Fig)

zentrifugiert
1000g, 10 min
1

[ 1
berstand (P1GS1) Bodensatz (z1GP1)

filtriert (300 mesh)

zentrifugiert
17000g, 60 min
|

L
Bodensatz (Pz)

tiberstand (S‘)

suspendiert in 0.8 M Glycinldsuny

und auf Saccharose-Glycin Dichte-

gradienten geladen. Zentrifugiert
bei 53000g, 80 min

- Suspension L&sliche Fraktion
2

P

0.2 M Saccharose
0.6 M Glycin

: Wervenendigungen
0.8 M Saccharose
dervenzellmembranen
1.2 bis 1:4 M

Saccharose . :
Mitochondrienfraktion

2.0 M Saccharose

i ) ; Isolierung von Mito-
Abb. 6 : Schematische Darstellung der ; i C
chondrien. Die vorgereinigte Mltochopdrlenfraktlon,
Py, wird auf einem Dichtegradienten in Ngrven— )
endigungen, Membranfragmente und freile Mltochqndrlen

aufgetrennt.



vermischt. Die Zerkleinerung des Gemisches wurde mit
einem Labormixer (Modell 91-358, Dynamics Corporation,
New Hartford, Connecticut, USA) zweimal fiir je 7 sec
fortgesetzt. Die Mischung wurde dann durch 8 Auf- und
Abbewegungen in einem Aldridge Homogenisator (Stempel-
durchmesser 30 mm, Stempel-Becherabstand 0.25 mm, 840 E
Umdrehungen/min) homogenisiert. Man muB sorgfdltig darauf
achten, daB sich die Mischung nicht aufwirmt, und eine
zweiminiitige Unterbrechung zum Kithlen mit Eiswasser ein-
schalten. Das Homogenat wurde 10 min lang bei 1 000 g

in einem Sorvall 85-34 Schrégwinkelrotor sedimentiert.

Der Uberstand, Sqs wurde dekantiert, iiber ein Nylonsieb
(300 mesh, Beuteltuchfabrik AG, Zlrich) gefiltert und flir
die weitere Fraktionierung verwahrt. Der Filtrationsriick~
stand wurde dem Bodensatz AP1 zugeschlagen. Um die Aus-
beute an Mitochondrien zu erhShen, wurde er in 25 ml
O0.8-molarer Glycinldsung suspendiert (Fraktion P G), er-
neut durch 3 Auf- und Abbewegungen im Aldridge Homogenl-
sator homogenisiert und wie oben beschrieben zentrlfuglert.

Der gebildete weiBe Bodensatz wurde verworfen, !

P16%1
der Uberstand P1GS1 gefiltert und mit dem tberstand S,

i
vereinigt. Diese Mischung wurde im selben Rotor fiir eine i

Stunde bei 17 000 ¢ zentrifugiert. Es resultierten der
Uberstand 32 (verworfen) und die ﬁorgereinigte Mitochon-
drienfraktion Pz, welche neben Mitochondrien Synaptosomen

‘und Membranbruchstilicke enthielt. Der Bodensatz P2 wurde in

8 ml O.8-molarer Glycinlésqu suspendiert. 3 ml wurden
fiir analytische Zwecke zufﬁckbehélten, die anderen 5 ml
wurden auf einem Saccharose—Glyc1n Dichtegradienten auf-
getrennt, der sowohl mehrere Dichtestufen éls auch einen
Bereich kontinuierlich anstelgender Dichte (entsprechend
1.2 bisg 1.4—molarét’Sacch%roselésung) besaB. Die Dichte-
gradienten wurden 1 h vor dem Zentrifugieren in Beckman
SW 27 Cellulosenitrat-R8hrchen mit Hilfe eines LKB Gra-
dientenmischers (11300 UltrogradR gradient mixer, LKB,

- Bromma, Schweden) geschichtet und nach dem Beladen 80 min

lang bei 53 OOO g zentrifugiert. Die Fraktionen wurden
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Beckman "System zur Fraktionsgewinnung" {iber einen
mit dem

Ein

h in den Boden der ZentrifugenrShrchen entnommen,
tic

s die Mitochondrien an der Grenzfldche zwischen der
wobel

nd der 2.0-molaren Saccharose erhalten wurden.
1.4 4

2,5.4. Die_2S5Q228f2d_ZSh.

Die synéﬁfigbhén Endigungen ‘cholinerger Axone wurden nach
der von Dowdall und Zimmermann (1977) beschriebenen Methode
isoliert. Das Gewebe wurde dazu denselben Homogenisations-
nd pifferentialzentrifugationsschritten unterworfen wie
pei der im folgenden Kapitel beschriebenen Isolierung
présynaptischer Nervenzellmembranen (vgl. Abbildung 7),’
per erhaltene Bodensatz P2 wurde in 0.8 M Glycin suspenT
diert und auf einem diskontinuierlichen Saccharose-Glycin
Dichtegradienten bei 68 000 g wédhrend 2 h aufgetrennt.

pie Osmolaritdt der O. 15 M Saccharoseldsung des Gradlen—
ten war durch Zusatz von Glycin auf 0.8 osmol/l angehoben.
Die Nervenendigungen reicherten sich an der Grenzfl&iche
zwischen 0.15 M und 0.8 M Saccharcse an und wurden wie
oben beschrleben entnommen. In einigen Versuchen wurden

stattdessen O. 2 M und 0.5 M Saccharoselosungen verwendet,
ohne daB ein Unterschied in den Ergebnissen beobachtet
werden konnte. Sowohl frisch entnommene elektrische Organe,
als auch Organe, die zuvor 24 h in flﬁssigem Stickstoff
gefroren wafen, wurden 2ur Auftrennung herangezogen und
die so erhaltenen Ergebnisse verglichen. Auch in den zur
Isclierung von Mitochoﬂdrien verwendeten Gradienten wurde
an der Grenzflidche zwiéchen 0.2 und 0.8 M Saccharose eine

Fraktion von Nervenendigungen erhalten.

2.5.5. Die Anreicherung prasynaptlscher Nervenzellmembranen

B

15 g tiefgefrorenes elektrisches Gewebe wurden auf ca.

~-3% aufgetaut, mit einer Schere und danp Kunﬁer“Zusatz
von 35 ml O.S—ﬁolarer Glycinlésung) in einem Labormixer
(zweimal fiir je 5 sec mit einer Pause von 2 min zum Kiihlen)



Elektrisches Gewebe in flissigem
N2 gefroren und auf -3°C aufgetaut.
30 % (Gew./Vol.) in 0.8 M Glycin

Labormixer
2x5s

Aldridge lomoyenisator
2 x 6 Auf- und Abbewegungen

Homogenat zentrifugiert
bei 1000 g fiir 11 min

Bodensatz ¥ Uberstand (51) filtriert

durch Nylonnetz (300 mesh)
Filtrat zentrifugiert
bei 17000 ¢ fiir 60 min

Bodensatz (P2) suspenuiert
in HZO (25 ml /. 15 g Gewebe)

Uberstand (Sz) zentrifugiert
bei 235000 g fiir 60 min

Auf diskontinuierlichen

Saccharose-Glycin Dichte- . Bodensatz (P3)

gradienten geladen und =
120 min bei 68000. ¢ zen-

trifugiert

Uberstand (83)
(Cytoplasma)

“P, - Suspension NN Ldsliche Fraktion
0.15 M Saccharose
0.65 M Glycin

S

Nervenendigungen

0.80 M Saccharose

A\

dervenzellmembranen
———————————

1.30 M Saccharose -
Mitochondrien

7 : Schematische Darstellung der Isolierung von Nerven-
zellmembranen und des cytoplasmatischen Uberstandes.
Die im Bodensatz P, enthaltenen membranumschlossenen
Nervenendigungen werden mit Wasser zum Zerplatzen
gebracht. Danach kdnnen die Membranfragmente auf

- einem Saccharose-Glycin Dichtegradienten isoliert

. werden (vgl. auch Abb. 8). Aus dem Uberstand S
kann eine Mikrosomenfraktion, Py, abzentrifugiert

) wérden. Die l&slichen cytoplasmatischen Zellbestand-
teile bleiben dabei im Uberstand, S3, zuriick.

|
I

gerkleinert (2bb. 7 ). Die Mischung wurde anschlieBend
in einem Aldridge Homogenisator (vgl. Kap. 2.5.3.) durch
zweimal 6 Auf- und Abbewegungen mit einer 2-miniitigen
pause zum Kihlen mit Eiswasser homogenisiert. Das Homo-
genat wurde 11 min lang bei 1 000 g in einem Sorvall Ss-34
schrégwinkelrotor zentrifugiert. Der Uberstand, s1, wurde
gurch ein Nylonsieb (300 mesh) gefiltert und 1 h lang

bei 17 000 ¢ im selben Rotor sediméntiert. Deér résultie
rende. Uberstand, Sz, wurdg in einigen Versuchen zur Pr&-
paration eines cytoplasmatischen Uberstandes herangezogen
(vgl. folgendes Kapitel). Der Bodensatz P2 wurde in Wasser
suspendiert (25 ml pro 15 g Gewebe). Dabei zerplatzten

die in der Fraktion enthaltenen Nervenendigungen. Nach

20 min wurden je 6 ml der Ldsung auf eihen Saccharose-
Glycin Dichtegradienten aufgetragen, wie er auch zur
Isolierung der intakten Nervenendigungen verwendet wurde

(Abb. 8 ). Nach der Behandlung mit Wasser war die Bande

Gly H,0

Abb. 8 : Aus dem Bodensatz P, kann eine Fraktion von Nerven-

endigungen (NTS, nefve terminal sacs) isoliert werden,
wenn er in 0.8 M Glycinlésung (links) suspendiert wird

(Dowdall und Zimmermann, 1977). Wird der Bodensatz P
hingegen in Wasser suspendiert, so zerplatzen die
Nervenendigungen und ihre HuBeren Membranen sedimen-
tieren anschlieBend in einer dichteren Fraktion des
Saccharosegradienten (rechts).



der Nervenendigungen im Gradienten deutlich schmaler,
wihrend eine neue Bande an der Grenzfliche zwischen 0.8
und 1.3-molarer Saccharose beobachtet wurde (Abb. 8),
welche die Nervenzellmembranen enthielt.

Bei der Isolierung présynaptischer Nervenzellmembranen
fiei ein Uberstand, Sz, an, aus dem eine Mikrosomen-
fraktion, P3, durcthentrifugieren bei 235 000 g fﬁr-
70 min in einem Beckman Ti 75 Rotor entfernt werden
konnte (Abb. 7 ).vDer verbleibende partikelarme tiber-—
stand, S3, enthielt_die 18slichen cytoplasmatischen Be—
standteile des elektrischen Gewebes.

2.6. bMorphologische Methoden

2.6.1. Fixierung in Glutaraldehyd

2.6.1.1. Subzellulare Fraktionen

L I I

Suspensionen subzellularer Partikel wurden mit elskaltem
gepufferten Glutaraldehyd (pH 7.4) versetzt, so daB die
Endkonzentrationen von 1% Glutaraldehyd, 0.02 M Natrium-
phosphatpuffer, 0.175% NaCl und 0.85% Saccharose erreicht
wurden. Nach 3 h bei 4°C wurden die fixierten Partikel
bei 105 000 g in einem Beckman Schwenkbecherrotor (SW 39
bzw. SW 50) fiir 3 h sedimentiert. Der Bodensafz wurde
.mit einem Natriumphosphatéﬁffer, éH 7.4, der 1.4% NaCl
und 3.4% Saccharose enthiélt, gewaschen. Die Nachfixierung
erfolgte in 1% OsO4, das in der Waschl&sung angesetzt
wurde, fiir 2 h bei 4°c. Néch Dehydrierung in Zthanol und
Einbettung in Epon wurdenzmit einem LKB-Ultratome III
Dlnnschnitte hergestellt. Die Diinhnschnitte wurden mit
Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert und mit einem

- JEM 100 -B. Elektronenmikroskop (JEOL) ausgewertet.
‘ BN . . ‘

5.6.1.2. Gewebeblocke

plécke von ca. 100 mg Masse wurden dem elektriéchen
Gewebeentnommen und durch Immersion in einer Ldsung von
Orgaz taraldehyd und 4% Formaldehyd nach Karnovsky (1965)
i%th:l Raumtemperatur fixiert. AnschlieBfend wurden sie
in 0.1 M Natriumkakodylat-Puffer, pH 7.4, fir mehrere
stunden bedl 4°C_ausgewaschen und in 1. 33%;?§m 0s0, in )
einen 2,4, 6-Collld1n-Puffer fiir 2 h bei 4°C nachlelert.

pehydrierung und Einbettung erfolgte wie bei den sub-

gzellulédren Fraktionen.

ca. 1 mm3 groBe Blécke des elektrischen Gewebes wurden

mit einer Rasierklinge griindlich zerkleinert. Sie wurden
dann durch zweistiindige Immersion in 10%igem Paraformal-
dehyd (Winborn und Seelig, 1970) oder in 2.5%igem Glutaral-
dehyd (Oschman und Wall, 1972) fixiert. Die Fixierungs-
18sung war mit s—Collidin gepuffert und enthielt 5 mmocl
CaCl2 je Liter. Die Nachfixierung erfolgte in mit s-
Collidin-gepuffertem. 1.33%igem OsOITAdem.ebenialls_s_mmolAum
CaCl2 je Liter zugesetzﬁ worden waren. Die Proben wufden
in Athanol dehydriert und in Epon eingebettet. Die Diinn-
schnitte (Iﬁterferenzfarbe- silber) wurden mit einem
Reichert -OMU-2 Mikrotom angefertigt und in einem JEM 100 B
Elektronenmlkroskop ausgewertet.

;

2.7. BiochemischefBestimmungsmethoden

2.7.1. Bestimmung von Acetylcholin mit_dem Blutegelmuskel

Acetylcholin wurde mit einem biologischen Test gemessen,
der auf der Kontraktion pr#parierter Rilickenmuskeln von
Bluteéeln (Hirudo medicinalis) bei kiinstlicher Zufuhr des
Transmitters beruht (Szerb, 1961). Die wiederholt ver-
besserte Methode wurde in einem Mikrobad (Gaddum und
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Stephenson, 1958) durchgefﬁhrt und ist ausfithrlich von
“Whittaker und Barker (1972) beschrieben worden. Das
Acetylcholin wurde bestimmt, indem die durch die Prbbe-
l&sungen hervorgerufenen Kontraktionen mit denen geeig-
neter Standardldsungen verglichen wurden. Die Abhdngig-
keit der Muskelkontraktion von der Acetylcholindosis

ist sigmoid und konnte in dem mittleren MeBbereich néhe-
rungswelse als linear angenommen werden. Proben und
Standardlosungen wurden so weit mit eserlnhaltlger Locke~
Ldsung verdiinnt, daB sie in den quasi-linearen Bereich
der Dosis-Wirkungs-Kurve fielen.

Das Acetylcholin wurde aus séinen Kompartimenten mit
einer Extraktionsmethode in Freiheit gesetzt, die gleich-
zeifig die anwesenden Cholinesterasen zerstdrt (Hebb und
Whittaker, 1958):
wurde mit eiskalte:;, verdlinnter HCl exakt auf den pH 4.0
eingestellt. Die saure Suspension wurde 7 min in einem
siedenden Wasserbad gekocht und anschlieBend mit Eiswésser
abgekiihlt. Wurde die Messung nicht am selben Tag vorge-
nommen, so wurden die Proben tiefgefroren.

Um. ACh im Gewebe zu bestimmen, wurde eine Gewebeprobe von
ca. 100 mg in 1 ml eiskalter Trichloressigséure zerklei-
nert und nach 1 h (bei 0°c) zentrifugie:t. Der Bodensatz
wurde erneut extrahiert und zentrifugiert. Die vereinigten
Uberstinde wurden mit eiskaltem Didthyl&ther {iberschich-
tet und geschiittelt. Det Didthyldther wurde dann abge-
saugt und dieser Vorgaﬁg so léﬁge wiederpolt, bis der

PH der Probeldsung auf%4.0 angestiegen war. Der restliche
Zther wurde im Wasserb#d mit PreBluft ausgeblasen.

\

Adenosin-5'-triphosphat (ATP) wurde mit der Luziferin-
Lu21ferase—Methode (Luziferase: 3'-Phosphoadenylyl Luz;-
ferin Sulfotransferase EC 2.8.2.10) (Stanley und Wllllams,

Die Suspension der subzelluldren Partike]

;
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), modifiziert gemdB Dowdall et al. (1974), bestimmt.

1262 thode beruht auf dem ATP- abhanglgen oxydativen
zaﬁedes tuziferins, der iiber zur Lichtemission an-
A2 te gwischenprodukte verlduft (McElroy, 1969).
gerei einer Suspension von 50 mg getrockneter Leucht-
ijgzne von Leuchtkédfern (Lampyridae) in 5 ml eines
Magne51umsulfat (20 mM) - Kaliumarsenat (5 mM) - Puffers
(pH 7. 4y, Sigma; wurden in ein- Szrntrikatlonsgiaschen
gegeben, das 3 ml einer Pufferlosung (14.7 mM MgSO,,
3 mM NazHAsO4, 3.3 mM KH P04) vom pH 7.4 und 50 ul der
obelosung enthielt. Die Probeldsung wurde zuvor mit
1/10 Volumen 0.25 M bzw. 0.7 M HClo4 behandelt, um in
zellorganellen gebundepes ATP in Freiheit zu setzen. Nach
10 sec wurde das emittierte Licht 30 sec lang im Tritium-
14c—Kanal eines Beckman LS 150 Flﬁssigkeitssz;ntill;tions-
zihlers gemessen., Die Werte wurden mit St;ndardmessungen
bekannter ATP-Konzentrationen verglichen.

2.7.3. Bestimmung von Adenosin-5'-mono-_und Adenosin-5'-

diphosphat

Adenosiﬁ;S'—monoph;éphat (AMP)rﬁﬁé Adenosiﬁ;é'-diphosphat
(ADP) wurden zunichst zu ATP phosphoryliert (Imai et al.,
1964) und danhn mit der Luziferin-Luziferase-Methode

(Rap. 2.7. 2.) bestlmmt Die Probe wurde bei 0°C sorg-
fdltig mit KOH neutrallslert und in dre1 Fraktionen
geteilt. In der ersten wurde ATP direkt bestimmt. In

der zweiten Wurde ADP durch’ Pyruvatkinase (ATP:Pyruvat
2-0-Phosphotransferase, EC 2.7.1.40) mit Phosphoenol-
pyruvat zu ATP und Pyruvat umgesetzt. In der dritten
Fraktion wurde AMP durch Myokinase (ATP:AMP Phosphotrans-—
ferase, EC 2.7.4.3.) mit ATP in ADP ibergefiihrt. Das ent-

' stehende ADP reagierte dann mit anwesender Pyruvatkinase

und Phosphoenolpyfuvat zu ATP. Die Reaktionen wgrden durch
30-miniitige Inkubation in einem Glycinpuffer (pE 7.5,
25 mM Glycin, 7.5 mM MgSO4, 75 mM- KC1l) durchgefiihrt, der

auch-das Phosphoenolpyruvat (4 mM) enthielt. Durch



i
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Differenzbildung erh&dlt man aus den drei MeBwerten
(ATP, ATP + ADP, ATP + ADP + AMP) den Gehalt an 2ADP
und AMP.

2.7.4. Bestimmung der Cholinesteraseaktivitit ;

Acetylcholinesterage (Acetylcholin-Hydrolase, EC 3.1.1.7,)
setzt aus Acetylthiocholin Thiocholin in Freiheit, das
2,2'-Dinitro-5,5'-dithiodibenzoesiure (DTNB) zum Thiol
reduziert (Ellmgp et al., 1961). Die Extinktion des ge-
bildeten Thiols Wurde im Absorptionsmaximum bei 412 nm
gemessen. Einige andere Esterasen, besonders die Butyryl-

cholinesterase, stdren. Da jedoch das Pyrophosphorsiure-
tetrakis- (monoisopropylamid) (iso-OMPA), das sonst als
ein selektiver Inhibitor der Butyrylcholinesterase von
Sdugetieren angewendet wird, auch die Acetylcholinesterase
von Torpedo zu hemmen scheint, wdhrend andererseits die
Butyrylcholinesterase-Aktivitit in Geweben von Torpedo
gering ist (vgl. Davies et al., 1977), wurde in der vor- §
liegenden Arbeit die Gesamtaktivit&t an unspezifischer
Cholinesterase gemessen. Sie entspricht ungefahr der
Acetylcholinesterase-Aktivitit. oo

2.7.5. Bestimmung der Cytochrom-c-Oxydase-Aktivitit

Cytochrom-c-0Oxydase (Cytochrom ¢ : 02—0xydoreduktase,
EC 1.9.3.1.) wurde gemessen, indem die Oxydation von re-
duziertem Cytochrom ¢ fiber den Abfall der Extinktion im

Absorptionsmaximum bei 548 nm verfolgt wurde (Cooperstein
und Lazarow, 1951). 40 mg Cytochrom ¢ wurden in 1 ml

eines 0.075 M Phosphatpuffers vom pH 7.5 geldst und mit

wenigen Kristallen Natriumdithionit (Na25204) reduziert.
Das reduzierte Cytochrom c wurde.iiber eine Sephadex G-25
Sdule von Uberschiissigem Dithionit abgetrennt und mit
Pufferldsung auf 12 ml verdiinnt. Zur Messung wurden 0.1 ml
dleser\Losung mit 2.5 ml Pufferl8sung und 0.2 ml der

Probelosung versetzt.
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2.7.6. Bestimmung_ der_ Fumaraseakt1v1tat

Fumarase (Fumarat-Hydratase, EC 4.2.1.2.) wurde spektral-
photometrisch bei 250 nm liber die Ausbildung einer
Doppelbindung bei der Umwandlung von L-~Malat in Fumarat

gemessen (Racker, 1950).

rLactat-Dehydrogenase (LDH,’L—Lactat:NAD+—Oxydoreduktase,
ECc 1.1.1.27.) wurde nach der von Johnson (1960) beschrie-
benen Methode bestimmt. Die mit der Reduktion von Pyruvat
zu Lactat einhergehende Oxydation von NADH zu ¥apt wurde
als Extinktionsabfall bei 340 nm gemessen. Um die ge-
samte LDH-Aktivitdt zu bestimmen, wurde die in Zellor-
ganellen eingeschlossene LDH-Aktivitdt mit Triton X-100
freigesetzt (Endkonzentration 0f1%). Wird die Probeldsung
dufch Zugabe von Saccharose der Kérperfliissigkeit des
Versuchstieres osmotisch angepaBt (800 mOsmol), so blei-
ben membraﬂumschlossene Zellpartikel intakt.,und nur die
auBerhalb dieser Partikel vorlieqepderPDH—Aktizigﬁt wird

gemessen (freie LDH-Aktivit#dt). Der Wert flir gebundene
(eingeschlossene) LDH-Aktivitdt. ergibt sich als die Differenz
zwischen Gesamtaktivitdt und Aktivitdt an freier LDH.

2.7.8. Bestimmung des_Proteins_nach_Lowry et al.

Die phenolischén Hydroxylgruppen der Aminos&durereste
wurden mit der Folin-Ciocalteu-Farbreaktion nach der Me-
thode von Lowry et al. (1951) bestimmt. Standardl®sungen

wurden mit Albumin aus Rinderserum bereifet.

2.7.9. Bestimmung des Proteins nach Schaffner und Weissmann

Da Prédparate mit hoher Glycinkonzentration bei der Pro-
teinbestimmung nach Lowry et al. eine verminderte Farb-
entwicklung aufwiesen, wurde bei Glycin-haltigen Proben
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der Proteingehalt nach der ebenso empfindlichen Methodé
von Schaffner und Weissmann (1973) bestimmt. Die Probe
wurde mit Trichloressigs&dure und Dédecylhydrogensulfat
(Na-Salz) bei Raumtemperatur inkubiert. Das denaturierte
Protein wurde dann durch Membranfilter (HAWP 02500,
Millipore GmbH, Neu-Isenburg) im Vakuum abfiltriert. Das
an den Filtern angetrocknete Protein wurde in einer
Amidoschwarzldsung angeférbt, und anhaftende FarblSsung
abgewaschén. Nach dem Trocknen wurde die Farbe mit einer
EDTA—haltigen &thanolischen NaOH-L&sung eluiert und bei
630 nm vermessen. Rinderserumalbumin diente als Standard.
Die Eichkurve war bis éu ca. 150 ug Protein linear.

2.8. Anorganisch chemische Methoden

2.8.1. Millipore-Filtration

Durch Vakuumfiltration mit Millipore"-Filtern (Milli-
pore GmbH, Neu-Isenburg) wurden die partikul&ren Bestand-
teile der subzellul&ren Fraktionen von den l&slichen ge-
trennt. AnschlieSend sollten der Ionengehalt im Filtrat
und die mit den Partikeln auf dem Filter zurilickgehaltenen
Ionen bestimmt werden. Hierbei ergab sich jedoch die
Schwierigkeit, daB die Filter selbst einen im Vergleich
zur Jonenkonzéntration subzelluldrer Fraktionen betricht-
lichen Ionengehalt aufwiesen, der auBerdem stark von Fil-
ter zu Filter schwankte. Die Filter (HAWP 02500) wurden
deshalb vor Gebrauch 12 h mit héchreiner 0.1 M HCL (Supra-
purR, Merck, Darmstadt)‘behandelt, mehrfach grundllch mit
H20 gewaschen und an de{ Luft getrocknet. Der Calciumgehalt
der Filter wurde durch diese Behandlung in einem typischen
Experiment von 62.7 * 18.1 nmol Ca (S.E.M., n = 4) auf
29.8 * 1.6 nmol Ca (n = 5) erniedrigt. Von 27 gewaschenen
Filtern wurde als mittlerer Blindwert 33.8 ¥ 1.9 nmol Ca
(S.E.M.) bestimmt. Dieser Mittelwert wurde vom Calciumge-
halt def}Filter mit biologischem Probematerial abgezogen.

N
N
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Fiir die anderen Metallionen wurde analog Qerfahren. Wie
s den Werten zu erkennen ist, lag der Hauptvorteil
des sgurewaschens nicht im geringeren Ionengehalt der
Filter, sondern in der kleineren Varianz der MeBwerte.
wenn Losungen mit erh&htem Ionengehalt filtriert wurden,
sc wurden die Blindwerte von Filtern bestimmt, durch die
entsprechende ionenreiche LOsungen ohne biologisches
Material filtTiert worden waren. Durch die Behandlung
nit Salzsdure verdnderte sich offenbar auch die Ober-
fldche der Filter, denn sie vermochten anschlieBend
mehr als 99.7% des vesikul&dren ATPs zuriickzuhalten (Ve-
sikeldurchmesser: 80 nm, Zimmermann und Whittaker, 1974),
obwohl der mittlere Porendurchmesser der unbehandelten
Filter vom Hersteller mit 450 nm angegeben wird.

Um den Ionengehalt der partikul&ren Préparationsvorstufen
und die auf MilliporeR—Filtern,zurﬁckgehaltenen Ionen
durch Atomabsorptionsspektralphotometrie bestimmen zu._
k&énnen, muBten die Proben zunichst in eine 1l8sliche Form
tbergefiihrt werden. Dazu wurde ein.nasser AufschluB mit
Salpetersdure unter Druck in TeflongefdBen durchgefiihrt
(Kotz et al., 1972). Eine Probemenge von ca. 500 mng
(bzw. der Filfer) wurde in einen Teflonzylinder einge-~
wogen und mit 0.5 ‘ml 65%1ger HNO3 (SuprapurR, Merck)
versetzt. Das GefaB wurde in einen Stahlzylinder einge-
setzt und mit einem Teflondeckel verschlossen, der durch
eine Feder fest aufgepreft wurde (AufschluBapparatur,
komplett, Berghof GmbH, Tibingen). Der Autcklav wurde in
einen elektrisch heizbaren Alumlnlumblock 105 min auf
185°C erhitzt. AnschlieBend wurde der doppelwandlge
Heizblock mit Wasser auf Zimmertemperatur abgekithlt. Die
klare-AufschluBlésung wurde abgegossen, und das Teflon-
gefds zweimal mit je 1T ml H,0 gesplilt.

Der in der Literatur vielfach beschriebene Weg der Trocken-
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veraschung (z.B.: Hanig und Aprison, 1965) bereitete
hingegen Schwierigkeiten, da sich die erhaltenen Metall-
oxidrlickstdnde nur sehr schwér in konzentrierten SHuren
18sten (vgl.: Tower, 1968) und sich in der Hitze teil-
weise mit dem SiO2 der Quarztiegel zu milchigen, un-
16slichen Gldsern umsetzten.

P

2.8.3. Quantitative Analyse der_Alkali- und Erdalkalimegglk

Alkali- und Erdalkalimetalle wurden mit einem 2-Strahl-
4—Kanal—Atomabsorptionsspektralphotometer (Beckman, Mo-
dell 1248) gémessen. Die durch Dissoziationskontinua

und Lichtstreuung verursachte sogenannte unspezifische
Lichtabsorption wurde bei Wellenlingen unterhalb von

350 mm kompensiert. Dazu wurde die unspezifische Extink-
tion des Lichtes einer Deuteriumlampe beiderseits der
Resonanzwellenlénge des zu bestimmenden Elementes ge-
messen und elektronisch von der bei der Resonanzwellen~
lidnge registrierten Summe aus spezifischen und unspezi-
fischen Lichtverlusten subtrahiert. Da die Hohlkathoden-
lampe und die Deuteriumlampe mit unterschiedlicher Fre-
quenz gepulst werden, konnten beide Signale von deémselben
Photodetektor registriert und mit‘verschiedenen Wechsel~
stromverstdrkern getrénnt verstédrkt werden. Diese Korrek-
tur der MeBwerte war vor allem dann erforderlich, wenn
mit der Anwesenheit grdferer Partikel (Membranbruchstiicke)
zu rechnen war und bei kleinen Wellenléngen,‘k, gemessen
wurde; (die durch Llchtstreuung bedingte Extlnktlon ist
proportional zu A 4).

i

2.8.3.1. Fehlerquellen bel der Atomabsorptlonsspektral—

s e s e r e s et s ases s s e es s sr e e et as o

photometrie und ihre Beseitigung

Eine Fehlerquelle ergibt sich durch chemische Reaktionen
der Atéme in der Flamme. Uber chemische Prozesse im Innern

AN .
von Flammen ist nicht viel bekannt. Zwei Phinomene sind
N

doch offensichtlich: Atome konnen sich durch Ionisation
je

und durch verbindungsbildung der Bestimmung entziehen
(abb. 9 ). Beide Prozesse kdnnen kontrolliert werden,
indem die Atomkonzentration durch Zugabe geeigneter,am
chemischen Gleichgewicht beteiligter Reaktionspartner
erhsht wird. Um die Ionisation einzuddmmen, muf also ein
yperschuB an Elektronen angeboten werden. Dies konnte
dadurch erréicht werden, dag déf"Pfébélgéﬁﬁéméfﬂéniéféﬁf
jonisierbare Verbindung zugesetzt wurde. Lithiumchlorid
hat sich besonders bewédhrt.
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Abb. 9 : Ubersicht iber die physikalischen und chemischen
Prozesse. bei der Atomabsorptionsspektralphotometrie.
Die Metallatome (M) kdnnen durch Ionisation oder Ver-
bindungsbildung (z.B. Oxydation) der Bestimmung ent-
gehen.
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Die Verbindungsbildung in der Flamme erstreckt sich
natiirlich vor allem auf thermisch stébile Verbindungen,
besonders Oxide, Sulfide, Phosphate und Spinelle der
Erdalkalimetalle. Die Lage des chemischen Gleichgewichts
kann ;lso zu Gunsten einer hohen Konzentration an freien
Atomen ausgenutzt werden, indem die Konzentration der
anionischen Verbindungspartner durch Zusatz solcher
Elemente zur Probeldsung vermindert wurde, die besonders
stabile Vérbindungen mit den genannﬁen Anionen eingehen.
Lanthanverbindungen_ erfiillén diese Voraussetzung.

Es ist selbstverstidndlich, daf die zugesetzten Chemika-
lien den Standardldsungen in gleicher Konzentration zu-
gesetzt werden muBten, um einen etwaigen Gehalt an dem
zZu untersuchen&en Metall zu beriicksichtigen. Da verhdlt-
nismdBig groBe’ Mengen dieser Stoffe zugesetzt werden
muBten, konnten nur Chemikalien hdchster Reinheitsgrade
verwendet werden. Obwohl solche Chemikalien von zahl-
reichen Firmen angeboten werden, werden die gegebenen

Reinheitsgarantien fast nie eingehalten (vgl. Schmidt, 19875),

Jene Probeldsungen, die durch Aufschlds mit Salpetersédure
gewonnen worden waren, wurden mit Standardidsungen ver-
glichen, denen ebenfalls eine gleiche Menge HNO3.zugesetzt
worden war, weil Salpeters&@ure die Extinktion durch Cal-
ciumatome um 60% senkt. Vermutlich erniedfigt die Salpe-
tersdure die Flammentempérqtur, indem sie endotherm in
kleinere Molekeln geépalten wird; andererseits ist gerade
die Atomisierung von Caréiumverbindungen an hohe‘Tempera—
turen gebunden. Deshalb werden fir Calc1umbest1mmungen
hiufig Csz - N20 Gasgemlsche benutzt. Bei der Verwendung
von Lachgas kann aber kein gekiihlter Brennerkopf (siehe
unten) eingesetzt werden, so daB dieses Gasgemisch aus-
scheiden mufBte.

In der vorllegenden Arbeit wurden hauptséchlich Losungen
vermessen, dle von Dichtegradienten gewonnen wurden und
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einen Saccharosegehalt bis zu 2 mol/l besaBfen. Um Stdrun-—
gen durch unterschiedliche, viskositédtsbedingte Ansaug-
geschwindigkeiten zu vermeiden, wuxrden die Proben vor
der Messung auﬁ das 10-fache Volumen verdiinnt. Trotzdem
blieb die Stdrung durch den Saccharose~ und Proteingehalt
der Probematrix erheblich: Die Lésuhgen konzentrierten
sich an der heiBen Schneide des Brennerkopfes zu karamel-
- ~artigen—Produkten, die nicht nur den Brenmer verstopften-
sondern auch Metallsalze zuriickhielten. Abhilfe wurde
dadurch geschaffen, daBf der Brennerkopf gegen einen an-
deren ausgetauscht wurde, der mit einem eingebohrten
Kanalsystem versehen war. Er wurde mit geklihltem Wasser
durchstrdmt.

Die qhemiséhé Bestimmung so kleiner Metallionenkonzentra-
tionen, wie sie in den untersuchten subzelluliren Frak-

tionen gegeben éind, erfordert besondere VorsichtsmaBnah-
men, um mégliche Verunreinigungen auszuschliegfen. Métall—
ionen sind im Staub ebenso vorhanden, wie in den Deter-

genzien, die zur Reinigung der Laborger&te benutzt werden.
Aus Glasgeraten werden von neutralen Losungen pro Tag bis

zu 1 mg Ca/l herausgelost Die genannten Kontaminationen
wurden durch“den ausschlleBl;chen Gebrauch von Poly&thylen-
und Polystyrolgef&Ben eingeschrinkt, welche grﬁndlicﬁ

mit 0.5 M HCl gewaschen wurden. Auch dle zur Pré&paration
benutztén Chemikalien - enthalten Metalllonen- Insbesondere
die fir dle,D;chtegrad;enten verwendete Saccharose wird
industriell unter zﬁsatz ﬁberscﬁﬁssiger Calciumhydroxid-
mengen zum Rilbensirup hergestellt, um giftige Pflanzensiu-
ren auszufédllen- (z.B. Oxals&ure). Auch hochreine Saccharose
enth&lt noch betr&dchtliche Mengen Calcium. Der Calciumge—
halt der 2 M Saccharoseldsungen konnte um ca. 50% (von

3.3 auf 1.6 mg/l) gesenkt werden, indem sie durch eine
Tonenaustauschersiule aus Chelex 100 geschickt wurden.

Der Ionenaustauscher wurde zﬁvor mit 0.1 M HCl in seine
saure Form.ibergefiihrt und.gewaschen. Auch die verwendeten
Glycinl8sungen wurden mit Chelex 100 gereinigt. Die ver-
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bliebenen Verunreinigungen wurden in Rechnung gestellt,
indem jede Priparation von einem Dichtegradienten ohne
biologisches Material begleitet wurde, dessen Blindwerte
von den jeweiligen MeBwerten subtrahiert wurden.

2.8.3.2, Calciumbestimmung

R I I

Obwohl die Resonanzwellenl&nge bei' 422,67 nm sowohl von
anderen Linien des Calciumspektrums als auch Eﬁissions—
linien des Hohlkathodenfﬁllgases Neon gut abgetrennt ist,
bereitet die genaue "Bestimmung des Calciums Schwierigkei-
ten, da es stark zur Verbindungsbildung in der Flamme
neigt. Lanthanzusitze verschieben das Gleichgewicht zu-
gunsten der freien Atome. Auch die Verwendung der heiBeren
N2 ‘
keine kiihlbaren Brennerkdpfe fiir N20—Acetylen—Flammen

O~Acetylen-Flamme ist vorteilhaft, jedoch sind bisher

verfilighar.

Standardreihe: 0.01 - 10 mg/l mit je 0.85% La, 1% HC1l

Gasdrucke: C2H2 : 0.8 kp/cm2

PreBluft: 1.7 kp/cm2

Brennerhdhe: Apertur 2 mm iiber der Brennerschneide

Spalt: 7 (entspricht 0.20 mm geometrischer Spalt-
breite, 0.54 nm spektraler Spaltbreite)

Lampenstrom: 10 ma

Dynodenspannung: 410 V
Integrationszeit: 16 s

Betriebsart: integrierend

erreichte Nachweisgrenze: Q,OOS mg/1

i

2.8.3.3. Kaliumbestimmung!

R oo

Die Resonanzlinie der mitiNeon geflillten Kaliumhohlkathoden-
lampe bei 766.49 nm"ist gﬁt von anderen Emissionslinien
abtrennbar, sie gibt allerdings kein sehr ruhiges Signal.
Auch war das Rauschen des verwendeten Sekundirelektronen-
vervielfachers im langwelligen Bereich stédrker. Trotzdem
-wurde wééeg der hohen Empfindlichkeit bei dieser Wellen-

linge gemessen.
N
N
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standardreihe: 0.02 - 10 mg/l mit je10.5% Licl
(als Ionisationspuffer)
gasdrucke: CoH, : 0.7 kp/cm2
prepsluft: 1.8 kp/cm2
BrennerhShe: Apertur 2 mm iiber der Brennerschneide
spalt: 7 (entspricht 0.20 mm geometrischer Spalt-
‘breite, 0.54 nm spektraler Spaltbreite)
- Lampenstrom: 30 ma . e

pynodenspannung: 580 V
Integrationszeit: 16 s
Betriebsart: integrierend

erreichte Nachweisgrenze: 0.005 mg/l

2.8.3.4. Lithiumbestimmung

Die Analyse des Lithiums bei 670.78 nm bereitete keine
Schwierigkeiten. Die Resonanzwellenlénge konnte gut von
anderen Linien der Argon-gefiillten Hohlkathodenlampe ab-
getrennt werden, die erhaltene Eichkurve war linear.

Standardreihe: 0.02 - 1,00 mg/l mit je 0.85% La, 1% HCl

Gasdricke : C,H,: 0.7 kp/cm? '

Preflufts . 1.7 kp/cm2

Brennerhohe: Apertur 4 mm iiber der Brennerschneide

Spalt: : 5 (entspricht 0.1 mm geometrischer Spalt-—
breite, 0.20 nm spektraler Spaltbreite)

Lampenstrom: 25 mA )

Dynodenspanﬁung: 440 V
Integrationszeit: 16 s
Betriebsart: integrierend

erreichte Nachweisgrenze: 0.001 mg/l

2.8.3.5. Magnesiumbestimmung |

Die Resonanzwéllenlénge bei 285.21 nm besitzt eine sehr
hohe Oszillatorenstérke- und wird weder durch Begleitlinien
des Elementes noch durch Linien des Fiillgasspektrums
(Argon) gestdrt. Unspezifische Lichtverluste wurden mit
Hilfe einer Deuteriumlampe kompensiert (siehe oben).
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0.02 - 5 mg/l mit je 0.85% La, 1% HCl

Standardreihe:

Gasdrucke: . CoHy: 0.7 kp/cm2

PreBluft: 1.7 kp/cm2

Brennerhdhe: Apertur 2 mm yiber der Brennerschneide

Spalf: 7 (entspricht 0.20 mm geometrischer Spalt-
breite, 0.54 nm spektraler Spaltbreite)

‘Lampenstrom: 8 mA

Dynodenspannung: 410V

Integrationszeit: 16.s
Betriebsart:
erreichte Nachweisgrenze: 0.0005 mg/l

.. integrierend

2.8.3.6. Natriumbestimmung

asées e s sveresecn

Natrium konnte mit sehr hoher Empfindlichkeit bei seiner
Resonanzwellenlinge von 589.0 nm bestimmt werden, wenn
durch Anwendung schmaler Spalte von der Emissionslinie
bei 589.5 nm abgetrennt wurde. Es wurde eine Neon-ge-

fiillte Hohlkathodenlampe verwendet.

Standardreihe: 0.02 - 10 mg/l mit je 0.5% LiCl (als
Ionisationspuffer)

Gasdrucke: CoHy: 0.8 kp/cm2

Prepluft: 1.7 kp/cm2

Brennerhd&he: Apertur 2 mm iber der Brennerschneide

Spalt: 2 (entspricht 0.04 mm geometrischer Spalt-
breite, 0.11 nm spektraler Spaltbreite)

Lampenstrom: 15 mA \

Dynodenspannung: 490 V .

Integrationszeit: 16 s/
{ .
Betriebsart: integrierend

erreichte Nachweisgrenze: 0.002 mg/l

2.9. Mathematische Auswertungsmethoden

Die Auswertung der Daten erfolgte, je nach der Komplexitdt
der Reqhenaufgabe, mit einem Corvus 500 Taschenrechner,

mit ein;m_Tischrechner (9825 A, Hewlett-Packard, Frankfurt),
mit einem fDE 11/40 ProzeBrechner (Digiﬁal, Maynard,

i
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Massachusetts, USA) oder einem UNIVAC 1100 GroBcomputer.
wurde BASIC, beziehungs-
weise deren UNIVAC-Version, UBASIC, als Programmiersprache

Fiir die beiden letzten Maschinen
verwendet.

Mit dem AusreiBertest: nach Nalimov (vgl. Kaiser und Gott-
schalk, 1972) wurde Uberpriift, ob ausreiBerverdichtige
MeBwerte—tiberzufdllig fehlerhaft-ausgefallen waren: Die -
Absolutwerte von Standardabweichungen zweier in sich
homogener, d.h. ausreiﬁeffreier, Datengruppen wurden mit
dem F-Test, und die Mittelwerte der Datengruppen mit dem
t-Test verglichen. Wenn sich weder die Varianzen noch

die Mittelwerte unterschieden, wurden die beiden Daten-
gruppen zusammengefaSt. Unterschieden sich die Mittel-
werte mit eine; Aussagesicherheit von 99% (Irrtumswahr-
scheinlichkeit p < 0.01), so werden sie als signifikant
verschieden bezeichnet. Bei einer Aussagesicherheit von
99.9% (p < 0.001) wird das Ergebnis hochsignifikant genannt.
Wenn paarweise zusammengeh®rige Mefwerte anfielen, wurde
der_t—Teét fir Paardifferenzen angewendet. Die Mittel-

werte werden in der Regel zusammen mit der Standardab-

weichung aéruﬁigielwerte (S.E.M;, stéﬂdard error of the
mean) und der Zahl der MeRwerte, n, angegeben.

2.10. Chemikalien

Acetylcholinchlorid, Merck, Darmstadt

Acetylthiocholinjodid, Merck, Darmstadt

Adenosin—S'—diphosﬁhat, Natriumsalz, Sigma, Miinchen

Adenosin-5'-monophosphat, Dinatriumsalz, Boehringer, Mannheim

Adenosin-5'-triphosphat, Dinatriumsalz, aus Pferdemuskel,
Sigma, Miinchen

Adenosin~5'-triphosphat, Magnesiumsalz, aﬁs Pferdemuskel,
Sigma, Miinchen

Albumin, aus Rinderserum, kristallin, reinst, Serva,
Heidelberg ’ '

Amidoschwarz 10 B, Merck, Dafmstédt
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Apyrase, aus Kartoffeln, sigma} Miinchen

3, Ergebnisse
Chelex-100, 100-200 mesh, Natriumform, Bio-Rad Laboratoriéé,
Miinchen 3.1. Die Calciumverteilﬁng im elektrischen Organ

Cytochrom ¢, aus Pferdeherz, Boehringer, Mannheim von_Torpedo
2,2'-Dinitro-5,5'-dithiodibenzoesdure, DINB, Merck,
Darmstadt -

Dodecylhydrogensulfat, Natriumsalz, Merck, Darmstadt

3.1.1. Der_Calciumgehalt des_elektrischen_Gewebes

Eserinsulfat, Physostigminsulfat, Sigma, Miinchen Der—Calciumgehalt des elektrischen Gewebes -wurde: rowtine—

Folin-Ciocalteus Phenolreagenz, Merck, Darmstadt miBig bestimmt, um die Population der Versuchstiere auf
Homogenitdt zu prifen. In 113 Messungen wurde ein. Mittel-
wert von 2.67 + 0.06 umol Ca/g NaBgewicht gefunden.

Reiner der Fische enthielt weniger als 1.8 umol Ca/g

Glycin, Merck, Darmstadt

Kaliumchlorid, Suprapur, Merck, Darmstadt

Lanthan-IITI-oxid, mak. 0.0005% Ca, flir die Atomabsorptions-
-spektroskopie, Merck, Darmstadt (soweit analysiert,

Naﬁgewiahtlund keiner mehr als 5 umol Ca/g NaBSgewicht.

ist dies die reinste zur Zeit auf dem Markt 70.8% der Werte fielen zwischen 2 und 3 umol Ca/g NaB-

erhiltliche Lanthanverbindung) gewicht. Die relative Hiufigkeitsverteilung der gemessenen

Lithiumchlorid, Suprapur, Merck, Darmstadt Werte ist in Abb. 10 in Form eines Histogramms dargestellt.

Luziferin-Luziferase-Gemisch, Rohextrakt aus den Leucht-
organen von Leuchtkéfern, Sigma, Minchen _ 20-
Myokinase, aus Kaninchenmuskel , Sigma, Miinchen ’

Natriumchlorid, Suprapur, Merck, Darmstadt

Nicdtinséureamid—adenindinuéleotid, NADHZ, Sigma, Mlinchen 154

Phosphoenolpyruvat, Trinatriumsalz, Sigma, Minchen

%

7

X

Nl i i s
Mllll’ni

Pyruvatkinase, aus Kaninchenmuskel, Sigma, Miinchen

Saccharose filir die Dithtegradiénténzentrifugation, Merck,
Darmstadt

Salpetersidure, Suprapur, Merck, Darmstadt

R T

7

N

Salzsdure, Suprapur, Merck, Darmstadt

L IO

AlMnnse

N

Sephadex G-25, Pharmacia/Fine Chemicals AB, Uppsala, Schweden

Tricain-Methansulfonat, M.S.222,.Sigma, Miinchen

NHHNIIHTHnnvg

Relative Haufigkeit [%]

—_nsS
R

i - 2%2?
Tris-hydroxymethyl—a.mino’methan,' Sigma, Minchen // .
: - @ @
Triton X-100, Baker, Gross-Gerau - - ‘ -0 T UL A u mol Ca

‘ 0 1
d-Tubocurarin, in physlologlscher Salzldsung, Asta, Bielefeld 2 : 3 4 ' 5 g Gewebe

d-Tubocurarinchlorid, Hydrat, Sigma, Miinchen . - Abb. 10: Der Calciumgehalt des elektrischen Gewebes wurde routine-

médBig bestimmt, um die Population der Versuchstiere
agf Homogenit&t zu priifen. Die MeBSwerte sind im
Histogramm zu Klassen relativer Hiufigkeit zusammen-
: : gefaBF. Alle Versuchstiere geh®rten zu einer ein-
Reinheit, in\der Regel p.A. oder Suprapur. ; i heitlichen Population,in der ein Mindestgehalt von

3 1.8 umol Ca/g Gewebe nicht unterschritten wurde. Die
Haufigkeitsverteilung ist rechtsschief zu h8heren
Werten geneigt.

Alle tibrigen Chemikalien waren von der hdchsten verfiigbaren
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Es wurden keinerlei jahreszeitliche Schwankungen im
Calciumgehalt der elektrischen Organe beobachtet

R /}Tabelle 1) . Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu Be-

funden von Babel-Guérin (1974), die liber einen wesentlich

héheren Calciumgehalt der:im Sommer im Vergleich zu den

im Winter untersuchten Tieren berichtete. Auch konnten

Tabelle 1: Jahreszeitliche Invarianz des Caleiumgehaltes
im elektrischen Organ

Monat umol Ca / g NaBgewicht
Januar* e

Februar 3.23 * 0.58 ( 3)
Mirz 3.17 * 0.41 ( 8)
April 2.59 ¥ 0.11 ( 8)
Mai 2.63 T 0.14 (14)
Juni 2.48 £ 0.13  (12)
Juli 2.98 £ 0.19 (9
August 2.70 £ 0.07 ( 2)
September 2.52 £ 0.18 (12)
Oktober 2.45 £0.12  (11)
November 2.66 Y 0.15 (12)-
Dezember 2.70 Y 0.14  (12)
Fische in Arcachon f2.51 * 0.15 (10)
Gesamtpopulation 22.67 + 0.06 (113)

Der Calciumgehalt im elektrischen Gewebe wurde routinem&gig
bestimmt, um die Homogenitdt der Versuchstiere zu ber-
priifen. Es wurden keine signifikanten jahreszeitlichen
Versinderungen beobachtet. Eine Subpopulation von Versuchs-
tieren wurde im Mai und Juni 1977 in Arcachon untersucht.

N ‘
* wWihrend ‘der Jahre 1974 bis 1978 waren im Januar keine
Versuchstiere verfiligbar. )
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wir keinen signifikanten Unterschied zwischen den in
cdttingen analysierten Tieren und einer Gruppe von
versuchstieren feststellen, die im.Mai und Juni 1§f7

in Arcachon, Frankreich, in groBen Seewasseraquarien
gehalten wurden. Die Population der Versuchstiere weist
also in Bezug auf ihren Calciumgehalt keine Inhomogenitit
auf. ‘

3.1.2. Der_Calciumgehalt in verschiedenen Kdrperfliissig-
keiten '

pie Calciumkonzentration im Blutplasma von Torpedo marmorata
betrug 2.67 ¥ 0.37 mmol / 1 (S.E.M., n = 3). Die Calcium~ -
konzentration der Uteiusflﬁssigkeit war 2.41 ¥ 0.07 mmol/

1 (S.E.M., n = 5). Das Gehirn von Torpedo wird von mehreren
Meningen umhillt (vgl. Bargmann, 1954), die Fliissigkeiten
unterschiedlicher Zusammensetzung einschlieBen.. Sie

wurden gemeinsam nach dem Aufschneiden der Knorpelhiille

iber dem Gehirn entnommen. Die mittlere Calciumkonzen-
tration dieser Cerebrospinalfliissigkeit betrug 3.70 T

0.19 mmol / 1 (S.E.M., n = 4).

Der. Calciumgehalt isolierter subzellulirer
Organellen

Die Analyse von Leitsubstanzen erlaubt, die Zusammensetzung
der Priparationsstufen zu charakterisieren, die duréh v
Differentialzentrifugation erhalten wurden (Tabelle 2).

Man erkennt, das die Mitochondrien (Leitenzym: Cytochrom-c-
Oxydase) hauptsdchlich in den Bodensitzen P1 und P2 wie—
dergefunden wurden (der hohe Cytochrom-c—-Oxydasegehalt

der Fraktion 51 wird ja auf die Fraktion P2, Sz'usw. auf-
getrennt) . Die Auftrennung der Mitochondrien erkennt man
gleichermafen auch anhan& des mitochondralen Enzyms Fumarase.
Allerdings sind die nach dem Verfahren von Racker (1950)
gemessenen Fumaraseaktivit#iten in Gewebefraktionen des

[N
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elektrischen Organs gering, so daB zuverléssigere Ergeb-
wurden, und auf eine systematische Fumarasebestimmung in
Oxydase-Aktivitdtin den isolierten Fraktionen sehr schnell
absinkt, wurde das’Enzym unmittelbar nach der Auftrennung
Anhand der LDH-Aktivitéten kann die Aufteilung cytoplas-
métischer Bestandteile verfolgt werden (Spalten 4 und 5
der Tabelle 2). Sowohl der Bodensatz P1 (weniger der
Bodensatz P2) als auch der Uberstand S3 waren reich an
LDH-Aktivit&t. Wihrend jedoch ein betrichtlicher Teil

nisse durch Messung der Cytochrom-c-Oxydase erwartet
allen Fraktionen verzichtet wurde. Da die Cytochrom-c-

gemessen.

der LDH4Aktivitét in der Fraktion P1 von Membranstruk-

fand

sich in allen Bodensatzfraktionen. Die Verteilung der
Cholinesteraseaktivitét deutet an, daf Membranbruch-

fast
nur freie LDH-Aktivitdt. Die Ausbeute an LDH~Aktivitdt

lag bei 80%.

14

3

turen eingeschlossen war, fand sich im Uberstand S
ACh, die Leitsubstanz filir die synaptischen Vesikel

Bodensitzen P1 und P2 wié-

Die Anreicherung einer Komponente in einer bestimmten Frak-
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tion kann besonders. gut beurteilt wérdeh, wenn die soge-

te berechnet wird. Dazu wird das Ver-

spezifische Konzentrierung (RSK) der be-
ponen

h&ltnis der prozéntualen Anteile der Komponenten ge-
bildet, die in der jeweiligen Fraktion wiedergewonnen
wurden. In der Regel bezieht man auf Protein, d.h. der

nannte relative
treffenden Kom

prozentuale Anteil der gesamten wiedergewonnenen Kompo-

aktion auftritt, wird

dergefundenen Proteins, der in dieser Fraktion auftritt
Tr&gt man den RSK-Wert fiir die jeweilige Komponente gegen
den prozentualen Anteil an wiedergefundenem Protein auf

geteilt durch den prozentualen Anteil des gesamten wie-—

nente, der in der betrachteten Fr
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(de Duve et al., 1955), so wird die relative Anreicheruﬁg
durch die HShe der erhaltenen S&ulen und die Menge an
wiedergewonnener Komponente durch ihre Fl&chen zum Aus-—
druck gebracht (Abb. 11). Die Anreicherung der Cytochrom-
c—Oxyaase— und Cholinesteraseaktivitdten in der Fraktion
?,

im Bodensatz Pj. Eingeschlossene LDH-Aktivitdt verbleibt
in den schweren partikuldren Fraktionen, wdhrend die

freie IDH-Aktivitit fast vollstdndig im ﬁberstand‘s3
wiedergewonnen wird. Zusammenfassend kann gesagt werden,
daB sich die Zellorganellen wie folgt auf jene Prépara—
tionsstufen verteileh, die am Ende der Differentialzentri-

ist ebenso zu erkennen wie die Anreicherung des AChs

fugationen erhalten werden:

RSK

ChE

r30
RSK

LDH tfreis F2.0

106 ¢~ 5o 100
| % Protein wiedergewonnen

Abb. 11: Relative .spezifische Konzentrierung (RSK) des Calciums
und der Leitsubstanzen in den Prdparationsvorstufen
in der Darstellungsweise nach de Duve. Der RSK-Wert
(d.i. der prozentuale Anteil der Substanz, der in der

. betrachteten Fraktion wiedergefunden wurde, geteilt

" . durch den prozentualen Anteil des in der Fraktion
“wiedergefundenen Proteins} ist gegen den prozentualen
Anteil an Protein aufgetragen, der in der Fraktion

wiéaergefunden wurde. Calcium wird &hnlich ange-

reichert wie die Cytochrom-c-Oxydase- und Cholinesteras®

aktivitdten.

P - Zellfragmente, Mitochondrien

)

- Mitochondrien, synaptosomenartige Strukturen mit

eingeschlossenem Cytoplasma und synaptischen Vesikeln
sowie ‘Membranen verschiedenen Ursprungs. Die Hetero-
genitdt dieser Fraktion wird auch durch ultrastruk-
turelle Beobachtungen best#itigt (Abb.. 12)

Py - synaptische Vesikel

.8 3;Cytogl_a.3ma .

12: Elektronenmikroskopische Aufnahme des Bodensatzes b...

Die Fraktion enthdlt Mitochondrien der Nervenendi-
gungen (m) und der Elektroplaquezellen (M), Nerven-—
endigungen (N) mit synaptischen Vesikeln und den
charakteristischen Granula (%), die vermutlich aus
Glycogen bestehen (Sheridan, 1965). Daneben finden
sich zahlreiche Membranbruchstiicke (B). Die pri-
synaptischen Mitochondrien sind zum Teil noch in
den Nervenendigungen eingeschlossen. Balken: 1 um.
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3.1.3.2. Der Metalllonengehalt der Priparationsvorstufen

Tn Tabelle 2 und Abbildung 11 ist auch die Calciumver-—
teilung auf die Préparationsvorstufen wiedergegeben. Ca
verteilte sich &hnlich wie die Cytochrom-c-Oxydase~ und
Cholinesteraseaktivititen. Allerdings war auch im Uber-
stand S3 frei gelbstes Ca vorhanden. Die Hauptmenge des
Calciums befand sich in der vorgereinigten Mitochondrien-

fraktion P2'

Wenn der Bodensatz P1 erneut homogenisiert wurde und den
gleichen Zentrifugationsbedingungen unterworfen wurde

wie das urspriingliche Gewebe, so wurde erneut der gr&Ste
Teil des Calciums im Bodensatz P, wiedergefunden. Es

muB8 also angenommen werden, daB nach einfachem Homogeni-
sieren in -den Strukturen des Bodensatzes P1 noch Partikel
eingeschlossen waren, die bei vollstindiger Auftrennung
in die verschiedenen Zellorganellen in der Fraktion P,

sedimentieren wiirden.

enn die Ca-haltigen Partikel der Fraktion P3 auf Dichte-
gradlenten aufgetrennt’ wurden, wurden 40 bis 50% des
Calciums an der Grenzfldche zwischen O. 6 und 1.6 M
Saccharose wiedergewonnen, einer Fraktion, die besonders

reich an Leitsubstanzen fiir Membranen und Mitochondrien war.

Magnesium, Natrium und Kalium verteilen sich ganz anders
auf die Praparationsvorstufen als Calcium (Tabelle 2).
Das #hnliche Verhalten des Magnesiums, Natriums und
Raliums im Gegensatz zum Calcium wird besonders deutlich,
wenn der Prozentsatz ‘der Metalle verglichen wird, der

in den Fraktlonen PZ’ Pé und 83 wiedergewonnen wurde

(Tabelle 3).

3.1.3% 3 Beelnflussung der subzellularen Auftrennung durch

s ecscesssssssscscsemeranEroson

\Elnfrleren des Gewebes

-....--.-..--.---...-..

Die stlmulatlonsbedlngte Verdnderung im Calc1umgehalt der
Mltochondrlen, tber die im Kap. 3.2.2. berichtet werden

Tabelle 3: Prozentuale Verteilung der Metalle auf di
2 . ¢
Préparationsvorstufen

Ca Mg | Na K
P, 40.5 6.6 3.8 3.4
Py 9.4 2.3 0.1 0.1
S3 m?7.3 67.8 57.3 45.8

Es ist jeweilé derjeni

4 ge mittlere Prozent.
gehaltes im gesamten Gewebe angegeben de;a:; ges et
treffenden Fraktion wiedergewonnen wuéde or be-

wird, war weniger deutlich zu erkennen, wenn Gewebeprob
zur Auftrennung verwendet wurden, die zuvor nicht ein efn
froren gewesen waren. Es widre denkbar, daB eine ver'a'.ng—I
der?e Calciumverteilung durch Einfrieren des Gewebes
unmittelbar nach der elektrischen Stimulierung fixiert
wird. Eine andere Erkldrungsm&glichkeit lSt, dag die
Auftellung der- verschiedenen Zellorganellen auf die Frak-

tionen der leferentlalzentrltugatlonen durch das Ge—

frieren des Gewebes verdndert wird. Durch Vergleich der
Calc1umgehalte der Fraktlonen P1 und P2 von gefrorenem
und ungefrorenem Gewebe wird deutlich, daB8 die zweite’

Hypothese zutrifft (Tabelle 4). Ebenso, wie der Calcium

gehalt der F
raktion P, durch das Gefrieren um 192% zunahm

stieg auch der Protelngehalt dieser Fraktion um 195% a ‘
Das mitochondriale Leltenzym Cytochrom-c—Oxydase war i
78% angerelchert (Tabelle 4), wihrend sich der Gehaltum
?n anderen Leitsubstanzen durch den Gefrierschritt ka
dnderte (ACh: + 37%; ChE: + 7%; LDH(gesamt): - 8%: -
(eingeschlossen) : + 20%) , n
schlossen werden,

r

. Aus diesen Ergebnissen muB ge-
daB8 die Ausbeute sowohl an Calcium als

auch an Mi tochondr ien
in der Fr aktion P erhSht wax wenn
2 r

mit
gefrorenem Gewebe gearbeitet wurde. Allerdings erhShte

sic
h die Ausbeute an Mitochondrien in der Fraktion P
2
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Tabelle 4: Beeinflussung der subzelluldren Auftrennung"
dureh Einfrieren des Gewebes

ungefrorenes Gewebe

gefrorenes Gewebe

Komponente
Py P, P, P,
Ca
umol 1.33%0.08(8)~ 0.3720.04( 8) [0.79%0.13(14) 1.08%0.07 (24)
Gewebe =
Prptein

[5okéend]
g Gewebe

Cyt ¢ Oxyd.

~

5611%334 .(6) 765%f 58 (16

4151%386 (14) 2263% 107 (73)
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Fraktionen erhalten: Eine bliuliche Bande, welche die
Nervenendigungen enthielt (s. Kap. 3.1.3.5.), und eine
gelbe Fraktion, die sehr reich an Mitochondrien war. Man
erkenpt in Abb. 13, daB sich das Ca ebenso iiber den Dichte-
gradienten verteilte wie die Cytochrom-c-Oxydaseaktivitit.
Der gr&8te Anteil der Mitochondrien wurde an der Grenz-
schicht zwischen 1.4 und 2.0 molarer Saccharose wieder~-

- gewonnen-.—-Diese Fraktion war besonders reich an Ca. Sie

enthielt 834 ¥ 88 (S.E.M., n = 17) mmol ca / mg Protein.
Das entsprach einem mittleren Verh&dltnis von 12.8 ¥ 1.4
(S.E.M., n = 17) umol Ca je pmol Cytochrom ¢, das in 1
Minute oxydiert wurde. Biochemisch ist diese Fraktion

194% 16 (8) 54% 3 (8)

nmol/min] 1175 19 (8) 96  5(e1)
g Gewebe wie folgt charakterisiert (Mittelwerte * S.E.M.):
850 * 94 ug Protein / g Ausgangsgewebe (n = 28) ; Cyto-

chrom—-c-Oxydase, 0.067 ¥ 0.006 IU / mg Protein (n = 28);
IDH (eingeschlossen), 0.021 % 0.005 IU / mg Protein

(n = 7); LDH (frei), 0.014 ¥ 0.002 1U / mg Protein (n = 7);
Cholinesterase, 6.3 ¥ 1.1 IU '/ mg Protein (n = 13);

ACh, 8j6 % 3.1 nmol/ mg Protein (n = 10).

Ein Vergleich der Ca- und Proteingehalte und der Cytochrom-c-
Oxydase-Aktivitdten (Cyt c Oxyd.) in den Fraktionen P{ und Py
von ungefrorénem und gefrorenem Gewebe zeigt, dag das Ge-
frieren des Gewebes zu einer Umverteilung der Mitochondrien
aus dem Bodensatz P, (ungefrorenes Gewebe) in den Bodensatz
P, (gefrorenes Gewebe) fithrt. Wdhrend die Umverteilung® £ir
dis Protein quantitativ war (+ 0.1%), wurde von gefrorenem
Gewebe etwas mehr Calcium (+ 10%) und weniger Cytochrom-c-
Oxydase-Aktivitdt (- 14%) wiedergewonnen. Vermutlich wurde
ein Teil der Enzymaktivit#t durch das Gefrieren des Gewebes
zerstdrt, so daB 35 Aktivitdtseinheiten weniger erhalten

wurden.

3.1.3.5. Der Calciumgehalt der Nervenendigunge

B A I IR T S a4

—e

Die Fraktion isolierter Nervenendigungen von ungéfrorenem
Gewebe (Prépa;ationsmethode, s. Kap. 2.5.4.) enthielt

195 £ 40 (Streubereich, n = 2) ug Protein / g Gewebe und
LDH-Aktivitdten von 0.85 * 0.32 (eingeschlossene*LDH)’
bzw. 0.14 ¥ 0.04 (freie LDH) IU / mg Protein (S.E.M.,

n = 4); diese Werte ehtsprechen denen, die fiir isolierte -

weniger stark als diejenige an Calcium und Protein, ver-
mutlich,weil ein Teil der Enzymaktivitdt durch das Ein-
frieren und wieder Auftauen des Gewebes zerstdrt wurde.
Wahrscheinlichkurden'die Zellmembranen durch-das Ge-
frieren briichiger, so déﬁ mehr Mitochondfieﬁ freigesetzt
wurden, die sonst im Inﬁern von Zellfraéhenten eingeschlossen

Nervenendigungen Qon juvenilen Versuchstieren gefunden
wurden (Dowdall und Zimmermann, 1977). Die Cholinesterase-—
aktivitdt in dieser Fraktion betrug 27 £ 9 1U / mg -Protein
(S.E.M., n = 4), und sie enthielt 86 * 3 nmol ACh / mg
Protein (S.E.M., n = 3); beide Werte sind etwa 6 mal hdher
als jene von juvenilen Versuchstieren. Wenn géfrorenes

blieben und mit ihnen im Bodensatz P1 sedimentierten.

3.1.3.4. Der Calciumgehalt der Mitochondrien

e emees e so s s s s s e acss s ace st s e e

Gewebe fir die Frapara tion benutz wurde war der ACh
~ . Au Et]fennung der vorgereinlg ten Mitochon
Bel der. weitexen : :

Gehalt noch hdher (122 % 32 nmol ACh /. mg Protein, n = 4),
?ahrend der Gehalt an anderen Leitsubstanzen keine ver-
énderung erfuhr. '

N, .
drienfraktion Py auf einem Saccharose-Glycin Dichtegra-
dienten (Mé%hode s. Kap. 2.5.3.) wurden zwel partikulére
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80min x 53.000g Protein

5°1 Cyt ¢
204 Oxydase.

304

204

Abb. 13: Verteilung der‘Leitsuﬁstanzen und des Calciums auf

—_————

die Fraktionen eines Dichtegradienten (oben links),
auf den die vorgereinigte Mitochondrienfraktion,_
P,, aufgetragen wurde. Der grdBSte Teil'des'Protelns
“wird in zwei Gipfeln wiedergewonnen, die sich auch
als getriibte Banden in dem Dichtegradienten erkennen
lassen. Der Hauptanteil des Acetylcholins und der
Cholinesteraseaktivitdt sind mit dem ersten Protein-
gipfel assoziigrt (unten) , wéhrepd sic@ die Cytoghrom—
‘c-Oxydase-Aktivitdt lberwiegend im zweiten Protein-
gipfel der Mitochondrien (Mit) wiederfindet. Ein
Teil der Cytochrom-c-Oxydase-Aktivitit ist aber
auch mit den Nervenendigungen (NTS, nerve tgrmlnal
sacs) der ersten Bande assoziiert. Das Calcium folgt
in seiner Verteilung dem mitochondrialen Leitenzym.
Im Mittel wurden in 6-Gradienten wiedergefundep
(als Prozentsatz der vorgereinigten Mitochondrien-—
fraktion * S.E.M.): Protein, 93 % 11; Cytochrom—c—+
oxydase-Aktivitdt, 93 % 14; Ca, 112 * 4; ACh, 104 =

\‘NJS; Cholinesteraseaktivitdt: 86 4.

N
N

\,

Eine Fraktion mit gleichen Eigenschaften wurde an der
grenzfléche zwischen 0.2 und O.8-molarer Saccharose jener
pichtegradienten erhalten, die zur Mitochondrienisolierung
verwendet wurden. Sie enthielt 144 * 14 nmol ACh / mg
protein (S.E.M., n = 24) und eine Cholinesteraseaktivitdt
von 37 £ 6 IU / mg Protein (S.E.M., n = 4). Die Cyto-
chrom—-c-Oxydase-Aktivitdt betrug in beiden Priparationen
0.021-%.0.001 IU._./ mg Protein (S.E.M.,-n =-54);-das -ent—
sprach etwa 20% der gesamten nach der bichtegradienten—
zentrifugation wiedergefundenen Enzymaktivitdt. Da sich
keine biochemischen Unterschiede feststellen lieBen, .
wurden die Calciumgehalte, die in beiden Typen von Gra-
dienten gemessen wurden, zur Mittelwertbildung herange—

zogen (nur von gefrorenem Gewebe).

Der Calciumgehalt in der Fraktion der Nérvenendigungen
betrug 262 £ 24 nmol Ca / mg Protein (S.E.M., n = 27).

Das entsprach einem mittleren Verh&ltnis von 12.3 * 2.0
(s.E.M., n = 27) umol Ca je umol Cytochrom ¢, das pro
Minute oxydiert wurde. Der Ca-Gehalt je Milligramm Protein
war in der Fraktion isolierter Nervenendigungen wesentlich
niedriger als in der Mitochondrienfraktion. Da jedoch der
auf das mitochondriale Leitenzym bezogene Ca-Gehalt in
beiden Fraktionen identisch war, k&nnte man vermuten, daf
der grdfte Teil des Calciums in der Fraktion def Nerven-—

endigungen von Mitochondrien beigesteuert wurde. Es kénnte
sich dabei um Mitochondrien gehandelt haben, die in den
isolierten Nervenendigungen eingeschlossen waren, oder

um freie Mitochondrien, welche in die Frakfion der Ner-
venendigungen eingeschleppt wurden. Im Rap. 3.2.3. wird
zwischen diesen Mégiichkeiten entschieden werden.

3.1.3.6. Der Calciumgehalt einer mit Nervenzellmembranen

R T T T T S

angereicherten Fraktion

R N I I A AP ET R

Nervenzellmembranen kdnnen an der Grenzfliche zwischen 0.8
und 1,3-molarer Saccharoseldsung angereichert werden, wenn
ein mit Wasser geschockter Bodensatz P, auf Dichtegradienten
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aufgetragen wird (Methode, s. Rap. 2.5.5.). Ultrastruk-
turelle Untersuchungen zeigten in dieser Fraktion zahl-
reiche leere Nervenendigungen, von denen viele zusammen--
gefallen waren (Abb. 14). Sie enthielt 182 * 14 (S.E.M.,
n = 6) ug‘Protein je g Ausgangsgewebe und war biochemisch

Abb. 14: Elektronemnmikroskopische Aufnahme der Membran-
fraktion. Man erkennt zahlreiche leere Nerven-—
endigungen ("ghosts"), die groBenteils aufgeplatzt
und zusammengefallen sind. Balken: -1 um.

durch ihren hoheanehalt‘anﬁCholinesteraseaktivitat

(8o.2 £ 39.1 IU ./ mg Proteﬂn; S.E.M., n = 5) charakteri=-
siert. Daneben fanden sich~ﬁn der Fraktion geringe'Mengen
an LDH- und Cytochrom—c-Oxyaase—Aktivitét (LDH: 0.18 *
0.04 IU / mg Protein, S.E.ML, n = 3; Cytochrom-c-Oxydase:
0.010 *.0.003 TU / mg Protein; S.E.M., n = 4) sowie Spuren
von ACh (4.7 ¥ 2.1 nmol ACh / mg Protein, S.E.M., n = 5).
In der AbBi;@ung 15 ist die Verteilung der Cholinesterase-
und thochrdm—c-Oxydase—Aktivitét auf die Fraktionen des
Dichtegradienten. wiedergegeben (Darstellung nach de Duve) .

0100 200 30 40 - S0- g0 70

———
80777907700
o . )

% Protein wiedergewonnen

Abb. 15: Verteilung der Cholinesteraseaktivitit und der

Cytochrom-c-Oxydase-Aktivits
y C : vitdt auf .die Fr i
ilnes.Plchtegradlenten fir die Anreicherta:tﬁ:;r:lOgae'-I-1
vggag:;s;h;z Zellmembranen. Der Bodensatz Pzpwar
uftragen auf den Gradient i ‘

geschockt worden. Darstell relativenooor

e n. ung der i i
fischen Konzentrierung nach ge Duvgelatlven spes

{

De 3 .
r Calciumgehalt der mit Nervenzellmembranen angereicher-—

ar m - g
ten Frak tion w it 617 1 85 nmol Ca m Protein elativ
hoch (S-E-M- s D= / .

- : 6) . Die genaue Zusammensetzung dieser
su; ion kann jedoch nicht angegeben werden, da auch andere
- zellulére Partikel auBer den prédsynaptischen Zellmem-
anen Cholin ivitd i
eiteraseak#1v1tat aufweisen; durch solche
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Zellorganellen kdnnte Calcium in die Membranfraktion
eingeschleppt worden sein. Lediglich der Calciumbeitrag
durch verunreinigende Mitochondrien kann rechnerisch
korrlglert werden. Nach Abzug der Mitochondrienverun-
reinigung betrigt der mittlere Calciumgehalt der Fraktlon
574 nmol Ca/mg Protein. Die Rechnung wurde wie folgt durch-
gefilhrt: Aufgrund der Cytochrom-c-Oxydase-Aktivitdt in

der Nervenzellmembran-reichen Fraktion (0.01 IU / mg
Protein) kann mit Hilfe des Ca : Cytochrom-c-Oxydase-
Verhidltnisses der Mitochondrienfraktion (12.8 umol Ca / IU
Cytochrom-c-Oxydase) berechnet werden, dag 12.8 x 0.01 x
0.182 = 0.0233 umol Ca der gesamten 0.617 x 0.182 =
0.1123. ymol Ca je g Ausgangsgewebe auf verunreinigende
Mitochondrien zurilickzufilihren waren. Entsprechend ergibt
sich durch Vergleich der spezifischen Cytochrom—-c-Oxydase-
Aktivitdten (0.067 IU / mg Protein in der Mitochondrien-
fraktion und 0.010 IU / mg Protein in der Membranfraktion),
daB (0.010 / 0.067) x 0.182 = 0.027 der gesamten 0.182 mg-
Protein je g Ausgangsgewebe den enthaltenen Mitochondrién
zuzuschreiben sind. Der mittlere Calciumgehalt de; mit
Nervenzellmembranen angereicherten Fraktion betr&dgt also
nach Abzug der Mitochondrienverunreinigung (112.3 - 23.3) /
(0.182 - 0.027) = 574 nmol Ca / mg Protein.

3.1.3.7. Der Metallionengehalt der synaptischen Vesikel

ee s s esacecsrsessnressssas s esestecessss e

Wegen der zentralen Bedeutung der synaptischen Vesikel fiir
die cholinerge Erregungsiibertragung wurde nicht nur ihr
Calciumgehalt, sondern aqéh der Gehalt an Magnesium, Kalium
und Natrium gemessen. Dié Metallionenbestimmung in der
Fraktion der synaptischeﬁ Vesikel ist besbnders schwierig,
da die Ionenkonzentratioﬁen extrem niedrig sind. Die
Bestimmungen muften am Rahde der Nachweisgrenze durch-
gefiihrt werden, so das durch das ungiinstige Signal :
Rausch-Verhdltnis hohe Streuungen der MeSwerte unvermeid-
lich waten. Fehlerguellen wie das Eihschleppen von Spuren
an Metallibqen durch zugesetzte Chemikalien, das 'Herausldsen
von Metallioﬁén aus dem Material der zur Isolierung ver-
wendeten Geféﬁé\und die Adsorption von Ionen an aktiven

oberfldchen gewinnen unter diesen Bedingungen besondere
Bedeutung. Einer Konzentrierung synaptischer Vesikel
durch Zentrifugationsmethoden sind andererseits durch
die Labilitdt isolierter, Zellorganellen wdhrend lang-
wieriger Pré@parationsverfahren Schranken gesetzt. Auch
die M6glichkeit, isolierte Vesikel auf MilliporefllternB
zu konzentrieren, ist begrenzt, da die Fllter schnell ~
verstopfen.

Mit Hilfe von Zonalrotoren k&nnen auf kontinuierlichen
Dichtegradienten hochreine synaptische Vesikel isoliert
werden (Whittaker et al., 1972). Es zeigte sich jedoch,
daB in den so gewonnenen Fraktionen die Nachweisgrenzen
der Atomabsorptionsspektralphotometrie unterschritten
wurden, wenn die Gradienten mit einer vorgereinigten
Ve51kelfraktlon, 3 beladen wurden. Ein Beladen der
Gradienten mit dem ersten Yberstand der Differentialzen-
trifugationen scheidet andererseits aus, da dann der
Uberschu8 an frei geldsten (z.B. cytoplasmatischen)
Metallionen den Vesikelgipfel vollstidndig liberlagern
wirde. Deshalb wurden in der vorliegenden Untersuchung
diskontinuierliche Saccharose-Glycifi chhtegradlenten
in Ausschw1ngrotoren verwendet. Auf die Gradienten wurde
eine vorgereinigte und gewaschene Ves1kelfraktlon, 3,
aufgetragen (vgl. Kap. 2.5.2.). Durch den Waschvorgang
konnte die Verunreinigung mit frel geldsten Ionen stark
reduziert werden.

;

1 .
Die Verteilung der Leitsubstanzen auf die Ffaktionen eines
solchen Gradienten ist in der Abbildung 16 in der Dar-
stellungsweise,nach de Duve wiedergegeben. ACh und ATP
dienten als Leitsubstanzen fir die synaptischen Vesikel.
Sie waren an der Grenzsch%cht zwischen 0.15 und O.4-molarer
Saccharose angereichert. Die Leitenzyme Cytochrom-c-Oxydase
und Fumarase Verdeutiichenr‘das die Mitochondrien in
dichteren Fraktionen des Gradienten wiedergewonnen wurden.
Die Vesikelfraktion (Fraktionsnummer 3) war auch frei von
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Abb. 16: Verteilung der Leitsubstanzen auf die Fraktionen
eines Saccharose-Glycin Dichtegradienten fiir die
Isolierung synaptischer Vesikel. Acetylcholin und
ATP dienen als Leitsubstanzen flir die cholinergen
synaptischen Vesikel. Die Cytochrom—c-Oxydase-—
und Fumaraseaktivitdten verdeutlichen die Position
der Mitochondrien auf dem Gradienten. Die Cholin-
esterasen markieren verschiedene Membranbruch-
stiicke und die Lactat-Dehydrogenase-2aktivit&t
zeigt die Verteilung cytoplasmatischer Bestand-
teile an. Die in'membranumgebenen Partikeln ein-
geschlossene IDH-Aktivitdt ist als Anteil der
gesamten LDH-Aktivitdt eingetragen.

eingeschlossehem oder freiem Cytoplasma, wie man anhand
N .

der Lactat=Dehydrogenase-Aktivitdten erkennt. Jedoch wies

sie noch eine deutliche Cholinesteraseaktivitit auf, die
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frei vorliegendes ACh gespalten hitte. Im Mittel ent—
hielt die Vesikelfraktion 1.35 £ 0.10 umol ACh / mg

protein

(S.E.M., n = 4), Das entspricht der Reinheit

jener Vesikel, wie sie nach einfacher Zonalzentrifugation
gewonnen werden (0.29 - 2.31 umol ACh / mg Protein; vgl.

Tabelle

2 in Ohsawa et al., 1978). Das mittlere ACh : ATP-

verhdltnis in der Vesikelfraktion betrug 4.76 * 0.43
(S.EMep—n.=.10) . B T

Abb. 17:

Fraktionsnummer

s Protein wiedergewonnen

Verte%lung der Alkali- und Erdalkalimetalle auf die
Frakthnen eines Dichtegradienten fiir die Isolierung
sgnapt1§cher Vesikel (vgl. Abb. 5 und 16). Wihrend
fur'Kallgm und Magnesium eine gute Abtrennung von den
f;el gglost vorliegenden Ionen erreicht wird, zeigen
S}ch die Natriumionen der Vesikel nur als Schulter am
Gipfel der l6slichen Bestandteile. Calciumionen treten
vor allem in der mitochondrienhaltigen Fraktion

sowie frei geldst auf. ’
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In Abbildung 17 ist die relative spezifische Konzen- EEEEllg—éz Ionenkonzentrationen in den. Fraktionen aus
trierung der Metallionen veranschaulicht (Darstellung Dichtegradienten zur Isolierung synaptischer
nach de Duve). Man erkennt, daB fiir Kalium und Magnesium Ves?kel
eine zufriedenstellende Abtrennung der Vesikelfraktion )
von der Fraktion der frei geldsten Bestandteile (Frak- (;;;:?_r—;¥ggein nﬂgl ol a1 ool
tionsnummer 1) erreicht wurde. Der Natriumgehalt der . ;;;:nnz; I:g Gewebe:l Gewebe] Gewebe] Gewebe] Gewebe]

synaptischen Vesikel zeigte sich hingegen nur als Schul-

) ) . . 1a 13.2% 0.3 81.8%13.2 8.31%1.76 3.50%0.58 57.9%16.6 |
ter am Gipfel der 18slichen Bestandteile, der die Vesikel- A e PN

1p | 21.9% 1.6 42.5%10.4 4.42%1.10 3.62%1.19 37.3% 8.1
2 | 41.0%f 9.1 29.2% 5.3 2.33%0.97 2.22%0.41 33.3%* 5.9
3 59.3% 3.4 49.5% 8.5 11.84%7.29 5.76%1.56 53.1% 7.0
4a 21.8% 2.8 7.4%f 2.4 1.33%0.43 1.85%0.78 34.9% 6.7
b 24.6% 3.3 5.7t 2.0 0.69%0.36 1.28%0.66 47.8% 4.2
dc 17.4% 2.6 6.8%f 2.6 0.59%0.31 1.23%0.58 38.7% 9.8
5 139.8%16.2 12.7%f 2.3 0.69%0.46 3.08%1.11 248.6*27.0

fraktion tberlagerte. Dieses Ergebnis ist angesichts des
ausgeprigten Natriumiiberschusses im gesamten elektrischen
Gewebe verstdndlich (vgl. Tabelle 2). Der Calciumgehalt .
der wenigen in den dichtesten Fraktionen des Gradienten
wiedergewonnenen Mitochondrien war im Vergleich zum
Calciumgehalt der synaptischen Vesikel sehr groB (vgl.
auch Kap. 3.1.3.4.). Da sich weder in der Vesikelfraktion

o . ] : 6 9.7t 3.3 2.8% 1.8 0.15%0.10 0.29%0.21 17.7% 1.9

noch in der Fraktion l&slicher Bestandteile mitochondriale P
Leitenzyme nachweisen lieBen, kann der Calciumgehalt in . +

) . . : . . 3 NaCl n.b. n.b.  13.7123.67 3.98%0.75 16.4% 3.2
diesen Fraktionen nicht auf eine Verunreinigung mit
Mitochondrien zurilickgefiihrt werden. Es erscheint jedoch
als mbglich, daB wihrend dem Suspendieren der vorge- Die Dichtegradienten aus Mischungen von Saccharose und Glycin-
reinigten und gewaschenen Vesikelfraktion P} und wihrend 18sungen (Kap. 2.5.2.) wurden mit einer gewaschenen vorgerei-

. . . . Lo 3 . nigten Vesikelfraktion, P3, beladen und-125-min—bei 577507

dem Zentrifugieren ein Teil des Calciums aus den Mitochon- (in der Mitte des ZentrifigenrShrchens) zentrifugiert. Auf
drien herausgel®st wurde. Diese Calciumionen wiirden dann jeden Gradienten wurde ein Volumeniquivalent von ca. 30 g Aus-

. X . - . gangsgewebe aufgetragen. Die Werte der Tabelle sind die Mittel-
nach der Zentrifugation in den Fraktionen 1 und 4 frei werte aus 4 Versuchen mit ihren Standardabweichungen. Fiir die
geldst vorgelegen haben, und sie hitten die Calciummesf- Darstellung der Ionenverteilung nach de Duve (Abb. 17) wurden

i - . . . A die Fraktionen 1a und 1b-bzw. 4a bis 4c aus Griinden der besseren
werte der Vesikelfraktion verfilscht. Im Kap. 3.3.%1. wird Upersichtlichkeit zusammengefaBt. (Dadurch wird der Vergleich
erléutert werden, daB es jedoch mdglich war, den Calcium— mit Abb. 16 erleichtert, in der Dichtegradienten wiedergegeben

. . o : . . sind, die analog hergestellt, aber etwas anders fraktioniert
gehalt der Mitochondrien um ca. 80% zu erniedrigen, wenn wurden.) In der.letzten.Zeile der Tabelle ist angegeben, welche
eine O.4-molare Kochsalzl&sung als Priparationsmedium be- Ionenkonzentrationen in der Vesikelfraktion gemessen wurden,

wenn eine 0.4 M NaCl-Ldsung (statt der 0.8 M Glycinldsung) zur

nutzt wurde. Bei der Isolierung von synaptischen Vesikeln Priparation verwendet wurde. n.b.: nicht bestimmt.

in NaCl-Ldsungen brauchte Qaher nicht befiirchtet zu werden,

daB signifikante Mengen an'Calciumionen-wihrend der Dichte- 3.1.3.8. Zur StSchiometrie der synaptischen Vesikel

gradientenzentrifugation aus den Mitochondrien freigesetzt ' ."’....i"'...-.:‘.".'...r"..".......'

) Der Tonengehalt der synaptischen Vesikel kann am besten

werden wiirden. . . . . .
. durch Vergleich mit dem Transmittergehalt verdeutlicht -

Die Absoiﬁtwerte der Metallionengehalte (in mnmol/g Ausgangs- werden. Pro Molekiil ACh waren in der Fraktion folgende

gewebe) und‘'des Proteins (in Ug/g Gewebe) in den Fraktionen i Mengen an Metallionen vorhanden (Mittelwerte % S.E.M., n = 4):

der Dichtegradienten sind in Tabelle 5 wiedergegeben. °




X Mg ” Ca  Ca(NaCl) ATP
aCh Na

- . (o] 0.2 22
- - - - . - .05 T 0.

Es wurde bereits im vorangehenden Abschnit? erl:utzzz,
daB der Calciumgehalt qer synaptischen Ve51§eln Ziganellen
abgeschitzt werden kann, wenn die subfellula?e orge

in NaCl-Ldsungen prépariert werden. Fir Ngtrl?ml roéem
konnte keine volls£§ndige Abtrennupg von den ?nhi.werden-
UberschuB frei‘gelﬁét vorliegenden Ipnen errezjiumionen
Deshalb wurde die Menge an eingeschleppten ﬁa_ e
appro#imiert, indem der Mittelwert der Natrlumto =
tionen in den beiden Kachbarfraktione? (2 und_tiation o
Tabélle'S) berechnet und von der Natrlgmkonzei . Acﬁ_

O e erstotan st assoee. aut 0,50

i is der Vesikel erniedrig i :
z:;:zt:§rechend lagen insgesamt mit de? VeSL?einOJ:o .
Mol‘ACh (einschlieBlich des Acetylcholins) f ‘h Ltiver
0.10 + 0.07 + 0.28 + 0.22) = 1.97 Mol osmo?lsc ;-Kon-
Substanzen vor. Da fiir das Vesikelinnere elnekACn .
zentratioh von etwa 0.55 M ange:ommfz%:?rd:2£dznsiCh o
-1978; Ohsawa et al., 78) ,
:z:e:ijz ::;;l;iit;t von 1.08 Osmol erg:beniaziiZird:jrt
ist durchaus mit- Abschitzungen fiir die émo '
K&-perfilissigkeiten von Haie?é::? EZiZZztv:zgiinh?:§7;
bi H er, H

;i;i Z::r;;lei??;;9i:§?/Die gemessenen Metall%one? ké;z:z
agso im Innerén der Vesi?el vorliegen, ?umal’d;ehelzzihe
M;lekéln wahrscheinlich ?um Teil gfterelzazi:rszc:mder
Verbindungen bilden (z?B. MgATP” }, wodu

osmotische Druck'erniedrigt.

Andererseits wurde bericﬁ£et{.da8 die Mem?ran synaptischer
Vesikel an ihrer ZuBeren Oberfléche negat%ve.Lid:ngz;er
trégt iBittiger und Heid, 1977; Rattengehlrn,. g‘.. o

et d Parsons, 1978; Torpedo californic

— Carpentsr e r in Teil der Metallionen
Es erscheint d§her denkbar, das8 ein

0.96°/00 des Lithiums wurden in ‘def Vesikelfr
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an die Oberfliche der Vesikel gebunden war und so in
die Vesikelfraktion hineingetragen wurde. Eine experi-

mentelle Entscheidung zwischen diesen Altern

ativen f&lilt
schwer,

- In zwei Experimenten wurde dem ersten Uberstand

der Differentialzentrifugationen 1 ml einer O.4-molaren

LiCl-L&sung zugesetzt. Lithium kommt im elektrischen
Gewebe natiirdicherweise nicht. vor (Schmidt, 1975).
raktion
wiedergefunden. Von den anderen Alkalimetallen wurden
Qergleichbare Anteile aus dem ersten Uberstand in der

Vesikelfraktion gemessen (Na: 0.600/00, K: 0.860/00).

Im Gegensatz dazu stehen die MeBwerte fiir die Erdalkali-
metalle (Mg: 2.730/00; Ca: 30.610/00)

- Hieraus kdnnte
geschlossen werden,

das8 die Erdalkalimetalle spezifisch
im Innern der synaptischen vesikel gebunden vorliegen,

wdhrend die Alkalimetalle hur unspezifisch an der Ober~
flédche der Zellorganellen haften.

Es muB8 aber auch er-
wogen werden,

daB die Lithiumionen in das innere ﬁumen
der Vesikel aufgenommen worden sein kénnten. Auf die

synaptischen
nem spédteren

M3glichkeit des ITonenaustauschs zwischen den
Vesikeln und dem umgebenden Medigg_yigg‘;ggg;
Kapitel eingegangen (Kap. 3.3.2.).

Die Filtration durch s@uregewaschene MilliporeR~Filter
(Rap.

2.8.1.) bietet einen anderen methodischen Ansatz}

um zwischen stabil'gebundenen und ablﬁsbéren Metallkationen
in der Fraktion der synaptischen Vesikel zu unterscheiden.
In der Tabelle 6 ist wiedergegeben,
an Metallionen bei der Filtration vo
halten Wurden.

welche Absolutmengen
n Vesikeln zurtickge-
Sie sind den von ungefilterten Vesikeln
gewonnepen Werten gegeniibergesteli+. Man erkennt, daB ein
wesentlich gr&Berer Prozentsatz der Erdalkalimetalle im
Vergleich -zu ‘den Alkalimetallen‘zurﬁckgehalteh wurde. Die

Aussagefdhigkeit dieses Ergebnisses wird allerdings durch
die grogen Streuungen der MéBwerte e

ingeschrénkt. Die
>
hohen Varianzen der MeBwerte sind ei

nerseits durch die
eéxtrem niedrigen Konzentrationen der Ionen und andererseits
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Tabelle 6: MiZZiporeR—FiZtration-der Vesikélfraktion

Na K Mg Ca
1 A) Ionengehalt auf
dem Filter 10.4%4.9 2.54%1.03 5.5213.06 10.8%¢
{mmol/g Gewebel '
2 B) Ionengehalt der a)
Vesikel 131.2 11.84 5.76 16.4 b)
[nmol/g Gewebe] ‘
3 | A als Prozent von B{33.4%15.7 21.528.7 95.8%53.1 66.0%4;
4 A als Prozent von B -
nach osmotischem- |28.7%8.3 6.1%2.2 97.3%17.3 17.0%43
Schocken mit H20
5 Ionenpotential :
[pC/m] 16.35 12,05 41.08 30.23
6 | Ionenradius [nm] 9.8 13.3 7.8 10.6

Die Werte in Zeile 1, 2 und 4 sind die Mittelwerte aus n
Messungen mit. ihren Standardabweichungen. In Zeile 1 (A)
ist die auf den Filtern zuriickgehaltene Ionenmenge bei
Filtration der Vesikelfraktion wiedergegeben (n = 6).
Zeile 2 (B) gibt den Ionengehalt der synaptischen Vesikel,
wie er auch fiir die Berechnung der stdchiometrischen Ver-
hiltnisse zugrundegelegt wurde (vgl. S. 78). In Zeile 3 ist
der Prozentsatz der vesikulsren Ionen angegeben, der von
den Filtern zuriickgehalten wurde. Die Zeile 4 gibt an,
welcher Prozentsatz der Ionen zurlickgehalten wurde, wenn
die synaptischen Vesikel zuvor durch Suspension in Wasser
zum Zerplatzen gebracht worden waren (n = 7). Zeile 5 gibt
die Ionenpotentiale der Metalle wieder. Die Ionenpotentiale
wurden mit Hilfe der von Goldschmidt empirisch ermittelten
Ionenradien (bei einer Xoordinationszahl K% = 6) errechnet
(vgl. Hiller, 1952), die in Zeile 6 der Tabelle wieder-
gegeben sind. :

a) Der Anteil an eingeschleppten frei geldsten Natriumionen
wurde wie im Text beschrieben korrigiert.

b) Fiir die Calciumionen wurde der Ionengehalt der in NaCl-
L¥sungen isolierten Vesikelfraktion zugrundegelegt, um
eine Verunreinigung durch mitochondriales Calcium weit-
gehend auszuschlieBen. | -

durch die Schwierigkeit bedingt, die Filter reproduzierbar

vorzubereiten, die mit erheblichen Produktions;bedingten

Schwankﬁﬁgeh behaftet waren (vgl. Kap. 2.8.1.). Eine

weitere SCEQigrigkeit ergab sich fiir die Wahl geeigneter
AN

Abb. 18: Beziehung zwischen 4
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Blindwerte. Es wurde angenommen, daf die zZuverlidssigsten
Blindwert§ durch Filter geliefert wiirden, durch die eine
Probel8sung gleicher ionaler Zusammensetzung wie die
der Vesikelfraktion, aber ohne biologisches Material
(also auch ohne Protein und Lipid), filtriert worden
war. Alle Filter wurden vor dem Trocknen zweimal mit

je 5ml 0.8 M Glycinlésung gewaschen.

Trotz der erwdhnten Problematik fir die 2uverl§ssigkeit
dieser MeBwerte, wurde in Abbildung 18 der Prozentsatz

der abfiltrierten Tonen gegen das jeweilige Ionenpotential
(d.i. der Quotient aus -elektrischer Ladung und Ioﬁenradius)
aufgetragen. Die Werte legen eine lineare ABhéngigkeit

der Bindungsstidrke der Metalle vom Ionenpotential nahe.

C
gaoo-
o) Mg
{5 ‘ /
3 /
T
a 5 Ca o
< ‘_ /
S %
Lt 4o /
g Na o
—~ D
s 5 204 K °/
o ; 7
X
0 T i T T
0 10 20 30 40.

lonenpotential [pC/m]

Vesikelfraktion und dem Ton
i akti €npotential., w i
V§51k§1frakFlon_durgh vorbehandelte Milli:ggeféilter

em Metallionengehalt der gefilterten
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Eine Abh&ngigkeit der Metallbindung vom Ionenpotential
wird spéter noch in einem weiteren Zusammenhang be-

sprochen werden (Kap. 3.2.5.).

In einer zus#tzlichen Versuchsreihe wurden die synaptischen
Vesikel zum Zerplatzen gebracht, indem die Vesikelfraktion
mit dem zehnfachen Volumen an destilliertem Wasser ver-
diinnt wurde. Nach 1 h Inkubation (bei 4°C) wurden die
Losungen filtriert. Die auf den Filtern zuriickgehaltenen
Ionenmengen sind in Zeile 4 der Tabelle 6 angegeben.

Man erkennt, daB die Behandlung mit H,0 ohne EinfluB

auf das Magnesium war. Es blieb nach wie vor fest an

die Strukturen gebunden, die von den Filtern zuriickge-
halten wurden. Die anderen Ionen wurden nach dem "Wasser-
schock" in stdrkerem MaBe freigesetzt (vgl. Zeile 3; 4
in Tab. 6), besonders das Kalium, das ein sehr niedriges
Ionenpotential besitzt. Calciumionen wurden als Folge
der Wasserbehandlung in stérkerem MaBe abgel&st, als es
aufgrund ihres Ionenpotentials erwartet werden konnte.
Hierin kann man einen Hinweis dafiir sehen, daB8 Calcium—

ionen im Innern der Vesikel vorliegen.

3.2, Stimulationsbedingte Ver&@nderungen im Calciumgehalt

der subzelluliren Organellen

Der Calciumgehalt der verschiedenen Gewebefraktionen wurde
bestimmt, nachdem eines der paarigen elektrischen Organe

des Versuchstieres iiber dié Lobi electrici gereizt worden
war. Das andere Organ diénte als Rontrolle. Sofern nichts
anderes mitgeteilt wird,iwurde mit 5000 Tmpulsen bei 5 Hz

gereizt (vgl. Kap. 2.3.)3

\

3.2.1. Verdnderungen im Calciumgehalt der Pr&parations-—

vorstufen

' Der Calci@mgehalt des gesamten elektrischen Gewebes blieb
von der Reithg unbeeinfluBt (Tabelle 7). Dieses Ergebnis
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steht im Gegensatz zu Befunden von Babel—-Guérin (1974),
die tiber eine Zunahme des Calciumgehaltes im elektrischen
Organ nach repetitiver Reizung berichtet hat. Auch die
Calciummengen in der Bodensatzfraktion P, und dem Uber-
stand S1 dnderten sich nicht. Die vorgereinigte Mitochon-
drienfraktion P, besaB den hdchsten Ca-Gehalt aller durch
Differentialzentrifugation erhaltenen Préparations-
vorstufen (P1, P2' P3 und 53). Der stimulationsbedingte
Ca-Verlust war in dieser Fraktion sowohl absolut als
auch relativ gréger als in jeder anderen dichteren oder

weniger dichten Priparationsvorstufe (Tabelle 7).

Das von den Partikeln der.vbrgereinigten Mitochondrien-
fraktion bei Reizung freigesetzte Ca wurde in dem ent-
sprechenden Uberstand S, (und bei weiterer Auftrennung
im cytoplasmareichen Uberstand S3) wiedergefunden

(Tab. 7).

Es wire denkbar, da8 die elektrische Reizung des Organs
lediglich zu einer Umverteilung der Ca-haltigen Partikel
auslder Fraktion P2 in den tberstand fibhrt, so'wie es
im Kap. 3.1.3.3. fir die Umverteilung der Mitochondrien
aus dem Bodensatz P, in die Fraktion P, bei Verwendung
von gefrorenem Gewebe beschrieben wurde. Es wurde des-
halb tiberpriift, ob mit dem Abfall im Calciumgehalt irgend-
eine weitere biochemische Verénderung'in der Fraktion Py
festzustellén war. Aus der Tabelle 8 ist zu ersehen,
daB sich durch die Stimuiation weder die Ausbeute an
Protein noch an ;rgendeinem Leitenzym &nderte. Lediglich
der Transmittergéhalt%der in der Fraktion enthaltenen
Nerveﬂendigungen war érwartungsgemaﬁ vermindért.
Die Tabelle 8 verdeutlicht auBerdem, da8 sich die Kon-
zentrationen dervanderen Erdalkali- und Alkalimetalle
in der Fraktion P, durch. die elektrische Reizung nicht

anderfén-

N
Der Calciumgehalt des Bodensatzes P, ist mit der Cytochrom~
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8: Verdnderungen in der vor

ereiniy 2
repeening g nigten Mitochondrien—

2/ bel elektrischen Reizung des Gewebe
s

Komponente

[ unstimuliertes
Gewebe

stimuliertes
Gewebe

Differenz|Signi-

fikanz

umol
Ca |3 Gewebe

Protein—yj-—- -—

KT
g Gewebe

Ccyt. ¢ Oxyd.
nmol /min
Gewebe

LDH (gesamt)
umol/min
Gewebe

LDH (frei)

Bmol (min]

Gewebe
ChE

ymol/min
Gewebe
ACh
nmol
Gewebe
Mg _
umol
g Gewebe
Na '
umol
g Gewebe

K

1.08 £ 0.07 (24)
-77.8 g

0.24 * 0.01
o 1. p<0.0001)

+
2263 2107 (73)| 2201 * 179 (2]

+1.2'%

+
96 = 5 (61) 92 & 7 (35)

‘0.87 % ’
720.09 (7)] 0.924 % 0.14 ( 3)| + 7.6 &

0.42 *
42 * 0.07 (1 7)| 0.44 ¥ 0.18 ¢ 3)| + 4.0 2

106 % ¢ ’
06 17 (14)| 105 % 24 (6)] -.0.9 %

114 )
1,4 =30 (10)| -53.9 & p<0.-01

0.19 ¥ 0.01 ( g)

0.20 ¥ 0.01 (11)
| : - 3.0 %

. ,
7.88 0.75 ( 5)| 7.52 £ g.85

o) - 0.9 s

’

L S ]
=
Gewebe

0.77 * [
77 * oios ( 5)] 0.80 % 0.07 ( 4)| + 3.7 %

Ange i ie ]
gegeben sind die Mittelwerte aus n (in R1

ammern) Ver-

suchen mit ihr en Stan .
dardabwelch.lng en. Die Sl‘ gnlflkanz
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repetitiv

¢=Cxydase
derartige
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er Reizung ab.

~Aktivitit i Jie
: : dt in dieser Fraktion korreliert Ein
orre i wu, : )
o ation rde sowohl fiir unstimuliertes
e a e R
1s auch fiir stimulierte Proben nachge-
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wiegen (Abb. 19). Die beiden Korrelationen sind hoch~

signifikant verschieden (p < 0.0001).

19:

Abb.

R

Cc[ 1 mol ] Kontrolle
1,84 gGewebe 1086067 (32)
r=052 '
. p<0.01
1.6 -
L]
L]
14 o
1.2+ : o/ .
% .
1.0+ .
* e/e .
d L ]
0.81 . . stimuliert :
. 2.46:030(9}
a o} = 0.60
06 . ; <0.02
. o
0.4
L] Y °
. .
024 o o ° Cyt ¢ oxyd.
° - | umol~min'1]
[ g Gewebe
00 05 10 5 -20

. i i ' i t und der
elation zwischen dem Calc1gmgehal er
g;igchrom—c—Oxydase—Aktivitét in der vorgereinigten

Mitochondrienfraktion, P,. Der einem g Gewebe

e ‘'Calciumgehalt der Fraktion i;t
Zzgzgriﬁ?:ngyfochrom—g—Oxydase-AkFivitat (1g pmol
Cytochrom ¢, die pro g Ausgangsgewebe und.mlge_
oxydiert wurdén) aufgetragen. Dunkle Punkte e
ziehen sich auf RKontrollgewebe, pelle Pugkte a
vorgereinigte iMitochondrienfraktionen, die aus_
stimuliertem Gewebe isoliert wgrden. Qle Iforreder
lationskoeffizienten {r) und die Verhaltn:.ssed e
Calciumkonzentrationen zu den Cytochrom—c—Ogy aro
Aktivitdten (in umol Ca/umgl C¥tochr9m c, dl? g
min oxydiert wurden) sind in dl§ Abbll@ung elg_
gezeichnet. Die beiden Korrelationen sind hoc

~ signifikant verschieden (p < 0.0001, t-Test).

N _ '

aus den in diesem Abschnitt zusammengefaBten Daten mug
geschlossen werden, daf Calcium bei Reizung des Gewebes
aus einer Zellorganelle freigesetzt wurde, die in der
vorgereinigten Mitochondrienfraktion sedimentiert., Die
Alternativ-Hypothese, dag die elektrische Reizung eine
Umverteilung der Ca-reichen-Zellorganellen aus der
Fraktion P2 in den Zentrifugationsﬁberstand verursacht,

"§LQQLJEUL§§n_erhobenen.Daten»nicht~in‘EinkIang;'aa

weder die Ausbeute an Mitochondrien noch die Ausbeute
an Nervenendigungen vermindert war.

3.2.2.

Calciumfreisetzung aus den Mitochondrien

3.2.2.1. Calciumfreisetzung bei repetitiver Reizung

e s s . R I I AT bt

mit 5000 Impulsen

Der Bodensatz P, kann auf Dichtegradientep in eine Fraktion
von Nervenendigungen und eine Mitochondrienfraktion auf-
getrennt werden (Kap. 3.1.3.4.). Bei Reizung mit 5000
Impulsen (5 Hz) sank der Calciumgehalt der Mitochondrien-
fraktion um 76.7% auf eine Konzentration von 194 * 26 nmol
Ca / mg Protein (S.E.M., n = 7), Dieser. Abfall-im—Ca~-
Gehalt ist hochsignifikant (g < 0.001, t-Test). pie Ak-
tivitét des mitochondrialen»Leitenzyms‘0ytochrom—c—0xydase
dnderte sich nicht infolge Stimulierung. Der Ca=-Gehalt

je Enzymeinheit erniedrigte sich folglich in demsélben

AusmaB (=-82.8%) wie die auf Protein bezogene Ca-Menge in
der Fraktioni (Tabelle 9, s. 98'; auch der Proteingehalt

.der Fraktion blieb der gleiche). Die Verminderung im Ca-

Gehalt der Mitochondrienfraktion kann also nicht auf eine
Unverteilung der Mitochondrien zurlickgefiithrt werden. Die
Daten zeigen, daf Ca aus den Mitochondrien freigésetzt
wurde. )

v

3.2.2.2. Beziehung zwischen Nervenaktiviti+ und mito-

e e n e et ancnga.

chondrialer Calciumfreisetzung

L T T L R R I I

In einer Versuchsserie wurden die . elektrischen Organe mit
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unterschiedlich vielen Impulsen (650 - 5000) .oder mit
reduzierter Reizamplitude stimuliert. Bei Stimulierung
mit reduzierter Reizamplitude wurde der Stimulus so
eingestellt, daB die Antwort des elektrischen Organs
auf alle Impulse (Ei) nur 4% der maximal mSglichen
elektrischen AntwprtvﬁEo) betrug (Ei = b704). Durch
diese Versuchsserie sollte tberpriift werden, ob ein
quantitativer Zusammenhang zwischen dem AusmaB8 der Ca—'
Freisetzung aus den Mitochondrien und der Nervenakti~-
vit&t.besteht. ' ’
In Abbildung 20‘ist der auf Protein bezogene prozentuale
Abfall im Ca-Gehalt der Mitochondrienfraktion (Ordinate)
gegen die relative Abnahme der elektrischen Antwort
" (obere Abszisse) aufgetragen. Zu diesem Zweck wurde der
durchschnittliche zeitliche Verléuf des Abfalls der
elektrischen Antwort in allen Experimenten érmittelt,
in denen die Reizung bis zur vdlligen Erschépfung der
Organantwort fortgesetzt worden war. Die relative Ab-
nahme wurde-dann als das Verh&ltnis der aufsummierten‘
elektrischen Antwort nach einer gegebenen Anzahl von
Reizen (n) zu der gesamten mdglichen elektrischen Antwort
ermittelt, die bei Extrapolation zu vélliger Erschépfung
der Organantwort erhalten worden wire
o .
(‘21 n, gi / i§1 pi ;ivin Abb. 20). Zyéschen der Ca-Frei-
setzung aus den Mifbchondrien und der,rélativen Abnahme
der elektrischen Anfwort_besteht eine lineare Abhéngigkeit.
Der Korrelationskoeffizieﬁt ist sehr hoch (r = 0.99).
In dieselbe Abbildung {20) ist auch der Prozentsatz der
ACh-Freisetzung aus deﬁ Fraktion der Nervenendigungen ein-
getragen (untere_Absziése). Auch hier besteht ein linearer
Zusammenhang mit der Ca-Freisetzung aus den Mitochondrien.
Der Korrelationskoeffizient ist ebenfalls sehr hoch
(r =.0.97). Die proportionale Verinderung der beiden
biocheﬁischen Parameter in verschiedenen, voneinander
separierten\Zeliorganellen 148t es als wahrscheinlich
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Abb. 20: Korrelationen des Caiciumabfalls in der Mitochéndrien—

fraktion mit der relativen Abnahme der Organant-~-. . -

wsff_ﬁﬁd'der'Transmitterfreisetzung. Die hellen
Symbole (gestrichelte Korrelationsgerade, untere
Abszisse) beziehen sich auf den Acetylcholin-~
abfall in der Fraktion der isolierten Nervenendi-
gungen. Die dunklen Symbole (durchgezogene Korre-
lationsgerade und obere Abszisse) auf die relative

- Abnahme der Organantwort. Das Gewebe wurde mit

e%ner_unterschiedlichen Zahl von Impulsen (n) oder

mit einer reduzierten Reizamplitude‘stimuliert,

SO daB die elektrische Antwort 4% der maximal

mdglichen Antwort betrug ,Ei Aus diesen
(E— = 0.04).

3 O i
Werten wurde die relative Abnahme der Organantwort

gemdB der eingesetzten Schemazeichnung berechnet:
Die durchschnittliche Form der Rurven fiir den
Abfall der Organantwort wurde in individuellen
Experimenten benutzt, um den Anteil der aufsummier-
ten elektrischen Antwort nach n Impulsen von der
gesamten mdglichen elektrischen Antwort zu berech-
ngn, die erhalten worden wdre, wenn die Reizung
bis zur v&lligen Erschdpfung der Organantwort fort-
gesetzt worden wire. Ey, maximal mdgliche Organ-
antwort; Ej , Organantwdort auf den i-ten Impuls; n,
Zahl der applizierten Reize; r, Korrelationskoeffizient.
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erscheinen, daB die Calciumfreisetzung und die Trans-
mitterfreisetzung in einem direkten funktionalen Zu-

sammenhang stehen.

3.2.2.3. Die Beteiligung postsynaptischer Mitochbndrien

Um zu untersuchen, ob das Ca aus den Mitochondrien der
Nervenendigung, den_Mitochondrien der Elektroplaque~
zellen oder aus beiden Mitochondrienpopulationen frei-
gesetzt‘wird, wurde die postsynaptische Antwort mit
d-Tubocurarin blockiert,.ehe mit der repetitiven Reizung
begonnen wurde. In den Experimenten,in denen Curare in
vivo appliziert wﬁrde, diente ein nicht stimuliertes
Organ'desselben Versuchstieres als Kontrolle. Bei den
in vitro Experimenten wurden fiir die Kontrollwerte
Gewebebldcke perfundiert, aber nicht repetitiv gereizt.

In der Abbildung 21 sind die Ergebnisse, die bei Perfusion
mit Curare erhalten wurden, jenen Werten gegeniiberge-—
stellt, die in Abwesenheit von Curare gemessen wurden.
Durch d-Tubocurarin wurde die Ca-Freisetzung aus den
_Mitochondrien von -76.6% auf -39.9% (in .situ) beziehuﬁgs—
weise von -69.0% auf -23.8% (in vitro) erniedrigt. Die
‘ACh—FreiSetzung‘aus der Fraktion.der Nervenendigungen
wurde hingegen durch“Curare»nicht beeintréchtigt

(~63%, Tabelle 9, S.98). ‘

Dié Verringerung'der Ca—Eréisetzung durch Curare zeigt,
daB postsynaptische Mitochondrien an ihr beteiligt sind.
Andererseits konnte dié Ca-Freisetzung aus der Mito-

chondrienfraktion durch Curare -nicht véilsténdig.adﬁge—

hoben werden.

3.2.2.4. Die Beteiligung prﬁsyna?tischer Mitochondrien

Die elektrische Antwort des Organs war unter Einwirkung

von d-Tubocurarin zu 93.1% (in situ) beziehungsweise zu
. .

95.2% (in vitro) unterdriickt. Unter diesen Bedingungen

N

pumol Ca

mg Protein
1.0 8
17

+ d-Tubocurarin Phukr?'::’qkon +Carbachol

kein
Pharmakon

in situ
in vitro
unstimuliert
0 stimuliert

Abb. 21: Ver&nderungen im Calciumgehalt der Mitochondrien-
fraktion bei elektrischer Reizung mit 5000 Im-
pulsen- (5 Hz) und Beeinflussung der Calciumfrei-
setzung durch Pharmaka. Die Applikation von d-
?ubocurarin flihrt sowohl in situ (links) als auch

T T imvitro (rechts)” Zu @iner Verminderung der Calcium-
. f;el§etzung als Folge der elektrischen Reizung, ohne .
. sie jedoch vollst#ndig aufzuheben. Bei Perfusion
Qer_Gewebeblécke mit Carbachol (150 uM) kommt es
in jedem Fall zu einer drastischen Calciumfrei-
setzung aus den Mitochondrien, einerlei ob das
Gewebe elektrisch stimuliert wird oder nicht. Die
k}einen Balken geben die Standardabweichungen der
Mittelwerte mit der Anzahl der Experimente wieder.

war die Ca-Freisetzung aus der Mitochondrienfraktion um

47.9% (= 1 - 32:%) peziehungsweise 65.5% (= 1 - 238
vermindert. Da die Calciumfreisetzung aus den Mitoéhondrien

der relativen Abnahme der Organantwort proportional ist -
(Kap.” 3.2.2.2.), kénnten bis zu 6.9% beziehungsweise 4.8%
des Ca-Abfalls in der Mitochondrienfraktion aus curarini-
siertem Gewebe durch Mitochondrien aus unvollsténdig
blockierten Elektroplagquezellen bedingt gewesen sein. Es

ist wahrscheinlich, da8 die verbleibenden 43.1% (= 32427%_g;2)



23.8 - 4.8 . .
-__€§76__—)\der Ca~Freisetzung,

die auch in Gegenwart von Curare beobachtet wurden und

beziehungsweise 27.5% (=

nicht durch Mitochondrien unblockierter Elektroplaque-
zellen erklédrt werden konnten, auf pré@synaptische
Mitochondrien zuriickzufilhren sind, die gemeinsam mit
den postsynaptischen Mitochondrien sedimentierten. Der
Ca-Gehalt in der Mitochondrienfraktion von curarini-
sierten, stimulierten Gewebeproben zeigte eine gr&Bere
experimentelle Varianz als der Ca-Gehalt anderer Gewebe-
proben. Diese Varianz kénnte durch Schwankungen in der
relativen Zusammensetzung der Fraktion aus pr&~ und
postsynaptischen Mitochondrien begriindet sein.

3.2.2.5. Morphologie pr&- und postsynaptischer Mitochondrien

L R I A R I I e R

Die Feinstruktur«des elektrischen Gewebes wurde bereits
von mehreren Autoren ausfiihrlich untersucht (vgl. Whittaker
und Zimmermanh, 1976) . Die Elektroplaquezellen werden

an ihrer ventralen Seite von zahlreichen Verzweigungen
der cholinergen Axone innerviert (s. Abb. 22). Pro ange-
schnittener Nervenendigung wurden ca. 1 bis 3 Querschnitte
durch Mitochondrien beobachtet. Der mittlere Querschnitt
der prédsynaptischen Mitochondrien betrug (unkorrigiert

fiir die Schnittdicke) 0.267 * 0.005 um (S.E.M., n = 100).
Die Interpretation der Dﬁnnschnifte legt eine Hufeisen-
~form der présynaptischen Mitochondrien nahe (vgl. auch
Chan und Bunt, 1978), so daB oft dasselbe Mitochondrium
zweifach angeschnitten wurde. Der mittlere Querschnitt
der‘Mitochohdrien der Eléktroplaquezellen war hingegen

mit 0.553 % 0.013 ym (S.E.M., n = 100) deutlich grdger.

Je postsynaptisches Mitoéhondrium waren im Mittel 1.77 % 0.35

(S.E.M., in 19 untersuchﬁen Schnitten) présyhéptische

Mifochondrien angeéchnitten.

Um den.relativen Beitrag der beiden Mitochondrienpopula-
tionen éum\gesamten Volumen der Mitochondrien abzuschétzen,
wurden 19nebgﬁtronenmikroskopiSche,Aufnahmen geringér
VergrbBerung (7000~fach) ausgewertet. Die nachgezeichneten

Abb. 22: Querschnitt durch eine Elektroplaguezelle.

Vier postsynaptische Mitochondrien (M) sind an-
geschnitten. Die Zelle wird an ihrer ventralen
Seite von zahlreichen cholinergen Nervenendigungen
innerviert, in denen synaptische Vesikel (V) und
Mitochondrien (m) enthalten sind. Die Dorsalseite
der Elektroplaquezelle Zeigt ein tief eindringendes
System von Invaginationen. Balken: 1 um. Fixierung

““Tnach Karnovsky (Methode: Kap. 2.6.71.7.).
Profile der ﬁitochondrien wufden ausgeschnitten und ge-
wogen. Das Gewicht der prédsynaptischen Profile wurde
durch das Gesamtgewicht aller Mitochondrienprofile ge-
teilt. Die Rechnung ergibt, das die présynaptischen
Mitochondrien 32,2 ¥ 3.8 % zum gesamten mitochondrialen
Volumen beitragen. Eine andere Abschdtzung ist m&glich,
wenn man die pr&- und postsynaptischen Mitochondrien in
einer freilich sehr groben Néherung durch Zylinder gleicher
Lénge approximiert. Mit den oben genannten Durchmessern
der Zylinder und der relativen Anzahl der angeschnittenen
Mitochondrien ergibt sich, daB die Mitochondrien der
Nervenendigungen 29.2 $ zum Gesamtvolumen der Mitochondrien
beitragen. Insgesamt stehen diese Werte mit dem bioche-

mischen Befund in Einklang, demzufolge sich die mitochondriale



Schnitt durch zwel Nervenendigungen mit mehreren
Mitochondrien und zahlreichen synaptischen Vesikeln.
Auch zwei Mitochondrien der Elektroplaquezelle
sind.angeschnitten. Fixierung in Calcium-haltigem
mit Collidin gepuffertem Fixativ (Oschman-& Wall
Technik, Methode s. Kap. 2.6.2.). Weder die pri-
synaptischen noch die postsynaptischen Mito-
chondrien zeigen elektronendichte Ablagerungen.

..In vielen synaptischen Vesikeln  ist ein. "Calcium-
granulum" zu erkennen. Balken: 0.5 um.

Abb. 23:

Calciumfreisg£zungfdurch Biockieren der Eléktroplaqﬁe~
zellen mit Curare auf 20 bis 40 % verminderte.

!
] -

3.2.2.6._Morbhélogische Hinweise fiir die Calciumfrei-

setzung aus den Mitochondrien der Nervenendigung

e s e s e s ese s e e s s es e seeaa

Bei Verwendung.eines,Calciﬁmrhaltigen (5 mM), mit s—-Collidin
gepufferten.Fixativs (Oschman & Wall Technik, vgl. Kap.
2.6.2.) wurde im wesentlichen das.gleiche ultrastrukturelle
Bild erhalten’ (abb. 23), allerdings waren. Einzelheiten der
Feinstruktur bei.dieser Fixierungstechnik schlechter zu
erkennen. .Sowohl: die pr&- als -auch die postsynaptischen

Mitochondrien Waren frei von elektronendichten Ab-~
lagerungen. Viele synaptische Vesikel enthielten ein
elektronendichtes Granulum, das charakteristischerweise
an der inneren Vesikelmembran angelagert war und in
seinem Erscheinungsbild den bereits friher von Boyne

et al. (1974) beschriebenen "calcium spots™ glich
perfundierte Gewebebldcke (mit oder ohne Curare i; der
perfusionsflissigkeit) zeigten das gleiche ultrastruk—— . .

turelle Bild wie unbehandelte Kontrollen.

wWurde das Gewebe hiﬁgegen repetitiv stimuliert, so konnt
in den Mitochondrien massive elektronendichte ;blagerung::
beoba?htff werden. Es ist bereits frither gezeigt worden
da8 diese Ablagerungen aus Calciumphosphaten bestehen ’
(Hi;lman und Llinds, 1974; Oschman et al., 1974). Nach
R?izgng in Gegenwart‘von d-Tubocurarin im Perfusat fanden
s%ch dig Ca:Ablagerungen ausschlieBlich in den prisynap--
tischen Mitochondrien. In:der Abbildung 24 ist ein Bei: i -1
fir die typiscye Erscheinungsform der elektronéndichtenPle
Ab;agerungen in pr&synéptiéchen MiEocﬂondfien wiederge-
geben. Die Ablagerungen waren kreisférmig'(mittlérerg
?uthmESSEf?_GSff”Z,nmy,S.E.M.,fﬁﬁ= 35) und befanden sich
in der Mitte des,Mitochondrienquerschnitts. -; |

Auch in den stimulierten Axonen wurden solche Cé—Abla e-
r?ngen beobachtet. Das Axon der Abbil‘,dung"ZS‘befindetg
sich zwischen Elektroplaquezellen und hat‘bereitg sein
Myelinscheide verl?ren. Es ist aber noch von. einer Gliz—
s?heide umhiillt. Neben zahlreichen Mikrotubuli und Neuro;
filamenten zeigt der Querschnitt auch ein Mit§chondrium .
Die elektronendichten Ablagerungen in dem axonalén Mito;
chondrium sind mit denen der.Nervenendigungen identisch
Nach elektrischer Reizung in Abwesenheit von Curare kdnnen-
elektronendichte Ca-Ablagerungen auch in den Mitochondrien
der Elektroplaquezellen beobachtet werden (Abb. 26). Im

Verglei i
gleich zu den Ablagerungen in présynaptischen Mitochondrien



Abb. 24: Elektronendichte Ablagerungen in den Mitochondrien der
Nervenendigung nach repetitiver Reizung (5000 Impulse,
5 Hz). Fixierung gem&dB Oschman und Wall. Der Gewebe-
block war 7 h lang mit 250 uM d-Tubocurarin perfun-
diert worden, ehe mit der repetitiven Reizung be-
gonnen wurde. Balken: 0.2 um. .

waren sie kleiner im Durchmesser und wirkten weniger in-

tensiv. Sie konnten auch nicht in allen Mitochondrien-

querschnitten beobachtet werden. In curarinisiertem Ge-

webe waren die Mitochondrien der Elektroplaquezellen

immer frei von Calciumablagerungen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dag die elektronen-
dichten Ca-Ablagerungen stets! in jenen Mitochondrien be-
obachtet wurden, die - den biochemischen Unteréuchungen
zufolge - ihr Calcium bei der}stimulierung verloren hatten.
Vermutlich gleichen die Mitocﬁondrien ihr Calcium-Defizit
durch Aufnahme des Erdalkalimetalls "aus dem Fixierungs-

mittel aus.

Abb. 25: Abb. 26:
Angeschnittenes Axon mit Mitochondrium aus einer Elek—
einem Mitochondrium. troplaquezelle nach repetitiver

Fixierung nach Oschman und Reizung (ohne Curare). Die

Wall. Auch das Mitochondrium e}ektronendichten Ablagerungen
des Axons zeigt nach repe- sind kleiner als in den pré-
titiver Reizung elektronen- Synaptischen Mitochondrien.
dichte Granula. | 7 ) Fig;ggggg nach Oschman _und Wall
Balken: 0.2 yor. " Balken: 0.2 um. . )

3.2.2.7. Calciumfreisetzung durch Carbachol

In eing;\yersuchsserie wurden Gewebebldcke mit Carbachol
(150 um perfundiert. ?er Ca-Gehalt der ﬁitochondrien-
fraktion war nach Perfusion mit Carbachol auf 166 * 8 nmol
Ca/mg Protein erniedrigt (S.E.M., n = 5) , unabhingig ’
davon, ob die Gewebeblécke stimuliert wurden (n = 2)

oder nicht (n = 3) . Verglichen mit Gewebebl&cken, die
ohne Pharmakon perfundiert wurden, entspricht das einem
mittleren Abfall im Ca-Gehalt der Mitochondrienfraktion

um 72.9 % (Abb. 21). Der ACh-Gehalt der isolierten Nerven-
endigungen erniedrigte sich in Gegenwart von Carbachol
trotz Reizung mit 5000 Impulsen (5 Hz) nur um 34 &
(Tabelle 9, s. 98) .
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Tabelle 9: Vefdnderungen in der Zusammensetzung der Fraktion der Nervenendigungen und de
. . n
Angegeben sind die Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen und der. Anzahl (in Klammern)

der Experimente.
* hochsignifikant verschieden, p < 0.001, t-Test

N o - 99 = - e : T

3.2.3. Konstanz im Calciumgehalt der Nervenendigqungen

Bei repetitiver Reizung mit 5000 Impulsen (5 Hz) sank
der Transmittergehalt in der Fraktion isolierter Ner-

venendigungen um 65% auf einen Wert von 52 %

23 nmol/mg
Protein (S.E.M.,

n = 4) (Tabelle 9). Diese ACh-Frei-
setzung aus den Nervenendigungen war geringer, als die
ACh-Freisetzung aus éiner Fraktion 1sollerter_synap--
tischer Vesikel unter ‘identischen Relzbedlngungen
(-90%: Zimmermann und. Whittaker, 1974; Schmldt, 1975;
vgl. auch Kap. 3.2.5.).

Die Fraktion isolierter Nervenendigungen zeigte nach
elektrischer Reizung des Gewebes keine Verénderung
in ihrem Ca-Gehalt: 250 +

20 nmol Ca/mg Protein (S.E.M.
n = 24) (Abb. 27).

Da es durch die Stimulierung zu

keiner Ver&nderung in den untersuchten biochemischen
Paramefern der Fraktion kam (konstanter Proteingehalt
und Konstanz in den Aktivitdten der Leitenzyme) ,blieb
auch der auf die Cytochrom-c-0Oxydase bezogene Ca-Gehalt -
in der Fraktion unverédndert. Je umol Cytochrom ¢,
——Ppro-min-oxydiert ~wurde, wurden—12.7"
messen (n = 24) (Tab. 9).
h&ltnis des Ca

das
-'1‘6*ﬁﬁbi‘é€‘§€i'
Da sich andererseits das Ver-
-Gehalts zur Cytochrom-c-Oxydase-Aktivitit
in der Mitochondrienfraktion infolge der elektrischen:
Reizung dfastisch erniedrigte (vgl.' Tab. 9), kann der Ca-
und Cytochrom—c—Oxydase—Gehalt in der Fraktion der Ner-
venendlgungen nicht durch eine Verunrelnlgung mit freien
Mitochondrien bedingt sein, die normalerweise an der
Grenzflidche zwischen 1.4-

sedimentieren wiirden.

und 2.0-molarer Saccharose
Vielmehr muB gefolgert werden, das

die Mitochondrien der Nervenendigung ibhr Ca in das terminale
Cytoplasma abgeben, ohne dag es Zu ‘einer Ver&dnderung im
gesamten Ca-Gehalt der Nervenendlgung kommt. Es wire theo-
retisch auch méglich, dag die Ca-Freisetzung aus den
intraterminalen Mitochondrien gerade durch eine (im Austausch

erfolgte) Ca-Aufnahme aus dem Extrazelluldrraum kompensiert
wurde.
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Abb. 27: Calciumgehalt in den Fraktionen der Nervenendi-
gungen (NE) und der Mitochondrien (Mit) je mg
Protein (Mittelwerte mit ihren Standardab-
weichungen und der ‘Anzahl der Experimente).
Wdhrend der Calciumgehalt der Mitochondrien-
fraktion 1nfolgezder elektrischen Reéizung des
Gewebes (5000 Impulse, 5 Hz) hochsignifikant ab-

. nimmt, bleibt der Calclumgehalt der Nervenendi-—

gungen unverandert.

v

3.2.4. Fonstanz im Calciumgehalt der mit Nervenzellmembranen

angereicherten Fraktion

Der Calc1umgehalt in der mit Nervenzellmembranen ange-
reicherten Fraktlon war nach erschSpfender Reizung gegeniiber

N

o -101 = - .

dem Rontrollwert (617 nmol Ca / mg Protein) um 25.9%

auf 457 * 235 nmol Ca / mg Protein ($.E.M., n = 10)
erniedrigt. Wdhrend sich die spezifische Cholinesterase-
aktivitédt durch die Stimulierung nicht dnderte, war die
Proteinausbeute leicht/erhéht (im Mittel um 19.2% auf
217 £ 68 ug Protein / g Ausgangsgewebe) . Allerdings

sind die Mittelwerte fiir stimuliertes und unstimuliertes

Gewebe nur bedlngt zu-vergleichen, da. die elnzelnen

zur Mittelwertbildung herangezogenen MeBSwerte in der
Regel nicht paarweise von demselben Versuchstier stammten.-
(Im ﬁnterschied zu den MeBwertpaaren fiir die Mitochon-
drien und Nervenendigungen.) In zWei~Experimenten,'in
denen je ein MeBwert fiir die Membranfraktion des stimu-—
lierten'und des unstimulierten Organs aus demselben Tiexr
bestimmt wurde, betrug die Zunahme im Proteingehalt der
Fraktion 26.8% bzw. 24.0%, wihrend der Ca-Gehalt Pro mg
Protein unverindert war. Es wird vermutet, daB sich die
eingangs erwéhnté geringfiigige Abnahme des spezifischen
Ca-Gehaltes der Membranfraktion infolge elektrischer
Reizung (-25.9%) durch eine Zunahme der Menge.an isolier~
barer prédsynaptischer Membran erklirt (mdglicherweise

uals—Eolge—einerAFléchenzunahmevder'prﬁsynaptischéﬁ Membran

durch Verschmelzen mit synaptischen Vesikeln; siehe Dis-
kussion) . Diese Interpretation wird auch dadurch ge-
stltzt, das der (nicht auf Protein bezogene) Ca-Gehalt
der Membranfraktlon im Mittel um nur 11. 7% auf 99.1 nmol
Ca je g. Ausgangsgewebe abnahm.

Da die bereits im Kap. 3.1.3.6. angesprocheﬁe leichte
Kontamination der Membranfraktion durch Cytochrom-c-
Oxydase-Aktivitit auch nach elektrischer Reizung zu be-
obachten war, kann der Ca-Gehalt der Membranen analog
dem Verfahren in Kap. 3.1.3.6. fiir eine Verunreinigung
durch Mitochondrien korrigiert werden. Nach dieser Korrek-
tur ergibt sich ein mittlerer Calciumgehalt der Membran-
fraktion von 511 nmol Ca / mg Protein.



- 102 -

Die Rechnung wurde wie folgt durchgefiihrt: Mit der
Cytochrom-c-Oxydase-Aktivitit von 0.010 IU / mg Protein
und dem Verhdltnis des Ca-Gehalts zur Cytochrom-c-
Oxydase-Aktivitdt in der Mitochondrienfraktion (2.2 umol
Ca / IU Cytochrom-c-Oxydase, vgl. Tabelle 9, S. 98)
ergibt sich, dag8 2.2 x 0.01 x 0.217 =-0.0048 umol Ca der
gesamten 0.457 x 0.217 = 0.0991 umol Ca je g Ausgangs-—
gewebe auf verunreinigende Mitochondrien zuriickzufihren
waren. Entsprechend ergibt sich, das (0.010 / 0.067) x
0.217 = 0.032 mg der gesamten 0.217 mg Protein Jje g
Ausgangsgewebe den ﬁitochondrien zuzuschreiben sind.
Der mittiere Calciumgehalt der Membranen betrdgt also
nach Abzug der mitochondrialen Verunreinigung (91.4 - 4.8) /
(0.217 - 0.032) = 511 nmol Ca / mg Protein (entsprechend
korrigierter Wert fiir das unstimulierte Gewebe: 574 nmol

Ca / mg Protein).

Zusammenfassend kann also gesagt werden, da8 der Ca-Ge-
halt der mit Nervenzellmembranen angereicherten Fraktion
bei erschdpfender Reizung um nicht mehr als 12% abnahm.

3.2.5. Metallionenaufnahme in die synaptischen Vesikel

Der Acetylcholingehalt der Vesikelfraktion war nach der
elektrischen Reizung (5000 Impulse, 5 Hz) ebenso ver-
mindert (-96 %) wie der ATP-Gehalt (-94 %). Dieser Befund
steht mit frilheren Ergebnissen von Zimmermann und
Whittaker (1974) in Einklang. Wenn die exocytotische
Freisetzung des Transmitﬁers.unter vollstandiggr Fusion
der Vesikelmembran mit dér présynaptischen”Mémbran exr-
folgt, kénnte man einen étwa gleich groBen Abfall im
Metallionengehalt'aer Vesikelfraktion erwarten. Ein
geringerér Abfall im Metallionengehalt wire zu erwarten,
wenn nur ein Teil der Vesikel mit der Zellmembran ver-
schmilzt. Sollte die Ausschittung der Acetylcholinkationen
aus den Vesikeln hingegen durch sich &ffnende Poren im
Ionenaustéﬁsqh gegen andere Kationen erfolgen,. so miiBte

\
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eine Zunahme im Metallionengehalt der Vesikelfraktion
nachweisbar sein.

Synaptische Vesikel, die aus stimuliertem Gewebe iso-~
liert wurden, hatten eine andere Metallionenzusammen~
setzung als diejenigen der unstimulierten Kontrollen
(Tabelle 10). Das auffdlligste Ergebnis war, daB der
—Gehalt an Erdalkalimetallen;- besonders an caleiim, "
s;ark zunahm. Der Anstieg des Calciumgehaltes hitte
ohne Zuhilfenahme der Nacl—Lﬁsungen fir die Isolierﬁng
der Vesikel nicht festgestellt werden kénnen. Der
Natriumgehalt der synaptischen Vesikel &nderte sich dﬁrch
die Stimp%ierung nicht. Die Kaliumkonzentration der
Vesikelfraktion war zwar relativ erniedrigt (Tabelle 10}
abgr diese Verdnderung macht sich wegen der kleinen ,
Kaliumgehalte absolut kaum bemerkbar. Die Umverteilung
wird besonders deutlich, wenn die Stéchiometrie der
Kationenladungen als Blockdiagramm wiedergegeben wird
(Abb. 28): Der Acetylcholinfreisetzung durch die elek~
trische' Reizung steht die Zunahme der Erdalkalimetalle -
gegeniiber, Der Alkalimetallgehalt erscheint unverindert.
Aus diesem Ergebnis darf jedoch ni;ht §é§§ﬂlgssén«wefdé;_mr
daB bei der Transmitterfreisetzung ausschlieBlich Erd- ,
alkalimetalle in die cholinergen Vesikel aufgenommen
werden. Es ist bereits_in einenm friheren Kapitel (3.1.3.8.)
da;auf’hingewiesen'worden, daB die Alkalimetalle weniger
fest an die Synaptischen Vesikel gebunden sind als die
Erdalkalimetalle./Daher ist es durchaus denkbar, das
auch Alkalimetalle unspezifisch im Ionenauétausch flir
dasvausgeschﬁttete_Acetylcholin in die Vesikel aufge~
nommen wurden, aber wihrend der Isolierung der Zellorganel-
len wieder hinausdiffundierten.
Die Bindungsstirke der Metallkationen an negative Ladungs-
zentren ist durch die elektrostatische Wechselwirkung
zwischen den Ladungen und durch die konkurrierende Sol-
vatationswechselwirkung mit dem L&sungsmittel bestimmt.
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Tabelle 10: Aufnahme von Erdalkalimetallen in die synaptiéchen
Vesikel bei elektrischer Reizung des Gewebes

A . B
Komponente unstimuliert stimuliert B als % von A
[nmol/g Gewebel [nmol/g Gewebel
ACh 78.9 6.1 4,60 ¥ 1.17 5.8 %
Na + | 49.5 £ 8.5 44.7 £ 10.7 90.3 %
(unkorrigiert)
Na 31.2 + 5.4 30.8 * 7.4 98.7 %
(korrigiert) _
K 11.84F 7.29 6.31 £:1.27 53,3 %
Mg 5.76% 1.56 8.88 * 1.43 154.2 %
Ca 53.1 X 7.0 41,8 7.7 78.7 %
(unkorrigiert)
Ca [ 16.4 % 3.2 41.8 * 7.7 254.9 %
(korrigiert)
Summe 144.10 92.39 ‘ 64.1 %
[nmol/g Gewebe] . ’
Summe 166.26 143,07 7~ T 86.0 %
fnval/g Gewebel

Angegeben sind die Mittelwerte von 4 Experimenten mit
ihren Standardabweichungen. Fiir das Natrium sind auch die
MeBwerte nach Abzug der eingeschleppten frei gelSsten
Ionen angegeben (vgl. Kap. 3.1.3.8.). Fiir das Calcium ist
auch der MeBwert von Ve%;kelfraktlonen angegeben, die

mit NaCl-LOsungen isoliért wurden (Korrektur fiir Calcium—
ionen, die wihrend dem Zentrifugieren aus den Mitochondrien
freigesetzt werden, vgl. Kap. 3.1.3.7.). Fiir die Vesikel
aus stimuliertem Gewebei ist eine derartige Korrektur nicht
erforderlich, weil die Mitochondrien ihr Calcium bereits
bei der Stimulation verloren haben. - Wihrend der Alkali-
metallgehalt der 'synaptischen Vesikel von der elektrischen
Reizung unbeeinfluBt bleibt. (Na) oder leicht- abnlmmt (K),
nimmt der Gehalt an Erdalkalimetallen zu.

n val )
g Geweb unstimutiert stimuliert

Abb. 28: Katlonenzusammensetzung der synaptlschen Vesikel,
in. Nanogrammiquivalenten je Gramm Geweb$ (Mittel-
werte, korrigiert fiir eingeschleppte Na' - und
Ca2+-Ionen). Der Acetylcholingehalt nimmt bei der
Stimulation ab und der Erdalkallmetallgehalt 2u.
Der Alkallmetallgehalt in den isolierten Vesikeln

- erscheint unverdndert.

(Eine quantitafive Behandlungvder Wechselwirkungen zwischen
Ionen und Membranen einerseits und Ionen und Wasser an-
dererseits ist von Eisenman auf der Grundlage Coulombscher
Krédfte durchgefiihrt worden, vgl. Diamond und Wright, 1969;
Triggle, 1972,) Bei hoher Ladungsdichte dominiert der
elektrostatische Energiegewinn, der vom Ionenpotential ab-
h&ngt, {iber die Solvatationsenergie.
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Wenn nach der Ausschiittung des elektrisch positiv ge-
ladenen Transmittermolekiils eine gr&Bere negative
Ladungsdichte zur Bindung von Metallkationen zur Ver-
fligung steht, so miiBte sie vor allem zur stérkeren
Bindﬁng der Metalle mit hohem Ionenpotential fihren.
Andererseits wiirde die Menge der gebundenen Metallionen
natiirlich auch durch die (unbekannten) Ionenkonzentra-
tionen beeinfluBt, denen die negative Ladung ausgesetzt
ist. Die hﬁhere negative Ladungsdichte der Vesikel aus
stimulierten Nervenendigungen wiirde aber auch noch nach
der Abtrennung der Vesikel aus der natiirlichen Ionen-
ﬁmgebung wirksam bleiben (suspendierte vorgereinigte
Vesikelfraktion, P,). Synaptische Vesikel aus stimu-
lierten Organen miiBten deshalb die Metalle st&rker binden
und - dem Ionenpotential folgend - weniger Metallkationen
in die zum Suspendieren benutzte Glycinldsung abgeben.
Dieses Phinomen konnte mit den relativen spezifischen
Konzentrierungen der Metallionen im Suspensionsmedium

nachgewiesen werden (Abb. 29).

3.3. Verinderungen im Ionengehalt der subzelluliren .
Organellen bei Inkubation in ionenréichen Medien

Eine grundsdtzliche Schwierigkeit beim Arbeiten mit sub-
zelluliren Fraktionen besteht darin, daB die Stabilit#t
der Zellorganellen abnimmt, sobald sie aus ihrer natiir-
lichen Umgebung entfernt werden. Insbesondere kann es
durch ungiinstige Wahl der zur Iéolierung verwendeten
Lésungen zu artifiziellén Verdnderungen in der chemischen
Zusammensetzung der Parﬁikel kommen. Durch Inkubation

der isolierten ZelIOrgaﬁellen in Medien verschiedener
Zusammensetzung kénn ﬁbérprﬁft werden, welche Ver&nde-
-rungen wihrend der langwierigen Isolierungsverfahren
stattgefunden haben kdnnten. Dariiber hinaus geben der-
artige in vitro Untersuchungen Anhaltspunkte dafiir, welche
chemiscﬁén Prozesse an den Organellen in situ ablaufen
kénnten, wénp sich die ionale Zusammensetzung des Cyto-

plasmas andeftq
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lonenpotential {pG/m}—--—-—-

g _zwischen dem Ionenpotential | -
é?ggng getgllt durch den Tonenradius) und(égien
ungsstérke der Metallionen an die vorgereinigte

- Vesikelfraktion. Die relative ‘spezifische Kon-

zentrierung, RSK, der Metalle i

: 7, e in der Waschls

ggg gorgerglnlgFen Vesikelfraktion, S (sglosggg

Métélizf gibt ein MaB fiir die 2Abldsbarkeit éer e

Vesikeiggzitzgg d:g Strukturen der vorgereinigten
- Sle nimmt durch die Stimulati

entsprechend dem Ionenpot i alle st "

ch tial der Metal

(RSK (stim.) / RSK(KontP T h meeeton

A -) : rolle)), da sich ne i

Laduggen mit einer hohen Feldéichte an dega§;Z§keln

Uberlagert wird. Auch das Verhiltnis der RSK-

Werte der zugesetzten Lithiumionen (vgl. Kap. 3.1.3.8 )

ist eingezeichnet.
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3.3.1. Calciumfreisetzung aus_isolierten Mitochondrien

‘durch_ Alkalimetallionen

Die subzelluldre Fraktionierung wurde in einigen Experi-
menten mit Hilfe O.4-molarer NaCl-Ldsungen statt der
sonst benutzten O.8-molaren Glycinldsungen durchgefiihrt.
Unter diesen Bedingungen war der Ca-Gehalt der Mito-
chondrienfraktion um 75 bis 80 % vermindert, wie es sonst
fiir die mit 5000 Impulsen stimulierten Versuchstiere
typisch war. Das gleiche Phinomen wurde beobachtet,

wenn O.4-molare KCl-Lisungen angewendet wurden. Es wurde
deshalb untersucht, ob sich der Ca-Gehalt isolierter
Mitochondrien durch Inkubation mit Alkalimetallionen

beeinflussen 1l&B8t.

Die von Dichtegradienten gewonnenen Mitochondrienfrak-
tionen wurden mit 1.5 M Saccharoseldsung auf das 3-fache
Volumen verdiinnt. Je 1 ml dieser L3sung wurde mit 1 ml
einer Alkalichloridldsung versetzt, deren Osmolaritit
durch Zusatz von Saccharose auf 1.5 Osmol angehoben
worden war. Die Konzentration des Alkalimetallions in

der Inkubationslsung wurde von 10 mM bis 300 mM variiert.
Nach 20 min bei 4°C wurde die Inkubation durch Milli-
poreR-Filtration abgebrochen. Die Filter wurden zweimal
mit 4 ml1 1.5 M Sadcharoselasung gewaschen, an der Luft
getrocknet und mit Salpetersiure aufgeschlossen (Kap.
2.8.2.). Obwohl Chemikalien h&chster Reinheit benutzt
wurden (Mexck, SuprapurRyi wurde doch stets etwas Ca mit
dem hohen Uberschug an Alkalimetall eingesthéppt. Um
diese Verunreinigung zu ﬁerﬁcksichtigen, wurde der Li-,
Na- bzw. K-Gehalt. der Fiiterrﬁcksténde bestimmt. Es wurde
angenommen, daB freie Ca2+— und freie Alkalimetallionen
im Verh&ltnis ihrer Konzentration in der Inkubationsl&sun
an die Filter binden wiirden. Die urspriinglichen MeBwerte

wurden hierdurch um O — 6 % korrigiert.
~

In der AbBildung 30 ist wiedergegeben, welcher Prozentsatsz

Abb. 30: Calciumfreisetzun
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des mitochondrialen Calciums nach der Inkubation noch
an Organellen gebunden vorlag und somit durch die Filter
zuriickgehalten wurde. Man erkennt, dag alle drei Alkali-

metalle erhebliche Ca~Mengen freizusetzen vermochten
4

sogar dann, wenn sie in verhdltnismigig niedriger Xon-

zentration (30 mmM) angewendet wurden.

In niedrigen
Ko .

. .+
nzentrationen waren Lit-TIonen anscheinend am wirkungs-

__vollsten, wihrend Kf:Ionénubei~Anwendﬁng'hﬁhérer’KOﬁ-"

zentrationen effektiver zu sein schienen. Jedoch waren

die q;terschiede zwischen den verschiedenen Alkali—
metallen gering und nicht signifikant.

- Ca 4 A=Lji (n=3)
[% des Kontrollwertes] B A=Na [n=3)
® A= =
100- K (n=3)
80
60~
40+
204

J

71 } T T
. 10 30 100 300 AlmwM]

g aus den isolierten Mitochondrien

durch Alka}ime?allionen. Die in Saccharose-Glycin-
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3.3.2. Alkalimetallionenaustausch an isolierten

synaptischen Vesikeln

Isolierte synaptische Vesikel wurden unterschiedlich
lange Zeit bei 4°C mit NaCl- oder CaCl,-Losungen ver—
'schiedener Konzentration inkubiert. Die Osmolaritit der
Ldsungen war stets mit Glycin auf 0.8 Osmol angehoben
worden, um ein Zerplatzen der Vesikel zu verhindern.
AnschlieBend wurden die Losungen durch MilliporeR—Filter
filtriert. bDie Filter wurden zweimal mit je 5 ml 0.8 M
GlycinlGsung gewaschen, nach dem Trocknen mit HNO3 auf-
geschlossen und ihr Metallionengehalt durch Atomabsorp-
tionsspektroskopie analysiert. Filter, durch die ent—
sprechende NaCl—- beziehungsweise CaCl,-Lsungen filtriert
worden waren (aber ohne synaptische Vesikel) dienten als
Blindwerte (Abb. 31). Der Metallgehalt der Vesikel, die

B
Gehalt

j Aufnabme

e
< 100%
S—
Freisetzung

Auftrennung  Inkubation | Filtration Andlyse

Abb. 31: Schematische Darstellung der Experimente zum Ionen-
austausch an isolierten synaptischen Vesikeln. Im
Anschlu8 an die Auftrennung werden die Vesikel mit
NaCl~ bzw. CaCl,-Losungen oder GlycinlSsung (Ron-
trollen} inkubiért. Nach dem Filtrieren der L&-
sungen wird der Metallgehalt der Filter bestimmt.
‘Filter, durch die reine Metallsalzldsungen filtriert
wurden, dienen als Blindwerte.
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in Losungen mit erhéhterAIonenkonzentration inkubiert
waren, wurde mit dem von Vesikeln verglichen, die unter
sonst gleichen Bedingungen in Glycinl&sungen ohne Metall-
jonenzusatz inkubiert worden waren (aAbb. 31).

Um die Zeitabhdngigkeit der.Ionenbindung an die synaptischen
vesikel zu verfolgen, wurden diese in 300 mM NaCl- be-
ziehungsweise™5 mM CaCl,-Ldsung inkubiert. D&s cheéfische ~
Gleichgewicht hatte sich sp&testens nach 30 min einge-
stellt (Abb. 32). ' '

- % der .
Kontrolle l
300+
e mm—m——m— Cq,5mM
,/
//
7
2004 / l __________ —L Na,300mM
e
/
/
JI
_ ‘IOO-«E o o
T T T o i
B 60 . timin]

.

Abb. 32: Zeitabh&@ngigkeit der Metallionenbindung an die
synaptischen Vesikel. Angegeben sind die Mittel-
werte aus 4 Versuchen mit ihren Standardabweichungen.

Die verwendeten Metallionenkonzentrationen (300 mM Na+,
5. mM Ca2+) waren etwa 2 bis 3 mal so hoch wie diejenigen
des Zellhomogenates: 105 * 8 mM Na und 2,37 £ 0.11 mM Ca
(S.E.M;, n = 13). Die im Zellhomogenat tatsdchlich frei
geldst vorliegenden Nat- una Ca2+-Ionenmengen diirften
jedoch deutliéh niedriger gewesen sein. Eine Absch&tzung
ist mit Hilfe der Werte aus Tabelle 3 mdglich, wenn man
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annimmt, daB die im cytoplasmatischen Uberstand S3 wie-
dergewonnenen Metallionen bereits im Zellhomogenat frei
gelSst vorgelegen haben. Durch diese Annahme wird der
Gehalt an freien Icnen noch immer Uberschitzt, da ein

Teil der TIonen erst wdhrend der Isolierungsverfahren

aus den Zellpartikeln hinausdiffundiert sein diirfte und
ein weiterer Teil der Metallionen durch 18sliche Proteine
und Anionen maskie££ wurde. Mit den Werten der Tabelle 3
ergibt sich, daB die synaptischen Vesikel maximal einer
Ronzentration von (105 x-0.573 =) 60.4 mmol freien Na'—
Ionen pro 1 und elner Konzentration von (2.37 x 0.273 =)

0.647 mmol fre:.en‘Ca2

sein konnen.

-Ionen pro 1 ausgesetzt gewesen

Die Konzentrationsabhédngigkeit der Wechselwirkung mit den
Natriumionen im Inkubationsmedium ist in Abb. 33 dargestellt,

% der _L .
Kontrolle _———4&Na \
150+ J(/ B
7 v
4 |
A g
100 ol :
’ Ca
oo
\
\
o 9\. K
504 £ |
30 100 300 NalmM]

Abb! 33: Iéﬁenaustéuschrén den synaptischen Vesikeln bei Inkuba-

tion mit NaCl (1 h, 4°C).

‘Kaliumionen werden gegen die

Natriumionen ausgetauscht. Der Erdalkalimetallgehal?

. dndert sich hingegen nicht. Mittelwe;te aus 4 Experi-
~. menten mit ihren Standardabweichungen, Helle Quadrate:
‘~"Ca; dunkle Quadrate: Mg; helle Dreiecke: K;.dunkle

Digiecke: Na. )
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Man erkennt, daf die Natriumchloridlésungen ohne Einflug
auf den Erdalkalimetallgehalt der synaptischen Vesikel
waren. Der Kaliumgehalt der Vesikel wurde jedoch um

ca. 40% erniedrigt, auch durch eine Natriumkonzentration,
die derjenlgen des Zellhomogenates entspricht. Bei einer
externen Natriumkonzentration von ca. 60 mM kann der
Natriumgehalt der Vesikel um etwa 30% ansteigen. Ver-

~énderungen im Alkalimetallgehalt der sSynaptischen

Vesikel (Na <+ K) konnen also im Ionenaustausch erfolgen.
Auch bei Anwendung elnes groBen Natriumiiberschusses konnte
jedoch nicht die Gesamtmenge an vesikulirem Kalium frei-
gesetzt werden. Es liegt daher nahe, anzuhehmen, dag ein
Teil der Kaliumionen ebenso wie die Erdalkalimetalle

fiir einen Ionenauétausch mit Ionen des umgebenden Mediums
nicht zugénglich ist. MSglicherweise liegt dieser Anteil
der Ionen im inneren Lumen der Vesikel vor, widhrend der
Ionenaustausch an der Oberfliche der Vesikelmembran statt—
findet.

_3.3.3: EinfluB von_Calciumionen auf die synaptischen

VESIKGI

Bei der Inkubation mit'CaClz—Lasungen (2bb. 34) wurde keine
Freisetzung von Metallen aus den synaptischen Vesikeln
beobachtet (auch nicht von Kallumlonen) Bei unphy510—
loglsch hohen Calc1umkonzentratlonen (> 2. mM) kam es

jedoch zu einer unspezifischen Aufnahme von Metallionen-
durch die synaptlschen Vesikel. Eine Fusion von synap-—

tischen Vesikeln unter Aufnahme von Metallionen erscheint
denkbar.

Es wurde auch liberpriift, ob das vesikuldre Acetylcholin
oder ATP durch Inkubation mit unterschledllchen Calcium-
konzentrationen (bis 10 mM) freigesetzt werden kann. Nach
einmintitiger Inkubationsdauer (bei 4°C) konnte weder eine
Verédnderung im Acetylcholin- (Abb. 35) noch im ATP-Gehalt
(Abb. 36) der Vesikel festgestellt werden. Auch der Zusatz
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Abb. 34: Wechselwirkung von synaptischen Vesikeln mit
Calciumionen. Erst bei unphysiologisch hohen
Calciumkonzentrationen kommt es zu einer unspe-
zifischen Ionenaufnahme in die Vesikel. Mittel-
werte aus 4 Versuchen. Der Ubersichtlichkeit
wegen sind die Standardabweichungen der Mittel-
werte nicht eingetragen. Sie liegen in derselben
GréBenordnung wie die der Abbildungen 32 und 33.
Helle Quadrate: Ca; dunkle Quadrate: Mg; helle
Dreiecke: K; dunkle Dreiecke: Na.

eines Aquivalentes (bezogen auf g Ausgangsgewebe) der mit
Nervenzellmembranen angereicherten Fraktion war unter
diesen Bedingungen ohgé EinfluB auf die vesikuldren
Bestandteile. Es ist wichtig, den ATP-Gehalt in diesen
Versuchen unmittelbar ﬁach der Inkubation zu'bestimmen,
oder die Probe auf einén Perchlorsduregehalt von mindestens
50 mM anzusiuern, da wéder die ATPasen der Membranfraktion

noch die vesikuldre ATPasé in 25 mM HC10, vollstdndig
inaktiviert werden. Nichtbeachten dieser VorsichtsmaBnahme
wiirde wegen der starken Calciumabhingigkeit der Vesikel-
ATPase\éine Calcium-abh&ngige ATP—Freisetzung'éus den

synaptiscﬁén Vesikeln vortduschen.

Abb. 35:
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'EinfluB des Calciumzusatzes (Abszisse) zum Inku-

bation§medium auf den Acetylcholingehalt der
syngptls;hen Vesikel. Die Inkubation wurde nach
1 min bei 49C durch Ansiuern mit HCL abgebrochen.

.Angegeben sind die Mittelwerte aus n (in Klammern)

MeBreihen mit ihren Standardabweichungen. Calcium—
ionen fihren weder allein, noch in Gegenwart von
yervenzellmembranen Zu einer signifikanten Ver-
&nderung im Acetylcholingehalt der synaptischen

Vesikel..
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ATP ® Vesikel (8}

% des ® Vesikel + Membranen (8]
Kontrollwertes

100+ ) 1
] M

¢ 1% 1072
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: Ei des Calciumzusatzes zum Inkubationsmed%um
Bbb. 36: gtzfézg‘ATP—Gehalt der synaptischen Vesikel. ?1e
Inkubation wurde nach 1 min bei 4°C durch Ansduern
mit HClO4 (50 mM) abgebrochen. Der A?P—Gehal?
wurde binnen 10 min nach der Inkubatlog bestimmt.
Angegeben sind die Mittelwerte aus n (in Klammgrn)
Mefreihen mit thren Standardabweichungen. Calcium—
ionen fihren weder allein, noch in gegenwart von
! Nervenzellmembranen zu einer sign%flkanten Ver—
&nderung im ATP-Gehalt der synaptischen Vesikel.

\
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4.. Diskussion

4.1. Der Gegenstand der Untersuchungen

Die zentrale funktionale Bedeutung der Calciumionen filir
die erregbaren Gewebe, insbesondere fiir Muskelgewebe
und jene sekretorischen Gewebe, in denen das Sekret

___exocytotisch-aus—kleinen"Speichérgranula ausgeschiittet

wird, ist in zahlreichen Verdffentlichungen betont
Worden, von denen einige in der Einleitung zu dieser
Untersuchung zusammengestellt sind. Wihrend die Vor-
gédnge bei der Muskelkontraktion Zum Teil bis zur mole-
kularen Ebene hinab analysiert worden sind, sind die
molekuléren Mechanismen der Sekretion wéitgehend unver-
standen. Fast alle Untersuchungen zur Rolle des Calciums
wurden mit dem 6~—Strahler 45Ca durchgefﬁhrt, wdhrend
quantitative Analysen zum Metallionengehalt subzellu-
lérer Fraktionen fast vollsténdig fehlen. Dies ist

zum Teil durch die mangelnde Empfindlichkeit herk8mm- _
licher analytischer Verfahren und die Schwierigkeit be--
dingt, subzelluldre Partikel in genligender Ausbeute von
interstitiellen und cytoplasmatischen Tonen abzutrennen,
ohne daB dabei ihr Gehalt an Metallkationen hinaus~
diffundiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden Verfahren . zur Isolierung
verschiedener subzellulirer Organellen aus -dem elek-
trischen Organ von Torpedo marmorata beschrieben. Ins;
besondére wurden‘Methoden 2ur Isolierung von Mitochondrien
und zur Anreicherung von Nervenzellmembranen entwickelt,
da fir diese Zellorganellen eine Beteiligung an der Re-
gulation der cytoplasmatischen Calciumkonzentration
postuliert worden ist. Der Caléiumgehélt der‘isblierfen
Fraktionen wurde durch Atomabsorptionsspektralphotometrie
quantitativ bestimmt.

In Zellfraktionen, die nach elektrischer Reizung isoliert
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wurden, konnten signifikante Véranaerungen im Calcium~
gehalt der subzellularen Organellen festgestellt werden.
Die Ionenspe21f1tat dieser Veré&énderungen wurde durch
die quantitative Analyse anderer Metallionen untersucht,
Besonderes Gewicht wurde darauf gelegt, den Calcium-
abfall in der Mitochondrienfraktion mit pharmakologischen
und ultrastrukturellen Methoden den muskelanalogen
Elektroplaquezellen/und den cholinergen Neuronen zuzu-
ordnen. SchlieBlich wurde die Austauschbarkeit der Me~
tallkationen subzelluldrer Fraktionen durch Inkubation
in ionenreichen Medien untersucht.

In den folgenden Kapiteln sollen die Ergebnisse vor dem
Hintergrund anderer Veréffentlichungen diskutiert werden.

4.2. per Calciumgehalt im elektrischen Organ

Der Calciumgehalt im elektrischen Orgén von Torpedo be-
trdgt 2.67 mmol / kg Nafgewicht (Kap. 3.1.71.) und ist
damit der Calciumkonzentration im Blutplasma, der Cere—
brospinalfliissigkeit und der Uterusflissigkeit des Ver—
suchstieres (Kap. 3.1.2.) #hnlich. Vergleichbare MeBwerte
liegen filir die Kdrperfliissigkeiten verschiedener Arten
der Elasmobranchii vor (Tabelle XIV und XV in Holmes und
Donaldson, 1969; Babel-Guérin, 1974; Buxger, 1967; Maren,
1967; Murdaugh und Robin, 1967; Pereira und Sawaya, 1957;
Thorson, 1967). Von wenigen Ausnahmen abgesehen variieren
alle MeBwerte zwischen Z'und 5-mM. Babel-Guérin (1974)
glbt flir das elektrlsche Organ von Torpedo marmorata
einen Mlttelwert von 2.4 mmol / kg NaBgew1cht an und

fligt hlnzu daB die Mehrzahl ihrer MeBwerte (wie viele?)
"im Winter" bestimmt wurden. Sie betont, daB die Versuchs-
tiere im Sommer éinen wesentlich hdheren Calciumgehalt

aufweisen, leider ohne einen einzigen MeS8wert anzugeben.

Eine derartige jahreszeitliche Schwankung im Calcium-
gehalt wlirde natiirlich eine erhebliche Fehlerquelle fiir:

die Interpretation der MeBergebnisse darstellen. In

der vorliegenden Untersuchung wurde deshalb der Calcium-
gehalt im elektrischen Organ in allen Versuchstieren
pestimmt. Es konnte jedoch keinerlei jahreszeitliche
schwankung in der Calciumkonzentration fgstgestel;t
werden (Tabelle 1, S. 58). Lediglich in einigen Vor-
versuchen zur Perfusion von Gewebeblacken‘wurden lokale
calciumanreicherungen - vermutlich prézipitierte Cal-

ciﬁmphosphate - beobachtet, wenn der pH der Perfusions-
fliissigkeit nicht bei, 7.4 gehalten wurde (diese Vor-
versuche wurden nicht zur Auswertung herangezogen).

Babel-Guérin berichtet auch . iiber einen Caiciumeinstrom

in das elektrische Gewebe bei elektrischer Reizpng in
vivo und Feldstimulation von in vitro Pr&paraten (10 Hz,
6000 Impulse), der zu einer "40 bis 70"~-prozentigen Er-
héhung des "zelluldren Calciums"(nach der Nomenklatur -
der Autorin dasjenige Calcium, das nach dem Waschen

des Gewebes in Calcium—freier Losung iibrig bleibt) fiihren
soll (Babel-Guérin und Dunant, 1972a, 1972b; Babel-
Guérin, 1974). Tats&chlich zeigen ihre MeBwerte (Tab. 1
in Babel-Guérin;~1974) bei*stimulierung'in'Vi”“‘“"A") T
und in Gegenwart physiologischer Calciumkonzentrationen
(4.4 mM)fim,Inkubationsmeaium ("c", "I'" und "I") eine
Zunahme des "zelluliren Calciums" zwischen 12.5 (I').

und 75.% (A), aber die entsprechenden Mefwerte fiir das
unstimulierte Gewebe, selbst variieren zwischen 0.40 und
1.20 umoi‘/ g Gewebe, also um 200 %. Entsprechend ihren
Abschdtzungen zbr Calciumverteilung auf den Zelluldrraum
und Extrazelluldrraum folgt fiir den MeBwert von O.40 umol
"zelluldres Ca" / g Gewebé'ein Gesamtgehalt von 0.8 pmol ‘
Ca / g Gewebe, ein Wert der als ungewdhnlich niedrig er-
scheint (ebenso wie die¢0rgaﬁénEWOrt von 11:V). Es handelt
sich offenbar um den einen der beiden (!) in vivo stimu-
lierten Fische (Februar 1972). Der zweite Versuch wurde
von Babel-Guérin im Juni 1973 durchgefithrt (vgl. ihre

Fig. 2). In ihm nabm der Calciumgehalt bei Stimulierung
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nur um 8 % zu. Fernerhin betrug die Calciumzunahme in
Gegenwart von Curare 40 % (I), in Abwesenheit von Curare
aber nur 13 % (I', d.h. Probe vom selben Versuchstier!).
Aus diesem Experiment wurde dazu noch die These abge-
leitet, daB der Calciumeinstrom in prédsynaptische Zell-
elemente erfolge. Babel-Guérin kommt selbst zu dem
Schlu8, das diese MeBwerte (nach dem Waschen des Gewebes
mit einer Ldsung von’Saccharose und Harnstoff) "n'ont
pas é&té& constamment reproductibles".

in der vorliegendeﬁ Untersuchung wurde nie eine Zunahme
des Calciumgehaltes im elektrischen Gewebe als Folge der
Stimulierung (weder in vivo noch in vitro, in Gegenwart
oder Abwesenheit von Curare) gemessen. Die Beobachtung
einer erhdhten Austauschbarkeit des Calciums gegen 45Ca
nach elektrischer Reizung'(Babel—Guéfin, 1974; Babel-
Guérin et al., 1977) bleibt von dieser Kritik natlirlich
uhberﬁhrt. Die besprochene Arbeit verdeutlicht -jedoch,
wie irrefiihrend es sein kann, wenn aus Experimenten mit
Radioisotopen, die nur durch wenige quantitative Be-—
stimmungen des Metallgehaltes begleitet werden, auf
Nettoverdnderungen und Ionenfliisse geschlossen wird.

4.3, Die Calciumverteilung im elektrischen Gewebe

4.3.1. Vergleich mit_anderen Metallen

Im elektrischen Organ von Torpedo treten Natrium, Kalium,
Magnesium und Calcium, eowie Spuren von Eisen und Zink

auf - (Schmidt, 1975). Der geringe Eisengehalt ist wahr-
scheinlich hauptsachlich auf anwesendes Hamoglobin zu-
riickzufiihren. Der Zinkgehalt des Gewebes (1/3000-stel

des Natriumgehaltes) ist so klein, daB eine guantitative
Bestimmung in den Zellfraktionen Schwierigkeiten bereitet.

Wahrend Natrium, Kalium und Magnesium ilberwiegend als frei
geldste. Ionen vorliegen und in dem Cytoplasma-reichen

o - 12t =

iberstand S3 wiedergefunden werden, folgt das Calcium

in seiner Verteilung bei den Dlfferentlalzentrlfugatlonen
den Leitenzymen Cytochrom-c-Oxydase und Cholinesterase
(Tabelle 2, S. 60 und Tabelle 3, §S. 65) .

ZEhnliche Auftrennungen sind nur fiir anderes Untersuchungs-
material bekannt. Obwohl ein Vergleich durch die unter-

schledllqhgn_Praparat;onsschematamder-ernzeinen"Autoren”—

erschwert ist, stimmen die Werte doch darin iiberein,

daB Kalium in der "18slichen Fraktion" = s ) ange-
reichert wird (Gehirn~, Leber-~ und Nlerengewebe von
Meerschweinchen und Ratten, .Holland und Auditore, 1955;
Meerschweinchen- und Rattengehirn, Ryall, 1962,1964;
GroBhirnkortex des Kaninchens, Hanig et al., 1972), daB
Magne51um vor allem in Mikrosomen und der 16slichen
Fraktlon auftritt (Rlnder-Nebennlerenmark Borowitz

et al., 1965; exokrines Pandreas des Meerschweinchens,
Clemente und Meldolesi, 1975) und da8 Calcium mit den
schweren Zellpartikeln der vorgereinigten Mitochondrien-
fraktion assoziiert ist (Rlnder-Nebennlerenmark Borowitz
et al., 1965; Groshirnkortex des Kaninchens, Hanlg et al.,
19727 exokrines Pankreas des Meerschwelnchens, Clemente
und Meldo}e51, 1975).

Das Zink verteilt sich ungef&hr wie das Megnesium auf die
subzelluldren Fraktionen aus dem elektrischen Gewebe
(vgl. Schmldt 1975) , ohne daB es zu einer spe21flschen
Anrelcherung dieses Metalls in irgendeiner Fraktion
kommt (eine unspezifische Verteilung geringer Mengen an
Zink wurde auch von Borowitz et al. (1965) im Rinder-
Nebennierenmark beschrieben). Auserdem wurde Zink'auch
im Nervengewebe (von Euler, 1962; Hanig und Aprison,
1967; Ibata und Otsuka, 1968) und in den sekretorischen
B-Zellen des Pankreas (Okamoto und Kawanishi, 1966;
Pihl und Falkmer, 1967) nachgewiesen.

Im Vergleich zu den anderen Metallen £f&11lt also fiir das
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elektrische ebenso wie filir andere Gewebe generell die
Anreicherung des Calciums mit den Zellstrukturen der
vorgéreinigten Mitochondrienfraktion, P2, auf. Erst

die weitere Auftrennung dieser Fraktion auf Dichtegra-
dienten zeigte, daB das Calcium etwa proportional zur
mitochondrialen Cytochrom-c-Oxydase-Aktivit&t und nicht
zur Cholinesteraseaktivitét verteilt ist (Kap. 3.1.3.4.
und Abb. 13, S. 68). i

4.3.2. Ubersicht iiber den Calciumgehalt der Zellorganellen

Die folgende Aufstellung soll den Uberblick iliber den
Calciumgehalt der verschiedenen subzelluldren Fraktionen
erleichtern. Die einzelnen MeBwerte werden in spdteren

Kapiteln getrennt diskutiert.

Fraktion: . nmol Ca / mg Protein
Zellhomogenat 286
Zelltrimmer und -kerne (P ) . *190
vorgereinigte Mltochondrlen.(Pz) 477
vorgereinigte synapt. Vesikel (P3) - 445
Cytoplasma-reicher Uberstand‘(Sg)‘"‘““‘“”""19T
Mitochondrienfraktion 834
Fraktion der Nervenendigungen ’ 262
Nervenzellmembran-reiche Fraktion: 574
Fraktion der synaptischen Vesikel . 277

4.3.3. Der Calciumgehalt’éer Mitochondrien
i
H

Der Calciumgehalt der isolierten Mitochondrienfraktion

ist mit 834 mmol Ca / mé Protein besonders hoch, sowohl
im Vergleich zu dhderen\subzelluléren Fraktionen aus dem
elektrischen Organ als auch im Vergleich zu Mitochondrien-
fraktionen, die aus einigen anderen Geweben isoliert
wurden: 40 bzw. 113 nmol Ca / mg Protein im Rinder-Neben-
nierenmark (Borowitz et al., 1965; bzw. Serck—Hgnssen und
Christiahsen, 1973), 27 nmol Ca / mg Protein im exokrinen
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Pankreas des'Meerschweinchens (Clemente und Meldolesi,
1975) . Carafoli und Rossi (1871) zitieren flir verschie-
dene Gewebe Werte zwischen 10 und 90 nﬁol Ca / mg Proteln;
erwdhnen aber auch, daB bei glelchzeltlger Aufnahme von
Phosphat Werte bis zu 2600 nmol Ca / mg Protein erreicht
werden kdnnen. Versuche zur Aufnahme groBer Mengen an
Calcium ("massive- loadlng") wurden zuerst von Vasington
und Murphy (1961, 1962) an 1sollerten Mitochondrien der _ .

" Rattenniere in aeroben Medlen durchgefiihrt, die Mgz+, ATP

oder ADP, freies Phosphat und ein Substrat der Atmungs-
kette enthielten (vgl. auch Lehninger et al., 1967) .

Hohé Werte wurden fiir die Calciumbindungsképazitat der
isolierten Mitochondrien aus dem Gehirnkortex von Meer-
schweinchen (680 nmol Ca / mg Protein, Vickers und Dowdall,
1976) und dem Gehirn des Kaninchens (670 nmol Ca / mg
Protein, Lazarewicz et al., 1974) genannt, wdhrend sich in
der &lteren Literatur auch niedrigere Werte fiir die Mito-:
chondrien aus Rattengehirn (ca. 150 nmol Ca / mg Protein,
Lust und Robinson, 1970a) und dem Gehirnkortex des Meer~
schweinchens (270 nmol Ca / mg Protein in Gegenwart von
Quabain, Stahl und Swanson, 1969) sowie -den CalciumgéRalt
von Mitochondrien aus dem Grofhirnkortex von Kaninchen

(23 nmol Ca / mg Protein, Hanig et al., 1972) finden. Meh-

rere Mogllchkelten bieten sich zur Erklarung der groBen Unter-

schlede in den MeBwerten der einzelnen Arbeitsgruppen an.

1. ZunéchSt’ersc@einE/es als walirscheinlich, daB die
Mitochondrien von verschiedenen Versuchstieren und Ge-—
hirnarealen tats&chlich unterschiedliche Calciummengen
enthalten, zumal die Form der Nervenzellen, ihre Trans-
mitterspezifitdt und die Verflechtung mit Gliazellen, deren
Mitochondrien mit denjenigen der .Neurone wohl zum Teil
gemeinsam isoliert wurden, im.Zentralnervensystem von
Gebiet zu Gebiet verschieden sind. In einigen Arbeiten
(z.B. Stahl und Swanson, 1969; Lust und Robinson, 1970a)
wurde der Isotopenaustausch zur Berechnung der absoluten
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Calciummengen'benutzt, so daB wahfscheinlich zu niedrige
Werte erhalten wurden.

2. Bei den gebrduchlichen Verfahren zur Isolierung von
Mitochondrien aus Nervenendigungen (vgl. Whittaker und
Barker, 1972) werden die subzelluliren Organellen durch
osmotischen Schock aus den Nervenendigungen freigesetzt,
Es ist mSglich, daf die Fihigkeit der Mitochondrien,
Calcium zu binden, durch die hypotonen Suspensionsmedien
und die anschlieBende Zentrifugation in"bichtegradienten
htherer Osmolaritit beeintrichtigt wird. Bei dem Ver-
fahren zur Isolierung von Mitochondrien in isoosmolaren
Medien nach Ozawa et al. (1966) wurde meist unter Zusatz
von 0.1 mM EDTA gearbeitet (vgl. z.B.: Lust ‘und Robinson,
1970a; Lazarewicz et al., 1974); es erscheint denkbar,
daB EDTA den Calciumgehalt der Mitochondrien durch
Komplexierung des herausdiffundierenden Erdalkalimetalls
(Verschiebung des chemischen Gleichgewichts zwischen
freiem und mitochondrialem Calcium) erniedrigt (vgl.
Stahl und Swanson, 1969). In der'vorliegenden'Unter—
suchung wurden deshalb hypotone und EDTA-haltige Medien
bei der Isolierung der Mitochondrien wvermieden. -

3. SchlieBlich zeigt diese Untersuchung (Kap. 3.2. und.
3.3.1.), daB Mitochondrien in verschiedenen funktionalen
Zustdnden vorliegen k&nnen, die sich morphologisch und
biochemisch durch ihren Calciumgehalt unterscheiden lassen.
Besonders wichtig erscgeint der Befund, daf die Anwesen-
heit von Alkalimetallionen zur Freisetzung des Calciums-
aus den isolierten Mit&chondrien fihrt, -da in vielen
Untersuchungen Alaklimétall—haltige Ldsungen zur Iso-
lierung und, bei'Studién zur Calciumaufnahme, zur Inku-
bation verwendet wurden. Der hohe Calciumgehalt der Mito-
chondrien aus dem elektrischen~0rgan von Torpedo konnte
in der vorliegenden Arbeit festgestellt werden, weil die
Alkalimgtallkonzentration des (Natrium—reiqhen) Gewebes
schon vor dem ersten Homogenisieren durch Zusa£z iso-
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osmolarer Glycinl&sungen herabgesetzt wurde (Kap. 2.5.3.).

Es wird vermutet, da8 der Calciumgehalt der Mitochondrien
in vielen Verdffentlichungen unterschitzt wurde und das
durch Unfersuchungen zur "Calcium-Aufnahme" mit 45Ca

im wesentlichen ein Isotopenaustausch mit‘ﬁberlagerter

Nettoaufnahme, je nach der Vorbehandlung der Mltochondrlen,

gemessen"wurde (vgl ‘Clemente und Meldolesi, 1975, als

Beispiel fiir eine griindlichere Untersuchung zur Unter-
scheidung zwischen Ca-Gehalten und -Austauschphinomenen) .
So berichten z.B. Lust und Robinson (1970a), daB8 die nach
der Methode von Ozawa et al. (1966), nicht aber die nach
der Methode von Gray und Whittaker (1962) isolierten
Mitochondrien aus Rattengehirn die Féhiékeit zur Auf-
nahme von 45Ca zeigten, obwohl die nach der letzteren
Methode isolierten Mitochondrien doppelt so hohe Gehalte
an mitochondrialen Leitenzymen und ultrastrukturell
besser erhaltene Membranen aufwiesen. Sie vermuten einen
zerstdrerischen EinfluB der hypertonen Saccharoseldsungen
auf die Fdhigkeit der Mitochondrienmembranen zum Calcium-—
transport, ohne _zu diskutieren, . daB die nach der Methode
von Gray und Whittaker (1962) isolierten Mitochondrien
vielleicht gerade wegen ihrer gut erhaltenen Membranen
weniger Calcium austauschen und weniger 45Ca aufnehmen,
weil sie einen gr&Beren Anteil ihres endogenen Calcium-
gehaltes wihrend der Priparation behalten.

Die alternative ﬁéglichkeit, dag die in der vorliegenden
Untersuchung beschriebenen Mitochondrien ihren hohen
Calciumgehalt erst wihrend der Préparation durch Calcium-—
aufnahme erworben haben, erscheint unwahrscheinlich,

welil sie eine spezifische Wwirkung des Glycins auf die
Mitochondrien der unstimulierten Organe erfordern wiirden,
die durch Carbachol verhindert wird: Denn der Calcium-
gehalt in der die Mitochondrien umgebenden L&sung (52)
von stimuliertem Gewebe war ja sogar h&her als derjenige
von Kontrollprédparationen. Auch die M8glichkeit, daB die



- 126 -

Mitochondrien von stimulierten Organen wdhrend der
Isclierung weniger Calcium h&tten aufnehmen kdnnen,

weil das Homogenisationsmedium infolge der elektrischen
Reizung an ATP verarmt war, kann ausgeschieden werden,
weil das Verhdltnis von ATP zu ADP im Inkubationsmedium
keinen EinfluB auf die Calciumaufnahme von Mitochondrien
hat (Lazarewicz et al., 1974; vgl. auch Lehninger et al.,
1967) . i

Im folgenden soll abgesch&tzt werden, welcher Prozent-
satz des Calciumgehaltes im elektrischen Gewebe an
Mitochondrien gebunden ist. Das Verh&ltnis von Calcium-
gehalt zu Cytochrom-c-Oxydase-Aktivitdt ist in den
Fraktionen der Mitochondrien und Nervenendigungen etwa
gleich (12.8 bzw. 12.3 pymol Ca / IU; 1 IU = 1 umol
Cytochrom ¢, das pro min oxydiert wird; vgl. Tab. 9,

S. 98). Eine Kontamination der Fraktion der Nervenendi-
gungen mit freien Mitochondrien scheidet aus, da sich
der Calciumgehalt der Fraktion der Nervenendigungen,
anders als dei der MitOChondrienfraktion durch die
elektrische Stimulierung micht &ndert. Man kann aber
vermuten, daB def gréfte Teil des Calciums der Nerven-
endigungen in den terminalen Mitochondrien lokalisiert
ist. Da der Calciumgehalt . des neuronalen Cytoplasmas
vernachlédssigbar geringfist (‘IO-'6 M, vgl. Blaustein,
1974), kann der Beitrag: der Mitochondrien zum Calcium-
gehalt der Nervenendigu?gen niherungsweise abgeschidtzt
werden, wenn manuannimmﬁ, daB das gesamte Calcium der
Nervenendigungen entwedér in Mitochondrien oder an die
Partikel der Nervenzellmembran-reichen Fraktion (Kap.
3.1.3.6.) gebunden vorliegt. Diese Annahme erscheint in-
sofern gerechtfertigt, als in der Nervenendigung als
Weitefe iellorganellen (neben filamentdsen Strukturen)

nur die synaptischen Vesikel auftreten, deren Membran unter

den gegebenen Vérsuchsbedingungen'(Kap. 2.5.5.) ebenfalls
zum Zerplatzen gebracht und wahrscheinlich gemeinsam

mit den Zellmembranen isolieit wurde (Schmidt und Tashiro,
unverdffentlichte Ergebnisse).

Da nach dem Schocken mit Wasser im Mittel 14.8 % des
Proteingehaltes der Fraktion der Nervenendigungen in

m__der_mi$~2ellmembraﬁen~anqereichertep—Fraktfdn”Tabzﬁg:'“

lich der Verunreinigung durch Mitochondrien, wvgl. Kap.
'3.1.3.6.) wiedergewonnen wurden, entsprechen die in ihr
gemessenen 574 nmol Ca / mg Membranprotein (0.148 x 574 =.)
85 nmol Ca / mg Protein der Nervenendigungen. Von den
262 mmol Ca / mg Protein in der Fraktion der Nervenendi-
gungen (Kap. 3.1.3.5.) sind also 68 g (= 2622g285) den
Mitochondrien zuzuordnen. Dieser Wert entspricht einem
mitochondrialen Calciumgehalt von 8.4 umol / IU Cyto-
chrom-c-Oxydase-Aktivitit (Mitochondrienfraktion: 12.8).
Da sich die Cytéchrom—c—Oxydase—Aktivitét der Pripara-
tionsvorstufe P, im Verhdltnis 2 zu 5 auf die Fraktionen
der Nervenendigungen und*deriMitochondrien verteilt
(vgl. Abb. 13, 8. 68), kann fiir den Bodens;tz“?Z_g;n
mittlerer auf das Leitenzym bezogener Gehalt von

((2 x 8.4 +5x 12.8)/7 =) 11.5 umol mitochondriales

Ca / IU Cytochrom-c-Oxydase-Aktivitit berechnet werden.
Nimmt man - in einer notwendigerweise groben - Nidherung

an, 'daB die Mitochondrien in allen anderen Préparations-—
vorstufen den gleichen duréhschnittlichen Calciumgehalt
aufweisen, dann ‘kann mit Hilfe der Cytochrom~c-Oxydase-
Aktivitdten in’'der Tabelle 2 (S. 60) die Gesamtmenge des
mitochondrialen Calciums abgesch#dtzt werden (dabei wird
die Cytochrom-c-Oxydase~Aktivitit der Fraktion P1GP1’ die
aus meBtechnischen Griinden schwierig zu bestimmen ist,
durch die Enzymaktivitdt der Fraktion P1 approximiert) .
Die Rechnung ergibt, daB in den Fraktionen P1, Py P3
und S3 Zusammen 2.53 umol mitochondriales Calcium je g
Gewebe vorliegen. Das sind 94.8 % des gesamten Calcium-

gehaltes im elektrischen Organ.\Wegen der notwendigen Ab-

L
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schidtzungen kann dieser Wert nur als grobe Né&herung
betrachtet werden. Er vermittelt jedoch einen Eindruck
von der Bedeutung der Mitochondrien im Calciumstoff-
wechsel des elektrischen Gewebes.

Insgesamt wurden nach der subzelluldren Fraktionierung
82 % der Cytochromjp—Oxydase-Aktivitat wiedergefunden,
33 % ;n der vorgereinigten Mitochondrienfraktion, PZ’
und 16 % der gesamten Aktivitdt in der Mitochondrien-
fraktion der Dichtegradienten (vgl. Tab. 2, S. 60 und
Abb. 13, s. 68).~Pie entsprechenden Ausbeuten fiir das
Calcium betragen 98 %, 40 % und 17 % (die etwas hSheren
Ausbeuten fliir das Erdalkalimetall erkl&ren sich durch
die Labilitdt des mitochondrialen Leitenzyms und, in
der Fraktion P,, durch die Anwesenheit von Calcium-hal-
tigen Membranen). Die Ausbeute und Verteilung der Cyto-
chrom—c—Oxydaée und die Ausbeute des Calciums &#nderten
sich nicht durch die elektrische Stimulierung des Ge-
webes, ’

4.4, Calciumfreisetzung aus den Mitochondrien infolge

elektrischer Reizung I

Bei elektrischer Reizung des Gewebes mit SOOO,Impulsen

(5 Hz) werden 77 $ des mitochondrialen Calciums freige-
setzt. Das ausgeschiittete Calcium konhﬁe in den Cyto-
plasma-reichen Fraktionen der Differentialzentrifugationen
wiedergewonnen werden./Dﬁrch Reizung mit unterschied-

lich vielen Stimuli w@rde gezeigt, daB das AusmaB der
Calciumausschiittung a@s den Mitochondriéh‘sowohl der re-
lativen Abnahme der'ogganantwort als auch dem Abfall

des Acetylcholi@gehaltés in der Fraktion der isolierten
Nervenendigungeﬁ proportional ist. Die kovariante Ver-
dnderung des elektrophysiologischen Parameters und der
beiden biochemischen MeBgr&Ben in zwei verschiedenen
subzelluldren Fraktionen weist darauf hin, dag die
Calciumfreisetzung aus den Mitochondrien und die éholinerge

S P

Erregungsiilbertragung miteinander in engem Zusammenhang
stehen.

Die Calciumfreisetzung aus den Mitochondrien war weniger
deutlich ausgeprdgt, wenn ungefrorenes Gewebe zur
Prdparation verwendet wurde, weil unter diesen Bedingungen
nur ein Bruchteil der Mitochondrién in der sogenannten
vergefeinigten-Mitochondrienfraktion‘{crudé“ﬁﬁfabhbﬁdrial
fraction, P2) angefeichert war. Ahnlich wie fiir andere
subzelluldre Organellen (synaptische Vesikel) scheint

auch flir die Mitochondrien das Einfrieren des elektrischen
Gewebes die Methode der Wahl zu sein, um die Zellmembranen
auf;ubrechen. »

Die beobachtete Calciumfreisetzung kann nicht durch eine
artifizielle Umverteilung der Mitochondrien infolge der
Stimulierung erkl&drt werden, da sich der Calciumgehalt
nicht nur absolut, sondern auch relativ zum Proteingehalt
und zur Cytochrom-c-Oxydase-Aktivitit im selben AusmaRl
verminderte. Auch war die Calciumausschiittung spezifisch
fir dieses Erdalkalimetall, denn der Magqgfig@—, Kalium-

und NaEiiumgehalt der vorgéreinigten Mitochondriénfrak—

tion &dnderten sich bei der elektrischen Reizung nicht
(Tabelle 8, S. 85).

4.5% Zum Calciumstoffwechsel def Eléktroplaquezellen

Die Elektropﬂaquezellen stammen embryonal von der Branchial-
muskulatur ab. Abgesehen von ihren markanten Mitochon-
drien, erscheinen sie elektronenoptisch als leer. Ein
endoplasmatisches Retikulum ist in diesen Zellen kaum
entwickelt (Abb. 22, S. 93; vgl. auch Whittaker und
Zimmermann, 1976). Es ist deshalb wahrscheinlich,

daB das Calcium der Elektroplaquezellen in Mitochondrien
gespeichert wird.

Die biochemische Analyse der Leitenzyme allein erlaubt
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nicht, zu entscheiden, ob invder Mitochondrienfraktion

der Dichtegradienten die prid- oder postsynaptischen
Mitochondrien isoliert wurden, oder ob beide Mitochondrien-
populationen in dexr Fraktion enthalten waren. Auch eine
Zuo£dnung der Calciumfreisetzung zu den Mitochondrien

der Nervenendigungen oder/und der Elektroplaquezellen

ist daher nicht direkt mdglich.

Um zwischen den Alternativen zu unterscheiden, wurde das
elektrische Gewebe mit d-Tubocurarin perfundiert, bis

die Organantwort auf einzelne Testimpulse auf 4 % (in
vitro) bzw. 7 % (ih situ) der Ausgangsamplitude abge-
fallen war. AnschlieBend wurde das Gewebe mit 5000
Impulsen (5 Hz) repetitiv gereizt. Bei Applikation von
Curare war der Abfall im Calciumgehalt der Mitochondrien-
fraktion von 77 % auf 40 £ (in situ) beziehungsweise

von 69 % auf 24 % (in vitro) erniedrigt. Da die Trans-
mitterfreisetzung durch das Pharmakon nicht beeintréchtigt
war, zeigt die Verminderung der Calciumfreiéetzung an;

daB etwa die H&lfte bis 2zwei Drittel der isolierten
Mitochondrien postsynaptischen Ursprungs sind.

Ob der Calciumfreisetzung aus den postsynaptischen Mito-
chondrien eine spezifische Funktion im elektrischen Ge-
webe zukommt, bleibt unbekannt. Chang und Neumann (1976)
haben iiber einen hohen Calciumgehalt des isolierten
Acetylcholin-Rezeptors von Torpedo californica und
Electrophorus electricué berichtet. Die Acetylcholinbin-
dung an den isolierten%Rezeptor fihrt zur teilweisen
Abldsung des Calciums,%und sie wird durch Calcium ge-
hemmt. Es liegt‘jedoch'$eine einfache kompetitive Hemmung
durch Bindung an‘ein eihziges aktives Bindungszentrum
vor, da o-Bungarotoxin, das die Acetylcholinbindung an
den Rezeptor hemmt, nicht ebenfalls zur Hemmung der
Calciumbindung fiihrt, sondern vielmehr eine Wiederauf-
nahme dés durch Acetylcholin verdréngten Calciums indu-
ziexrt. Es ist méglich, das8 das aus den Mitochondrien

ausgeschilittete Calcium einen regulatorischen Effekt aus-

ibt, indem es eine bestimmte Konformation des Acetyl- .

chdlin—Rgzeptors stabilisiert, und damit das AusmajB

der Acetylcholinbindung einschrinkt (vgl. Schmidt und

Raftery, 1974). Eine Beeinflussung der Aktivierbarkeit

des Acetylcholin-Rezeptors durch Calcium und andere

mehrwertige Metallkationen wurde auch an der neuro-
-—~—musku&éren—EndpLatte~nachgewiesen“fvgiz”Uenkinson,

1960; Lambert und Parsons, 1970).

Eine weitere M&glichkeit ist, daB das postsynaptisch
ausgeschiittete Calcium die Elektroplaquezelle verl&iB8t
und als trophischer Faktor auf die Nervenendigung riick-
wirkt. Der erhdhfe Calciumeinstrom in den synaptischen
Endknopf kdnnte so die Transmitterfreisetzung verstérken.
Wegen der relativ groBSen Diffusionswege kommt dieser
Reaktionsmechanismus nur flir mittel- und langfristige
Wirkungen in Frage. Ein retrograder Calcium-Transfer
von den postsynaptischen in die prasynaptischen Axone
der Riesensynapse von Loligo wurde durch elektronen-
mikroskopische Untersuchungen im Anschluﬁ an dle ionto-
*Eﬁagéilsche Injektion von CaléiﬁﬁiShén in das post-
synaptische Axon nahegelegt (Martin und Miledi, 1978).

SchlieBlich ist es denkbar, daB es sich bel der Calcium-:
frelsetzung aus-den Mltochondrlen der Elektroplaquezellen
um eine: reine Reminiszenz des Muskelgewebes handelt.
Sowohl fiir die Skelett- und Herzmuskulatur (vgl. Kap.
1.1.1.) als éuch fiir die glatte Muskulatur (Batra, 1975;
Deth und van Breemen, 1977) wurde eine Beteiligung der
Mitochondrien an der Regulation der cytoplasmatischen
Calciumkonzentration diskutiert. Ein direkter Nachweis

fir die Freisetzung von Calciumionen aus den Mitochondrien
konnte allerdings nicht erbracht werden. M&gliche Me-
chanismen der Calciumaufnahme in die Mitochondrien, die
préferentiell zur oxydativen Phosphorylierung stattfindet,
werden bei Lehninger et al. (1967) besprochen. Kiirzlich
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wurde auch die Isolierung'eines Calcium-Trégermolekiils
aus déer inneren Mitochondrienmembran des Herzmuskels

beschrieben (Jeng et al., 1978).

Im Zusammenhang mit Unteréuchungen, in denen auch eine
préisynaptische Wirkung von d-Tubocurarin vermutet wurde
(vgl. del Castillo und Anderson, 1974), sei erwdhnt,
daB in der vorliegenden Arbeit-kein Hinweis—auf einen’
signifikanten EinfluB8 des Pharmakons auf den Acetyl-
cholingehalt der Nervenendigungen "vor" oder nach elek-
" trischer Reizung beobachtet wurde (Tab. 9, S. 98).

4.6. Der Calciumstoffwechsel der Nervenendigungen

4.6.1. Mitochondrien

4.6.1.1. Calc1umausschuttung in Gegenwart von d- Tubocurarln

..... D R R AL R R

Auch unter Bedingungen, unter denen die Organantwort
durch d-Tubocurarin zu 93 bis 96 % unterdriickt war,

konnte die stlmulatlonsbedlngte Calc1umausschuttung aus
den Mitochondrien nicht vollst&ndig, sondern nur von

77 % auf 40 % (in situ), bzw. von 69 % auf 24 % (in vitro)
reduziert werden (die MeBwerte fiir die Calcium—~ und Ace-
tylcholinausschiittung fallen in den in vitro Versuchen
stets etwas niedriger aus, wenn die zur Isolierung der
Mitochondrien und Nervenendigungen verwendeten Gewebe-
proben nicht vollstandlg deckungsglelch mit dem Inner-
vatlonsberelch des gerelzten zufihrenden Nerven\51nd)

Da das AusmaB der Calc1umfrelsetzung aus-deén Mitochondrien
der relativen Abnahme dgr Organantwort proportlonal

ist, kann der unbeeinfluBte Anteil der Calciumfreisetzung
nicht durch die Qenigen‘(cat 5 %) unblockierten Elek~-
troplaguezellen erkldrt werden. Es ist deshalb sehr wahr-
scheinlich, das die in Gegenwart von Curare beobachtete
Calciﬁmausschﬁttung aus den Mitochondrien der Nerven¥
endlgungen erfolgt Es wurde berechnet (Kap. 3‘2 2.4.),
das 43 % (1n sltu), bzw. 28 % (in vitro) des Calciumabfalls

in der Mitochondrienfraktion présynaptischen Mitochondrien
zuzuschreiben ist, die offenbar aus aufgebrochenen Ner-
venendigungen stammen und gemeinsam mit den postsynap-
tischen Mitochondrien»sedimentieren.

Der Abfall im Calciumgehalt der présynaptischen Mito-
chondrien infolge der elektrischen Reizung war in der

__EraktionuisoLierter-Nervenendigungen‘nibhf’zh”5€6b:”

achten  (Kap. 3.2.3.), da die in dieser Fraktion ent-
haltenen Mitochondrien im Inneren der membranumschlossenen
Nervenendigungen vorliegen und das Calcium wahrscheinlich
an das terminale Cytoplasma abgeben. Diese Konstanz

im Calciumgehalt der Fraktion der Nervenendigungen

stliitzt die Auffassung, daB die -erhdhte Calciumpermeabi—
litét der Nervenzellmembran das Aktionspotential nicht ‘
lange iiberdauert.

Durch Auswertung elektronenmikroskopischer Diinnschnitte
(Kap.l3.2.2.5.) wurde gezeigt, daB die présynaptischen
Mitochondrien etwa 30 % zum gesamten mitochondrialen
Volumen des elektrischen Gewebes beitragen. Ein Vergleich
mit den ok oben besprochenen biochemischen Daten legt nahe,
daB die pri- und postsynaptlschen Mitochondrien etwa mit
gleicher Ausbeute in der Mltochondrlenfraktlon ange-
relchert werden.

4.6.1.2. Interpretatlon der morphologischen Befunde

*ec e e e st cannona
v LR T T

Die Technik zur F1x1erung in Calcium-haltigen Fixierungs-=
18sungen nach Oschman und Wall (1972) wurde angewendet,

um zu gberprufen, ob sich die biochemisch festgestellten
Verdhderungen im Calciumgehalt der Mitochondrien auch
ultrastrukturell erfassen und zuordnen lassen. Bei un-
stimuliertem Kontrollgewebe wurde das gleiche ultra-
strukturelle Bild erhalten wie mit der iiblichen Fixjierungs-
methode nach Karnovsky (1965). Auch die Perfusion des
elektrischen Gewebes mit einer physiologischen Salz-

18sung (modifiziert nach Israél und Tuek, 1974) &nderte
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nicht das.morphologische Bild aer Mitochondrien. Sowohl
die pré@synaptischen als auch die postsynaptischen Mito-
chondrien waren frei von elektronendichten Ablagerungen,
wdhrend viele synaptische'Veéikel ein elektronendichtes
Granuium enthielten, wie es bereits frither fiir die
cholinergen Vesikel der elektrischen Organe von Narcine
brasiliensis (Bohan &t al., 1973; Boyne et al., 1974)
und Torpedo marmorata (Zimmermann und-Whittaker, 1974a;
Gautron und Blondet, 1978).und der neuromuskuliren End-
platte des Frosches-. (Politoff et al., 1974) gezeigt
worden ist. Durch Kombination der Réntgenfluoreszenz-
analyse mit ultrastrﬁkturellen Methoden wurde ein hoher
Calciumgehalt auch in den Serotonin-haltigen Granula
der Blutpl&ttchen des Menschen (Martin et al., 1974)
und in neurosekretorischen Vesikeln aus verschiedenen
Versuchstieren nachgewiesen (Jod et al., 1977; Normann
und Hall, 1978).

Nach elektrischer Reizung waren‘in den.Mitochdndrien deé
elektrischen Organs von Torpedo ausgeprégte elektronen-
dichte Granula zu erkennen. Wenn die gereizten Gewebe-
bldcke mit d-Tubocurarin perfundlert wofééﬁﬁwaren, wurden
diese Ablagerungen ausschlieglich in den prdsynaptischen

Mitochondrien beobachtet.

Derartige elektronendichte Ablagerungen wurden auch in
den Mitochondrien der Kr&tenblase (in situ und in iso-
lierten Zellen), und in iéolierten Mitochondrien der
Rattenniere nach Inkubatron in Calclum—haltlgen Medien
(Peachey, 1964) und nach Perfu51on des Gewebes mit hohen
Calciumkonzentrationen odgr Prdinkubation mit Oxalat in
der Herzmuskulatur des Saﬁgers (Legato et al., 1968;
Diculescu et al., 1971) beschrieben. Greenawalt et al.
(1964) wiesen nach, daB die Gr&Be der elektronendichten
Ablagerungen vom AusmaB der "Beladung" mit Calcium und
' Phosphat ébhéngt (vgl. auch Brierley und Slauttefback,
1964) , und daB die Mitochondrien der Rattenleber ihre
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pichte, und folglich ihr Sedimentationsverhalten, &ndern,
wenn sich in ihnen Calciumphosphat-Ablagerungen bilden.

um Artefakte durch unterschiedliche Sedimentations-
xoeffizienten der Calcium-reichen und -armen Mitochondrien
auszuschlieBen, wurden in der vorliegenden Arbeit die
calciummeSwerte sowohl auf den Proteingehalt der je-
weiligen Fraktion éls auch auf das mitochondriale Leit-

-.enzym Cytochrom-c=Oxydase.bezogen.--Greenawalt-et--al.—--

(1964) berichten auch, daB 23% ihrer’Mitochondrienpopu—
lation keine Fdhigkeit zur Calciumakkumulation besaBen.

Es mag ein reiner Zufall sein, daf ebenfalls 23 %

des Calciumgehaltes der Mitochondrienfraktion von Torpedo
durch die elektrische Reizung nicht freigesetzt wurden.
Ebenso wie von anderen Autoren (Greenawalt et al., 1964;
Yates und Yates, 1968) wurde auch in der vorliegenden
Unfersuchung im Zentrum der Calciumablagerungen in den
pré&synaptischen Mitochondrien oft ein weniger elektronen-
dichter Bereich beobachtet (vgl. Abb. 24, S. 96), widhrend
die Granula der postsynaptischen Mitochondrien (Abb. 26,
S. 97) "eher den von Greenawalt et al. (1964) beschriebenen
“normalen" Granula gleichen. Calciumablagerungen wurden
4UCH iR den Mitochondrien der Rattenleber nach Vergiftung
mit Tetrachlormethan (Reynolds, 1965) und interessanter-
weise nach Injektion von Strychnin in den Mitochondrien
der Motoneurone im Riickenmark der Ratte (Yates’und Yates,
1968) nachgewiesen. Strychnin wirkt am Motoneuron wahr-
scheinlich tiber eine .Blockierung der postsynaptischen
Inhibition durch /‘Glycin (vgl. Burgen und Mitchell, 1972);

Eine methodische Verbesserung wurde 1972 von Oschman und
Wall durch eine Fixierungstechnik mit Calcium-haltigen
Fixierungsl8sungen eingefithrt (vgl. auch Sampson et al.,
1970) , mit der Calciumablagerungen an Zellmembranen des
Riesenaxons der Tintenschnecke (Hillman und Llinas,
1974; Oschman et al., 1974) und anderer Gewebe nachge-
wiesen wurden. In den Mitochondrien des oberen Cervikal-
ganglions der Katze (Parducz und joé, 1976) und der
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isolierten Synaptosomenfraktion aus dem GroBShirnkortex
der Ratte (Parducz et al., 1977) konnten die Calcium-
ablagerungen nur nach vorangegangener elektrischer
Reizung oder nach Stimulierung mit erhéhten Kalium-
chlorid-Konzentrationen beobachtet werden. DaB es sich
bei den elektronendichten Ablagerungen tats&chlich um
Calciumphosphate handelt, wurde von mehreren Autoren
durch Analyse des Réntgenflﬁoreszenzspéktrums belegt,
das beim BeschuB einer kleinen Probefliche des Schnittes
mit dem gebiindelteh Elektronenstrahl erhalten wird
(Diculescu et al., 1971; Hillman und Llin&s, 1974;
Oschman et al., 1974; Hall, 1975; Parducz und Job, 1976).

Obwohl elektronendichte Calciumphosphat-Ablagerungen von
vielen Autoren in verschiedenen Geweben nachgewiesen
worden sind, konnten bisher weder die Voraussetzungen
fir ihr Auftfeten noch ihre eventuelle physiologische
Funktion aufgekldrt werden. Flir die cholinergen Vesikel
wurde eine Bindung der Calciumionen an das ATP im Vesikel-
lumen vorgeschlagen (Boyne et al., 1974, 1975), und fiir
die Calciumbindung an die Membranen des Riesenaxons der
Tintenschnecke wurde ein spezifisches Calcium bindendes
Protein (Alemd et al., 1973, 1974) in Erwldgung gezogen
(Hillman und Llinis, 1974; Oschman}et al., 1974).

In der vorliegenden Untersuchung wurde gezeigt, daB
Calciumablagerungen gerade‘in denjenigen Mitochondrien
beobachtet werden konnen, die - den biochemischen Unter-
suchungen zufolge - 1hren Calciumgehalt zuvdor verloren
hatten. Es wird angenommen, daB diese Mitochondrien be-
sonders groBe Mengen aniCalcium aus der Fixierungsl&sung
aufnehmen. Die Calciumaufnahme‘kénnte Uber ein spezielles
Trdgermolekiil erfolgeﬁ, déé Wéﬁrend der frithen Phasen
der Fixierung noch teilweise funktionsfdhig ist. Es ist
auch mdglich, dag ein Protein~ oder Lipidbestandteil

der Mitochondrienmatrix oder der Cristae eine bésonders
hohe Bindungskapazitdt fiir Calcium besitzt. Die bevor-

e ——— ot
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zugte Ablagerung von Calcium in den présynaptischen
Mitochondrien kdnnte auch eine erhdhte Calciumpermeabi-
1itdt der Nervenzellmembranen nach tetanischer Reizung
wiederspiegeln. In jedem Fall bildet die vorangehende
Stimulierung und Calciumfreisetzung eine notwendige
Bedingung fir die Ausbildung der Calciumgranula. Die
bloBe Gegenwart von Calciumionen im Fixativ ist hingegen

—ebenso--wie--die Injektion-ven-Caleium—-in-die-Nerven- —-——--

endigung (Martin und Miledi, 1978) keine hinreichende
Voraussetzung.

4.6.1.3. Calc1umfrelsetzung aus den Mltochondrlen und

................ LR e R R e

Kompartimentierung der Nervenendlgung

....... e s s e st s eat e s s et r e st nsne e

Ebenso wie eine Vielzahl anderer sekretorischer Systeme
(vgl. Kap. 1.1.2.1.) bendtigen die cho%inergen Nerven-
endigungen Calciumionen, um funktionsfihig zu bleiben
(Harvey und MacIntosh, 1940). In der Einleitung zu

dieser Arbeit (Rap. 1.1.2.2.) s$ind die wichtigsten
experimentellen Befunde zusammengestellt, mit denen ge-
zeigt worden ist, daB bei Aktivierung ein Calciumeinstrom
(Hodgkin und Keynes, 1957) durch Natrium- und speziali-
sierte Calciumkan&le (Baker et al., 1971) in das Axon

und in die isolierten Nervenendigungen (Blaustein und
Wiesmann, 1970; Blaustein, 1975; Blausteiniund Goldring,‘
1975; Blaustein und Oborn, 1975; Blaustein und Ectof,
1976)\stattfindet, der die Acetylcholinfreisetzung zur
Folge hat (Miledi, 1973; Michaelson und Sokolovsky, 1978).

Es ist aber nicht der Calciumeinstrom als solcher, der
die Transmitterausschiittung ausl®st, sondern die erhdhte
intraterminale Konzentration an freien Calciumionen
(Miledi, 1973). Daher konnte auch durch Inhibitoren der
Atmungskette, der oxydativenkPhosphorylierﬁng und der
Calciumaufnahme in-die Mitochondrien die spontane Ace-
tylcholinfreisetzung aus der Nervenendigung verstirkt
werden. Da die Calciumleitfshigkeit der Nervenzellmembran
wdhrend des Aktionspotentials erhsht ist, kann die intra-
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' terminale Calciumkonzentration, und mit ihr zugleich

die spontane Tiansmitterausschﬁttung, durch niederfre-
quente (0.09 bis 2 Hz) Reizung von Nerv-Muskel-Pr&-
paraten in Calcium-freier L®sung kiinstlich vermindert
werden (Erulkar et al., 1978). Bei hochfrequenter Reizung
(10 bis: 100 Hz) wurde jedoch auch unter diesen Bedingungen
eine Zunahme der Miniaturendplattenpotentiale beob-
achtet (Erulkar und Rahamimoff, 1978). -Durch dieses
Ergebnis und weitere indirekte Befunde (Kap. 1.1.2.3.)
wird nahegelegt, daB Calcium auch aus intrazelluldren
Quellen zuxr Verfligung gestellt werden kann.

Obwohl die Ausschiittung von Calciumionen aus den Mito-
chondrien und die Abl&sung von Calciumionen von der Zell-
membran flir das cholinerge Neuron und. verschiedene

andere sekretorische Zellen wiederholt postuliert worden-
sind (Kap. 1.1.2.3.), konnte bisher filir keine dieser
Zellorganellen eine Calciumfreisetzung gezeigt werden.
Dieser Nachweis wurde mit der vorliegenden Untersuchung
fiir die Mitochondrien der cholinergen Neurone erbracht.

Es mag zunichst iiberraschen, daB die cholinerge Nerven-
endigung lber mehrere Mechanismen, die cytoplasmatische
Calciumkonzentration anzuheben, ﬁerfﬁgt. Quantitative
Untersuchungen (Llinds und Steinberg, 1977) verdeut-
lichen jedoch, daf der Calciumeinstrom in die Nerven-
endigung nur jene synaptischen Vesikel erreicht, die in
unmittelbarer Ndhe (ca. 450 nm).zu den aktiven Zonen

der Transmltterfrelsetzung (Couteaux und Pecot—Dechava551ne,
1970) postiert sind. Es: erschelnt jedoch als sehr un-
wahrscheinlich, dandle}Calclumlonen in der verfligbaren
Zeit geniligend weit diffﬂhdieren kdnnten, um jene Spei-
chervesikel zu mobilisieren, die sich weiter im Innern
des synaptischen Endknopfes befinden. Die Calciumfrei-
setzung aus den Mitochondrien wahrend tetanlscher Reizung
konnte dazu beitragen, auch diese Ve51kel zu akt1v1eren.

Die hervortretenden Ahnlichkeiten zwischen jenen sekre-
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torischen Systemen, in denen das Sekrét exocytotisch aus
Speichergranula freigesetzt wird (Kap. 1.71.2.), lassen
vermuten, daB durch eine Ubertragung der hier verwen-
deten Untersuchungsmethoden auf andere sekretorische
Systeme vergleichbare Ergebnisse erzielt werden k&nnen.

4.6.1.4. Bezlehung zu elektrophysiologischen Untersuchungen

D I I I R I I R i S e

_——Es—rst—bere1t5“se1t'1angerer'zelt“bekannET‘aaB’ale T

wiederholte Benutzung einer Synapse zu einer deutlichen
Vergrd8erung der synéptischen Potentiale und einer.

erhdhten Frequenz der Miniaturendplattenpotentiale

flihrt (synaptische Potenzierung). Dabei k&nnen vier

Prozesse unterschieden werden, die sich in ihren Zeit-
konstanten (in Klammern) unterscheiden: die schnelle
Facilitation (~ 50 ms), die langsame Facilitation (~ 300 ms),
die Augmentation (~ 7 s) und die Potenzierung (> 20 s),

die nach einem Tetanus viele Minuten bis Stunden an-

dauern kann.

.Die schnelle Facilitation ist mit der Hypothese erkl&rt
worden (Katz und Miledi, 1968), das die wihrend des
'Aktionspotentials einstrSmenden Caiciﬁﬁiéﬂéhréﬂ éer
Innenseite der Nervenzellmembran ein Reservoir von
"aktivem Calcium" aufbauen, das die quantenhafte Acetyl-
chollnausschuttung potenziert. Die Tatsache, dag die . '
Facilitation die Freisetzungsperiode um mehr als das
Hundertfache {iberdatert, kann im Rahmen dieser -Hypothese
nur daduréh erklért werden, daB eine nichtlineare Ge-
schwindigkeitsgleichung filir die Inaktivierung des Calciums
postuliert wird. AuBerdem weisen die Autoren darauf hin,
daB eine geringe langsame Facilitation auch in Abwesen-
heit von extrazelluldrem Calcium beobachtet werden konnte.
Auch die posttetanische Potenzierung ist erst mit dem
Einstrom von Natrium- (Birks und Cohen, 1968), dann mit
dem von Calciumionen (Weinreich, 1971) aus dem Inkuba-

tionsmedium in die Nervenendigung erklért worden. Die



- 140 -

von Weinreich erhobenen Daten legen nahe, daB die pPost-
tetanische Potenzierung vom Metabolismus der Nerven-—
endigung abhingig ist, ein Effekt,der der Natriumpumpe
in der Zellmembran zugeschrieben wurde. Tetanische
Reizung vermag aber auch in Abwesenheit von extra-
zellulérem Calcium die posttetanische Frequenz der
Miniaturendplattenpotentiale zu erhdhen (Miledi und
Thies, 19714.Eru1kar und Rahamimoff, 1978). Fiir die
Augmentation (Magleby und Zengel, 1976) ist Kein
molekularer Mechanismus vofgeschlagen worden, aber

die Ahnlichkeit mit der Facilitation und der Potenzierung
legen nahe, daB auch dieses Phinomen durch Calciumionen
ausgeldst wird.

‘Es wird vorgeschlagen, daB die in Abwesenheit von extra-
zelluldrem Calcium zu beobachtende Facilitation und post-
tetanische Potenzierung durch Calciumfreisetzung aus den
Mitochondrien erklirt werden kann, da sie die Abldsung
der Calciumionen von der plasmatischen Seite der Nerven-
zellmembran verhindert.

4.6.2. Nervenzellmembranen

Auch die Plasmamembran cholinerger Neurone (z.B.: Statham
und Duncan, 1976) ﬁnd anderer sekretorischer Zellen

(z.B. Nebennierenmark: Douglas und. Rubin, 1961, siehe
auch Douglas, 1975a&; exokrlnes Pankreas: Matthews et al.
1973; Petersen und Ueda,[1975 Kondo und Schulz, 1976;
Speicheldrilisen: Berridge et al., 1975; Mastzellen:
Douglas, 1975b; Cochrane und Douglas, 1976; Leukocyten:
Romero et al., 1975) ist als intrazellulére Calciumquelle
in Erwdguhg gezogen worden, ohne daB bisher eine Calcium-
abldsung von der Zellmembran direkt nachgewiesen werden
konnte. Insbesondere wird vermutet, daB die AblSsung

von Calciumionen von der cytoplasmatlschen Seite der
'Zellmembran dle Ionenpermeabilitdt der Membran erhoht
(vgl. Douglas,_1975a). Es war deshalb im Rahmen der vor-
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iiegenden Untersuchung von Interesse€, ob in Zellmembran-—
reichen Fraktionen aus dem elektrischen Organ von Torpedo
Hinweise auf eine stimulationsbedingte Calciumabl&sung

gewonnen werden kdnnen. .

obwohl keine genauen, guantitativen Angaben zur Reinheit
der Fraktion gemacht werden kdnnen, die an der Grenz-

'fiéche—zwisehen-Ou8—und~1.3—mo%arer"Saccharose-erhalten

wurde, legen die im Kapitel 3.1.3.6. erhobenen Befunde
(vgl. auch Abb. 8, S. 39) nahe, da8 sie stark mit Ner—
venzellmembranen angereichert war. Nach elektrischer
Reizung des Gewebes wurde nur eine geringfiligige Vermin-
derung im Calciumgehalt dieser Fraktion verzeichnet.
Alleraings wird durch dieses Ergebnis die M&glichkeit
nicht ausgeschlossen, daB kleinere spezialisierte Be-
reiche der Nervenzellmembran einen aktiveren Calcium-~

stoffwechsel besitzen.

Calciumablagerungen wurden an der Zellmembran des Axons
und den Nervenendigungen cholinerger Neurone in morpho-
logischen Studien von verschiedenen Autoren beschr%gben_
(z.B.: Sampson et al., 1970; Hillman und Llinés, 1974;
Oschman et al., 1974; Martin und Miledi, 1978).

Der hohe Calc1umgehalt (574 nmol / mg Proteln) der mlt
Nervenzellmembranen- angereicherten Fraktlon aus dem
elektrischen Organ von Torpedo ist auch deshalb be-
merkenswert, weiﬂ Davis und Bloom (1973), die verschie-
dene Methoden zuf Isolierung sygaptischer Membrankomplexe
(synaptic junctional complexes) verglichen haben, be-
richten, daB sich -die Gegenwart von Calciumionen wihrend
der Isolierung stabilisierend auf die Ultrastruktur der
Membranen auswirkt, ein EinfluB, der zuvor auch schon
von Cotman et al. (1971) erwdhnt wurde.

Es wurde diskutiert, daB das einlaufende Aktionspotential
in elektrisch erregbaren Geweben die Membranpermeabilitdt
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fiir Natrium- und Calciumionen. erhdhen k&nnte, indem das mem-
brangebundene Calcium, das dehydratisierend wirkt (Manery,
1966) , abgegeben (Abood, 1966) und die Membran hydrophiler
wird (Watanabe und Tasaki, 1971; Madeira und Antunes-
Madeira, 1973). Als Ursache filir die Verdnderungen in den
Membfaneigenschaften wurden Konformations&nderungen von
Makromolekiilen (Watanabe und Tasaki, 1971), eventuell
Glykoproteinen (Madeira und Antunes-Madeira, 1973), und
auch Wechselwirkungen des Calciums mit sauren Phospho-
lipiden (Papahadjopoulos, 1968; vgl. auch den Ubersichts-
artikel von Triggle, 19725’oder Peptidsequenzen in Erwé-
gung gezogen.

Bei der Isolierung von synaptischen Vesikeln aus Nerven-
gewebe kann nur ein Teil des im Gewebe vorliegenden
Acétylcholins in der Vesikelfraktion wiedergefunden wexr-
den (sog. stabil gebﬁndenes Acetylcholin, Whittaker et al.,
1964) . Das réstliche Acetylcholin wird wihrend der Homo-
genisierung und Isolierung von der im Zellextrakt reich-
lich vorhandenen Acetylcholinesterase hydrolysiert {sog.
labil gebundenes Acetylcholin). Die Menge an sog. labil
gebundenem Acetylcholin errechnet sich ausschlieBlich
aus der Differenz zwischen dem Gésamtgehalt des Gewebes
und derjenigen Aéetylcholinmenge, die nach der Fraktio-
nierung des Gewebes in den synaptischen Vesikeln wieder-
gefunden wird. Eine Zuordnung des sog. labil gebundenen
Acetylcholins zu einem béstimmten.Zellkompartiment ist
bis jetzt nicht méglich%gewesen. Trotzdem war die Frage,
ob das Acetylcholin bei%der cholinergen Erregungsiiber-
tragung unmittelbar aus}den Speichervesikeln in den
synaptischen Spalt ausgéschﬁttet wird ("Vesikelhypothese")
oder ob das sog. iabil gebundene Acetylcholin als unmit-
telbare Quelle fiir das freigesetzte4Acetyléholin anzu-
sehen sei, Gegenstand zahlreicher Kontroversen (flir eine
grﬁndliche}Diskussion der unterschiedlichen Stahdpunkte
ist der Leséer auf die folgenden Arbeiten verwiesen:
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collier, 1969; Marchbank und Israél, 1971, 1972; Chakrin

et al., 1972; Dunant et al., 1974; Zimmermann und Whittaker,
1974a; Dunant et al., 1976; Zimmermann; 1976; Israél et al.,
1977; Zimmermann und Dgnston, 1977b; Boyne, 1978; Suszkiw,
1978) -

In der jlingsten Vergangenheit ist von Zimmermann und Mit-

_arbeitern gezeigt worden, daB die synaptischen Vesikel

aus dem elektrischen Organ von Torpe€do nicht homogen
sind, sondern daB sie eine metabolisch besonders aktive
subpopulation enthalten, die einen oder mehrere Zyklen
der Entladung und Wiederaufnahme von Acetylcholin durch-
1duft und die durch Zonal—Dichtegradienteﬁzentrifugation
von metabolisch weniger aktiven synaptischen Vesikeln
abgetrennt werden kann (vgl. Kap. 1.3.). Der Metallge-
halt der verschiedenen Vesikelpopulationen kénnte mit

den verfiligbaren Untersuchungémethoden nicht getrennt
analysiert werden, da in den Vesikelfraktionen von Zonal-
Dichtegradienten die Nachweisgrénzen der Atomabsorptions-
spektralphotometrie unterschritten werden. Versuche zur
-Auftrennung synaptischer Vesikel in verschiedene Sub-
populationen auf Dichtegradienten in-Ausschwingrotoren—
fiihrten zu unbefriedigenden Separierungen (Schmidt,
unveréfféntlichte Ergebniése). In der vorliegenden Arbeit’
konnten daher nur Vesikelfraktionen untersucht werden,
die Beitrdge von den verschiedenen Vesikelpopulationen
beinhalten. Durch geeignete Wahl der Versuchsbedingungen
konnten'jédoch Vesikelfraktionen isoliert werden, die
entweder ganz iiberwiegend jene grdBeren Vesikel "vor" der
exocytotischen Transmitteréusschﬁttung (Rontrollgewebe)
oder jene synaptischen Vesikel enthielten, die nach re-
petitiver Reizung des Gewebes (5000 Impulse, 5 Hz) auf-
treten (vgl. Zimmermann und Whittaker, 1974a; Suszkiw

et al., "1978). In der iuletzt genannten Vesikelpopulation
ist der Acetylcholin- und ATP-Gehalt auf etwa 5 % des
Kontrollwertes abgesunken (Kap. 3.2.5.).



- 144 -

4.6.3.1. Metallionengehalt

Die Bestimmung so kleiner Metallionenkonzentrationen, wie
sie in der Fraktion isolierter synaptischer Vesikel vor-
liegen, bereitet experimentelle Schwierigkeiten (vgl.
Kap. 3.1.3.7.). Ein Vergleich-der Verteilung der Leit-
substanzen der cholinergen synaptischen Vesikel

und verschiedener Metallkationen auf die Fraktionen der
Dichtegradienten zeigt jedoch, daB sich ein Teil der
Metalle gemeinsam mit den synaptischen Vesikeln an der
Grenzfldche zwischen-der 0.15 und O.4-molaren Saccharose
anreichert. Da der auf Acetylcholin bezogene Metallge-
halt gegeniiber kleineren Variationen in der Prdparations-
methodik (Volumen der 0.15-molaren Saccharoseschicht,
Zentrifugationszeit, Glycin- bzw. NaCl-L&sungen als

Prdparationsmedien) weitgehend invariant ist, kann an-

genommen werden, daB die in der Vesikelfraktion gemessenen

Metallionen tats&dchlich im Innern der Vesikel oder an die
Vesikeloberflédche -gebunden vorliegen. Fiir das Natrium
muf allerdings wegen des grofen Uberschusses aﬁ diesem
Metall im elektrischen Gewebe eine Kontamination durch
frei geldste Natriumionen in Rechnung gestellt werden’
(Kap. 3.7.3.8.). Auch der Calciumionengehalt der Vesikel-
fraktion ﬁann nur dann ermittelt werden, wenn beriick-—
sichtigt wird, daB die auf die Dichtegradienten aufge-
tragene vorgereiniéte Vesikelfraktion P; noch Mitochon-
drien enth&dlt, die zwar in dichtere Fraktionen des Gra-
dienten sedimentieren, aber widhrend des Zentrifugierens
einen Teil ihres groBen Ca&ciumgehaltes abgeben k&nnen,
der dann die Mefwerte in éer Vesikelfraktion verfilschen
wiirde. Wenn Mitochondrien%aus dem elektrischen Organ wvon
Torpedo Natriumchloridlésdngen ausgesezt werden, verlieren
sie den tberwiegenden Teif ihres Calciumgehaltes (Xap.
3.3.1.), so daB auch bei einer‘Pf&pafétion'von synap-
tischen Vesikeln in NaCl-Ldsungen keine wesentliche
Kontamination mit Calciumionen, die sich wihrend des
‘Zentrifugiérens auf dem Dichtegradienten von den Mito-
chondrien ablésen, beflirchtet zu werden braucht. Der
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Einwand, daB sich auch die vesikuldren Calciumionen
durch Priparation in NaCl-Ldsungen abldsen kdnnten,
wird andererseits durch Experimente zur Inkubation von
vesikeln in NaCl-Ldsungen entkrdftet (Kap. 3.3.2.).

Unter Beriicksichtigung der genannten Faktoren kann somit
ein Bild von der stdchiometrischen Ionenzusammensetzung

-——ger-cholinergen synaptischen-Vesikel-entworfen-werden.—

Pro Acetylcholinmolekel sind an die cholinergen Vesikel
’ folgende Mengen an Ionen gebunden: Natrium - 0.30,

Kalium - 0.10, Magnesium - 0.07, Calcium - 0.28, ATP -

0.22. Zwei Fragen miissen diskutiert werden:

1. Lassen die MeBwerte der Vesikelfraktion in vitro Rick-
schlﬁsse auf die Ionenzusammensetzung der synaptischen
_Vesikel in situ zu, oder spiegeln sie lediglich die
artifizielle Zusammensetzung der Prédparationsldsung
wieder?

2; Kann unterschieden werden, ob die Metallionen im Lumen
der Vesikel oder an deren Oberflidche gebunden vor-

“liegen?

" 1. a) Wenn Lithiumionen, die natiirlicherweise nicht im
elektrischen Gewebe auftreten, zum ersten Uberstand der
Differéntialzentrifugationen zugesetzt werdgn, wird von
ihnen ein vergleichbarer Prozentsatz in der Vesikel-
fraktion wiedergefunden wie von den anderen Alkalimetallen;
dagegen ist dieser Prozentsatz um einen Faktor 3, be-
ziehungsweise 30 niedriger als derjenige des Magnesium;
beziehungsweise Calciums (Kap. 3.1.3.8.). b) Werden iso-
lierte synaptische Vesikel in L&sungen inkubiert, die
einen Natriumgehalt aufweisen, der der Konzentration an
freien Natriumionen im Zellhomogenat vergleichbar ist,
so verlieren sie ca. 40 % ihrés Kaliums und binden Natrium-
ionen. Der Erdalkalimetallgehalt &ndert sich unter diesen
Bedingungen nicht (Kap. 3.3.2.). Bei Inkubation synap-
tischer Vesikel in Calciumchloridl$sungen, deren Calcium-
gehalt der freien Calciumionenkonzentration im Zell-
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homogenat entsprach, konnten.ebenfalls keine Verédnderungen
im Tonengehalt der synaptischen Vesikel festgestellt
werden. Auch der Acetylcholin- und ATP-Gehalt war
gegeniiber kurzfristigen Calciumchloridinkubationen in-
variant (Kap. 3.3.3.). ¢) Durch MilliporeR-Filtration
der Vesikelfraktion werden zwei Drittel (Ca) oder mehr
(Mg) der Erdalkalimetalle, aber nur ein Drittel (Na)

oder weniger (K) der Alkalimetalle mit-den Zellpartikeln
auf dem Filter zurlickgehalten (Kap. 3.1.3.8.). Die
Stérke.der Metallionenbindung an die synaptischen Vesikel
legt eine Abh&ngigkeit vom Ionenpotential der Metalle
nahe (vgl. Abb. 18; S. 81). Aus diesen Befunden (a bis c)
wird geschlossen, daB die Erdalkalimetalle fest gebﬁndene
Bestandteile der cholinergen Vesikel sind, Wéhrend die
Alkalimetalle unter den Bedingungen der Préparation von
den synaptischen Vesikeln aufgenommen und auch abgegeben
werden k&nnen. Insbesondere kann ein Teil des Kaliums
gegen Natrium ausgetauscht werden. DaB auch ein Bruchtell
der Alkalimetalle fester an die Vesikel 3ebunden sein
kénnte, kann mit den erhobenen Daten nicht ausgeschlossen
werden. )

2. Zwischen einer Bindung der Metallionen an die duBere
Oberfldche der synaptischen Vesikel und einem Einschlug
in das Lumen dieser Zellorganellen kann experimentell
nur schwer entschieden werden. Es scheint mdglich, daB
die Erdalkalimetalle im Innern der Vesikel gebunden
vorliegen und die Alkalﬂhetalle lediglich an der AuBen-—
seite der Ve51kelmembran haften. Durch Schocken der
synaptischen Vesikel mlﬁ Wasser und anschlleﬁendes Ab-
filtrieren der ze;platzéen Vesikelmembranen konnte ge-
zeigt werden (Tab. 6, S. 80), das die Bindung der Mag-
nesium- und Natriﬁmionen an die Strukturen des Filtra-
tionsriickstands durch diese Behandlung gegeniiber dem
unmittelbaren Filtrieren der Vesikelfraktion nur wenig
verédndert wird (Kap. 3.1.3.8., Tab. 6, S. 80).-bie MeB-~
werte der Tabelle 6 (Zeile 3 und 4) k®nnen so interpretiert
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werden, daB ca. 29 % des Natriums und 96 % des Magnesiums
aber nur 6 % des Kaliums und 17 % des Calciums an Mem~
pranstrukturen der Vesikelfraktion gebunden sind. 15 ‘%

des Kaliums und 49 % des Calciums aber nur 4 % des Natriums
und O % des Magnesiums werden durch das Schocken mit
Wasser von den cholinergen Vesikeln abgeldst, und lagen
somit wahrscheinlich im Lumen der Vesikel vor. Die ver-
bletbenden-79 %- des- Ka—l—iums—,—~A6—7—-%—'—d.-e-'s--—Natr-iums-',-—3>4—-%—-- =
des Calciums und 4 % des Magnesiums sind so locker an

die Vesikel gebunden, daB sie schon bei einfacher Fil-
tration (chne Wasserschock) von den Zellstrukturen ab-
gelSst werden. Es kann-hicht entschieden werden, ob

diese Ionen im Sog der Vakuumfiltration aus den Vesikeln
hinausdiffundierteh, oder ob sie durch die Waschl&sung

von der Vesikeloberfldche abgewaschen wurden. Es wird
abschlieBend nochmals darauf hingewiesen, daBR die Empfind-
lichkeit der Atomabsorptionsspektralphotometrie nicht
ausreicht, um sicher zwischen verschiedenen intravesi-

* kuldren Ionenkompartimenten zu unterscheiden. Eine end-

gliltige Analyse dieser Fragestellung wird daher die Ent-
wicklung effektiverer Anreicherungsverfahren fiir dle
syEEEEIEEhen Vesikel oder die Entw1cklung empflndllcherer
analytischer Methoden abwarten miissen. Erfolgversprechend
wlirden hochaufldsende ultrastrukturelle Methoden er-
schelnen, die eine spezifische Lokallsatlon von Metall-

ionen ermogllchen.'

Der Beitrag der Metallkationen zur Osmolaritdt der Vesikel-
fraktion steht jedenfalls mit Abschdtzungen zur Osmo-
laritdt der Korperfliissigkeiten von Rochen und Haien

in Einklang, so daB die gemessenen Metallkationen von
daher gesehen durchaus im Innern der Vesikel vorliegen
konnten (vgl. Kap. 3.71.3.8.). Eine Absch&itzung der elek-
trischen Ladungsverh&dltnisse zeigt, da8 den pro Acetyl-
cholinkation (einschlieBlich der positiven Ladung des
Acetylcholins) vorliegenden 2.10 (= 1.00 + 1 x 0.30 +

1 x 0.10,; 2 x 0.07 + 2 x 0.28) positiven Ladungen nur
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0.77 (= 3.5 x 0.22) negativé Ladungen des ATPs gegen-
tiberstehen (dabei ist eine durchschnittliche negative
Ladung des ATP-Molekiils von 3.5 angenommen worden, vgl.
Lehninger, 1976). Der positive LadungsiiberschuBf k&nnte
durch freie anorganische Anionen, Lipide (Baker et al.,
1975) und Proteine der Vesikelmembran oder durch das
negativ geladene Glycosaminoglycan Vesikulin (Stadler
und Whittaker, 1978) kompensiert-sein-

4.6.3.2, Vergleich mit anderen Mikrosomenfraktionen

DR TR T TR

Andere gquantitative Untersuchungen zum Metallionengehalt
der cholinergen synaptischen Vesikel von Torpedo sind
nicht bekannt. Carpenter und Parsons (1978) zeigten,

daB die auf NaCl-haltigen Dichtegradienten isolierten
synaptischen Vesikel von Torpedo californica ihren _
Natriumgehalt erst bei Zusatz eines Ionophors (Gramicidin)
zum Natrium-armen Inkubationsmedium abgeben. Sie liefern
auch Hinweise dafiir, daB die durch Natriumabgabe bedingte
\Hyperpolarisation der Vesikelmembran (Innenseite negativ)
durch anschlieBende spontane Cholin- oder Acetylcholin-
aufnahme wieder riickg#ingig gemacht werden kann. Auch
Suszkiw (1976) hat iiber einen EinfluBf der Metallionen-
zusammensetzung auf die Beladung von leeren Vesikeln
("ghosts") mit Acetylcholin berichtet.

Angaben zum Metallgehalt einer (nicht transmitterspezi-
fischen) mit Membranen verunreinigten Vesikelfraktion
sind bel Hanig et al. {1972) zu finden: Diese auf ein
Gramm GroBhirnkortex des Kaninchens bezogenen MeBwerte
sind zwar um einen Faktor 10 bis 35 hdher als diejenigen
der vorliegenden Unter%uchung, aber Hanig et al. be-
richten auch liber .einen etwa 75-fach hdheren Protein-
gehalt ihrer Vesikel- und Mémbran—haitigen Fraktion
(bezogen auf 1 g Gewebe) und machen keinerlei Angaben
zur Reinheit der untersuchten Fraktionen. Ross (1977)
nennt einen Calciumgehalt der synaptischen Vesikel aus
dem Gehirnkortex von Miusen von 60 nmol / mg Protein,

der deutlich nledrlger ist als derjenlge der chollnergen
yesikel aus dem elektrischen Organ von Torpedo (277 nmol
ca / mg Protein, diese Untersuchung) . Beli einem Vergleich
der MeBwerte sollte der unterschledllche Durchmesser

ger cholinergen Vesikel aus Gehirngewebe und dem elek-
trischen Organ in Erwdgung gezogen werden.

unter den zahlreichen Studien, in denen fiber eine ATP-
und/oder ATPase-abhdngige Calciumaufnahme in eine Mikro--

comenfraktion aus Nervengewebe berichtet und dieses
Aufnahmesystem mit dem des sarkoplasmatischen Retikulums
verglichen wird (z.B.: Otsuka et al., 1965;‘Yoshida et al.,
1966; Robinson und Lust, 1968; de Meis et al., 1970;
piamond und Goldberg , 1971 ; Nakamura und .

Konishi, 1974; Trotta und de Meis, 1975; Russel und Thorn,
1975; Kendrick et al., 1977; Rahamimoff und Abramovitz,
1978a, 1978b), ist diejenige von Blitz et al. (1977)
hervorzuheben: In dieser Arbeit wird eine weitgehende .
Analogie in der Zusammensetzung uhd den Eigenschaften von
Fragmenten desbsarkoplasmatischen Retikulums der Skelett-
muskulatur einerseits und den mit einem vielfldchigen
Proteingeriist aus Clathrin IPearse; 1975) -umgebenen
vesikeln ("coated vesicles") andererseits beschrieben;
letztere sind mdglicherweise an dem endocytotischen
Rezirkulieren vesikulirer Membranbestandteile (Heuser und
Reese; 1973; Fried und Blaustein, 1976)/beteiligt
(Tanaka‘et al., 1976) . Die Interpretation der &lteren

und einigérlder‘neueren Arbeiten (Kendrick et al., 1977;
Rahamimoff und Abramovitz, 1978a, 1978b) wird dadurch
erschwert, daBf die untersuchten Zellfraktionen biochemisch
nur ungeniigend éharakterisiert wurden.

Fiir verschledene sekretorische. Granula ist eine geringe
Austauschbarkelt des Calciums (Neurohypophyse: Russel und
Thorn, 1975; exokrines Pankreas: Clemente und Meldolesi,
1975) beziehungsweise eine geringe Membranpermeabilitét
fiir Wasserstoff—-, Natrium-, Kalium-, Magnesium-, Calcium-
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und Mangan(II)ionen (Rindernebenniere: Johnson und Scarpa,
1976) . nachgewiesen worden.

4.6.3.3, Metallionenaufnahme 1nfolge Nervenaktivitit

e s s s s s e e e s s R D I I T IS

Es ist vermutet worden, daB die Ausschiittung des choli-
nergen (Whittaker, 1973) und anderer Transmitter (Uvnis,
1973) ' im Ionenaustausch gegen Metallkationen erfolgt,
die tber .sich &ffnende Poren in die synaptischen Vesikel
aufgenommen werden kdnnten, wenn die Vesikel bei der
Exocytose mit der Zellmembran der Nervenendigung ver-
schmelzen. Kirzlich ist die exocytotische Freisetzung
des Acetylcholins im elektrischen Organ von Torpedo
experimentell Weitgehend bestdtigt worden (vgl. Kap.
1.3.). Auch ein Rezirkulieren der Vesikel wurde in diesem
ebenso wie in anderen Systemen nachgewiesen (Zimmermann
und Denston, 1977a). Es war deshalb von Interesse, zu
untersuchen, ob die synaptischen Vesikel aus dem elek-
trischen Organ von Torpedo nach elektrischer Reizung
einen héheren Metallionengehalt aufweisen.

Die Nachforschungen werden dadurch .etschwert,-daf die
Zahl der synaptischen Vesikel nach repetitiver Reizung
mit 5000 Impulsen (5 Hz) auf etwa die Hilfte abfill+t
(Zimmermann und Whittaker, 1974a), und die nach Stimu-
lierung zu isolierende Gesamtpopulation an Vesikeln

eine grdBere Kontamination mit nicht vesikulirem Protein
aufweist (vgl. Zimmermaanﬁnd Whittaker, 1974a; Suszkiw
et al., 1978). Es wurde;daher angenommen, daf die Ge-—
samtmenge der Kationen der cholinergen Vésikel (Abb. 28,
S.105) das beste MaRB fﬁf die relative GrdB8e der Vesikel-
populationen "vor" und Rach repetitiver Reizung des Ge-
webes bietet.

Es f&llt auf, daB die -Menge an Calcium- und Magnesium—
ionen nach elektrischer Reizung absolut, und relativ i
Zur Gesamtmenge der vesikul&ren Kationen, vergrSBert ist.
Wegen der bereits oben (Kap. 4.6.3.1.) diskutierten ge-
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ringeren Bindungsstirke der Alkalimetalle an die synap-
tischen Vesikel kann allerdings‘nicht entschieden werden,
op an den synaptischen Vesikeln auch ein Ionenaustausch
des Transmitters gegen Natrium- und Kaliumionen statt-
gefunden hat, der lediglich durch das nachtrdgliche
Herausdiffundieren der Alkalimetalle wdhrend dexr Pr&-
paration der experimentellen Bestimmung nicht mehr
zugangtich—war7-ﬁa3—nach—qer—Ausschﬁttung—der"eiektrisch—— —
positiv geladenen Trans@ittermolekeln eine h&here negative
radungsdichte zur Bindung der Metallkationen.in oder an
den synaptischén Vesikeln zur Verfiigung steht, wird

auch durch die dem Ionenpotential folgende geringere
Abl8sung von Metallionen in die Waschldsung S; belegt
(abb. 29, S. 107).

Eine reizabhdngige Zunahme der Calciumkonzentration wurde-
auch fiir die neutrophilen Leukocyten (Woodin und Wieneke,
1964) und spédter fiir die chromaffinen Granula bei exten-
siver Stimulierung von Gewebeexplantaten des Rinder-
Nebennierenmarks (Borowitz, 1969; Serck-Hanssen und
Christiansen, 1973) gezelgt Borowitz berichtet zuglelch

von einer Magne51umzunahme in der 2 Adrenalln-relchen
weniger dichten Granulafraktion (aber einer Magnesiumab-
nahme in der dichteren Noradrenalin-reichen Granula-
fraktion), wihrend in den anderen Arbeiten kein Versuch
unternomiien wurde, die Ionenspezifitét der Calciumauf-
nahme zu Uberpriifen. Kiirzlich wurde auch die Aufnahme
von 45Ca in isoliefrte chromaffine Granula beschrieben

(KRostron et al., 1977a).

Es ist vorgeschlagen worden (Serck-Hanssen und Christian-
sen, 1973; Borowitz et al., 1975; Winkler et al., 1975),
daB die Calciumaufnahme in die sekretorischen Granula

dazu dienen kdnnte, die wdhrend der Stimulierung des
Gewebes angestiegene cytoplasmatische Calciumkonzentration
wieder 2u éenken, indem Calcium gemeinsam mit dem Sekret
exocytotisch ausgeschiittet wird (vgl. auch Selinger et al.,
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1970; Ceccarelli et al., 1975). Andere Autoren haben
darauf hingewiesen, daB Magnesium- und Calciumionen das
scheinbare mittlere Molekulargewicht von ATP-Aggregationen
mit biogenen Aminen erh&hen (Berneis et al., 1969), und
daB Komplexe dieser Erdalkalimetalle mit ATP oder GTP
biogene Amine inkorporieren (Berneis et al., 1971). Es
wurde vorgeschlagen (?letscher et al., 1973; wvgl. auch
Da Prada und Pletschér, 1974, bzgl, der Seronin-haltigen
Speicher@fanﬁla von Blutplétfchen), daB ein derartiger
passiver Bindungsmechanismus, zusdtzlich zur aktiven
Catedholaminaufnahﬁe (Kirschner, 1962) und der durch ein
Trigermolekiil vermittelten ATP-Aufnahme (Kostron et al.,
1977b) in die Vesikel, dazu beitragen kénnte, die hohe
Konzentration des Sekrets in den Speichergranula aufrecht-

zuerhalten.

4,7. Offene Fragen und Hypothesen zur Rolle des Calciums

bei der cholinergen Erregungsiibertragung. -

Ist Calcium ein "zweiter Ubertrigerstoff"?

In der vorliegenden Untersuchung wurde gezeigt,'daB‘choli—
nerge Nervenendigungen- ihre-cytoplasmatische Calcium-
konzentratibn nicht nur durch den Calciumeinstrom wdhrend
des Aktionspotentials, sondern auch durch intrazellulire
Calciumfreisetzung aus Mitochondrien erhShen k&nnen.

Es ist im Rahmen dieser Studie nicht versucht worden, den
Mechanismus der Célciumausschﬁttung-aus den Mitochondrien
aufzukldren. Es wurde jgdééh gezeigt, daB Natriumionen,
die wihrend des Aktionspotentials in den synaptischen
Endknopf einstrdmen, inider Lage sind, dié Calciumfrei-
setzung aus den Mitocho#drien_in vitro auszulSsen (vgl.
auch Drahota et al., 1965; Dransfeld et al., 1967).
.Allerdings. setzen auch andere Alkalimetalle Calcidmionen
frei. Es wdre denkbar, daB die Ionenspezifitdt der mito-
chondrialen Calciumausschiittung wdhrend der Isolierung
der Zellorganellen verloren gegangen ist. Ferner fiihrt
die depolarisierende Wirkung des Parasympathomimetikums
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carbachol zur Calciumfreisetzung sowohl aus den pri-
synaptischen als auch aus den postsynaptischen Mito-
chondrien (Kap. 3.2.2.7.). Es ist aber nicht klar, ob
die Depolarisation selb;t eine hinreiéhende Bedingung
fiir die Calciumausschiittung aus den Mitoehondrien'dar-
stellt.

_Ein alternativer Frelsetzu_gsmechanismua_konnteﬂauf.der

Einwirkung von eyclischem AMP auf die Mitochondrien be-
ruhen. Die Bedeutung cyclischer Nucleotide flir verschie-
dene sekretorische Systeme ist schon vor langerer Zeit
betont worden (z.B.: Rasmussen, 1970; Prince et al.,
1972; Borle, 1973; Nijjar und Pritchard, 1973). Berridge
(1975) hat eine sehr griindliche Zusammenstellung der
Literatur lber die wechselseitigen Rontrollmechanismen
der "zweiten Ubertragerstoffe", Calcium, cyclisches AMP’
und cyclisches GMP, gegeben, so daB hier der Hinweis
geniigen soll, daB8 sie in den Nervenendigungen wahrschein-
lich gleichsinnig regulativ (“monodlrectlonal control")
w1rken.

Un -die-Calciumionen als "zweiten Ubertragerstoff" in der
cholinergen Nervenendigung bezeichnen zu kdénnen, muBte
ihr direkter stimulierender EinfluB auf den geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt der Acetylcholinausschﬁttung
gezeigt Werden. Als Nachweis fiir einen direkten stimu-
llerenden ElnfluB k&nnte man das bereits oben (Kap.
1.1.2.2.) beschrlebene Experiment der Calciuminjektion
in die Nervenendigung (Miledi, 1973) werten. Die mole-—
kulare Natur des geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes
ist hingegen unbekannt.

Flir verschiedene sekretorische Systeme ist vorgeschlagen
worden, daB die Calciumiohen die elektrostatische Ab-

stoBung zwischen negativen Ladungszentren in der Plasma-
membran und der Vesikelmembran vermindern kénnten (z.B.:

He;le, 1973) , aber mit dieser Vorstellung kann nicht er-



- 154 -

klart werden, warum es dann nicht zu einer unspezifischen
Fusion der Speichergranula untereinander kommt, und auch
die Demonstration spezifischer Anlagerunészentren flir

die synaptischen Vesikel (z.B.: Akert et al., 1972;
Pfenninger und Rovaien, 1974) bleibt unberiicksichtigt.
Andererseits kénnten spezifische Wechselwirkungen mit
aktiven Zentren in der-Plasmamembran, die eine hdhere
Affinitdt zu Magnesiumionen haben, zu Konformations-
dnderungen filihren, die die Sekretion ermdglichen. Die
Unfé&higkeit des Magnesiums, diese Konformations&dnderungen
einzuleiten, k&nnte dann zugleich seinen inhibitorischen
Effekt erkléren (Madéira und Antunes-Madeira, 1973).

Andere Autoren weisen auf die Gegenwart von ATP ‘in der
Plasmamembran hin und vermuten, daB die ATPasen der
Speichervesikel {iber eine Spaltung der ATP's Phosphationen
freisetzen, die um das Calcium der Membran kompetitieren
und dadurch die Voraussetzung fir éine Fusion schaffen
(Woodin und Wieneke, 1964; Poste und Allison, i973).

Nach diesen Autoren sollen Membranen, die viel Calcium
gebunden haben, nicht gentigend fluid sein, um 2zu ver-
schmelzen. Andererseits ist auéhlﬁbrgéébﬂigééﬂ”worden,
daB gerade die Hemmung der Na©- K+7ATPase der Zellmembran
durch Calciumionen die guantenhafte Acetylcholinaus-
schiittung initiieren k¥nnte (vizi, 1978).

Auf die weitreichenden Analogien zwischen der Kopplung
von Erregung und Kontraktion sowdhl in der Skelett-
(z.B,:' Martonosi und Ferétos, 1964) als auch .der Herz-
(z.B.: Repke und Katz) uﬁd der glatten Muskulatur (z.B.:
Batra, 1973b) einerseits.ﬁnd der Ropplung von Erregung
und Sekretion andererseité wurde nachhaltig verwiesen
(Douglas und Rubin, 1963). Die Entdeckung der Mikrotubuli
und Mikrofilamente in den sekretorischen Geweben hat zu
Modellen gefithrt, die eine durch Calciumionen ausgeldste
Kontraktion des mikrotubul&ren und/oder mikrofilamentésen
Systems postulieren (z.B.: Schmitt, 1968; Malaisse et al.,
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1971) . Sogar eine vollst&ndige Analogie zwischen den
Molekiilen Actin, Myosin und Actomyosin einerseits und

den aus der Synaptosomenfraktioh von Rinder- und Ratten-
gehirnen isolierten Molekiilen Neurin, Stenin und Neuro-
stenin andererseits ist vorgeschlagen worden (Berl et. al.
1973; Blitz und Fine, 1974;-ﬁbersichtsaxtikel: Trifard,
1978) . Kirzlich wurde Actin in den synaptischeﬁ Vesikeln
voa—%@fpeéennaehgewiesen~(Tashire~un&lsta&iery¥1377},»

Dié Anwesenheit von ATPase-Aktivit#ten in den sekre-
torischen Granula und der Zellmembran hat verschiedene
Autoren veranlaft, die Einwirkung von ATP in Gegenwarf
oder Abwesenheit weiterer Faktoren des Cytoplasmas

auf die Sekretspeicherung zu untersuchen (Oka et al.,
1967; Poisner und Trifard, 1967; Matsuda et al., 1968;
Poisner und Hava, 1970; Hata et al., 1976; Michaelson
et al., 1978). Tatsdchlich wi:d iber eine Freisetzung
des Acetylcholins und der Catecholamine berichtet, aber
die MOglichkeit, das diese Effekte lediglich durch die
AnsZuerung des Inkubationsmediums mit Phosphorsiure be-
dingt sein kdnnten (die Pufferkapazitdt der Inkubations-
flissigkeiten kann infolge der ATP-Hydrolyse durchaus
ﬁberschritten werden), wird in den zitierten Arbeiten
nicht diskutiert.

Greengérd und Mitarbeiter haben die‘Calcium—abhéngige

Phosphorylierung spezifischer Proteine bei Depolarisierung

von Synaptosomen aus Rattengehirn untersucht (Krueger et al.,

1977). In jﬁngstei Zeit berichteten sie iiber die Isolierung
eines Proteins, das gemeinsam mit Calciumionen ein
Proteinkinasesystem zu aktivieren vermag ({(Schulman und
Greengard, 1978). Wahrscheinlich kann dieser Calcium-—
abhé&ngige Faktor die Proteinphosphorylierung auBerdem
indirekt regulieren, indem er die Konzentration an
cyclischem AMP durch Aktivierung der Phosphodiesterase und
der Adenylatcyclase beeinfluBt.
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Es gibt somit sehr verschiedene Hypothesen ﬁbef die
Wirkungsweise der Calciumionen, aber keine experimentell
abgesicherte Theorie. Zukiinftige Untersuchungen werden
den molekularen Ort der Calé¢iumwirkung definieren miissen,
und zukinftige Hypothesen zur Rolle des.Calciums bei

der cholinergen Erregungsiibertragung sollten die bio-
chemischen Wechselwirkungen zwischen den "zweiten tiber-
trdgerstoffen" mit in Erwigung ziehen. =~ ‘
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