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Filminhalt

Mikrokinematographische Zeitdehnungsaufnahmen der Entladung der Nematocy-
sten (Stenotelen) bei Hydra attenuata zeigen, daB diese spezialisierte Exocytose in
weniger als 3 Millisekunden abgeschlossen ist. Dabei wird eine mittlere Geschwindig-
keit von 2 Metern pro Sekunde erzeugt, was einer Beschleunigung von 40.000 g
entspricht (HOLSTEIN und TARDENT 1984). Die Entladung der Nematocyten ist somit
einer der schnellsten zelluldren Vorgénge in der Natur und zum ersten Mal im Film zu
sehen.

Contents of the film

Function and mechanism of discharge of the stenoteles in Hydra attenuata (Cnidaria,
Hydrozoa). — High-speed microcinematography of nematocyst discharge in Hydra
attenuata shows that this specialized exocytosis requires a total of less than 3
milliseconds. A medium velocity of 2 meters per second is generated, corresponding
to an acceleration of 40,000 g (HOLSTEIN and TARDENT 1984). Thus nematocyst
discharge is one of the fastest cellular processes in nature.
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Abb. 1. FluBdiagramm der Versuchseinrichtung fiir hochfrequenz-mikrokinematographische
Aufnahmen bei biologischen Objekten.

Zur Aufnahmetechnik

Kulturbedingungen und Standard-Hydren

Hydra attenuata wurde in einem modifizierten Loomis/Lenhoff-Medium (1956) kulti-
viert, das ImM CaCl,, 0.1 mM MgCl,, 0.1 mM KCI und 1 mM NaHCOg; in deionisiertem
Wasser, eingestellt auf einen pH von 7,8, enthielt. Die Kultur und alle Experimente
wurden bei 18-20° C durchgeflhrt. Die Tiere wurden taglich mit frisch geschlipften
Artemia Nauplien gefittert und nach 6-8 Stunden gewaschen. Flr die Aufnahmen
wurden flr 24 Uhr ungefltterte, knospenlose Hydren gewahlt.

Mikrotechnik (vgl. Abb. 1)

Mikroskop

Ein Zeiss Universal-Mikroskop wurde mit einem 63/1.4 Ol Plan-Apochromat-Objektiv
und einem 1.4 Kondensor-System ausgerustet. Als Lichtquelle diente eine 756 W
Xenon Lampe (Leuchtdichte 40.000 candela cm™), gespeist durch ein Siemens VHXC
75/100 Vorschaltgerat. Zwischen Leuchtfeldblende und Kondensor wurde zusatzlich
ein durch die Cu-6a Kontroll-Einheit steuerbares Diaphragma in den Strahlengang
eingebaut; dadurch wurde erreicht, daB die Proben vor der elektrischen Auslésung
der Nematocysten-Entladung nur fir maximal 1 Sekunde dem hohen LichtfluB ausge-
setzt wurden. Der hohe Lichtstrom alleine 16st keinen Entladung der Nematocysten
aus.

High-Speed Kamera

Mit dem Mikroskop wurde eine Hycam 16-mm/120-m High-Speed Kamera (Redlake
City Corporation) Uber eine Zeiss 125 mm Projektiv-Optik und einen Zeiss Cine-
Adapter verbunden. Die Kamera war (a) mit einem optischen Vollbildkopf und Sekto-
ren-VerschluB fiir 16-mm-Vollformat (Offnung 1 : 2,5) und (b) mit einem optischen ¥
Bild-Kopf und Sektoren-VerschluB fiir % 16-mm-Bildformat (Offnung 1 : 2,5), sowie
mit einem Zeit- und Nullmarken-Generator ausgestattet. Die Kamera wurde durch
eine Cu-6a Kontroll-Einheit und eine PR-4a Programm-Einheit (Weinberger, Zirich)
synchronisiert.
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Triggering

Um die Nematocysten zur Entladung zu bringen, wurden isolierte, lebende Tentakel
von Hydra auf einen mit zwei Elektroden versehenen Glas-Objekttrager gebracht und
durch einen elektrischen Puls gereizt (30 usek, 24 V D.C.).

Die fir die elektrische Ausldsung benétigten zwei Elektroden (Abstand 10 mm)
wurden mit dem Objekttrdger fest verbunden, indem (bereinander je eine ~150 A
dicke Schicht von Chrom, Palladium und Gold aufgedampft wurde. Diese drei
Schichten wurden anschlieBend durch Galvanisierung mit einer 30 um dicken
Schicht elementaren Goldes verstéarkt.

Die elektrische Auslésung der Nemtocysten-Entladung wurde mit der High-Speed-
Kamera durch die Cu-6a Kontroll-Einheit und die PR-4a Programm-Einheit synchroni-
siert. Die Verzdgerung zwischen Beginn des elektrischen Stimulus und Beginn der
Entladung der Nematocyste variiert zwischen 0,025 und 2,5 Millisekunden. Diese
Variabilitat ist hochstwahrscheinlich durch Schwankungen der Zeit bedingt, in der
sich die Kontakte des Relais in der Cu-6a Kontroll-Einheit schlieBen.

Als Aufnahmematerial wurde Kodak Ektachrome VNF High Speed 7250 (400 ASA,
Kunstlicht) und Eastman Ektachrome High Speed Daylight Film 7251 (400 ASA,
Tageslicht) benutzt. Die Filmaufnahmen wurden mit einem Vanguard M 16 C Bewe-
gungsanalyse-Gerit, ausgestattet mit einem Digitizer und einem HP 9845-b Compu-
ter, ausgewertet.

Um die mit dem % 16-mm-Format erstellten Ultra-High-Speed-Aufnahmen in eine
projektionsgerechte Form zu bringen, wurden die aufeinanderfolgenden : Kader (a)
auf je ein 16-mm-Vollformat umkopiert (Cinemascope-Effekt) und (b) zusatzlich
jeder Kader verdreifacht (40.000—120.000 Bilder/Sekunde) bzw. verzehnfacht
(40.000—400.000 Bilder/Sekunde).

Allgemeine Vorbemerkungen

Die Nematocyten (Cnidocyten, Nesselzellen) kennzeichnen alle Cnidaria und stellen
einen der komplexesten Zelltypen des Metazoen dar. Nematocyten entstehen aus
pluripotenten Stammzellen (DAVID and GIERER 1974). Das entscheidende Organell
der Nematocyte ist die Nematocyste (Cnidocyste, Nesselkapsel), die ein extrem
komplexes Sekretionsprodukt des Endoplasmatischen Retikulumus und des Golgi-
Apparates darstellt (HOLSTEIN 1981). Bei Polypen und Medusen dienen die zahlrei-
chen Typen der Nematocysten (WEILL 1930, WERNER 1965, MARISCAL 1974) ver-
schiedenen vitalen Funktionen wie dem Beutefang, der Abwehr und der Lokomotion.
Die Entladung der Nematocyste wird durch die Nematocyste selbst kontrolliert. Bei
Reizung des sensorischen, cilidren Receptors der Nematocyste, des ,Cnidocil-Nema-
tocyst Complex* (Hydroza) wird die Entladung der Nematocyste induziert (HAUS-
MANN and HOLSTEIN, 1985 a und b). Dabei wird in einer spektakuldren Exocytose
der tubulére toxische Inhalt durch Evagination herausgeschleudert (TARDENT and
HOLSTEIN 1982, HOLSTEIN and TARDENT 1984).

Drei verschiedene Hypothesen wurden zur Erklarung der Entladung der Nematocy-
sten aufgestellt: (1) Die Entladung erfolgt durch Volumenzunahme der kapsularen
Matrix, bedingt durch die osmotische Aufnahme von Wasser [osmotische Hypothese
(LUBBOCK and AMOS 1981)]; (2) in der Cnidogenese werden Spannungskrafte
aufgebaut, die pldtzlich wahrend der Entladung freigesetzt werden [Spannungs-
Hypothese (CARRE 1980)]; (3) kontraktile Elemente, die die Kapsel umgeben, defor-
mieren die Kapselwand und erhéhen so den intrakapsuldren Druck [kontraktile
Hypothese (CORMIER and HESSINGER 1980)]. Um diese Hypothesen zu Uberprifen,
ist der EntladungsprozeB bei einem der am hoéchsten entwickelten Nesselkapselty-
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pen, den Stenotelen (Durchschlagskapseln), mit Hilfe von elektronenoptischen Me-
thoden und durch Auswertung der hier im Film gezeigten hochfrequenz-mikrokine-
matographischen Aufnahmen analysiert worden (TARDENT and HOLSTEIN 1982,
HOLSTEIN and TARDENT 1984, TARDENT, HOLSTEIN, WEBER and KLUG 1985):

Struktur der Stenotele

Ruhende Stenotelen besitzen einen duBeren Durchmesser von 13-16,5 um und eine
Lange von 16-20 um (Abb. 2 und 3). Die dickwandigen (0.33 um) Kapseln sind durch
ein Operculum verschlossen. Der tubuldre Inhalt der Nematocyste ist eine Fortset-
zung der Kapselwand und besteht aus drei Abschnitten: (1) dem unbewaffneten
Schaftteil (,Hals"), (2) dem bewaffneten Schaftteil (drei Reihen von Lamellen, deren
proximalste zu je einem Stilett verschmolzen sind) und (3) dem giftfiihrenden Tubu-
lus. Der lange (~500 pwm) und dinne (~1 um) Tubulus ist in der Ruhekapsel ca.
11-=15mal um den zentralen Schaftabschnitt gewunden (vgl. TARDENT and HOL-
STEIN 1982).

Morphodynamik der Entladung

Die Entladung der Stenotelen wird normalerweise mechanisch durch die Beute
(gewdhnlich kleine Copepoden und Cladoceren) ausgeltst. Die Nematocyste schnellt
dabei ihre drei zu einer Pfeilspitze aneinandergelegten Stilette heraus, die ein Loch in
das Integument der Beute schlagen. In einem zweiten Schritt evaginiert der lange
Schlauch durch diese Offnung in den Kérper der Beute und entlaBt Gifte, die zur
Paralyse und zum Tod der Beute fiihren. Die hochfrequenz-mikrokinematographi-
sche Analyse dieses Prozesses zeigt, daB der gesamte ProzeB (vom Aufklappen des
Operculums bis zur Evagination des Tubulus) in ca. 3 msec abgeschlossen ist; man
kann vier Phasen unterscheiden (HOLSTEIN and TARDENT 1984) (Abb. 2a—2d):

Phase 1 (Abb. 2-a)

Wahrend des Intervalls zwischen Beginn des elektrischen Stimulus und Aufspringen
des Operculums nimmt das Volumen der Nematocyste um 10% zu; dies ist die erste
sichtbare Reaktion der Kapsel auf den Stimulus.

Phase 2 (Abb. 2-b)

Durch das Aufklappen des Operculums kann der Schaft mit den Stiletten herauskata-
pultiert werden. In einem Film waren die ruhende Kapsel und die Kapsel mit den
bereits herausgeschleuderten Stiletten auf demselben Kader abgebildet. Da die
Belichtungszeit pro Kader 10 usek betragt (der VerschluB schieBt zwischen zwei
Kadern fur 15 usek), muB die zweite Phase in deutlich weniger als 10 usek abge-
schlossen sein. In dieser Zeit legt die Pfeilspitze ca. 20 um zuriick, was einer mittleren
Geschwindigkeit von 2 m sek™ und einer konstanten Beschleunigung von 4x10°m
sek? oder ~40.000 G entspricht.

Phase 3 (Abb. 2—-c)

Die Entladung ist voriibergehend fur ungefahr 150 nsek aufgehalten. Wahrend dieser
Zeit missen sich die Stilette von der Offnung, die sie mechanisch erzeugt haben,
zuriickziehen, damit der restliche Schlauch in den Koérper der Beute evaginieren
kann. Viele rasterelektronenmikroskopische Bilder von entladenen Stenotelen zei-
gen, daB die Stilette immer zurlickgeschlagen sind und das Loch von ihnen frei bleibt
(TARDENT and HOLSTEIN 1982).
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Abb. 2. Die 4 Phasen der Stenotelen-Entladung (a—d), rekonstruiert aus 5 hochfrequenzmikroki-

nematographischen Versuchen (vgl. Abb. 4): In den Kurven sind die Langendnderungen der

Kapsel (einschlieBlich des evaginierenden Inhalts, d. h. Stilette und Tubulus) gegen die Zeit (den

EntladungsprozeB) aufgetragen. CW — Kapselwand; OP — Operculum; ST — Stilett; TU — Tubulus
(nach HOLSTEIN and TARDENT 1984).
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Abb. 3. Volumenanderungen der Stenotele nach elektrischer Reizgebung und wéhrend der
Entladung (dieselben 5 mikrokinematographischen Versuche wie in Abb. 2) (nach HOLSTEIN
and TARDENT 1984).
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Phase 4 (Abb. 2—-d)

Der konische Abschnitt des
Schlauches mit den Lamellen
und dem langen Endabschnitt
evaginiert. Dieser Vorgang ist
abgeschlossen, sobald der letz-
te Teil des Schlauches aus dem
Inneren der Kapsel verschwun-
den ist. Im Vergleich zu den vo-
rigen Phasen ist die Evagina-
tion des langen, diinnen Tubu-
lus das langsamste Ereignis des
ganzen Vorgangs; sie erfolgt
mit einer Vorschubgeschwin-
digkeit von ca. 300 um pro Se-
kunde.

Wahrend der gesamten Entla-
dung reduziert sich das Volu-
men der Cyste um 50% TAR-

DENT and HOLSTEIN ,1982)_' In Abb. 4. Rasterelektronenmikroskopisches Bild (Vergro-
der  hochfrequenz-mikrokine-  geryng 2600x) einer entladenen Stenotele mit zuriickge-
matographischen Analyse der schlagenen Stiletten.

Entladung wird deutlich, daB

diese Anderung schrittweise erfolgt (HOLSTEIN and TARDENT 1984). Unmittelbar vor
Aufklappen des Operculums und dem Herausschleudern der Stilette erfolgt eine
kleine aber distinkte Volumenzunahme der Cyste um 10%. In Phase 2 findet ein
rapider Abfall auf 75% des Ruhevolumens statt, diesem folgt ein langsamer aber
kontinuierlicher Abfall auf 50% des Orginalvolumens in Phase 4. Wahrend der gesam-
ten Volumeninderungen bleibt die Dicke der Kapselwand konstant (TARDENT and
HOLSTEIN 1982); die Cyste behélt ihre typische Gestalt und zeigt keine Anzeichen
einer Deformation (HOLSTEIN and TARDENT 1984).

Energetik der Entladung

Die hochfrequenz-mikrokinematographische Analyse der Entladung von Stenotelen
erdffnet eine neue Sicht der Krafte, die fir diese spektakuldre Exocytose bendtigt
werden (HOLSTEIN and TARDENT 1984).

Beteiligung von kontraktilen Elementen?

Der Volumenabfall wahrend der Entladung ist konsistent mit der Hypothese, daB
kontraktile Elemente die Kapselwand deformieren und so die Entladung verursachen
(CORMIER and HESSINGER 1982). Man kann jedoch aus dem Volumenabfall in
Phase 2 kalkulieren, daB die Oberfléche in einer Periode von weniger als 10 usek um
22% schrumpft. Ware diese Anderung durch sich kontrahierende Elemente bedingt,
so muBten sich diese in dieser Zeit um 11% verkirzen (11.000 Langeneinheiten pro
Sekunde), was etwa 500-1000mal schneller wére als in den schnellsten bekannten
Skelettmuskeln (CLOSE 1965). Man kann auBerdem zeigen, daB in Nematocyten, die
mit fluoreszentem Phalloidin gefédrbt wurden, keine organisierten Blindel von Actin-
Filamenten in der unmittelbaren Nachbarschaft der Kapsel vorkommen (HOLSTEIN
and TARDENT 1984).
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Osmotische oder Spannungskréfte?

In dem Modell eines rein osmotischen Entladungsmechanismus wiirde man nicht
erwarten, daB wahrend der Entladung der Kapselvolumen abnimmt. Andererseits ist
die Volumenzunahme, die man nach der elektrischen Auslésung beobachten kann,
schwer durch ein reines Spannungesmodell zu erkldren: Einer Volumenzunahme
wiirde in einem solchen Modell ein Druckabfall entsprechen; die Offnung des Oper-
culums in Phase 1-2 suggeriert jedoch einen Druckanstieg (HOLSTEIN and
TARDENT 1984).

Um die vorliegenden experimentellen Fakten zu erklaren, wurde von HOLSTEIN and
TARDENT (1984) folgender Entladungsmechanismus postuliert: Wahrend der Entla-
dung der Stenotelen werden osmotische Kréafte erzeugt, die zu der anfénglichen
Volumenzunahme fiihren; in der weiteren Entladung kommt es zusatzlich zu der
Freisetzung mechanischer Energie, die in der Kapselwand gespeichert ist. Ein sub-
stantieller Anteil dieser mechanischen Energie wird wahrend dem raschen Heraus-
schleudern der Stilette (Phase 2) freigesetzt, wahrend die Hauptkraft der folgenden,
langsameren Ereignisse (Phase 3-4) durch den Druck bedingt ist, der durch das
Anschwellen des osmotisch aktiven Matrixmaterials der Kapsel erzeugt wird.

Diese Beobachtungen werfen die Frage nach der molekularen Basis der bei der
Entladung wirksamen Krafte auf, vor allem nach denen, die zu einer Volumenzunah-
me des Matrixmaterials flihren. Es konnte in réntgen-spektrometrischen Analysen
(REM) von Nematocysten gezeigt werden, daB bei Seeanemonen (LUBBOCK and
AMOS 1981) und bei Hydra (TARDENT, HOLSTEIN, WEBER and KLUG 1985) in den
Ruhekapseln Calcium in sehr hoher Konzentration gespeichert ist und wéahrend der
Entladung plotzlich freigesetzt wird. Der molekulare Mechanismus, durch den das
gespeicherte Calcium u. U. ein Anschwellen der Cyste blockiert, ist noch nicht
geklart. Auch in anderen Systemen wurde ebenfalls ein Anschwellen des exocytoti-
schen Vesikels unter Calciumbeteiligung als erster Schritt wahrend der Entladung
postuliert (GAROFOLO and SATIR 1984, ZIMMERBERG and WHITAKER 1985). Die
Entladung von Nematocyste kann daher als ein Modell dienen, um andere exocytoti-
sche Prozesse und die damit verbundenen biophysikalischen Prozesse zu verstehen.

Filmbeschreibung

Szene 1-3 (24 Bilder/Sekunde)

Habitus von Hydra attenuata

Man erkennt den schlauchférmigen Kérper, an dessen Vorderende der Kopf mit dem
kegelférmigen Hyposthom, der Mundéffnung und 5-12 radiarsymetrisch angeordne-
ten Tentakeln liegen. Der Rumpf besteht aus der Gastralregion und der proximalen,
schwécher pigmentierten Sielregion, an deren Ende sich die FuBscheibe befindet.
Die Tentakel fiihren charakteristische Fangbewegungen aus.

Szene 4 (24 Bilder/Sekunde)

Fangakt

Ein Polyp fangt mehrere Daphnien. Jeder Tantakel von Hydra attenuata besitzt ca.
2000-3000 Nematocyten, die in Gruppen von ca. 20 in groBen ektodermalen Epithel-
zellen (Batteriezellen) angeordnet sind. Diese Batterien enthalten vier verschiedene
Typen von Nematocyten, die als wesentliches Merkmal fur die zuverlassige Unter-
scheidung der verschiedenen Arten des Genus Hydra dienen (HOLSTEIN 1986).
Atriche und holotriche Isorhizen (,Glutinanten”) besitzen einen klebrigen Schlauch,
der den Polypen zur Anheftung an das Substrat wéhrend ihrer Lokomotion dient. Die
Beute wird durch die toxische Wirkung der Stenotelen (,Penetranten”) gelahmt,
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wahrend die Desmonemen (,,Volventen®)
ein Abfallen der Beute von der Oberfla-
che des Tentakels verhindern.

Szene 5-6 (24 Bilder/Sekunde)

Fangakt und Schlingreaktion

Die Schlingreaktion wird durch ein bei
der Verletzung freigesetztes Peptid
(Glutathion) induziert: Die Tentakel kon-
trahieren sich und fihren das Beutetier
zur Mundéffnung; gleichzeitig 6ffnet
sich die Mundéffnung, wobei sich diese
um ein Vielfaches ihres urspriinglichen
Durchmessers erweitert und das Hypo-
sthom sich langsam Uber das gefangene
Beutetier schiebt.

Szene 7 (5000 Bilder/Sekunde, Hycam; Ob-
jektfeldbreite 80 um, Durchlicht)

Entladung einer Stenotele

Die obere der beiden Kapseln wird hier
klinstlich durch einen kurzen elektri-
schen Puls zur Explosion gebracht. Ne-
ben den Stenotelen erkennt man Desmo-
neme und holotriche Isorhizen.

Szene 8 (Trick)

Struktur einer Stenotele

Die dickwandige Stenotele ist durch das
Operculum verschlossen. Der lange toxi-
sche Nesselschlauch ist spiralig aufge-
rollt. In seiner Schaftregion tragt er den
dreiteiligen Stilettapparat. An der Ober-
flache der Zelle liegt der sensorische Ap-
parat (Cnidocil Nematocyste Komplex),
dessen Cilium — das Cnidocil — Uber die
Oberflache der Nematocyte und des Ten-
takels hinausragt.

Szene 9 (120.000 Bilder/Sekunde, Hycam Y
Format, nachgedehnt von 40.000—120.000;
Objektfeldbreite 80 wm, Durchlicht).
Entladung einer Stenotele

Szene 10 (400.000 Bilder/Sekunde, Hycam Vs
Format, nachgedehnt von 40.000—400.000;
Objektfeldbreite 80 wm, Durchlicht).
Entladung einer Stenotele

Abb. 5. Kinematographisch aufgenommene
Sequenz der Stenotelen-Entladung mit den
Phasen 1-4 [direkte Kopie vom Original-Film,
40.000 Bilder pro Sekunde, Hellfeld (X 1000),
(nach HOLSTEIN and TARDENT 1984)].

Man kann die einzelnen Phasen erkennen (1) Offnen des Operculums; (2) Ausschleu-
dern der Stilette; (8) Ruhephase und (4) Evagination des langen Tubulus.

Szene 11 (120.000 Bilder/Sekunde, Hycam " Format, nachgedehnt von 40.000—120.000; Ob-

jektfeldbreite 80 wm, Durchlicht).
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Fehlerhafte Entladung einer Stenotele

Die Schlauchwand reiBt wahrend der Explosion, und das aufquellende Matrixmaterial
wird sichtbar. Das Matrixmaterial tritt deutlich an einer Stelle aus (RiB in der Schaft-
wand) und nimmt stdndig an Volumen zu.

Sezene 12-13 (400.000 Bilder/Sekunde, Hycam " Format, nachgedehnt von 40.000—4,000.000;
Objektfeldbreite 80 pm, Durchlicht).

Entladung einer Stenotele

Im Inneren der Kapsel erkennt man das Abspulen des Nesselschlauches.

Szene 14 (24 Bilder/Sekunde)
Habitus von Hydra attenuata.
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