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1 Einleitung

1.1 Die Stellung der Neunaugen an der Basis des Wirbeltierstamm-
baumes

Neunaugen (Petromyzoniformes) und Schleimaale (Myxiniformes) (Abb. 1) sind die
einzigen heutigen Vertreter der im Paldozoikum weit verbreiteten kieferlosen Wirbel-
tiere (Agnatha). Aufgrund ihrer phylogenetischen Stellung an der Basis des Wirbel-
tierstammbaumes sind diese beiden Gruppen von herausragender Bedeutung fur

das Verstandnis der Evolution der Vertebraten (Forey und Janvier 1993).

Abb. 1 Laterale Ansicht eines Flussneunauges Lampetra fluvialis (oben) und
eines atlantischen Schleimaals Myxine glutinosa (unten) (Starck 1978).

Neunaugen und Schleimaale wurden traditionell als Cyclostomata (Rundmau-
ler) bezeichnet. Dieser Begriff basiert auf der Tatsache, dass die rezenten Agnathen
Uber gemeinsame ursprungliche (,primitive“) Merkmale verflgen, in denen sie sich
von den Kiefermindern (Gnathostomata) unterscheiden. Von diesen gemeinsamen
Merkmalen war das Fehlen beweglicher Kiefer und die daraus resultierende Form
der Mundo6ffnung namensgebend. Weitere Gemeinsamkeiten von Neunaugen und
Schleimaalen, in denen sich Agnathen und Gnathostomen unterscheiden, betreffen
u. a. die Lage der Kiemen innerhalb des knorpeligen Skelettes (,Endobranchiaten®),
die Ausbildung eines Nasenhypophysenganges und das Fehlen von Knochen,
Schuppen und paarigen Flossen (Hardisty 1979, Marinelli und Strenger 1954a, Mari-
nelli und Strenger 1954b).

In den achtziger Jahren des letzten Jahrhunderts wurde diese traditionelle

Sichtweise durch eine Hypothese abgeldst, der zufolge die Schleimaale eine frihe



isolierte Abspaltung in der Entwicklung der Wirbeltiere darstellen, wahrend die Neun-
augen in enger Verwandtschaft zu den gnathostomen Fischen gesehen werden
(Hardisty 1982). Da die Chorda dorsalis adulter Neunaugen dorsal segmental ange-
ordnete Arcualia (Wirbelbogenanlagen) aufweist, die bei Schleimaalen nicht ausge-
bildet sind, rechneten einige Autoren die Schleimaale nicht mehr zu den Vertebraten,
sondern wahlten den Oberbegriff Craniota, der die Vertebraten im engeren Sinne
(Petromyzonta und Gnathostoma) und die Myxinoidea umfasst (Janvier 1981, Forey
1984, Hardisty 1982, Forey und Janvier 1993).

War die Betonung gemeinsamer morphologischer Merkmale der rezenten
Agnathen die Basis, diese als Cyclostomata zusammenzufassen und gegen die
gnathostomen Fische abzugrenzen, so waren die vielfaltigen morphologischen, ge-
netischen und biochemischen Unterschiede zwischen Neunaugen und Schleimaalen
die Grundlage fur deren taxonomische Neubewertung. Neben den bereits erwahnten
Arcualia finden sich hervorstechende morphologische Unterschiede u. a. auch in der
Kiemenregion. Die Kiemen der Schleimaale nehmen eine Sonderstellung ein, in dem
sie echte Kiemensacke (Bursae branchiales) ausbilden, deren Oberflache durch von
medial nach lateral verlaufende Falten vergrofRert ist (Hofbauer 1934, Rauther 1935).
Die Kiemen der Neunaugen ahneln denen gnathostomer Fische. Bei den beiden
Gruppen bilden jeweils durch ein Septum getrennte Hemibranchien, deren Ober-
flache durch Filamente und Lamellen in ahnlicher Anordnung vergrof3ert ist, eine
Holobranchie (Mallatt und Ridgway 1984).

Diese von Hardisty (1982) und Janvier (1981) verfochtene These steht jedoch
in Gegensatz zu neueren molekularbiologischen Untersuchungen, die das alte
Cyclostomata - Konzept bestatigen. Auch wenn die Analysen von mitochondrialer
DNS darauf hindeuten, dass Schleimaale und Neunaugen eine monophyletische
Gruppe bilden (Stock und Whitt 1992, Mallatt und Sullivan 1998, Kuraku et al. 1999,
Delarbre et al. 2002), so ist doch zweifellos unbestritten, dass Gruppen der rezenten
Agnathen eine sehr lange getrennte Entwicklung durchlaufen haben, wahrscheinlich
seit dem unteren Kambrium (Janvier 1999).

Auch die unterschiedlichen Lebensraume der Schleimaale und Neunaugen
weisen auf diese sehr lange separate Entwicklung hin. Nach heutiger Auffassung
haben die zur Osmoregulation unfahigen Schleimaale nie ihren marinen Lebensraum
verlassen, wahrend die Vorlaufer der heutigen Neunaugen sich Uber einen sehr lan-

gen Zeitraum im SuRwasser entwickelt haben und relativ spat ins Meer gelangten,



modglicherweise erst nachdem die Knochenfische (Teleosteer) vom Meer ins SuR-
wasser vorgedrungen waren (Lutz 1975, Hardisty et al. 1989b). So stehen auch die
ausgepragten Unterschiede in der ionalen Zusammensetzung, der Osmolaritat des
internen Milieus und der Fahigkeit zur Osmoregulation der Schleimaale und Neunau-
gen im Einklang mit der Annahme, dass die Entwicklung dieser beiden kieferlosen
Gruppen Uber einen sehr langen Zeitraum getrennt verlaufen ist. Tatsachlich hat
Homer Smith bereits 1930 festgestellt, dass ,these two groups lead back to a parting
of the ways in the evolution of body fluids” (Smith 1930a). Wann die Entwicklung der
Neunaugen begonnen bzw. stattgefunden hat, ist jedoch in Ermangelung fossiler Be-
lege ungeklart.

Die kurzliche Entdeckung eines Fossils in marinen Ablagerungen des unteren
Kambriums in China, das bereits Merkmale von Neunaugen tragt und sich von ande-
ren fossilen Agnathen hinreichend unterscheidet (Shu et al. 1999), konnte ein Indiz
daflr sein, dass die urspringliche Entwicklung der Neunaugen in marinem Milieu
stattgefunden hat. Dies muss zu einem sehr frihen Zeitpunkt, vermutlich vor Gber
545 Millionen Jahren gewesen sein, d. h. bevor diese Gruppe in SuRwasserlebens-
raume eingewandert ist. Seit spatestens dieser Zeit haben sich demzufolge Schleim-

aale und Neunaugen getrennt entwickelt.

1.2 Vorkommen und Lebenszyklus der Neunaugen

Die rezenten Neunaugen bilden drei Familien: Petromyzontidae, Geotriidae und Mor-
daciidae, die wiederum in ca. 40 Arten unterteilt werden, von denen die Mehrzahl
(36) den Petromyzontidae zugerechnet werden. Petromyzontidae sind holarktische
Tiere, d. h. sie sind ausschliellich auf der nérdlichen Halbkugel zu finden, wahrend
die beiden anderen Familien in ihrer Verbreitung auf die sudliche Hemisphare be-
schrankt sind (Hardisty 1979, Potter 1986).

Allen Neunaugenarten ist ein komplexer Lebenszyklus gemeinsam. Am Anfang
steht ein speziesabhangig unterschiedlich langes, mindestens jedoch dreijahriges
Larvenstadium im SuRwasser (Potter et al. 1980). Die Larven (Ammocoeten) leben
im sandigen Grund von Bachen und kleinen Fliussen und erndhren sich als Strudler
von Algen und Detritus (Moore und Mallatt 1980). Im Anschluss an das Larvenstadi-
um durchlaufen die Neunaugen eine mehrmonatige Metamorphose, in deren Verlauf
es u. a. zu einer umfassenden Umwandlung der Mund- und Kiemenregion kommt,

eine Voraussetzung fur die veranderte Nahrungsaufnahme der Erwachsenen (Potter



et al. 1980). Einige Neunaugenarten sind anadrom, d. h. ahnlich wie Lachse verbrin-
gen sie einen Teil des adulten Lebens im Meer und kehren zum Laichen in die Ober-
laufe der Flusse zurtck. Die Jungtiere anadromer Arten wandern zumindest in die
Flussmindungen oder ins offene Meer, wo sie sich saugend vom Blut (Petromyzon,
Mordacia) oder mit Hilfe einer Raspelzunge vom Muskel (Lampetra, Geotria) der
Wirtsfische, zumeist Teleosteer, ernahren (Bahr 1952, Potter und Hilliard 1987, Hilli-
ard et al. 1985, Beamish 1980). Diese marine trophische Phase wird haufig als ,pa-
rasitisch® bezeichnet. Sie dauert 1-2 Jahre und in ihrem Verlauf nehmen die Neunau-
gen rasch an Lange und Gewicht zu. Nach Abschluss der marinen Phase stellen sie
die Nahrungsaufnahme ein und ziehen flussaufwarts zu den Laichplatzen, wo sie
nach Erlangung der Geschlechtsreife laichen und sterben (Hardisty und Potter 1971,
Hardisty 1979).

Neben den anadromen Neunaugen gibt es einige Arten, die nach der Metamor-
phose nicht flussabwarts ziehen, sondern in ihren Lebensraumen bleiben und rasch
zur Geschlechtsreife kommen. In der Regel ist jede dieser als ,nicht-parasitisch® be-
zeichneten SuRwasserarten eng mit einer anadromen ,parasitischen® Art verwandt
(Potter 1980b). Ein Beispiel fur solche ,paired species” sind in Nordeuropa das ana-
drome Flussneunauge Lampetra fluviatilis L. und das Bachneunauge Lampetra
planeri Bloch. Da die Bachneunaugen nach Abschluss der Metamorphose die Nah-
rungsaufnahme nicht wiederaufnehmen, erreichen sie nur die Gro3e der Larven vor
der Metamorphose (ca. 10 cm). Neben diesen nicht-parasitischen gibt es auch einige
wenige fluviatile Arten, die sich als Erwachsene rauberisch von Teleosteern ernah-
ren, z.B. Eudontomyzon danfordi in der Donau und Ichthyomyzon unicuspis im Ein-

zugsbereich des Mississippi (Hardisty 1979).

1.3 Osmoregulation der Neunaugen

Im Unterschied zu den osmokonformern, an ein marines Milieu gebundenen
Schleimaalen, sind Neunaugen ahnlich wie Teleosteer (Knochenfische) zur Regulati-
on der Osmolalitédt des internen Milieus unabhangig von der des externen Milieus
fahig (Morris 1972). Dies geschieht Uber die Regulation der Konzentration von Natri-
um- und Chloridionen (Robertson 1954, Morris 1972, Beamish 1980). Wahrend eini-
ge euryhaline Teleosteer wie Osseochromis (Tilapia) mossambicus, Fundulus
heteroclitus oder Rivulus marmoratus unabhangig vom Lebenszyklus in der Lage

sind, die Osmolalitat des inneren Milieus Uber einen sehr weiten Bereich der Osmola-



litdt des externen Milieus nahezu konstant zu halten (Parry 1966, Karnaky 1986), ist
diese Fahigkeit bei anadromen Neunaugen an bestimmte Phasen des Lebenszyklus
geknupft. Wahrend Ammocoeten an SulRwasserlebensraume gebunden und zur Re-
gulation in hypertonem Milieu unfahig sind (Beamish 1980, Morris 1980), sind die
Tiere am Ende der Metamorphose in der Lage, in marinem Milieu zu Uberleben. So
konnte in Experimenten gezeigt werden, dass Ammocoeten des Meerneunauges
(Petromyzon marius) nicht in einem Milieu Uberleben, dessen Osmolalitat ihre eigene
(ca. 225 mosmol kg H.O™) (iberschreitet. Nach Abschluss der Metamorphose kén-
nen die juvenilen Meerneunaugen rasch an 100 % Meerwasser akklimatisiert werden
und eine Serumosmolalitit von 260 mosmol kg H.O™' aufrechterhalten (Potter und
Huggins 1973, Potter und Beamish 1977, Potter et al. 1980, Beamish 1980). Diese
Fahigkeit zur Osmoregulation in hypertonem Milieu geht jedoch wahrend der Laich-
wanderung bald nach dem Wiedereintritt in SuRwasser verloren (Morris 1956, Morris
1958, Morris 1972).

1.3.1 Mechanismen der Osmoregulation im Suf3wasser

Im SuRwasser sind Neunaugen, auf Grund des osmotischen Gradienten von einem
standigen Einstrom von Wasser und/oder von einem passiven lonenverlust tUber die
Haut und die Kiemen bedroht. Es wird allgemein angenommen, dass die osmoregu-
latorischen Mechanismen bei Neunaugen und Teleosteern im SuRwasser sehr ahn-
lich sind (Abb. 2). Die Kiemen sind neben der der Niere, die grole Mengen hypoto-
nen Urins produzieren (Morris 1972, McVicar und Rankin 1983), das wichtigste extra-
renale Organ der Osmoregulation (Hardisty et al. 1989a). Im Kiemenepithel werden
Natrium- und Chloridionen stochiometrisch im Verhaltnis 1:1, aber unabhangig von-
einander im Austausch gegen Protonen bzw. gegen Bikarbonat vom Kiemenepithel

aufgenommen (Krogh 1939, Kirschner 1983).
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Abb. 2 Mechanismen der Osmoregulation im StRwasser

Die Mechanismen des epithelialen lonentransports kbnnen z. B. mit Hilfe einer Us-
sing-Kammer untersucht werden. Diese Untersuchungen setzen eine glatte Epithelo-
berflache voraus, d. h. eine Situation, die in der durch Filamente und Lamellen ver-
grolerten Fischkieme nicht gegeben ist. Mechanismen der lonenaufnahme im SuR-
wasser sind daher bevorzugt an der Epidermis von Amphibien (Froschhaut) durchge-
fuhrt worden (Kirschner 1983, Garcia und Ehrenfeld 1975, Larsen 1988). Die Ergeb-
nisse dieser Studien haben zu der Erkenntnis gefuhrt, dass der Austausch von Natri-
um und Protonen nicht durch einen einfachen Natrium/Protonen-Antiport, sondern
dass die Protonen-Sekretion aktiv, mittels einer Protonen-ATPase und die Natrium-
Resorption durch einen amilorid-sensitiven Natrium-Kanal verlauft (Harvey und Eh-
renfeld 1986, Nagel und Doerge 1996, Ehrenfeld und Klein 1997, Harvey et al.
1988). Dieser Mechanismus ist abhangig von der Aktivitdt der Carboanhydrase im
Zytosol der Protonen-sezernierenden Zellen und der Natrium/Kalium-ATPase in der
basolateralen Membran der Natrium-resorbierenden Zellen. Auch das Epithel der
Harnblase von Kroten und Schildkroten weist eine ahnliche zellulare Zusammenset-
zung wie die Epidermis der Amphibien auf (Wade et al. 1975, Wade 1976, Rick et al.
1978, Durham und Nagel 1986, Brown und Breton 1996) und nutzt im wesentlichen
die gleichen Mechanismen flir die Reabsorption von Natrium und zur Sekretion von
Protonen in den Urin (Stetson und Steinmetz 1985, Durham und Nagel 1986, Lang
1988). Durch immunhistochemische Versuche konnte gezeigt werden, dass im Kie-

menepithel von Teleosteern im SuRwasser die Protonen-ATPase, der amilorid-
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sensitive Natrium-Kanal und die Carboanhydrase vorhanden sind, so dass die we-
sentlichen Voraussetzungen fir den oben beschriebenen Mechanismus der Natrium-
Aufnahme gegeben sind. Es wird heute allgemein angenommen, dass diese Mecha-
nismen der Natrium-Aufnahme aus dem SufRRwasser bei allen Wirbeltieren und auch
bei wirbellosen Tieren wie Ringelwlrmern, Schalen- und Weichtieren im Prinzip die-
selben sind (Kirschner 1983).

Im Gegensatz zu der indirekten Kopplung der Natrium-Aufnahme an die Proto-
nen-Sekretion, wie oben beschrieben, zeigen alle bisherigen Untersuchungen, dass
die Aufnahme von Chloridionen im direkten Austausch gegen Bikarbonat Uber einen
Antiport verlauft (Garcia und Ehrenfeld 1975, Larsen et al. 1992). Die Chlorid-
aufnehmenden Zellen verfugen Uber eine zytoplasmatische Carboanhydrase und

einen Chlorid-Kanal in der basolateralen Zellmembran (Larsen et al. 1992).

1.3.2 Mechanismen der Osmoregulation im Meerwasser

Obwohl die Mechanismen der Osmoregulation im Meerwasser fur die vorliegende
Arbeit keine Rolle spielen, sollen sie der Vollstandigkeit halber hier kurz erwahnt
werden.

Da die Osmolalitat des Meerwassers ca. 3 - 4 mal hoher ist als die ihres inter-
nen Milieus (Parry 1966, Lutz 1975), sind Neunaugen, wie Teleosteer im Meerwasser
von einem osmotisch bedingten Wasserverlust bzw. Einstrom von lonen bedroht. Um
einer hyptertonen Dehydration entgegenzuwirken, trinken sie Meerwasser, resorbie-
ren die monovalenten lonen im Darm und sezernieren eine hypertone Natrium- und
Chloridldsung mit Hilfe der Chloridzellen im Kiemenepithel, so dass bei stark einge-
schrankter glomerularer Filtration ,freies® Wasser im Korper verbleibt (Smith 1930Db,
Foskett und Scheffey 1982, Zadunaisky 1984, Karnaky 1986, Loretz 1995) (Abb.3).

Bereits 1932 haben Keys und Willmer eine grol3e eosinophile Zelle im Kie-
menepithel von Aalen identifiziert, die den Belegzellen in der Magenschleimhaut der
Saugetiere ahnelt und diese daher fur die Chlorid-Sekretion verantwortlich gemacht.
Konsequenterweise nannten sie diese Zelle ,Chloride-secreting cell“. Diese Zelle ist
durch zahlreiche Mitochondrien und ein System membrandser Tubuli in ihrem Zytop-
lasma charakterisiert (Pisam und Rambourg 1992, Philpott 1980). Diese Membranen
stellen eine intrazellulare Erweiterung der basolateralen Zellmembran dar und enthal-
ten die Natrium/Kalium-ATPase und das Natrium-Kalium-2Chlorid-Cotransportsystem
(Karnaky et al. 1976, Karnaky 1980, Karnaky 1986). Der Mechanismus der Natrium-
und Chlorid-Sekretion im Kiemenepithel von marinen Teleosteern wurde am Epithel
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des Kiemendeckels (Operculum) von Fundulus heteroclitus aufgeklart. Dieses Epithel
enthalt bei einigen Teleosteern zahlreiche Chloridzellen und ist im Gegensatz zu den
Kiemenepithelien flach, so dass es sich fur Untersuchungen in der ,Ussing“-Kammer
eignet (Karnaky, Jr. und Kinter 1977). Durch eine Kombination morphologischer und
elektrophysiologischer Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Knochenfische
im Salzwasser Chlorid-lonen durch Chloridzellen Uber einen sekundar aktiven Trans-
portweg sezernieren, der die treibende Kraft fur den passiven Natrium-Ausstrom
durch ,Leaky-Pathways® zwischen benachbarten Chloridzellen ist (Karnaky, Jr. und
Kinter 1977, Ernst et al. 1980, Foskett und Scheffey 1982, Foskett und Machen
1985). Der Chlorid-Kanal der Chloridzellen der Knochenfische ist homolog mit dem
,Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)“ der Saugetiere
(Marshall et al. 1995, Marshall 2002).

ca. 1000 mOsm kg’

Osmotischer
Gradient

Osmotischer
Wasser-Ausstrom
Niere:

lonen-Einstrom GFR eingeschrankt

@®

?’-\lx,Resorption von Na+*, CF l

Serum: ca. 265 mOsm kg

Darm:
Aufnahme von Kiemen: und Wasser
Meerwasser Sekretion von wenig hochkonzentrierter
Na*und CI Urin, Ausscheidung von

divalenten lonen

Abb. 3 Mechanismen der Osmoregulation im Meerwasser

Identische Mechanismen der hypertonen Salzsekretion finden sich in den
sekretorischen Drusen der Rektaldrise der Elasmobranchien und in der Salzdrise
bei einigen marinen Vogeln (Kirschner 1979, Ernst et al. 1980), und es kann davon
ausgegangen werden, dass die Mechanismen der Salzsekretion bei allen Wirbeltie-
ren im Meerwasser, also in einem hypertonen Milieu sehr ahnlich, wenn nicht iden-

tisch sind.

1.3.3 Osmoregulation wahrend des Lebenszyklus der Neunaugen

Die mehrjahrige larvale Entwicklung der Neunaugen findet obligat im Stf3wasser statt
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(Potter et al. 1980). Versuche an Ammocoeten des Meerneunauges Petromyzon ma-
rinus haben gezeigt, dass diese nicht in der Lage sind, in einem Milieu zu Uberleben,
das die Osmolalitat ihres Serums von ca. 225 mosmol kg H,O™ Uibersteigt. So ver-
starben ca. 50 % der Ammocoeten innerhalb von 24 Stunden in Wasser mit Osmola-
litat von 350 mosmol kg H,O', was etwa einem Drittel der des Meerwassers ent-
spricht. Dagegen konnten Neunaugen nach Abschluss der Metamorphose auch in
100 % Meerwasser eine Serumosmolalitat von 260 mosmol kg H,O™ aufrechterhal-
ten (Beamish 1980). Diese Fahigkeit zur Osmoregulation ist so wirksam, dass mehr
als 80 % einer Gruppe junger Meerneunaugen nach der Metamorphose den direkten
Transfer ohne Zwischenschritte von SiiRwasser in Meerwasser lberlebten. Ahnliche
Ergebnisse fanden sich auch bei den Arten Lampetra fluvialis und Geotria australis
(Potter und Huggins 1973, Potter et al. 1980). Die Fahigkeit zu hypotoner Osmoregu-
lation geht erwachsenen Neunaugen nach dem Abschluss der trophischen marinen

Phase wahrend der Stromaufwartswanderung wieder verloren.

1.3.4 Die zellulare Zusammensetzung des Kiemenepithels in verschiedenen
Phasen des Lebenszyklus

Auch das Kiemenepithel macht bedeutende Veranderungen wahrend des Lebens-
zyklus der Neunaugen durch. Sie sind sowohl wahrend der Flussabwarts- und der
Flussaufwartswanderung zu beobachten. Diese Veranderungen betreffen die Zu-
sammensetzung und die raumliche Beziehung der Zellen und die Struktur der Tight
junctions. Die Oberflache der Kiemen ist durch Filamente und Lamellen vergrof3ert
und von einem zweischichtigen Plattenepithel bedeckt, das an der Basis in das viel-
schichtige kubische Epithel der interlamellaren Region des Filaments Ubergeht. In
der oberflachlichen Epithelschicht kommen in Abhangigkeit von der Phase des Le-
benszyklus vier verschiedenen Zellarten vor: Ammocoeten Mitochondrienreiche
(MR-) Zellen, Deckzellen, Schaltzellen und Chloridzellen (Bartels et al. 1998).

Im Epithel der Ammocoeten kommen neben den Ammocoeten MR-Zellen,
Schaltzellen und Deckzellen vor. Diese Zellen differenzieren sich aus den basalen
Zellen, die die untere Schicht des Epithels bilden und sich mitotisch teilen. Wahrend
die Schaltzellen und Deckzellen im Kiemenepithel in allen SGRwasserphasen des
Lebenszyklus von Neunaugen vorkommen, sind die Ammocoeten MR-Zellen nur
wahrend des Larvenstadiums vorhanden. Sie verschwinden wahrend der Metamor-
phose und treten wahrend der Laichwanderung nicht wieder auf. Wahrend der Meta-

morphose entwickeln sich die Chloridzellen als Vorbereitung auf die marine Phase.
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Zwischen dem Abschluss der Metamorphose und dem Eintritt in Meerwasser, d. h.
wahrend der Flussabwartswanderung sind an der Kiemenoberflache demzufolge
Schaltzellen, Deckzellen und Chloridzellen vorhanden. Die Schaltzellen verschwin-
den, sobald die Tiere in Meerwasser sind und treten erst nach Wiedereintritt ins
SuRwasser wieder auf. Wahrend der folgenden Flussaufwartswanderung wird die
Kiemenoberflache nur noch durch Schalt- und Deckzellen gebildet. Die Tatsache,
dass nur Schaltzellen und Deckzellen immer an der Kiemenoberflache vorhanden
sind, wenn sich das Neunauge in SuRwasser aufhalt, lasst darauf schlie3en, dass
diese beiden Zellen an der hypotonen Osmoregulation beteiligt sind. Sollten die
Ammocoeten MR-Zellen, die auf Grund ihres Mitochondrienreichtums und dem Vor-
handensein von Carboanhydrase zunachst als ,lon-uptake Cells“ bezeichnet wurden
(Mallatt und Ridgway 1984, Pickering und Morris 1976), tatsachlich lonen aus dem
Sulwasser aufnehmen und somit zur lonen- und Osmoregulation beitragen, dann
muss ihre Funktion entweder von Schaltzellen oder von den Deckzellen nach Ab-
schluss der Metamorphose Ubernommen werden, da die osmotischen Probleme ins-
besondere wahrend der Laichwanderung dieselben sind, wie wahrend des Larven-
stadiums.

Im Gegensatz dazu lasst die Bildung der Chloridzellen unmittelbar vor der ma-
rinen Phase und ihr Verschwinden nach Beendigung dieser Phase den Schluss zu,
dass diese Zellen ausschliel3dlich der Osmoregulation in hypertonem Milieu dienen.

Allein die Deckzellen kommen in allen Lebensstadien vor und kdnnen somit
sowohl in SulRwasser als auch in Meerwasser osmoregulatorisch aktiv sein. Fur eine
Beteiligung an der hypotonen Regulation in Meerwasser fehlt aber bisher jeder Hin-

weis.

1.4 Ziele der Arbeit

Aufgrund zytologischer Merkmale werden zurzeit folgende Modelle flr den lonen-
transport der Neunaugen im SuRRwasser diskutiert (Bartels und Potter 2004): Die ak-
tive Protonensekretion und vermutlich auch die Chloridresorption erfolgt unabhangig
von der Phase des Lebenszyklus durch die Schaltzellen, wahrend fur die Natriumre-
sorption verschiedene Moglichkeiten in Betracht kommen. Vor der Metamorphose
kdnnte die Natriumaufnahme durch die Ammocoeten MR Zellen entweder allein oder
zusammen mit den Deckzellen erfolgen, wahrend nach der Metamorphose, wenn die

Ammocoeten MR Zellen verschwunden sind, musste diese Funktion von den Deck-
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zellen allein Gbernommen werden. Auch wenn Untersuchungen an der Froschhaut
widersprtchliche Ergebnisse hinsichtlich der Beteiligung der Schaltzellen an der Na
Aufnahme ergeben haben (Ehrenfeld et al. 1989, Nagel und Doerge 1996, Ehrenfeld
und Klein 1997), so muss diese Zelle in die Uberlegungen mit einbezogen werden,
da sie in allen Phasen des Lebenszyklus der Neunaugen im SuRwasser im Kiemen-
epithel vorhanden ist. Da die lonen - transportierende Funktion der Ammocoeten MR-
Zellen von den Deckzellen und / oder den Schaltzellen nach der Metamorphose mit
Ubernommen werden muss, stellt sich die Frage, ob die Ammocoeten MR-Zellen tat-
sachlich an der lonenresorption, wie Pickering und Morris (1976) und Mallatt und
Ridgway (1984) aufgrund des Mitochondrienreichtums vorgeschlagen haben, betei-
ligt sind.

Um dieser Frage nachzugehen wurden in der vorliegenden Arbeit Ammo-
coeten fur 14 Tage entweder in destilliertem Wasser oder 10 % Meerwasser gehal-
ten. Wahrend bei Ammocoeten, die in 10 % Meerwasser gehalten werden, die lone-
naufnahme auf Grund des niedrigen osmotischen Gradienten zwischen internem und
externem Milieu gering sein sollte, sollte sie bei Tieren in destilliertem Wasser maxi-
mal stimuliert sein.

Das Kiemenepithel wurde daraufhin ultrastrukturell mit stereologischen Methoden auf
folgende Parameter untersucht:
Die numerische Zelldichte der drei Zelltypen Ammocoeten MR-, Deck- und
Schaltzellen.
2. Die Oberflachendichte der apikalen Zellmembran der drei Zelltypen.
Die Volumendichten der Zellorganellen, insbesondere der Mitochondrien der

Ammocoeten MR-Zellen und Deckzellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere

Ammocoeten ( Larven) der in der studlichen Hemisphare vorkommenden Neunaugen
Geotria australis wurden in kleinen Zuflissen des Donnelly River im aulRersten Siud-
westens Australiens gefangen und in Tanks, die Flusswasser enthielten, ins Labor
der School of Envirommental and Life Sciences der Murdoch University, Murdoch,
West - Australien, gebracht. Nach Akklimatisierung an die Laborverhaltnisse wurden
die Tiere in zwei Gruppen geteilt und bei gleichen Licht- und Temperaturbedingun-
gen bei ca. 18°C fur zwei Wochen entweder in destilliertem Wasser oder in 10%
Meerwasser (Kontrollgruppe) gehalten. Nach Abschluss dieser Zeit, wahrend der die
Tiere nicht gefuttert wurden, wurden sie durch Zugabe von 0,01% Benzocain in das

jeweilige Medium anasthesiert und getotet.

2.2 Gewebeentnahme und —fixierung

Transversalschnitte, die die 4. bzw. 5. Kieme enthielten, wurden sofort in einer Lo-
sung aus 3% Glutaraldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4, immersionsfixiert. Aus
diesen Schnitten wurden unter einem Stereomikroskop kleine Gewebeproben, die 2-

4 Filamente enthielten, isoliert und diese in etwa der Mitte der Filamente quer geteilt.

2.3 Elektronenmikroskopie

Die so erhaltenen Proben wurden bis zur Einbettung bei 4° C aufbewahrt, grindlich
in Puffer gespult und in 2% Osmiumtroxid in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7,4, flr 2
Stunden nachfixiert. Die Einbettung erfolgte in Epon nach Entwasserung in einer auf-
steigenden Alkoholreihe und Immersion in einem Propylenoxyd-Epongemisch als
Zwischenmedium. Semidinnschnitte wurden an einem Ultracut-Mikrotom (Reichardt)
hergestellt und mit Toluidinblau gefarbt. Ultradinnschnitte mit einer Dicke von ca. 60
nm wurden an demselben Mikrotom mit Diamantmessern angefertigt, auf Pioloform-
beschichtete Einlochblenden aufgefangen und mit Uranylacetat und Bleizitrat kon-
trastiert. Die Schnitte wurden an einem Zeiss Elektronenmikroskop bei 80 kV unter-

sucht.
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2.4 Morphometrie

Als Morphometrie werden quantitative Methoden in der Strukturforschung be-
zeichnet. Bei der Quantifizierung in der Mikroskopie, insbesondere in der Elektro-
nenmikroskopie muss die Reduktion in der Grof3e und in der Dimension berucksich-
tigt werden. Alle Methoden, die eine Gewinnung morphometrischer Daten in der Mik-
roskopie erlauben, werden unter dem Begriff Stereologie zusammengefasst. Die
Stereologie bietet die Mdglichkeit, an zweidimensionalen Objekten (z. B. Dlnn-
schnitte) dreidimensionale Bestimmungen durchzufuhren. Voraussetzung hierflr ist
erstens eine genugend geringe Schnittdicke, so dass der Flachenanteil einer dreidi-
mensionalen Struktur auf der Unter- und Oberseite eines Schnitts gleich ist (Delesse-
Prinzip)(Delesse 1847), zweitens die Einhaltung von bestimmten Zufallskriterien, so
dass dimensionslose Stichproben gewonnen werden (Howard und Reed 1998).
Folgende Parameter wurden morphometrisch bestimmt:

- die relative Haufigkeit der drei an der Oberflache der Kiemenfilamente

und -lamellen vorhandenen Zelltypen

- der relative Anteil der apikalen Oberflache dieser Zelltypen, die apikale

Oberflachendichte und das Verhaltnis von apikaler Oberflache zum Zell-
volumen (S,-ratio) dieser Zellen

- die Volumendichte (prozentualer Volumenanteil am Zellvolumen) der Mi-

tochondrien, des Zellkerns und des Zytoplasmas in Ammocoeten
MR-Zellen und Deckzellen, in Deckzellen zusatzlich die Volumendichte
der Sekretgranula

- das Oberflachen / Volumen-Verhaltnis der Mitochondrien in Ammo-

coeten MR-Zellen und Deckzellen

- das mittlere Mitochondrienvolumen in Ammocoeten MR-Zellen.

- Jede Versuchsgruppe umfasste 4 Tiere. Pro Tier wurden 5 Proben aus-

gewertet, um die intraindividuelle Streuung maoglichst gering zu halten.
2.4.1 Morphometrische Methoden

2.41.1 Sampling

Die Testfelder eines Schnitts wurden nach dem ,systematic quadrat subsampling“-
Verfahren ausgewahlt, welches eine Kombination aus einem zufalligen Start auler-
halb des Schnitts (z.B. rechts oben) und einer folgenden systematischen - feste Ab-

stdnde umfassenden - maanderférmigen Durchmusterung in x- und y-Richtung dar-
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stellt (Muller et al. 1981). Dieses Verfahren ermdglicht eine Bericksichtigung aller
Bereiche im Praparat und eine zufallige Verteilung der Testfelder. Somit erhalten alle
Areale im Schnitt die gleiche Chance, ausgewertet zu werden (Weibel 1979). Pro
Schnitt wurden bis zu 70 Testfelder ausgewertet. (Abb. 4)
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Abb. 4 Sampling - Verfahren

Das elektronenmikroskopische Bild wurde durch eine CCD-Kamera auf einen
Computerbildschirm Gbertragen. Dem Monitorbild wurde ein Testfeldrahmen (GroRRe
23,15 cm x 15,25 cm) vorgeschaltet. Dieser Rahmen definiert einerseits die ausge-
wertete Flache, andererseits wird durch ihn auch definiert, wie mit am Rand ange-
schnittenen Zellen zu verfahren ist (Abb.5). Zellen, die innerhalb des Rahmens liegen
oder vom oberen und linken Rahmen berthrt werden, werden erfasst (in der Abbil-
dung grun), schneidet dagegen der untere bzw. rechte Rand die Zelle, gehen sie

nicht in die Auswertung ein (in der Abbildung rot).
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2.4.1.2 Testraster

Die morphometrischen Bestimmungen der Oberflachen- und Volumendichten und
Oberflachen/Volumenverhaltnisse erfolgten nach dem Punkt- und Schnittpunkt-
Zahlverfahren (Weibel 1979). Hierfur wurde ein Punkte-Raster mit bogenformig ver-
laufenden Testlinien auf einen Computerbildschirm gelegt. Die beiden Endpunkte
jeder Testlinie dienten als Testpunkte. Die Zahl der Testlinien betrug 18, die der
Testpunkte 36.

2.4.2 Relative Haufigkeit verschiedener Zelltypen

Die Zellen an der Oberflache der Kiemenfilamente und -lamellen wurden auf Grund
zytologischer Kriterien identifiziert und einem der drei Zelltypen zugeordnet. Die
Schnitte wurden nach dem oben angegebenen Verfahren durchfahren, die Zellen in
den Testfeldern gezahlt und ihr relativer Anteil an der Gesamtzellzahl in Prozent an-

gegeben.
2.4.3 Morphometrische Untersuchungen der Zelloberflache

2.4.3.1 Relativer Oberflachenanteil

Der relative Oberflachenanteil der apikalen Oberflache eines jeden Zelltyps erlaubt
Aussagen Uber eine durch Ausstulpungen der Zellmembran (Mikrovilli / Mikroplicae)
hervorgerufene apikale Oberflachenvergro3erung der Zellen. Er wurde flur jeden der
drei Zelltypen ermittelt, indem die Schnittpunkte der Testlinien mit den Mikrovilli /
Mikroplicae und die auf die Zelle fallenden Endpunkte der Testlinien bestimmt wur-

den. Die Angaben erfolgen in Prozent.

2.4.3.2 Oberflachendichte
Die Oberflachendichte einer Struktur (Sy) gibt ihre Oberflache bezogen auf das Vo-

lumen eines Referenzraumes an. Zur Bestimmung der Oberflachendichte wird ein
Raster mit Testlinien verwendet. Die Schnittpunkte der Testlinien (Intersektionen) mit
der auReren Begrenzung einer Struktur (a) werden gezahlt und auf die Gesamtlange
aller Testlinien bezogen:

Sv =2 la/ Ly (um%um?)
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2.4.3.3 Oberflachen-Volumen-Verhaltnis

Das Oberflachen-Volumen-Verhaltnis einer Struktur (S,-ratio) ist das Verhaltnis von
Oberflachendichte zu Volumendichte. Die S,-ratio wird ermittelt, indem man die Zahl
der Schnittpunkte mit der aulleren Begrenzung zu der auf die Struktur fallenden
Punktezahl bezieht.

Sv/Vly = Sy-ratio = 21/P, x L (um?/um?)

Mit der S,-ratio kdnnen Grdlkenanderungen einer Struktur ermittelt werden.

2.4.4 Bestimmung der subzellularen Kompartimente

Der Volumenanteil der Zellorganellen in den Ammocoeten MR-Zellen und Deckzellen

wurde morphometrisch bestimmt

2.4.4.1 Zellulare Volumendichten

Die Volumendichte einer Struktur (Vy) gibt den Anteil ihres Volumens am Volumen
eines Referenzraumes, z. B. der Zelle, an. Fur die Bestimmung der Volumendichten
(Vv) wurde das Punktzahlverfahren angewendet (Weibel 1979). Wenn eine Gesamt-
zahl von Punkten (Pc) zufallig in eine Struktur (c) mit einem Volumen (V) gelegt wird,
dann wird mit geometrischer Wahrscheinlichkeit ein Teil (P5) der zufallig verteilten
Punkte in einem in der Struktur liegenden Objekt mit dem Volumen (V,) enthalten

sein, woraus folgt:

Va _ P (weibel 1979).
V. P

Diese Gleichung wird auch in anderer Form wiedergegeben (Weibel 1979):
Vo = P,
oder einfach:
V, =P,
Die Volumendichten werden in Prozent (%) angegeben.

Bei einer Vergroflerung von 4400:1 wurden die Volumendichten (Vy) der Mito-
chondrien (Vymi), des Zytoplasma (Vvzp), der Zellkerne (Vync) und fur Deckzellen zu-

satzlich der Sekretgranula (Vyys) ermittelt.
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2.4.4.2 Oberflachen-Volumen-Verhaltnis der Mitochondrien

Die Sy-ratio der Mitochondrien wurde in beiden Zelltypen ermittelt, um mdgliche Un-

terschiede in der GrofRe der Mitochondrienanschnitte beurteilen zu konnen.

2.4.4.3 Mittleres volumengewichtetes Volumen der Mitochondrien

Das mittlere volumengewichtete Volumen der Mitochondrien dient als Mal} fur das
mitochondriale Volumen. Zur Bestimmung wurde die ,Point Sampled Intercept Me-
thode® angewendet. Die Messmethode basiert auf folgender theoretischer Grundla-
ge: Wenn ein Punkt zufallig auf das Profil eines Partikels, z.B. eines Mitochondriums
eines ebenfalls willkirlichen Schnittbildes fallt, kann die Lange | des linearen Ab-
schnittes Uber seinem Profil und durch den Punkt gemessen werden. Denn die zufal-
ligen Punkte treffen mit der Wahrscheinlichkeit auf die Partikel, die zu dem volumen-
gewichteten Volumen der Partikel direkt proportional ist. Beim Messen der Abschnitte
durch die Mitochondrien erhadlt man eine erwartungstreue Abschatzung des volu-
mengewichteten mittleren  Mitochondrien-Volumens (Vy) mit der Formel
Vy = a/3 1p°

lasst sich Uber diese Lange des Partikelvolumens V ermitteln.

Es wurde das folgende Verfahren angewendet: Ein transparentes Testsystem
mit 36 Punkten wurde auf einen Rahmen mit winkelgewichteten Gradzahlen gelegt.
Neue Gradzahlen wurden errechnet, indem man 37 der vorhergehenden Zahl addier-
te, oder wenn die Summe > 97 war, 60 subtrahierte. Traf ein Punkt des Testsystems
einen Partikel, also auf ein Mitochondrium, wurde mittels eines Rulers der Durch-
messer des Partikels gemessen, wobei der Ruler in Richtung der ermittelten Grad-
zahl des Rahmens ausgerichtet wurde. Der Malstab (Ruler) war logarithmisch in 15
Klassen unterteilt (L15 = 150).

Das volumengewichtete mittlere Volumen wurde entsprechend der Formel von
Braendgaard und Gundersen (1986) errechnet:

v = /3 % ((L1s x 1000)/3 x VergroRerung)® x lg® (um?)

2.5 Statistik

Die Ergebnisse werden als Mittelwert £ mittlere Standardabweichung angegeben.
Signifikanzunterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney Rank

Sum Test Uberprift.Das Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.
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3 Befunde

3.1 Ultrastruktur des Kiemenepithels

Die Kiemenoberflache der Ammocoeten von Geotria australis ist durch Filamente
und Lamellen ahnlich wie bei gnathostomen Fischen (Laurent 1984, Laurent und Du-
nel 1980) vergroRert. Das Epithel der Lamellen ist ein zweischichtiges Plattenepithel,
wahrend das Epithel zwischen den Lamellen und an der Basis der Filamente zwei-
oder mehrschichtig isoprismatisch ist. Die oberflachliche Schicht des Epithels wird
von Deckzellen und zwei Typen Mitochondrienreicher (MR-) Zellen, den Schaltzellen
und den Ammocoeten-MR-Zellen gebildet (Bartels et al. 1998, Bartels und Potter
2004) (Abb. 6, 7). Die Schaltzellen kommen einzeln oder in Paaren an der Basis und
in der interlamellaren Region des Filaments vor, wo sie von Ammocoeten-MR-Zellen
umgeben sind. Letztere bilden einen grolien zusammenhangenden Verband, der den
filamentnahen Teil der Lamellen bedeckt, wahrend deren freier Rand von Deckzellen
bedeckt wird (Bartels et al. 1998, Bartels und Potter 2004).

Die drei an der Oberflache des Kiemenepithels vorkommenden Zelltypen kon-
nen nicht nur durch die Lage, sondern auch durch zytologische Merkmale eindeutig
voneinander unterschieden werden: Schaltzellen ahneln diesem Zelltyp im Sammel-
rohr der Niere und den MR-Zellen in der Epidermis der Amphibienhaut und dem Epi-
thel der Harnblase von Amphibien und Reptilien. Sie enthalten zahlreiche Mitochon-
drien, zwischen denen eine variable Anzahl membranoser Vesikel und Tubuli vor-
kommen (Abb. 7). Die apikale Membran ist durch schmale, verzweigte Mikrofalten
vergroRert. Das Ausmal} dieser OberflachenvergroRerung, das zwischen individuel-
len Schaltzellen groRe Unterschiede aufweisen kann, steht in einem inversen Ver-
haltnis zur Anzahl der membrandsen Vesikel und Tubuli, die durch Exozytose in die
Membran eingebaut bzw. durch Endozytose aus dieser entfernt werden (Stetson und
Steinmetz 1983, Brown 1989, Brown und Breton 2000).

Die Ammocoeten-MR-Zellen sind durch Mitochondrien mit einer extrem elektro-
nendichten Matrix charakterisiert. Weiter enthalten einige dieser Zellen sehr kleine
langliche Sekretgranula, die direkt unterhalb der apikalen Zellmembran liegen
(Abb.6 /7).
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B_

Abb. 6 Freier Rand der Lamelle mit Ammocoeten MR-Zellen (MR) und Deckzellen (DZ) in der ober-
flachlichen Schicht des Kiemenepithels; E Erythrozyt. A 10% Meerwasser, x4.700, B destilliertes Was-
ser, x5.450.
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Abb. 7 Basis der Lamellen und interlamellare Region des Filaments mit Ammocoeten MR-Zellen (MR)
und Schaltzellen (Pfeil) in der oberflachlichen Schicht des Kiemenepithels. A 10% Meerwasser x5.100,
B destilliertes Wasser x4.300.
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Wahrend die Ammocoeten MR-Zellen und die Deckzellen von Ammocoeten, die
in destilliertem Wasser gehalten waren, ultrastrukturell nicht von denen der Kontroll-
tiere in 10% Meerwasser unterschieden werden konnten (Abb. 6), wurden Unter-
schiede bei Schaltzellen bereits bei qualitativer Betrachtung der Schnitte beobachtet
(Abb. 7). So wurden Schaltzellen in den Kiemen der Tiere, die in destilliertem Wasser
gehalten waren, haufiger als in denen der Kontrollgruppe in 10% Meerwasser ange-
troffen. Weiterhin war ihre apikale Oberflache durch zahlreiche lange, schlanke
Mikroplicae vergroRert, wahrend die Zahl der membrandésen Tubuli und Vesikel im

Zytoplasma kleiner war (Abb. 7).
3.2 Stereologische Untersuchungen

3.2.1 Relative Haufigkeit von Ammocoeten MR-Zellen, Schaltzellen und Deck-

zellen

Um die relative Haufigkeit der drei Zelltypen an der Oberflache der Kiemenfilamente
und -lamellen, Schaltzellen, Ammocoeten MR- Zellen und Deckzellen, zu bestimmen,
wurden in den vier Ammocoeten, die in 10% Meerwasser gehalten waren (Kontroll-
gruppe), jeweils 298 bis 646 Zellen und in jedem der Tiere, die in destilliertem Was-
ser gehalten waren, zwischen 357 und 751 Zellen untersucht. Insgesamt wurden in
den beiden Gruppen 1738 bzw. 1961 Zellen klassifiziert.
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0% B 0.7%
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Abb. 8 Relative Haufigkeit von Ammocoeten MR-Zellen, Schaltzellen und Deckzellen im Kiemenepi-
thel der Ammocoeten von G. australis in destilliertem Wasser bzw. 10% Meerwasser.
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Unabhangig vom Milieu, in dem sich die Tiere befanden, war die Reihenfolge
der prozentualen Anteile der drei Zelltypen in beiden Gruppen die gleiche. Die
Ammocoeten MR- Zellen kamen am haufigsten vor, gefolgt von den Deckzellen,
wahrend die Schaltzellen am seltensten waren (Abb. 8).

Die Variationsbreiten (ranges) der prozentualen Haufigkeiten der Ammocoeten
MR-Zellen Uberlappten sich in den beiden Gruppen und reichten von 56-75% bzw.
52-61%. Die Mittelwerte betrugen 65,4 £ 3,5% bzw. 58,0 £ 4% und unterschieden
sich nicht signifikant (p>0,05). Die Mittelwerte (+x Standardabweichungen) der relati-
ven Haufigkeiten, die fur die Deckzellen der Ammocoeten in 10% Meerwasser
(34,0 £ 3,5%) und in destilliertem Wasser (34,5 £ 5%) bestimmt wurden, waren na-
hezu identisch und unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant (p>0,05). Dagegen
Uberlappten sich die Variationsbreiten der prozentualen Haufigkeiten der Schaltzellen
in den beiden Gruppen nicht. Sie betrugen 0-1% in der Gruppe der Tiere, die in 10%
Meerwasser gehalten waren und 5-10% in der Gruppe der Tiere in destilliertem Was-
ser. Die Mittelwerte (+ Standardabweichungen) betrugen 0,7 + 0,4 % bzw. 7,5+ 2 %
und unterschieden sich signifikant (p<0,01).

3.2.2 Oberflachendichten der apikalen Zellmembran der verschiedenen

Zelltypen

Die Tatsache, dass die Schaltzellen im Kiemenepithel von Ammocoeten, die in
lonenfreiem Medium gehalten werden, relativ haufiger vorkommen als in Tieren in
10% Meerwasser, deutet darauf hin, dass diese Zellen stimuliert sind. Aus verschie-
denen Untersuchungen an der Schildkrotenblase und dem Sammelrohr der Niere ist
bekannt, dass eine Stimulation der Schaltzellen zur Vergroferung der apikalen Ober-
flache und Ausbildung zahlreicher schlanker Mikrofalten flhrt (Stetson und Steinmetz
1983, Madsen und Tisher 1984, Stanton 1984).

Der Anteil der apikalen Oberflache an der gesamten Zelloberflache stieg bei
den Schaltzellen von 18,70 £ 8,10% in der Kontrollgruppe auf 54,10 £ 17,10% in der
Gruppe der Tiere, die in destiliertem Wasser gehalten wurden, signifikant an
(p<0,01). Dieser Parameter zeigte weder flir die Ammocoeten MR-Zellen
(13,30 £ 2,00% vs. 14,35 = 1,50%) noch fur die Deckzellen (17,16 + 0,75% vs.
15,00 + 2,00 %) Unterschiede (Abb. 9 ).
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Abb. 9 Anteil der apikalen Oberflache an der gesamten Zelloberflache von Ammocoeten MR-Zellen,
Schaltzellen und Deckzellen im Kiemenepithel der Ammocoeten von G. australis in destilliertem Was-
ser bzw. 10% Meerwasser.

Diese Befunde wurden durch die Bestimmung der apikalen Oberflachendichte besta-
tigt. Diese zeigte eine signifikante Zunahme (p<0,01) fur die Schaltzellen der Ammo-
coeten in destilliertem Wasser (0,312 + 0,030pm2/um?®) gegeniiber denen der Kon-
trollgruppe in 10% Meerwasser (0,119 + 0,038um2/um®). Dagegen unterschieden
sich die apikalen Oberflachendichten weder der Ammocoeten MR-Zellen
(0,100 + 0,010um%pm? vs. 0,108 + 0,006um%um?®) noch der Deckzellen (0,099 +
0,002um?um?®vs. 0,110 + 0,007um2/um®) in den beiden Gruppen signifikant (p>0,05)
voneinander (Abb. 10).

0,400

— signifikant —
p<0,01
0,350 -
0,312
0,300
0,250
N
e
ju 0,200 - —
me # destilliertes Wasser
m 10% Meerwasser
0,150 |
—NS — — NS —
o110 e
0,100 | E 0,100 Fows * 0099 '
0,050 -
0,000
Ammocoeten MR-Zellen Deckzellen Schaltzellen

Abb. 10 Apikale Oberflachendichte von Ammocoeten MR-Zellen, Schaltzellen und Deckzellen im
Kiemenepithel der Ammocoeten von G. australis in destilliertem Wasser bzw. 10% Meerwasser.
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Das Verhaltnis der Oberflachendichte der apikalen Zellmembran zur Volumendichte
der Zellen zeigte ebenfalls zellspezifische Unterschiede. Die Sy-ratio der apikalen
Zellmembran der Schaltzellen der Ammocoeten in destillietem Wasser war mit
0,872 + 0,138um?%/um’ signifikant hoher als die der Kontrollgruppe (0,301 %
0,070pm2/um3), wahrend die beiden anderen Zelltypen keine von der Zusammenset-

zung des Wassers abhangigen Unterschiede zeigten (Tab. 1).

destilliertes Wasser 10% Meerwasser
Ammocoeten MR-Zellen 0,231 £ 0,010pm?/um? 0,215 £ 0,030pm?/um?
— NS —
Deckzellen 0,242 + 0,030pum?/um? 0,267 + 0,007um?*/um?
— NS —
Schaltzellen 0,872 £ 0,138um?/pm? 0,301 £ 0,070pm?*/um?
— signifikant —
p<0,01

Tab. 1 SV Ratio der apikalen Zellmembran in Ammocoeten MR-Zellen, Deckzellen und Schaltzellen

3.2.3 Bestimmung der subzellularen Kompartimente

Obwohl die Exposition der Ammocoeten in einem lonen-freien Milieu weder zu einer
Zunahme der relativen Haufigkeit der Ammocoeten MR-Zellen und der Deckzellen
noch zu einer morphometrisch fassbaren VergroRerung der apikalen Zellmembran
bei einer dieser Zellen gefuhrt hat, wurden in diesen beiden Zelltypen der prozentua-
le Volumenanteil der Mitochondrien an der Zelle (Volumendichte) und das Oberfla-
chen/Volumen-Verhaltnis der Mitochondrien bestimmt, um einen erhéhten Energie-
verbrauch in diesen Zellen auszuschlieen. Der prozentuale Volumenanteil der Mito-
chondrien unterschied sich nicht signifikant (p>0,05) in beiden Gruppen und betrug
fur die Ammocoeten MR-Zellen in 10% Meerwasser 36,2 + 4,1 % und jene in destil-
liertem Wasser 30,65 £ 5,35%. Auch fur die Mitochondrien-armen Deckzellen wurden
keine Unterschiede (p>0,05) im prozentualen Volumenanteil der Mitochondrien ermit-
telt. Die Werte betrugen 4,3 £ 0,76 % bzw. 3,13 £ 0,79 %. In den Ammocoeten
MR-Zellen wurden aufRerdem die Volumendichten des Kerns und des Mitochondrien-
freien Zytoplasmas, in den Deckzellen zusatzlich zu diesen Parametern die

Volumendichten der schleimhaltigen Sekretgranula bestimmt. In keinem der unter-
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suchten Parameter wurden Unterschiede (p>0,05) zwischen den beiden Gruppen

ermittelt.

Zellkern : \
28,16% Mitochondrign

30,76%

Zellkern
25,50%

Mitochondri
36,18%

A B

Abb. 11 Volumendichten von Zellkern, Mitochondrien und mitochondrienfreiem Zytoplasma in
Ammocoeten MR-Zellen in (A) destilliertem Wasser und (B) 10% Meerwasser.

Mitochondrien

Mitochondrien
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Sekretgranula
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Abb. 12 Volumendichten von Zellkern, Mitochondrien, Sekretgranula und Restzytoplasma in Deckzel-
len in (A) destilliertem Wasser und (B) 10% Meerwasser.

Auch fur die Oberflachen/Volumen-Verhaltnisse der Mitochondrien fanden sich
keine Unterschiede in Ammocoeten MR-Zellen und Deckzellen zwischen den beiden
Gruppen (Tab. 2).

Das gleiche gilt fir das mittlere Mitochondrienvolumen der Ammocoeten
MR-Zellen, das sich fir Ammocoeten in destilliertem Wasser mit 0,474 pm3 nicht von

dem fiir Tiere in 10% Meerwasser (0,519 um?®) unterschied (p>0,05).
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destilliertes Wasser 10% Meerwasser
Ammocoeten MR-Zellen 11,50£0,78 pm?/um?3 11,25£1,30 pm?/um?3
— NS —
Deckzellen 9,44+0,66 pm?/um? 9,28+1,08 pm?/um?
— NS —

Tab. 2 Oberflachen/Volumenverhaltnis der Mitochondrien in Ammocoeten MR-Zellen und Deckzellen
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4 Diskussion

Der Reichtum an Mitochondrien in den Ammocoeten MR-Zellen im Kiemenepithel
von Neunaugenlarven veranlasste eine Reihe von Autoren zu diskutieren, dass diese
Zellen fur die Aufnahme von Na® und CI" im SUBwasser zusténdig sein kdnnten
(Morris und Pickering 1975, Youson und Freeman 1976, Mallatt und Ridgway 1984).
Diese  Sichtweise kam nicht zuletzt in der Wahl des Begriffs
»ion-uptake cell“ durch Morris und Pickering (1975) und Mallatt und Ridgway (1984)
zum Ausdruck. Sie wurde bestarkt durch den histochemischen Nachweis des En-
zyms Carboanhydrase in diesen Zellen, das H" und HCOj5" fiir den Austausch von
Na® bzw. CI" bereitstellt (Conley und Mallatt 1988). In Frage gestellt wurde diese
Hypothese von Bartels et al. (1998) mit der Begrindung, dass die Zellen im Kiemen-
epithel von adulten Neunaugen wahrend der Laichwanderung nicht vorhanden sind,
obwohl die Tiere mit den gleichen osmotischen Problemen konfrontiert sind wie
Ammocoeten. Diese Autoren argumentieren, dass, wenn die osmoregulatorischen
Mechanismen und die daran beteiligten Zellen bei Ammocoeten und adulten Neun-
augen im SuRwasser identisch sind, nur die Schaltzellen und / oder die Deckzellen,
nicht aber die Ammocoeten MR-Zellen fur die lonenaufnahme in Frage kommen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einem experimentellen Ansatz die
These, dass die Ammocoeten MR-Zellen fur die Aufnahme von lonen aus dem Suf3-
wasser verantwortlich sind, zu Uberprifen. Dabei wurde davon ausgegangen, dass
die fur die lonenaufnahme zustandigen Zellen umso mehr stimuliert werden, je gro-
Rer der lonen- bzw. osmotische Gradient zwischen internem und externem Milieu ist.
Es wurde weiter davon ausgegangen, dass die Stimulation zu einer Zunahme sowohl
der relativen Haufigkeit dieser Zellen in einem heterozellularen Epithel als auch ihres
Energieverbrauchs fuhrt, was sich in einer Zunahme der Mitochondrienzahl bzw. ih-
res Volumens am Zellvolumen aul3ert.

Zu diesem Zweck wurden Ammocoeten Uber 14 Tage in destilliertem Wasser
gehalten, um die lonenaufnahmemechanismen maximal zu stimulieren, wahrend Tie-
re, die Uber den gleichen Zeitraum in 10% Meerwasser in der Annahme gehalten
wurden, dass der relativ geringe osmotische Gradient von ca. 100 mosmol kg H,O™"
(Faktor 2 zwischen innerem und &aullerem Milieu) zu einer weitgehenden
Inaktivierung bzw. Downregulation der lonenaufnahmemechanismen fuhrt, als Refe-
renzgruppe dienten. Das Kiemenepithel der Tiere beider Gruppen wurde mit ultra-

strukturellen stereologischen Methoden untersucht.
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4.1 Ammocoeten MR-Zellen

Die Ergebnisse zeigen, dass die Ammocoeten MR-Zellen sich in der relativen Hau-
figkeit und der Volumendichte, dem Oberflachen-Volumenverhaltnis und der Grole
der Mitochondrien sich in der Gruppe der Tiere, die in destilliertem Wasser gehalten
wurde, nicht von denen der Kontrollgruppe in 10% Meerwasser unterschieden. Auch
wurden in der Oberflachendichte der apikalen Membran der Ammocoeten MR-Zellen
keine Unterschiede zwischen den beiden Gruppen festgestellt. Diese Befunde deu-
ten darauf hin, dass eine Stimulation der lonenaufname in Ammocoeten nicht zu ei-
ner relativen Zunahme der Ammocoeten MR-Zellen im Kiemenepithel fuhrt und dass
der Energieverbrauch in diesen Zellen nicht signifikant zunimmt, wenn die Tiere ei-
nem starkeren osmotischen Stress ausgesetzt sind. Auf Grund dieser Befunde ist die
von Morris und Pickering (1975), Youson und Freeman (1976) und Mallatt und Ridg-
way (1984) diskutierte These, dass die Ammocoeten MR-Zellen fur die Aufnahme
von Na* bzw. CI" aus dem SlURwasser zustandig sind, nicht aufrecht zu halten. Es
muss daher davon ausgegangen werden, dass diese Zellen, die, wie in der vorlie-
genden Studie gezeigt, unabhangig von der Osmolalitédt des externen Milieus ca.
60% der Zellen der oberflachlichen Schicht im Kiemenepithel von Ammocoeten aus-
machen, zusatzliche oder andere Aufgaben als die der lonenaufnahme haben.

Die Ammocoeten MR-Zellen haben offensichtlich kein morphologisches Aquiva-
lent in anderen lonen - transportierenden Epithelien innerhalb der Wirbeltiere (Bartels
und Potter 2004), so dass Uber ihre Funktion nur spekuliert werden kann. Da ana-
drome Neunaugen im SulRwasser nur wahrend des Larvenstadiums, nicht aber wah-
rend der Laichwanderung fressen, ist es denkbar, dass die Ammocoeten MR-Zellen
fur die Ausscheidung von lonen und / oder Stoffwechselendprodukten ihrer speziel-
len Nahrung zustandig sind (Bartels et al. 1998), die Uberwiegend aus Algen und
Detritus besteht (Moore und Mallatt 1980). Die lonenaufnahme Uber das Kiemen-
epithel ist gerade wahrend der Laichwanderung von besonderer Bedeutung, da die
Neunaugen in dieser Phase des Lebenszyklus die Nahrungsaufnahme einstellen, der
Darm degeneriert (Youson 1981) und damit die Moglichkeit, lonen mit der Nahrung

aufzunehmen, fehlt.
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4.2 Schaltzellen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen andererseits, dass die Schaltzellen
relativ an Haufigkeit zunehmen, wenn Ammocoeten Uber einen Zeitraum von 14 Ta-
gen in einem lonen - freien Medium gehalten werden und die lonenaufnahme uber
das Kiemenepithel wahrscheinlich maximal stimuliert ist, um den renalen und durch
den osmotischen Gradienten bedingten passiven lonenverlust Uber das Integumen
zu kompensieren. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese Zunahme am ehes-
ten auf Kosten der Ammocoeten MR-Zellen geht, wenn auch eine signifikante Ab-
nahme der relativen Haufigkeit der letzteren nicht nachweisbar war.

Die relative Zunahme der Schaltzellen von ca.1% in 10% Meerwasser auf ca.
7% in destilliertem Wasser ist ein deutliches Zeichen daflir, dass diese Zellen eine
entscheidende Rolle bei der Osmoregulation von Neunaugen im Suf3wasser spielen.
Sie haben die gleichen ultrastrukturellen Eigenschaften wie die gleichnamigen Zellen
(intercalated mitochondria-rich cells) in der Epidermis der Amphibien, im Epithel der
Harnblase von Schildkréten und Amphibien und im Sammelrohr der Niere der Wirbel-
tiere (Brown und Breton 1996). Histochemische Untersuchungen an Schaltzellen in
diesen Epithelien haben ergeben, dass diese Zellen reich an Carboanhydrase (CAll)
sind (Brown und Breton 1996). Ein hervorstechendes gemeinsames morphologi-
sches Merkmal der Schaltzellen ist die Anwesenheit von stabchenférmigen Partikeln
in der Zellmembran und in den Membranen zytoplasmatischer Vesikel, wenn diese
mit der Gefrierbruchtechnik untersucht werden (Brown und Breton 1996, Bartels et al.
1998). AuRerdem enthalten sie in ihrer Zellmembran und den Membranen der zy-
toplasmatischen Vesikel den vakuolaren Subtyp einer Protonenpumpe
(H* V-ATP-ase) (Brown und Breton 1996, 2000). Es wird heute allgemein davon aus-
gegangen, dass die stabchenférmigen Partikel entweder die transmembranen Do-
manen der Protonenpumpe darstellen oder zumindest eng mit ihnen assoziiert sind
(Stetson und Steinmetz 1986, Brown et al. 1987, Kohn et al. 1997). So korreliert z.B.
der H* Transport in der Schildkrétenblase mit der Dichte der stédbchenférmigen Parti-
kel in der apikalen Membran der Schaltzellen (Stetson und Steinmetz 1986). Diese
Hypothese wird durch die Beobachtung, dass in allen Membranen, in denen stab-
chenférmige Partikel gefunden wurden, auch H* V-ATP-ase-Aktivitat nachgewiesen
werden konnte, bestatigt (Brown und Breton 1996).
Die in Gefrierbruchabdricken sichtbaren stabchenfoérmigen Partikel stellen entweder

die transmembranen Domanen der Protonenpumpe dar oder sind zumindest eng mit
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ihnen assoziiert (Stetson und Steinmetz 1986, Brown et al. 1987, Kohn et al. 1997).
So korreliert z.B. der H" Transport in der Schildkrétenblase mit der Dichte der stab-
chenformigen Partikel in der apikalen Membran der Schaltzellen (Stetson und Stein-
metz 1986). Diese Hypothese wird durch die Beobachtung, dass in allen Membra-
nen, in denen stabchenformige Partikel gefunden wurden, auch H® V-ATP-ase-

Aktivitat nachgewiesen werden konnte, bestatigt (Brown und Breton 1996).

A B C
apikal
Ht HCO3- H*  HCO3-
Cj| Cl
CAll CAll CAll
Cl-
HCO3~ CI H¥ CF ClI-

basal

Abb. 13 Schematische Darstellung der 3 Schaltzell-Subtypen (A,B,C). Die dicken Pfeile bezeichnen
aktive, die dinnen passive Transportprozesse. CA Il, Carboanhydrase II.

Zwei Subtypen von Schaltzellen (A und B) wurden urspringlich auf Grund der
verschiedenen Lokalisationen der H* V-ATP-ase, der stdbchenférmigen Partikel und
eines HCO3/Cl'-Austauschers im Sammelrohr der Saugerniere und der Harnblase
von Schildkroten unterschieden (Stetson und Steinmetz 1985, Brown et al. 1988,
Brown und Breton 1996). Im Subtyp A sind die H" V-ATP-ase und die stabchenformi-
gen Partikel in der apikalen Zellmembran und den Membranen der zytoplasmati-
schen Vesikel lokalisiert, wahrend der Anionenaustauscher in der basolateralen
Membran vorkommt (Abb 13A). Dieser Anionenaustauscher wurde als eine renale
Splicevariante des Bande 3-Proteins AE 1 identifiziert. Der Subtyp A der Schaltzelle

ist fir die elektrogene H* Sekretion verantwortlich. Der Subtyp B der Schaltzelle be-
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sitzt in der apikalen Membran einen Bikarbonataustauscher, der nicht mit Antiseren
gegen AE 1 reagiert und inzwischen im Sammelrohr der Niere als Pendrin identifiziert
wurde (Royaux et al. 2001) (Abb. 13B). Dieser Subtyp ist in renalen und harnablei-
tenden Epithelien fur die HCO3;™ Sekretion verantwortlich. Obwohl der Subtyp B vom
Subtyp A zunéchst durch das Vorkommen der H* V-ATP-ase und der stabchenférmi-
gen Partikel in der basolateralen Membran unterschieden wurde, haben immunzyto-
chemische Untersuchungen inzwischen gezeigt, dass die H® V-ATP-ase in
AE 1-negativen Zellen in verschiedenen Lokalisationen, d. h. auch in der apikalen
Membran vorkommen kann (Brown und Breton 1996). Diese Beobachtung steht in
Einklang mit der Identifikation eines dritten Subtyps der Schaltzellen in der Epidermis
von Amphibien, der durch die Anwesenheit der H* V-ATP-ase und eines Anionenaus-
tauschers in der apikalen Membran und eines Chloridkanals in der basolateralen
Membran charakterisiert ist. Dieser Subtyp C wird fur die CI" Aufnahme aus hypoto-
nem Medium, z.B. SulRwasser, verantwortlich gemacht (Larsen et al. 1992).

Die ultrastrukturellen und funktionellen Eigenschaften der Schaltzellen sind in
verschiedenen transportierenden Epithelien in verschiedenen Wirbeltiergruppen wie
Amphibien, Reptitlien und Saugern konserviert (Brown und Breton 1996). Darlber
hinaus sind Zellen mit den gleichen morphologischen Charakteristika auch in der Nie-
re von Teleosteern nachgewiesen (Hentschel und Elger 1987). Da die Schaltzellen
im Kiemenepithel der Neunaugen die gleichen ultrastrukturellen Merkmale wie die
Vertreter dieses Zelltyps in anderen Spezies aufweisen, haben sie vermutlich die
gleiche Funktion. Frihere Untersuchungen mit der Gefrierbruchtechnik des Kiemen-
epithels von Ammocoeten, aber auch adulter Neunaugen, im StRwasser haben ge-
zeigt, dass bei der Uberwiegenden Mehrzahl der Schaltzellen die stabchenférmigen
Partikel in der apikalen Membran lokalisiert sind (Bartels et al. 1998) und diese Zellen
damit dem Subtyp A oder C angehoért. Allein auf Grund der Lokalisation der
H* V-ATP-ase und der stdbchenférmigen Partikel in der apikalen Membran kdnnen
diese beiden Subtypen nicht voneinander unterschieden werden. Es wird davon aus-
gegangen, dass beide Subtypen im Kiemenepithel der Neunaugen im SufRwasser
nebeneinander vorkommen. Bartels und Potter (2004) schlugen vor, dass der Sub-
typ A fir die H'-Sekretion und der Subtyp C firr die CI-Aufnahme zustéandig ist. Da-
bei wirde die parallele Anordnung der H* V-ATP-ase und eines Anionenaustau-
schers in der apikalen Membran der Schaltzellen, wie es fur den Subtyp C diskutiert

wird, die Voraussetzung dafiir schaffen, dass die aktiv sezernierten H* lonen das Bi-
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karbonat unmittelbar nach Verlassen der Zelle binden und damit den Bikarbonatgra-
dienten als treibende Kraft flr die CI~Aufnahme Uber die Membran vergréfiern bzw.
aufrecht erhalten. Der durch in der Nahe gelegene Schaltzellen vom Subtyp A verur-
sachte niedrige pH konnte diesen Effekt weiter verstarken und dazu beitragen, den
fur die passive Aufnahme ungunstigen CI- Gradienten mit 10 - 20 fach héheren in-
trazellularen als extrazellularen CI'- Konzentrationen zu Gberwinden (Bartels und Pot-
ter 2004). Die Ausstattung der apikalen Membran mit einer H* V-ATP-ase und einem
Anionenaustauscher machen den Subtyp C sehr viel wirkungsvoller fur die CI
Aufnahme aus SiURwasser als die des Subtyps B, die nur den Anionenaustauscher
und keine H* V-ATP-ase enthalt. Der Subtyp B der Schaltzelle ware demzufolge in
erster Linie fur die HCO3z Sekretion unter alkalotischen Bedingungen zustandig
(Bartels und Potter 2004), z. B. im Sammelrohr der Niere oder in der Harnblase von
Kroten und Schildkroten, wo diese Zellen zahlreich vorkommen (Alper et al. 1989).
Die Interpretation, dass die Subtypen A und C der Schaltzellen Uber die Aktivi-
tat der H* V-ATP-ase die treibende Kraft der Na* und CI" Resorption darstellen, wird
durch die stereologischen Untersuchungen zur Oberflache der Schaltzellen unter-
stutzt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine signifikante, ca. dreifache
Zunahme der apikalen Zelloberflache, der apikalen Oberflachendichte und im Ver-
haltnis der Oberflachendichte der apikalen Zellmembran zur Volumendichte der Zel-
len. Untersuchungen am Epithel der Schildkrotenblase haben zuerst gezeigt, dass
das Ausmal} der Vergrolierung der apikalen Oberflache in einem inversen Verhaltnis
der Zahl der membrandsen Vesikel und Tubuli im Zytoplasma der Schaltzelle steht
(Stetson und Steinmetz 1983). Im stimulierten Zustand, z.B. unter azidotischen Be-
dingungen, werden die Vesikel und Tubuli, deren Membranen die H* V-ATP-ase und
stabchenformigen Partikel enthalten, durch Exozytose in die apikale Membran einge-
baut und nach Ende des Reizes durch Endozytose wieder entfernt (Brown 1989,
Brown und Breton 1996). Die ca. dreifache Zunahme der Oberflachendichte der api-
kalen Schaltzellmembran in den Ammocoeten, die in destilliertem Wasser gehalten
waren, gegenuber Tieren, die in 10% Meerwasser gehalten wurden, muss als Stimu-
lation der Schaltzellen und damit als morphologisches Indiz flr einen erhéhten Pro-
tonentransport interpretiert werden. Diese H* Sekretion stellt, wie oben dargestellt,
die treibende Kraft fur die CI" Aufnahme durch den Subtyp C der Schaltzellen dar und

beglnstigt auch die Na* Aufnahme, die in Epithelien, die lonen aus stark verdiinnten
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Medien wie Sullwasser aufnehmen, charakteristischerweise durch einen epithelialen
Na* Kanal erfolgt (Ehrenfeld und Klein 1997).

4.3 Deckzellen

Da Schaltzellen und Deckzellen als einzige Zellen an der Oberflache des
Kiemenepithels sowohl bei Ammocoeten als auch bei adulten Neunaugen vorkom-
men wenn die Tiere sich im StRwasser befinden, kommen nur diese beiden Zellty-
pen fir die Na* Aufnahme in Betracht, wenn man davon ausgeht, dass die Mecha-
nismen der Na* Aufnahme bei Larven und adulten Neunaugen identisch sind.(Bartels
1989, Bartels et al. 1998, Bartels und Potter 2004). Die Anordnung und die Ultra-
struktur der Schaltzellen und Deckzellen im Kiemenepithel von flussaufwarts ziehen-
den adulten Neunaugen ahneln weitest gehend derjenigen der Schaltzellen und gra-
nulierten Zellen in der Epidermis und Harnblase von Amphibien (Bartels 1989, Bar-
tels et al. 1998, Bartels und Potter 2004). Auf Grund dieser morphologischen Uber-
einstimmung hat Bartels (1989, s. auch Bartels und Potter 2004) diskutiert, dass - in
Analogie zur Situation in der Harnblase und Haut der Amphibien - in den Kiemen der
Neunaugen die Schaltzellen (Subtyp und A und C) die Na* Aufnahme durch aktive
H* Sekretion erleichtern und dass die Na® Resorption wahrscheinlich durch die
Deckzelle erfolgt. Mit Ausnahme von Epithelien, die als ,very tight* gelten und einen
sehr hohen transepithelialen Widerstand aufweisen, erfordert eine solche indirekte
Kopplung von H* Sekretion und Na* Resorption eine sehr enge raumliche Beziehung
zwischen den beteiligten Zelltypen. Dieses ist wahrend der beiden Phasen des Le-
benszyklus der Fall, den adulte Neunaugen im StRwasser verbringen, d. h. unmittel-
bar nach der Metamorphose wahrend der Flussabwartswanderung ins offene Meer
und wahrend der flussaufwarts gerichteten Laichwanderung im Anschluss an die ma-
rine parasitische Phase. In beiden Fallen sind die einzeln liegenden Schaltzellen
komplett von Deckzellen umgeben oder zumindest direkt benachbart. In Ammo-
coeten sind die Deckzellen jedoch durch grofle Gruppen von Ammocoeten
MR-Zellen von den Schaltzellen getrennt. Der Abstand zwischen den Schaltzellen
und den Deckzellen ist wahrscheinlich zu grof3, damit es eine Wirkung auf das durch
die H" Sekretion der Schaltzellen hervorgerufene elektrische Potential auf die Deck-
zellen ausubt. Obwohl der elektrische Widerstand des Kiemenepithels von Ammo-
coeten bisher nicht bestimmt wurde, zeigen die Zonulae occludentes keines der

Strukturmerkmale, die diese Verbindungen in sehr dichten Epithelien charakterisie-
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ren, z.B. eine grole Anzahl Ubereinander liegender Fibrillen (,strands®), die einen
hohen Vernetzungsgrad aufweisen und eher aus soliden Fibrillen als auch Reihen
einzelner Partikel bestehen (s. Abb.3A in Bartels et al. 1998, Claude und Goode-
nough 1973, Cerejido et al. 1979).

Bartels und Potter (2004) haben zwei Alternativen fiir die Na® Resorption
durch das Kiemenepithel in Ammocoeten diskutiert. Das eine Modell geht davon aus,
dass das Kiemenepihel der Ammocoeten nicht ,very tight* ist und dass die Ammo-
coeten MR Zellen nicht an der Na* Resorption beteiligt sind, eine Annahme, die die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiutzen. Diese Hypothese geht weiter davon
aus, dass die Na* Aufnahme an die H* Sekretion gekoppelt ist. Unter diesen Bedin-
gungen kann nur die Schaltzelle fir die Na* Resorption zustandig sein.

Das alternative Modell setzt voraus, dass die Na* Aufnahme durch die Deck-
zellen erfolgt und dass die Aufnahme energetisch allein auf der Aktivitat der
Na*/K*ATPase in der basolateralen Membran dieser Zellen beruht und nicht durch
die H" Sekretion der Schaltzellen gekoppelt ist. Unter diesen Umsténden wére ein
erhohter Energiebedarf der Deckzellen in den Ammocoeten, die in destilliertem Was-
ser gehalten wurden, gegenuber Deckzellen der Ammocoeten in 10% Meerwasser
zu erwarten. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch, dass die Deck-
zellen weder in ihrer Haufigkeit noch der Volumendichte und dem Oberflachen-
Volumenverhaltnis der Mitochondrien durch das experimentelle Regime beeinflusst
wurden. Diese Befunde liefern keine weiteren Argumente zu Gunsten der zweiten
Hypothese und lassen diese wenig wahrscheinlich erscheinen, so dass die Funktion
dieses auch als ,mitochondria-poor cell“ bezeichneten Zelltyps (Youson und Free-
man 1976) primar im Gasaustausch und nicht in der lonen- und Osmoregulation lie-
gen konnte.

Die Befunde dieser Arbeit stehen dagegen nicht in Widerspruch mit der ersten
der oben referierten Hypothesen, die besagt, dass die Na* Resorption in Ammocoe-
ten durch Schaltzellen erfolgt. Dieses Modell steht im Einklang mit Befunden an der
Froschhaut, die so interpretiert wurden, dass die Na* Aufnahme, die in einer Ussing-
Kammer unter ,natlrlichen Bedingungen®, d. h. niedrige externe Na* Konzentration
und unter ,open circuit® Bedingungen, gemessen wurde, durch die Schaltzellen er-
folgt, wahrend nur unter so genannten Ussing-Bedingungen, d. h. gleiche Na* Kon-
zentrationen auf beiden Seiten des Epithels und damit eine unphysiologisch hohe

externe Na® Konzentration sowie ein kurzgeschlossenes Epithel, der Gberwiegende
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Teil des Na* Flusses durch die granulierten Zellen, d. h. die den Deckzellen analogen
Zellen, erfolgt (Ehrenfeld et al. 1989, Ehrenfeld und Klein 1997). Es muss allerdings
eingeraumt werden, dass Nagel und Dodrge (1996) aus ihren Untersuchungen
schlossen, dass auch unter ,natirlichen Bedingungen“ die Na® Aufnahme durch
Schaltzellen vernachlassigbar sei und fast ausschlieRlich durch die granulierten Zel-

len erfolge.

4.4 Fazit und Ausblick

Das Modell, das mit den Ergebnissen der vorliegenden quantitativ ultrastrukturellen
Arbeit am ehesten in Einklang zu bringen ist, geht davon aus, dass die Schaltzellen
sowohl fiir die Na* als auch die CI" Aufnahme durch das Kiemenepithel verantwortlich
sind, dass diese Zellen in zwei Subtypen (A und C) existieren, von denen die eine,
der Subtyp C mittels eines apikalen HCO3/CI" Austauschers fur die CI" Resorption
zustandig und dass diese wie die Na® Resorption durch die Aktivitat der
H* V-ATPase, die in beiden Subtypen in der apikalen Membran lokalisiert ist, be-
gunstigt wird. Immunhistochemische Untersuchungen sind nétig, um den epithelialen
Na® Kanal in einem der beiden Subtypen nachzuweisen. Die Ergebnisse der vorlie-
genden Arbeit geben weiter keinen Hinweis darauf, dass weder die Ammocoeten
MR-Zellen noch die Deckzellen fir die lonenaufnahme durch das Kiemenepithel von
Ammocoeten in signifikantem Ausmal} verantwortlich sind.

Es bleibt abschliel3end die Frage, ob die Mechanismen der lonenaufnahme im
SuRwasser bei Ammocoeten und adulten Neunaugen bzw. die beteiligten Zellen
identisch sind. Um eine Beteiligung der Deckzellen fur die Na+ Aufnahme bei adulten
Neunaugen auszuschlie®en, sind vergleichbare Experimente, wie sie fur diese Un-

tersuchung durchgefuhrt wurden, notwendig.
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5 Zusammenfassung

Die Kiemen der Fische sind zugleich Atmungsorgan und, neben der Niere, das zent-
rale Organ der lonen- und Osmoregulation, wobei monovalente lonen im SulRwasser
Uber das Kiemenepithel aufgenommen und im Meerwasser ausgeschieden werden.
Die Oberflache der Kiemenfilamente und -lamellen der obligat im SuRwasser leben-
den Neunaugenlarven (Ammocoeten) wird von Schaltzellen, Ammocoeten Mito-
chondrienreichen (MR-) Zellen und Deckzellen gebildet. Eine Gruppe von Ammo-
coeten (n=4) wurde fur 14 Tage in destilliertem Wasser mit dem Ziel gehalten, die
lonenaufnahme maximal zu stimulieren, wahrend eine Kontrollgruppe (n=4) Uber
denselben Zeitraum in 10% Meerwasser gehalten wurde, d. h. unter Bedingungen,
unter denen die lonenaufnahme eher gering ist. Die Kiemen der Ammocoeten jeder
Gruppe wurden fur die Dunnschnittelektronenmikroskopie eingebettet und die Schnit-
te mit stereologischen Methoden mit dem Ziel untersucht, den oder die Zelltypen, die
an der lonenaufnahme aus dem hypotonen Milieu beteiligt sind, zu identifizieren.

Die Ammocoeten MR-Zellen und Deckzellen unterschieden sich nicht signifi-
kant in ihrer relativen Haufigkeit in beiden Gruppen, wahrend die Schaltzellen weni-
ger als 1% der Zellen an der Epitheloberflache in 10% Meerwasser, aber 7 % dieser
Zellen in destillietem Wasser ausmachten. Die apikale Oberflachendichte der
Schaltzellen war in destilliertem Wasser ca. dreimal so grof3 wie in 10% Meerwasser,
wahrend weder die Ammocoeten MR-Zellen noch die Deckzellen Unterschiede in
diesem Parameter zwischen den Gruppen aufwiesen. Ahnlich verhielten sich die
Sy-ratio (Verhaltnis der Oberflachendichte der apikalen Zellmembran zur Volumen-
dichte der Zellen) und der Anteil der apikalen Oberflache an der gesamten Zellober-
flache. Unterschiede fanden sich ferner weder in der Volumendichte der Mitochond-
rien (Anteil der Mitochondrien am Zellvolumen) noch dem Oberflachen / Volumen-
Verhaltnis der Mitochondrien in AMR Zellen und Deckzellen der beiden Gruppen als
Hinweis auf einen gesteigerten Energiebedarf dieser Zellen in destilliertem Wasser.

Die Ergebnisse geben keinen Hinweis auf eine Beteiligung von Ammocoeten
MR-Zellen oder Deckzellen an der lonenaufnahme aus dem hypotonem Milieu. Sie
deuten vielmehr daraufhin, dass die Schaltzelle fur diese Funktion zustandig ist. Die-
se Zelle liegt vermutlich in zwei Subtypen vor, von denen der Typ A fiir die Na* Re-

sorption und der Typ C fur die CI" Aufnahme zustandig sein kénnte.
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