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Nomenklatur und Abkilirzungen

Neben den von der IUPAC'zur Verwendung empfohlenen Abkilirzungen

i

werden folgende Symbole benutzt:

2AS Atomabsorptionsspektralphotometrie'
ACh Azetylcholiﬁ

AChE ‘Azetylcholinesterase

AChR Azetylchdlin—Reze?tor

ACOA  Azetyl-Coenzym A

AMP Adenosin-5'-monophosphat

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

ATP Adenosin—S'—triphosphat

CAT - Cholin—Azetyltransferase‘

Ch Cholin

CoA Coenzym A

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

g  Erdbeschleunigung

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

GK Glycinpréparation,.Kontrollorgane

GS Glycinprédparation, stimulierte Organe

NK  Natriumchloridpréparation; Kontﬁollorgane

o] Irrtumswahrscheinlichkeit. Ergebnisse mit einer Irrtums-

. wahrschéeinlichkeit p < 0,01 werden alé signifikant,

Ergebnisse mit einer Irftumswahrscheinlichkeit p < 0,001

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

als fast signifikant bezeichnet.




P sieﬁe unten

Prot. Protein

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

S.E.M.'Standardabweichung des Mittelwertes

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

-

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

+

hdorige Waschldsung heiBt dann S3).

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

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

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

kénnten diese Lﬁéke schliefen helfen.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1

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

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

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

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

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

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

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

Organ von Torpedo auftreten kdnnte.

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

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

5.9. Ionenaustausch_in den_ synaptischen Vesikeln als Folge

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

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

2

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

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

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

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

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

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

berichten.

Zwel Gesichtspunkte &erden dabel meist auBer acht gelassen:

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

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

'"iné”Binduﬁg;éﬁ_iﬁEEEEéIIﬁIéfé'Stfﬁkturen beSchreibenu So

1)

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

elektronendichter Niederschldge in den synaptischen Vesikeln.

der neuromuskulédren Endplatte durch CaClz— und durch CoCl,-

haltige Fixierungsmittel, und Bloom & Barrnett (1966)

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

Vesikeln des Zitteraals (Electrophorus electricus).

Flir die meisten sekretorischen Systeme gibt es Beweise oder

zumindest starke Argumente dafiir, daB die Sekretion exoczytotisch

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

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

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

1

cholinerge Synapsen.

Es ist wahrscheinlich; daB eine pinozytotische Vesikelneubildung

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

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

Vesikeln.

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

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

AZeEyldelingeﬁéIE_IﬁwaéfﬂVéEIKélffékEiOﬁ'(Fraktion 3; Tab.

1

>
-

+Pﬂ

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

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

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

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

Gradienten). zur Osmolaritdt der Vesikel beitragen. Durch diese

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

also mbglicherweise im Innern der Vesikel vorliegen kdnnen.

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

Zu Jjeder positiven Ladung eines Azetylcholinmolekiils kommen

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

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

3

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

zum Ladungsgleichgewicht beitragen.

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

strukturell iberpriiften Vesikelzahl in den Nervenendigungen

i

¥

von 50% bei gleichzeitiger Fléchenzunahme der prdsynaptisch

®
&

* 3
ikel

[&]

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

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

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

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

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

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

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

Rechnung wird angenommen, daf kein anorganisches Phosphat in den

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

gefunden wird (Dowdall, 1974, persdnliliche Mitteilung).

Obwohl somit die spezifischen Tonenkonzentrationen deutlich

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

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

das GleichgewicKt

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

eine freie Bindungsenergie

T — - = Som =

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

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

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




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

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

fall sehr hoher Ladungsdichten wird der erste Term der Gleichung .

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

hohe negative Ladungsdichte vorliegt.

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

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

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

‘mélﬁd. ZuimVégikelheterogenitgéWW

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

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

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

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

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

verschmelzen. Zwar ist die bevorzugte Freisetzung ven neu

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

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

Schemas sprechen.

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

Uber ein breiteres Dichtespektrum verteilt sind, in dem der

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

relativ hohe Gehalt an Synaptosomen fiihrten zur Entwicklung |

a |

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

ACh-reicher sind. Nach der Stimulation ist dieser besonders

4

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

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

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

zugt mit Transmitter be- und entladen wird. Ebenfalls im

Einklang mit den oben zitierten Ergebnissen verschiebt sich

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

physiologischen Zustand liefern. _ :

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

fusionsartefakten.

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

5.11. Uber_die_Beteiligung_einer Magnesium-ATPase

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

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

- nahmemechanismus in das Innere der Speicherbl&schen angenommen

1 .

werden. Das hohe Molekulargewicht der Aggregationen wiirde zu-

gleich den osmotischen Druck im Innerxrn der Vesikel senken und ein

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

finen Granula und den cholinergen synaptischen Vesikeln ergeben.

—————
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6. Zusdmmenfassung

Das ausschlieBlich chqlinerg innervierte eléktrische Organ

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

\

der Metallionen fiihren zu folgenden Ergebnissen:

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

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

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

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

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

6. Aile genannten Metallionén werden unspezifisch von den

synaptischen Vesikeln gebunden.

‘ ‘ N

7. Eine Reizung des elektrischen Organs iliber Elektroden am Lobus

‘eléctricus fihrt zu einem hochsignifikanten Xalziumverlust

der Membranfraktion um 85%. Ein ebenso starker Abfall der

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

- Die physiologische Relevanz dieser Veridnderungen wird dis-

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

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

Alle Befunde stehen in Einklang mit einem hypcthetischen

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

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

-
-

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

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

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

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

Zyklus, bis sie schlieflich mit der Zellmembran verschmelzen.




Anhang 1: Datenvérarbeitung

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

kopiert und so gespeichert.

Zur Auswertung wird mit Hilfe von Steuerkarten aus den File-

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

Dichtegradienten) oder vom File "DATEN" einliest.

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

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

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

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

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

“somit beliebige Relationen zwischen den gemessenen Komponenten

1

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

gegebenen Form werden die RSK-Werte berechnet.




PROGRAMM "LESEN"

70
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

84

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

OPEN DATEN FOR OUTPUT AS FILE 1

LET

ET
LET
LET
LET
LET
LET
LET
LET

"LET

POg="'NACL.UN"
Pig='GLY.UN'
P2%="NACL.KO.P3"
P3g='GLY.XO.P3"

P4g="NACL.ST.P3'

P5@="GLY.ST.P3"'
P63="NACL.KO.P4'
P7%="'GLY.KO.P4'
P8@="NACL.ST.P4"
POg="'GLY.ST.P4"

PRINT ON1:POg
PRINT ON1:P1%
PRINT ON7T:P2¢ .
PRINT ON1:P3g
PRINT ON1:P4g
PRINT ON1:P5%
PRINT ONT:P6&
PRINT ON1:P7%
PRINT ON1:P8%

PRINT ON1:POg

LET MOg=‘ca'”

LET M1g='MG'
LET M2g='K"’
LET M3@='NA"'

100 LET M3%='ZN'
101 LET M5g='LI'
102 LET M6g='ACH'
103 LET M7g='ATP"

104

105
106
107

116

117
118

LET M8¢='TOTAL ESTERASE'

LET M9g='PROTEIN'
LET NOg='VOLUMEN"
LET N1g='DICHTE'
PRINT ON1:MOg
PRINT ONT:MIg
PRINT ON1T:M2g




119
120
121
122
123
124
125

126
127,

178
180
190
200

210

220
230
232
234
240
242
244
246
248
250
252
272

274

276
280
290
300

312

314

316

-320

330
340

PRINT ON1:M3g

PRINT ON1:M4g

PRINT ON1:M5%

PRINT ON1:M6¥

PRINT ON1:M7g

PRINT ON1:M8%

PRINT ON1:M9g

PRINT ON1:NOg

PRINT ON1T:N1g

DIM D (10)

DIM M(4,13)

PRINT 'ART DES EXPERIMENTES?'

INPUT Sg

PRINT ON7T:S@

INPUT S1g

PRINT ON1:S18

INPUT S2¢

PRINT ON1:528 o

PRINT ‘EXPERIMENT f;S§;' ZAHL DER PRAEPARATIONSWEISEN? °
INPUT P ' ’

PRINT ON7T:P

FOR P1=1 10 P

PRINT '‘PRAEPARATIONSWEISE'; P1

INPUT Pg

PRINT ON1:Pg

PRINT 'WIEVIEL GEWEBE GELADEN';

INPUT Q ' :

PRINT ON1:Q

PRINT 'PRAEPARATIONSWEISE ';P1;' ZAHL DER GEMESSENEN XKOMPON
INPUT M |

PRINT ON1:M .

FOR Mi=1 10 M

PRINT 'KOMPONENTE'; M1

INPUT M@

PRINT ON1:ME .
PRINT 'KOMPONENTE';Mg;' ZAHL DER GRADIENTEN?
INPUT G

PRINT ON1:G




342
344
346
348
350
360
370
380
390
400
410
420
430
440
450
460
469
470
480
490
999

A~ 4

PRINT 'PRAEPARATIONSWEISE: ';P3 |

PRINT 'KOMPONENTE: ';Mg;' AUSGANGSMENGE?'
INPUT M(P1,M1)

PRINT ON1:M(P1,M1)

FOR G1=1 TO G-

PRINT ‘GRADIENT ';G1;' ZAHL DER FRAKTIONEN? '

INPUT F

PRINT ON1:F

FOR Fi=1 TO F
PRINT 'D(';Fi:")2"
INPUT D (F1)

PRINT ON1:D(F1)
NEXT F1

NEXT G1

NEXT M1

NEXT P1

PRINT

PRINT ‘ALLE WERTE EINGELESEN FUER'
PRINT Sg

CLOSE 1

STOP

6500 END

}




PROGRAMM "AUSWERTEN"

55 GOTO 55000

60 PRINT 'FILENAME ';
61 LET Z9=1

62 LET Z8=%8+1

65 INPUT Fg

66 PRINT 'VERGLEICH? JA =
67 INPUT V1

68 IF VO=1 THEN 71

70 OPEN DATEN FOR INPUT AS FILE 1
71 GOSUB 41080

72 LET 29=2

74 INPUT FROM 1: POg
75 INPUT FROM 1: P1¢
76 INPUT FROM 1: P28
77 INPUT FROM 1: P3g
78 INRUT FROM 1: P4§g
79 INPUT FROM 1: P5¢
80 INPUT FROM 1: P63
81 INPUT FROM 1: P7¢
82 INPUT FROM 1: P8g
83 INPUT FROM 1: P9g
96 INPUT FROM 1: MOg
97 INPUT FROM 1r M1g
98 INPUT FROM 1: M2g
99 INPUT FROM 1: M3@
100 INPUT FROM 1: M4g
101 INPUT FROM 1: M58
102 INPUT FROM 1: M6
103 INPUT FROM 1: M7g
104 INPUT FROM 1: M8g
105 INPUT FROM 1: MSg
106 INPUT FROM 1: NOg
107 INPUT FROM 1: N1g
110" IF Z8>1 THEN 200
138 DIM 0(10)

139 DIM G(10)

140 DIM Q(13)

NEIN

O!




142
143
145
150
151
152
153
154

155
156
157
158
159

160
161
162
163
164
165
166
167
200
220
232
242
246
248
250
280
290
310

314
315
316
330
346
350
355
360

DIM A (10)

DIM R(10)

DIM X(10,13)

DIM B(9)

DIM C(13,10)

DIM D(10)

DIM E(10)

DIM F(9,9,10)
DIM H(9,9,10)
DIM I{(13,10)

DIM K(13,10)

DIM J(13,10)

DIM L(13,10)

DIM M (4,13)

DIM P (4,10)

DIM S(9,9,10)
DIM U(9,10)
DIM V(4,10)

DIM W(9,10)

DIM Z(15,4,4,10)
DIM T(9,9,10)
INPUT FROM 1: S8
INPUT FROM 1: S1g
INPUT FROM,Jf/SZ$
INPUT FROM 1: P
FOR P1=1 TO P
LET A2=0

INPUT FROM 1: Pg
INPUT FROM 1: Q
INPUT FROM 1: M
FOR M1=1 TO M

INPUT FROM 1: Mg
GOSUB 51000

PRINT 'Mg = ';M%
INPUT FROM 1: G

INPUT FROM 1: M(P1,M1)
FOR Gl1=1 TO G

PRINT 'Gl= ';G1

LET A1=0




370
390
410
425
430
440
445
450
460
470
490
500

510

"INPUT FROM 1: F

FOR F1=1 TO F

INPUT FROM 1: D(F1)

GOSUB 1000

NEXT F1

NEXT G1

LET X(X,N1)=B(X)

NEXT M1

NEXT P1

PRINT 'BIN FERTIG MIT ';Sg
PRINT 'WAS NUN? WEITER = 1 ENDE = O°
INPUT VO |
IF VO=0 THEN 50000

1000 REM AUFRUFEN DER SUBROUTINES, JE NACH DER BEHANDELTEN
1100 IF Mg= NO§ THEN 1120

1102
1103
1104
1107
1120
1130
1140
1190
1200
1201
1202
1203
1204
1205
1206
1207

1208 IF Mg=M4@% THEN M2=65.37

1208
1210
- 1211
1220
1227
1229

LET A=F1

IF Mg=N1g THEN 1107

GO TO 1190

RETURN

IF F1=F THEN 1140

RETURN -

GOSUB 15000 o | L
REM ZUORDNUNG DES MOLEKULARGEWICHTES
TF. Mg=MOg THEN M2=40.08

IF M%=MOE THEN 1245

IF Mg=M1g THEN M2=24.312

IF M@=M1g THEN 1245

IF Mg=M2¢ THEN M2=39.102

IF Mg=M2g THEN 1245

IF Mg=M3g THEN M2=22.9898

IF Mg=M3§ THEN 1245

IF Mg=M4g THEN 1245

IF Mg=M5§ THEN M2=6.939
IF ME=M5¢ THEN 1245
LET E(F1)=D(F1)

IF F1=F THEN 1231
RETURN

RKOMPO-~
NENTE




1231
1233
1235
1237
1239
1240
1241
1242
1243
1244
1245
1250
1260
- 1265
1270
1275
1280
1283
1284
1285
1390
1505
1510
1520
1530

. 1550,

1600
1700
1800
1900
2000

2005

2010
10000
10080

10090 .

10100
10110

GOSUB 14000
GOSUB 16000
GOSUB 17000
GOSUB 18000
IF Mg=MOg THEN 1243
GOSUB 20000
GOSUB 30050

'RETURN

GOSUB 19000

RETURN

GOSUB 41000

IF Pg=POg THEN 1270
IF Pg=P1¢ THEN 1270
GO TO 1505

IF Fi=F THEN 1280
RETURN |

IF Q(M1)=0 THEN 1285
GOSUB 12100 '
RETURN

GOSUB 11000

RETURN

IF F1=F THEN 1520
RETURN

GOSUB 13000"

GOSUB 10000

GOSUB 21100

GOSUB 14000

GOSUB 16000

GOSUB 17000

GOSUB 18000

GOSUB 20000
GOSUB 30050
RETURN | | |
REM SUBROUTINE ZUM NORMIEREN DES NULLWERTES
FOR Fi=1 TO F

IF A1>0 THEN 10110 ..

LET D1=0

IF E(F1)<D1 THEN 10120




10115
10120
10130
10138
10140
10150
10160

10170 .

10180
10190
11000
11090
11700

- 11110

11120
11190
12000
12100
12110
12120

12190

13000
13090
13100
13101
13102
13103
13113
13114
13115
13116

13118

13120
13190
14000
14100
14110

GO TO 10130

LET D1=E (F1)

LET Al1=A1+1

NEXT F1°

IF F1=F THEN 10160

RETURN

FOR A=1 TO F

LET E(A)=E (A)-D1

NEXT A

RETURN

REM SUBROUTINE ZUM SPEICHERN DER BLINDWERTE
LET Q(M1)=Q(M1)+1

FOR A=1 TO F '

LET C(M1,A)=D (A7)

NEXT A

RETURN .

REM SUBROUTINE ZUM MITTELN DER BLINDWERTE
FOR A=1 TO F .

LET C (M1,A)=(C(M1,A)+D (A))/(QQM1)+1)

NEXT A ' o

RETURN .

REM SUBROUTINE ZUM SUBTRAHIEREN DER BLINDWERTE
FOR A=1 TO F' = |

IF S¢='S005' THEN 13114

IF Sg='S006' THEN 13114

IF Sg='S007' THEN 13114

IF Sg='S008' THEN 13114
GO TO 13116 '

LET 02=0

GO TO 13118

LET 02=1

LET E(A)=D(R)-C (M1-02,A) o
NEXT A .
RETURN

REM SUBROUTINE ZUR NORMIERUNG AUF 1 GRAMM GEWEBE

FOR A=1 TO F
LET E(A)=E (a) /0




14120
14190
15000
15100
15105
15106
15107
15110
15118
15120
15130
16000
16100
16110
16120
16190
17000
17090
17100
17110
17120
17123
17124
17130
17132
17190
18000
18100
18110
18120
18190
19000
19100
19110
19115
19120
19190
20000

RETURN

NEXT A

A - 10

NEXT A

RETURN |

REM SUBROUTINE ZUM SPEICHERN DER VOLUMINA |
FOR A=1 TO F ' ‘
IF A=1 THEN 15107 l
GO TO 15110

LET V=0 |

LET V(G1,A)=D (&)

LET V=V+V (G1,A)

NEXT A

LET V= (100%V) /M (P1,M1)

REM SUBROUTINE ZUM BERECHNEN DER ABSOLUTMENGE

FOR A=1 TO F | -

LET E(A)=E (A) %V (G1,2)

NEXT A

RETURN | o

REM SUBROUTINE ZUM BERECHNEN DER AUSBEUTE

LET S=0

FOR A=1 TO F

LET S=S+E (A)

NEXT A )

IF Mg=M8¢ THEN 17132

IF Mg=MOP THEN 17132

LET R=(100%S)/ (1.00000E+06%M (P1,M1))

LET R=(100%S) /M (P1,M1)

RETURN | \

REM SUBROUTINE ZUM BERECHNEN DER RELATIVEN VERTEILUNG
FOR A=1 TO F - | ]
LET E(a)=(100%E(A)) /s = |
NEXT A | | ]

REM SUBROCUTINE ZUM SPEICHERN DER RELATIVEN PROTEINVERTEILUNG |
FOR A=1 TO F

LET P (G1,A)=E(A) .
GOSUB 62500

RETURN -
REM SUBROUTINE ZUM BERECHNEN DER RSK-WERTE




20100
20102
20104
20106
20108
20109
20110
20112
20120
20190

21100

21110
21140
21150
30050

30098
30099
30100
30101
30102
30104
30105
30106
- 30107
30108
30109
30111
30120
30200
30220

30260

- 30280
130400
30420

30500

30520
30540
31600

A - 11

PRINT ‘RSK~WERT'

'IF P(G1,A)=D THEN 20106
GO TO 20109 - |
PRINT 'KENNE KEIN PROTEIN'
RETURN

FOR A=1 TO F

LET E(2)=E(a) /P (G1,2)

PRINT E (a)

NEXT A

RETURN

FOR A=1 TO F

LET E(A)=(1000%E (a)) /M2

NEXT A |

RETURN

REM SUBROUTINE %UR MITTELWERTBILDUNG UND ZUM STATISTISCHEN

VERGLEICH DER GRADIENTEN
FOR A=1 TO F

LET B5=D

LET G(A)=E (A)

LET E(A)=E(A)-Z(Z8,P1,G1,A)*E (A7)

IF -2 (28,P1,G1,A)=1 THEN 307111

FOR Q9=1 TO 6

IF (A-G9)<1 THEN 30111

LET E(A)=EAA)+Z (%48,P1,G1,A-Q9) %G (A-Q9)
GO TO 62000

GO TO 30111

NEXT Q9

LET E(a)=E (a)/ (B5+1)

NEXT A

LET 05=D

FOR A=1 TO F

IF A-1<1-THEN 30400

IF % (%8,P1,G1,A-1)=1 THEN 05=05+1

LET C(A-~05)=E(A)

NEXT A

FOR A=1 TO F

LET E(A)=0(a)

NEXT A

IF Vi=1 THEN GO TO 31605 ELSE GO TO 31700




31605
31607
31610
31615
31617
31620
31625
31630
31632
31635
31640
31645
31650
31652
31655
31660
31665
31668
31670
31672
31675
31676
31678
31680
31682
31684
31688
31690
31692
31694
31696

—3i¢sg"

31700
31702
31705
31708
31710
31715

A - 12

FOR A=1 TO F |

IF X=9 THEN GO TO 31610 ELSE GO TO 31640

IF G1=1 THEN GO TO 31615 ELSE GO TO 31620
LET I(N1,A)=E(a)

GO TO 31625

LET I(N1,A)=I(N1,A)+E(A)

IF G1=G THEN GO TO 31630 ELSE GO TO 31698
LET I(NT,A)=I(N1,3)/G

IF A>T THEN 31640

LET A(NT)=A(NT)+1.

IF X=7 THEN GO TO 31645 ELSE GO TO 31698

IF G1=1 THEN GO TO 31650 ELSE GO TO 31655
LET J(N1,A)=E (3) '

GO TO 31660

LET J(J1,A)=J(N1,A)+E (3) ‘

IF G1=G THEN GO TO 31665 ELSE GO TO 31698
LET J(N1,A)=J(N1,4) /G

IF A>1 THEN 31 672

LET R(N1)=R(N1)+1

LET K(N1,A)=J(N1,2)~I(N1,A)

LET V43 (A (N1)+R(N1)) /2

LET L (N1,A)=K(NT,A)A2

LET U(N1,A)=U(N1,A)+K(N1,4)

LET W(N1,%) =W (N1,A) +L (N1,2)

IF V4>2 THEN GO TO 31684 ELSE GO TO 31698
LET V5=U(N1,A) /V4 -

PRINT '‘MITTLERE DIFFERENZ ( ';A;' ) = ';

PRINT V5;' (';V4;") %; \

LET T=(W(N1,A)—((U(N1,A))A2/V4j)/(v4—1)_

LET T=V5/(SOR (T) /SQR(V4))

PRINT 'T-WERT = ';T;* ' (V4-1) ;' FREIHEITSGRADE'
NEXT & . S .
FOR A=1 TO F

LET F (X,N1,A)=F (X,N1,A)+E (A)
LET H(X,N1,A)=H(X,N1,4)+(E(A))A2

NEXT A

IF A=F THEN 33200
RETURN




33200
33203
33205
33206
33210

33220
33230
33240
33250
33260
33290
33295

~-33300

41000
41010
41020
41030
41040
41050
41060
41070
41080
41090
41100
41110
41120
41130
41135
41140
41150

50000
50010
50080

50090

50100,

50110
50115

A - 13

LET B(X)=B(X)+1 |
TF B(X)>1 THEN GO TO 33205 ELSE GO TO 33295
PRINT Pg

FOR A=1 TO F

LET S(XrN1,A)=(SQR((H(X,N1,A)—((F(X,NT,Af)AZf/B(X))/(B(X)
-1))) /SQR(B (X))

~o

PRINT 'MITTELWERT ';M@;' *;A;' = '
PRINT (F(X,N1,A))/B(X);" ',
PRINT ‘S.E.M. ; ‘

PRINT S(X,N1,a);" (';B(X);")"

LET E(RA)=(F(X,N1,4))/B(X)

NEXT A

LET EA)=(F(X,N1,4)) /B{X)

RETURN ‘ -
REM SUBROUTINE FUR NEUEN BLINDWERT-GRADIENTEN '

IF P$=POg THEN 41040 '

IF Pg=P1g THEN 41040

RETURN
IF P1>1 THEN 41060
RETURN

IF W=0 THEN 41080
RETURN :
FOR M3=1 TO M

LET Q(M3)=0

FOR 2=1 TO F

LET C(M3,A)=0
NEXT A

NEXT M3

IF 29=1 THEN 41150
LET W=1

RETURN

-~

‘REM SUBROUTINE FUR DEN UNGEPAARTEN T-TEST

PRINT 'UNPAIRED T-TEST'
FOR N1=D TO 9

PRINT 'N1T = ';N1
FOR X=2 TO 9 ~
FOR ¥=2 TO (X-1)

FOR A=1 TO F

e
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50119 IF X(X,N1) <=0 THEN 50310 |
50120 'LET S(X,N1,A)=H(X,N1,4)-(F(X,N1,A)A2) /X (X,N1)
50129 IF X(Y,N1)<=0 THEN 50300

50130 LET S(Y,N1,A)=H(Y,N1,A)-(F(Y,N1,A)A2) /X(Y,N1)
50139 IF (X (X,N1)+X(Y,N1))<=2 THEN 50300 |

50140 LET S(X,N1,A)=(S(X,N1,A)+S(¥,N1,A)) "

50141 LET S(X,N1,A)=S(X,N1,3)/(X(X,N1)+X(Y,N1)-2)
50150 LET S(X,NT,A)=SQR(S(X,N1,A))

50160 LET S(X,N1,A)=S(X,N1,A)%SOR (1/X (X,N1)+1/X (Y,N1))
50162 LET T (X,N1,A)=(F(X,N1,A) /X (X,N1)~F(Y;N1,4) /X(Y,N1))
50164 LET T(X,N1,A)=T(X,N1,A)/S(X,N1,A)

50175 PRINT. 'VERGLICHEN f;X;' ':;¥;'  ';

50178 PRINT ‘FRAKTION ':A |

50179 PRINT 'DIFFERENZ DER MITTELWERTE = '; o

50180 PRINT (F (X,N1,A)/X(X,N1)~F(¥,N1,A)/X(Y,N1));:"' ';
50190 PRINT ‘T-WERT = ';T(X,N1,A);

50200 PRINT V; (X (X,N1)+X(Y,N1)=2) ;' FREIHEITSGRADE'

‘50280 NEXT A

50300 NEXT Y
50310 NEXT X

50320 NEXT N1

50330 GO TO 64998

51000 GOSUB 60000

510017 REM SUBROUTINE ORDNET DER KOMPONENTE EINEN WERT N1 ZU

- 51002 IF Mg=MOg THEN Ni=0

51010 IF Mg=M1g THEN N1=0
51020 IF Mg=M2g THEN N1=2
51030 IF Mg=M3g THEN Ni=3
51040 IF Mg=M4g THEN Ni=4
51050 IF Mg=M5¢ THEN N1=5
51060 IF Mg=M6¢ THEN N1=6

- 51070 IF M@=M7¢ THEN N1=7

51080 IF M@=M8% THEN N1=8

51090 IF Mg=M9g THEN N1=9

51200 LET B(X)=X(X,N1)

51210 RETURN

55000 REM SUBROUTINE ZUR DICHTENORMIERUNG
55010 PRINT 'ZAHL DER EXPERIMENTE "




55020
55030
55035
55037
55040
55050
55055
55060
55070
55080
55085
55090
55100
55110
55120
55140
55150
55160
55170
55180
55190
55200
55210
55220
55230
55240
55250
55260
55300
56000
56040

- 58000

58100
- 58102
58104

58110

58120
58130

A - 15

INPUT U9 |
OPEN DATEN FOR INPUT AS FILE 1
FOR U7=1 TO U9

PRINT U7

FOR U8=1 TO 25

INPUT FROM '1: Ug

NEXT U8

INPUT FROM 1: P

FOR P1=1 TO P

INPUT FROM 1: Pg

PRINT Pg

INPUT FROM 1: U8

"INPUT FROM 1: M

FCR M1=1 TO M

INPUT FROM 1: M@

INPUT FROM 1: G

INPUT FROM 1: M(P1,M1) "

FOR Gl1=1 TO G J - .

INPUT FROM 1: F
FOR Fi=1 TO F
INPUT FROM 1: D(F1)
GOSUB 56000 ”
NEXT F1

NEXT G1 .~

NEXT M1

NEXT P1

NEXT U7

CLOSE 1

GO TO 60

IF M@='DICHTE' THEN 58000

RETURN | ,

REM KONSTRUKTION EINES FIKTIVEN DICHTEGRADIENTEN
IF F1=F THEN 58104 ”

GO TO 56040

IF P1=P THEN 58120

GO TO 56040

IF G1=G THEN 58140

GO TO 56040




- 58140

58150
58160
58170
58180
58190
58200
58210
58220
58230
60000
61000
61001
61002
61003
61004
61005
61006
61007
61008
61009
61020
62000
62010
62020
62500
62510
62520
62530
62540
62550
62700
64998
64999
65000

A - 16

PRINT 'Z~WERT'

FOR F1=1 TO F

INPUT O3

FOR P1=1 TO P

FOR Gi=1 TO 4

LET Z(U7,P1,G1,F1)=03

NEXT G1

NEXT P1

NEXT F1

GO TO 56040

REM SUBROUTINE ORDNET DER PRAPARATIONSWEISE EINEN WERT X ZU
IF P$=POg THEN X=0 '
IF P¥=P1g THEN X=1

IF Pg=P2¢ THEN X=2

IF P$=P3g THEN X=3

IF Pg=P4g THEN X=4

IF Pg=P5§ THEN X=5

TF Pg=P6¢ THEN X=6

IF Pg=P7¢ THEN X=7

IF Pg=P8¢ THEN X=8

IF P@=P9% THEN X=9

RETURN

LET B5=B5+%(%8,P1,G1,A-Q9)

IF 2 (28,P1,A-Q9)=1 THEN 30109

GO TO 30108

IF S§='S010' THEN 62530

IF Sg="S011"' THEN 62530

GO TO 62700

FOR A9=1 TO G

LET P(A9,A)=P (1,R4)

NEXT A9
RETURN
CLOSE 1
STOP
END
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