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c~Affinity L a b e l l i n g ~  des  c h o l i n e r g i s c h e n  R e z e p t o r s  der  m o t o r i s c h e n  E n d p l a t t e  m i t  D i a z o - A c e t y l c h o l i n  

Unter  verschiedenen spezifisch wirksamen Pharmaka, 
welche sich zur Untersuchung von Rezeptoren eignen, 
n immt Acetylcholin eine Sonderstellung ein. Die starke 
cholinergische Wirkung wird jedoch durch die leichte 
Abl6sung des Molekfiles vom spezifischen cholinergischen 
Rezeptor und die Spaltung durch die Aeetylcholinesterase 
rasch beelldet. Ffir eine feste Markierung (affinity label- 
ling) des Rezeptors muss das Acetylcholin eine reaktive 
Gruppe enthalten, welche mit  der biologischen Struktur 
eine kovalente Bindung eiugeht. 

Zu diesem Zweck haben wir unter anderem die Ver- 
bindung Diazoacetylcholinbromid (DACH) verwendet. 
Sie wurde von J. FRANK und 1R. SCHWYZER 1 1970 her- 
gestellt und uns iiberlassen. Bei der photochemischen 
Bestrahlung mit  einer Hg-Lampe sollte unter Abspaltung 
yon Stickstoff ein reaktives Carben entstehen, um auf 
eiue Rezeptor-CH-Biudung eiuwirken zu k6nuen. 
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Biologische Methoden, Die cholinergische Aktivit~it 
wurde mit  Hilfe eines isolierten Nerv/Muskel-pr~iparates 
(Phrenicus-Zwerchfellsektor der Maus) in einem 2 ml Bad 
(Krebs-I-Ienseleit-Lbsung, pH 7,4, 17 ~ Oxycarbonbega- 
sung) aus lichtdurchl~ssigem Plexiglas bestimmt. Der 
isolierte Nerv und der Muskel wurden alle 10 Sekunden 
abwechslungsweise mit  Impulsen von 2, resp. 3 V und 
0.01 Sek Dauer fiber Platinelektroden stimuliert. Die 
Muskelkontraktionen wurden fiber einen <~strain gauge)> 
Kuppler mit  dem Offner Dynographen registriert. Nach 
Zusetzen der Versuchsl6sungen mit  0,1ml-Pipetten und 
vollem WirkungsMntritt  w~ihrend 5-10 min wurde das 
Pr~parat 1-3mal mit  Krebs-Henseleit-L6sung gewaschen. 

Die Bestimmung der Enzymaktivi t / i t  der Acetylcho- 
linesterase (aus elektrischem Aal der Firma Sigma, 
Typ VI), wurde potentiometrisch bei pH 7,4, 25 ~ unter 
Stickstoff-Begasung mit 0,01 n NaOH durchgefiihrt. 

Resultate. Zugabe yon DACH wirkt immer fiber Kon- 
zentrationen yon 10-5m depolarisierend auf die End- 
platte : Die indirekt stimulierte 1Viuskelkontraktion nimmt 
innerhalb von 10 rain bis auf 0 ab, w~ihrend der Gruud- 
tonus des Muskels ansteigt. Die direkt ausgel6sten lXlus- 
kelkontraktionen bleiben unver~indert, das heisst nach 
Ausfall der Endplattenfibertragung ist die Kontraktions- 
amplitude etwas vermindert. 

Hohe Konzentrationen (5 • 10-5-2 • 10 -4 m) l~hmen 
die Endplat ten innerhalb 1-2 miu. Gleichzeitig kontra- 
hlert sich der gesamte Muskel sehr stark und beh/ilt 
einen erh6hten Tonus. Auch nach 1-2 Stunden ist die 
dlrekt stimulierte Muskelkontraktionsamplitude kaum 
vermindert. Die Fusspunkte dagegen steigen nach 40- 
miniitiger Eiuwirkung langsam an. Prostigminzusatz 
(10 -* m) verst~irkt geringgradig den L~ihmungseffekt, be- 
einflusst jedoch nicht die Erholung nach Auswaschen. 

Die depolarisierende Wirkung v0n DACtt  wird nach 
kurzer (10 min) oder langer (300 rain) Zeit der Einwir- 
kung durch einmaliges Auswaschen langsam aufgehoben. 
Zweimaliges Auswaschen beschleunigt die Erholung der 
indirekten 1Reizung bedeutend. Der Zusatz yon Pro- 
stigmin zur Wascht6sung ist ohne Einwirkung. 

Versuche unter Bestrahluug (Hg-Lampe mit und ohne 
Glasfilter (280 oder 366 rim)) w~ihrend 60-180 rain ver- 
st~Lrken die Bindung des DACH an die Endplatten, be- 
sonders, wenn die Bad16sung mit  DACH alle 10 Min 

erneuert wird. In eiuigen F~itlen ist nach li~ngerer Ein- 
wirkungszeit ( > 6 0  min) und Bestrahlung mit  vollem 
IIg-Licht die indirekte Erregbarkeit  dutch mehrmaliges 
Auswaschen nicht wiederherzustellen. Allerdings kann 
sich der L~ihmungszustand der Synapse ohne Badwechsel 
~indern, indem weitgehende Erholung der l]berleitung 
yon erneuter vollst~indiger L~ihmung gefolgt wird. Lange 

1 j .  FRANK und R. SCHWYZER, Experientia 26, (1970). 

Diazo-Acetylcholin-Bromid 

a) Isoliertes Phrenicus-Diaphragma-Pr~iparat im Muskelbad unter 
Bestrahlung mit Hg-Lampe. Abwechselnde Kontraktionen nach 
direkter Muskel- und indirekter Nerven-Reizung. 
-% Zugabe yon 2 • 10-4M Diazoacetylcholinbromid macht Muskel- 
kontraktur durch Depolarisation und 100% Endplattenlfihmung 
(Ausfall der l~uskelkolltraktion bei indirekter Reizung iiber den 
Nerven). 
b) Nach 100 min Grundtonus erh6ht. • Waschen mit Krebs- 
Henseleit-L6sung; Synapsenl~ihmung bleibt bestehen. 
c) Nach 150 min Grundtonus weiterhin erhSht, x :  Waschen; 
L~ihmung bleibt bestehen. 
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Bes t rah lung ( > 120 min) ha t  in der H/i lf te der Versuche 
e inen sch~idigenden Einfluss auI die d i rekt  s t imul ier ten  
Muskelkontrakt ionen,  deren Ampl i tude  langsam ab- 
n immt .  

Die Acetylchol ines terase  in L6sung wird durch 5 • 
10 -5 m DACFI nicht  gehemmt ,  aber  mi t  5 X 10-a m D A C H  
wird eine H e m m u n g  im Vergleich zum Kont ro l lwer t  yon 
19% festgestell t .  Anderersei ts  wird D A C H  als Subs t ra t  
weder  yon Serumchol inesterase  (Pferd) noch von  Acetyl -  
cholinesterase aus delia elektr ischen Aal  in 30 min  hydro-  
lisiert.  

Diskussion. D A C H  blockier t  die neuromuskul~ire Ober-  
le i tung du tch  Dauerdepolar i sa t ion  der pos tsynapt ischen 
Membran,  was aueh durch den synergist ischen Ef fek t  
yon Pros t igmin  du tch  die kurzdauernde  K o n t r a k t u r  und 
die langsame Steigerung des Musket tonus deut l ich wird. 
Die Acetylchol inesterase  wird erst mi t  50real h6herer  
Konzen t ra t ion  um e twa 20% gehemmt.  Der  cholinergi-  
sche Rezep tor  wird bevorzugt  blockiert ,  was auch die 
unterschiedl iche Lokal i sa t ion  yore  ak t iven  Enzymzen-  
t r u m  zeigt. 

Un te r  Bel ich tung mi t  einer H g - L a m p e  t r i t t  durch Ak- 
t iv ie rung  des 3/iolekiils zum Carben eine feste Bindung  
am Wirkungsor t  ein. Wir  haben  den Eindruck,  dass das 
v o m  Plexiglas der t3adkammer  durchl~issige Spek t rum 
(10% des UV-13ereiches) die Bindung begiinst igt  und 

dass fiir die F ix ie rung  im biologischen Pr / tparat  der lang- 
wellige Teil  nach F i l t e rung  mi t  Glas nicht  geniigt.  

Die Bindung  t r i t t  n icht  i m m e r  gleich s tark ein ent-  
sprechend den exper imente l len  Schwier igkei ten einer 
Bes t rah lung biologischer Pr / ipara te  (Zwerchfelldicke 
0.1 mm).  Sie wird verbesser t  durch Badwechsel  alle 
10 rain und nicht  zu hohe Konzen t ra t ionen  yon  DACH.  
M6glicherweise konkurrenz ie r t  der durch die Bel ich tung  
ents tehende Metabol i t  (N-Methyl -Hydroxy-Acety lchol in)  
die Bindung  an den Rezeptor .  

Summary. Diazoacety lchol inebromide  was used for 
af f in i ty  labell ing of the  cholinergic receptors  of endplates  
in the  mouse d iaphragm.  Under  i r radia t ion  by  l ight  
(Hg-high-pressure-lamp),  i rreversible depolarizing block 
of neuromuscular  t ransmiss ion developed.  Acetylchol in-  
esterase was influenced only by much  higher  concentra-  
tions, which demonst ra tes  different  local izat ions of the  
act ive  enzyme center  and the  eholinergic receptor.  
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und W. HOPFF 

Pharmakologisches Institut der Universitdl Zi~rich, 
Gloriastrasse 32, CH-8006 Zi~rich ( Schweiz), 
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Halbdesmosomen bei Phytoflagellaten 

Bei e lekt ronenmikroskopischen Unte r suchungen  an 
Ver t re te rn  der Pras inophyceen  (Chlorophyta) fanden wir  
S t rukturen ,  die den Ha lbdesmosomen  der Metazoen glei- 
chen. Wir  beobach te ten  diese Bi ldungen an Flagel laten,  

die uns als Platymonas tetrctthele (Nr. 161-2c) yon der 
Sammlung  yon Algenkul turen  am Pflanzenphysiologi-  
sehen Ins t i t u t  der Univers i t i i t  G6t t ingen und als Tetra- 
selmis tetrathele (Nr. 39936) v o n d e r  Abte i lung Pro tophy-  
t enkunde  des Botanischen  Ins t i tu t s  der  Univers i t / i t  Mar- 
burg tiberlassen wurden.  Beide F o r m e n  sind e inander  sehr 
~ihnlich. Sie wurden  mi t  OsO~ oder  Glutaraldehyd/OsO~ 
fixier t  und in E p o n  eingebet te t .  

Platymonas ha t  eine Theca, die du tch  die Zusammen-  
lagerung kleiner, im Golg i -Appara t  gebi ldeter  Schuppen 
en ts teh t  1. Die 4 Geisseln entspr ingen in einer Grube 
(Figur 1). Hier  tr~igt ,die Theca feine, per lschnnrar t ige  

I j .  MANTON und M. PARKE, J. mar. biol. Ass. UK aS, 743 (1965). 

Fig. 1. L~ingsschnitt durch zwei Geisselbasen (eine Geissel ganz, die 
andere fast abgeworfen) init Strukturen der Geisselwurzel. Links 
und rechts yon den Geisselstiimpfen h~ingen an den <~Halbdesmoso- 
men~> Plasmalemma und Theca lest zusamlnen; die <~Tonofibrillen~> 
ziehen zur Mitte der Geisselbasis. • 30,000. 

Fig. 2. An einem l~Ialbdesmosorn (links vonder GeisseI) mit deutlich 
dargestellter Endplatte sind Plasmalemma und Theca lest verbun- 
den; yon der Tonofibrilleist nur der obereTeil abgebildet. • 70,000. 


