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Kurzzusammenfassung

Quallen spielen als Pradatoren von beispielsweise Zoo- und Ichthyoplankton eine grofl3e
Rolle in marinen Nahrungsnetzen. Ein immer haufiger beobachtetes Phanomen ist das
Massenauftreten von Medusen.

Quallen gehéren zu den Nesseltieren und bilden in ihren Nesselzellen spezielle
Zellorganellen, die Nesselkapseln, welche zum Beutefang und zur Verteidigung dienen. Im
Gewebe der verschiedenen Lebensstadien der Cnidaria sind unterschiedliche Kapseltypen
enthalten. Es wird diskutiert, ob diese Kapseltypen unterschiedliche Aufgaben haben.

In bisherigen Studien wurden die Nesselkapseln verschiedener Cnidaria-Spezies
beschrieben. Der Einfluss verschiedener biotischer und abiotischer Parameter auf die
Verteilung der Kapseltypen im Gewebe und auf ihre Morphologie wurde bisher jedoch nur
unzureichend untersucht. Eine Analyse der Inhaltsstoffe der einzelnen Nematocystentypen
erfolgte bislang nicht.

In dieser Arbeit wurden bei Cyanea capillata Anderungen in der GréRe, der Verteilung und
der Proteininhaltsstoffe der Nesselkapseln im Zusammenhang mit variierendem Futter und
unterschiedlicher Salinitat untersucht. Die morphologischen Daten wurden lichtmikroskopisch
erfasst. Die Separierung der Nesselkapseltypen erfolgte mit Hilfe einer neuen
mikromanipulativen Methode, dem LMPC, an die sich die massenspektrometrische
Untersuchung mit MALDI-TOF anschloss.

Die Verteilung der Nesselkapseln im Gewebe der Polypen, Ephyren und Medusen war klar
an den jeweiligen Beutefangmodus der Lebensstadien angepasst. Fir den Beutefang
wichtige Korperregionen waren mit einer hdheren Anzahl an Nesselkapseln ausgestattet als
die nicht oder nur zu einem geringeren Umfang am Beutefang beteiligten Kérperoberflachen.
Aulerdem war die Grole der Nesselkapseln an die KérpergrofRe der Tiere gekoppelt. Die
Halterungssalinitdt und Menge bzw. die Art des Futters hatten einen indirekten Einfluss auf
die Verteilung und Grofe der Nesselkapseln.

Die Analyse der Nematocysten zeigte einen Einfluss von Salinitat und Futter auf deren
Proteininhaltsstoffe. Diese zeigten eine komplexere Zusammensetzung sowohl bei Polypen
aus einer héheren Halterungssalinitat als auch in den oft gefitterten Tieren. Bei Medusen
zeigte sich eine groBere Komplexitdt der Proteininhaltsstoffe mit gréReren
Schirmdurchmessern und bei zunehmender Salinitat.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine Anpassung der Nesselkapseln an den
Beutefangmodus verschiedener Lebensstadien von C. capillata hin. Es wurde auRerdem der
Zusammenhang zwischen Korpergrofie der Tiere und Nesselkapselgrofe deutlich. Erstmals
wurde die Proteinzusammensetzung verschiedener Kapseltypen miteinander verglichen und

ein Einfluss unterschiedlicher Umweltparameter wie Salinitat und Beute auf ihn festgestellt.



Abstract

Jellyfish as predators of for instance zoo- and ichthyoplankton play a large role in marine
food webs. Mass occurrences of medusae are more frequently observed phenomenon.
Jellyfish belong to the Cnidaria and produce special cell organelles, the nematocysts, in their
stinging cells, which serve as tool for prey capture and defence. Cnidarian tissues contain
different types of nematocysts and it is discussed if these capsule types have different
functions.

Previous studies describe the nematocysts of different Cnidaria species. The influence of
biotic and abiotic parameters on the distribution of nematocyst types in tissues and their
morphology has been insufficiently investigated. The analysis of the protein content of
distinct capsule types has not been carried out yet.

In this work, the size, distribution, and protein contents of nematocysts from Cyanea capillata
were investigated under varying food and salinity conditions. The morphological data of the
nematocysts were determined microscopically. The different capsule types were separated
with a novel micromanipulative method, LMPC. Subsequently, the mass spectrometric
analysis of the nematocyst content was conducted with MALDI-TOF.

The nematocyst distribution in the tissues of polyps, ephyrae und medusae is adapted to the
modes of the prey capture in the different life stages. Body regions which are important for
prey capture were equipped with more nematocysts than surfaces which were not or to a
lower proportion involved in prey capture. Furthermore, the size of the capsules was linked to
the body size. The cultivation salinity and the food amount and type had an indirect influence
on the nematocyst distribution and size.

The analysis of capsules showed the influence of salinity and food on the protein
constituents. These showed a more complex composition for polyps cultivated in higher
salinity as well as for more frequently fed polyps. For medusae a higher complexity of their
protein constituents was observed for larger umbrella diameters and for increasing cultivation
salinities.

The results of this work suggest an adaptation of the nematocysts to the different modes of
prey capture in the life stages of C. capillata. Furthermore, it was found that the nematocyst
sizes are correlated highly with animal size. For the first time, the protein constituents of
different nematocyst types were compared and an influence of different environmental

parameters like salinity and prey on the capsules was observed.
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1. Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Aufgabenstellung

Die Medusen, die pelagische Generation der metagenetischen Cnidaria, spielen eine grol3e
Rolle im Okosystem Meer. Ein vermehrtes Vorkommen kann ein stabiles Nahrungsgefiige
verschieben und die Biodiversitdt beeinflussen. Grinde fir die Zunahme der
Massenvorkommen kénnen vielfaltig sein. Diskutiert werden unter Anderem anthropogene
Einflisse auf biotische Parameter wie Uberfischung und somit ein Einfluss auf das
Nahrungsnetz oder abiotische Parameter wie Wasserqualitat, Salzgehalt oder Temperatur.
Auf Grund der Dezimierung der Fischbestande wird zum einen die Anzahl der Fressfeinde
der Medusen verringert, zum anderen sind die Medusen einer niedrigeren Konkurrenz um
Nahrung (Zooplankton) ausgesetzt. Durch ihre hohe Anpassungsfahigkeit an sich andernde
Umweltbedingungen, z. B. die Fahigkeit, auch in sauerstoffarmem Wasser zu Uberleben
(Purcell et al. 2001, Rutherford & Thuesen 2005), sind sie zusatzlich im Vorteil gegenlber
anderen Tieren. Hintergrund dieser Arbeit ist es, die Anpassungsmechanismen und die
enormen Uberlebensfahigkeit dieser Organismen zu verstehen, um ihre Reaktion auch auf
kiinftige weitere Anderungen der marinen Umwelt beschreiben zu kdnnen.

Dazu kann man sich eines charakteristischen Merkmals der Nesseltiere, ihrer spezialisierten
Zellorganellen bedienen. Die Nematocysten als mikroskopisch kleine funktionelle Werkzeuge
der Cnidaria spielen bei Beutefang und Verteidigung eine entscheidende Rolle. Die Cnidaria
sind mit einer Vielfalt von verschiedenen Nesselkapseltypen in ihrem Gewebe ausgestattet.
Ziel dieser Arbeit waren die Untersuchung und Beschreibung der Verteilung und der GréRRen
verschiedener Nematocystentypen in den unterschiedlichen Lebensstadien der gelben
Haarqualle Cyanea capillata (Linnaeus, 1758). Die Beurteilung des Einflusses abiotischer
und biotischer Parameter auf die Nesselkapseln war dabei ein wichtiger Aspekt. Fur die
Erfassung der morphologischen Daten der Nesselkapseln kamen lichtmikroskopische
Verfahren zum Einsatz.

Die Untersuchung der biochemischen Eigenschaften des in den unterschiedlichen
Kapseltypen enthaltenen Venoms wurde durch ihre Separierung mit Hilfe einer neu
entwickelten  mikromanipulativen  Methode erméglicht. In  der anschlieRenden
massenspektrometrischen Analyse wurden die Muster der Molekiilmassen untersucht und
somit Unterschiede in der Zusammensetzung des Kapselinhaltes zwischen verschiedenen

Kapseltypen und Lebensstadien aufgezeigt.

1.2 Stand der Wissenschaft zum Untersuchungsobjekt
Im Folgenden werden die Grundlagen und der Stand der Wissenschaft zu der untersuchten

Spezies C. capillata dargestellt. Insbesondere werden Bau und Funktionsweise der
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Nematocysten beschrieben und Struktur und Wirkung der in den Nesselkapseln enthaltenen

Toxine naher erlautert.

1.2.1 Biologie und Lebensweise von Cyanea capillata

Cyanea capillata (Abb. 1), die gelbe Haar- oder Feuerqualle, gehoért zum Taxon der
Scyphozoa (Scheiben- oder Schirmquallen). Dieses Taxon umfasst ca. 200 Arten und teilt
sich in die untergeordneten Taxa Coronatae, Rhizostomeae, Stauromedusae und
Semaeostomeae (Arai 1997). C. capillata gehdért zu den Semaeostomeae, den
Fahnenmundquallen, die durch das zu vier lappenartigen Mundarmen ausgezogene
Mundrohr gekennzeichnet sind. Einige weitere der in Nordsee- und Ostsee vorkommenden
Medusenarten gehdren dieser Ordnung an, so auch die Ohrenqualle Aurelia aurita
(Linnaeus, 1758), die Blaue Haarqualle Cyanea lamarckii Péron & Lesueur, 1809 und die
Kompassqualle Chrysaora hysoscella (Linnaeus, 1766) (Werner 1993).

Die Art Cyanea capillata kommt vor allem in den borealen Zonen der Meere vor. lhre
zirkumpolare Verbreitung schlie3t u. a. die Kisten Englands, Schottlands und die Irische See
ein, auBerdem den Nordatlantik, den Pazifik und die Ostkiiste Nordamerikas. In den
Sommermonaten findet man sie auch in Nord- und Ostsee. Der Schirm und die Mundlappen
sind gelb bis rotbraun. Die ausgewachsenen Exemplare haben in der Regel einen
Schirmdurchmesser von bis zu 50 cm, wobei in der Arktis Individuen vorkommen, deren

Schirmdurchmesser bis zu 2 m erreichen kann (Russell 1970, Werner 1993).

Abbildung 1: Meduse von Cyanea capillata.

Die meisten Spezies der Scyphozoa (Scheibenquallen) durchlaufen einen metagenetischen
Lebenszyklus, in dem sich geschlechtliche und ungeschlechtliche Vermehrung abwechseln.

Abbildung 2 zeigt den Lebenszyklus von C. capillata. Die sessilen Polypen schniren durch
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Querteilung wenige Millimeter groRe Ephyren (Jungmedusen) ab und tragen somit zu einer
Form der ungeschlechtlichen Vermehrung bei. Die Zentralscheibe der Ephyre wachst und
somit entsteht ein geschlossener Schirm. Uber das Zwischenstadium der Meta-Ephyre (ca.
vier Wochen) entsteht so die Meduse, die bei den Scyphozoa meist getrennt geschlechtlich
ist. Sie produziert mannliche oder weibliche Gameten. Die Meduse gibt diese entweder ins
Wasser frei oder die Eier verbleiben, wie bei C. capillata, in den Gonaden und werden dort
befruchtet. In Bruttaschen entwickeln sich die befruchteten Eier zu Planula-Larven. Diese
werden freigegeben und setzen sich nach einer frei schwimmenden Phase am Untergrund
fest. Dort entwickeln sie sich zu Polypen, welche wiederum Ephyren produzieren, womit der

Kreislauf geschlossen ist (Russell 1970, Werner 1993).

1 mm

strobilierender

Polyp
b e

Abbildung 2: Metagenetischer Lebenszyklus von Cyanea capillata

Der Aufbau des sessilen Polypen der Scyphozoa (Scyphistoma) ist von simpler Struktur. Er
besteht aus einem sackférmigen Korper mit einer Mundafteréffnung, die von zahlreichen
Tentakeln umgeben wird. Er kann seinen Koérper mit Hilfe von vier Langsmuskelstrangen
kontrahieren, deren Zellen reine Myocyten sind. Die Tentakel tragen ebenfalls
Langsmuskulatur, mit deren Hilfe sie kontrahiert bzw. gebogen werden kénnen und so

Beutetiere in die Mundoffnung gefihrt werden kénnen (Werner 1993). Das Nervensystem
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der Polypen besteht aus zerstreut liegenden Ganglien und Sinneszellen. Ein Nervennetz
wurde bei den Scyphopolypen bisher nicht gefunden (Werner 1993).

Die Ephyren und die Medusen, die pelagischen Stadien der Scyphozoa, schwimmen mit
Hilfe von Kontraktionen der Ringmuskulatur und der Radialmuskelbander an der Unterseite
des Schirms. In diesen Muskelbandern sind Epithelmuskelzellen enthalten; die Muskulatur ist
quergestreift (Anderson & Schwab 1981, Werner 1993). Bei den Medusen ist ein doppeltes
Nervennetz vorhanden. Eines dieser beiden Nervennetze ist parallel zu Ring- und
Radialmuskeln angeordnet und steht in Verbindung mit den Randsinnesorganen. Die
Schirmkontraktion wahrend des Schwimmens wird von diesem Nervennetz koordiniert,
wobei die Schrittmacher fiir die Schirmkontraktionen aus Ansammlungen von Nervenzellen
im Schirmrand bestehen. Daneben existiert ein diffuses Nervennetz, welches fiir die
Bewegungssteuerung der Mund- und Randlappen sowie der Tentakel verantwortlich ist
(Anderson & Schwab 1981, Anderson & Schwab 1983, Werner 1993, Arai 1997). Die
Randsinnesorgane (Rhopalien) dienen als Schweresinnesorgan und tragen bei den
Medusen und Ephyren einiger Arten der Fahnenmundquallen (Semaeostomae) Ocellen als
Photorezeptoren (Werner 1993, Arai 1997).

Die Beute von C. capillata setzt sich aus Zooplankton verschiedenster Art zusammen. Dazu
gehdren Krebstiere, Larven von Weichtieren und Fischen. Zur Beute der Medusen gehort
aullerdem gelatindses Plankton wie die Meduse von A. aurita (Fancett 1988, Brewer 1989,
Bamstedt et al. 1994, Arai 1997, Purcell & Arai 2001, Purcell 2003).

1.2.2 Bau und Funktion der Nesselzellen und -kapseln

Die Nesselkapseln (Cnidocysten) der Cnidaria sind Zellorganellen, die von Nesselzellen
(Cnidocyten) gebildet werden. Sie werden zu ihrem Bestimmungsort transportiert und dort in
die Epidermis eingelagert.

Die Cnidocysten lassen sich in Nematocysten, Spirocysten und Ptychocysten unterteilen
(Watson & Wood 1988, Fautin 2009). Die Spirocysten und Ptychocysten treten
ausschlie8lich bei Taxa der Anthozoa auf und fungieren als Klebkapseln beim Beutefang
bzw. als Befestigungselement der Wohnréhre von Zylinderrosen (Werner 1993). Im
Folgenden wird daher im Zusammenhang mit der Klasse der Scyphozoa der Begriff
Nematocyte bzw. Nematocyste fiir deren Cnidocyten bzw. Cnidocysten verwendet.

In den Tentakeln und Mundlappen vieler Medusenarten liegen die Nematocyten in Batterien
vor, d.h. mehrere Nematocyten sind zu Gruppen angeordnet. Die Nematocyste, die
Nesselkapsel, liegt als dominierendes Zellorganell in der Nematocyte, der Nesselzelle. Die
Nematocyste ist von Fibrillen umschlossen, die sie wie einen Korb umgeben und die

gesamte Nesselzelle vom apikalen bis zum basalen Teil durchziehen (Abb. 3A). Die Fibrillen
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sind basal mit der Mesogloea, einer relativ stabilen, Wasser einlagernden
Bindegewebsschicht, verbunden und gewahrleisten somit einen sicheren Halt der
Nesselzelle in der Epidermis des Tieres (Cormier & Hessinger, 1980 Wood 1988, Werner
1993). Die meisten Untersuchungen an Nematocysten wurden am StRwasserpolypen Hydra
(Klasse Hydrozoa) durchgefiihrt (Abb. 3B). Danach besteht die Nesselkapsel aus einer
urspringlich als doppelschichtig charakterisierten, nach neueren Studien jedoch aus einer
einschichtigen Wand (Ozbek et al. 2004), deren innerer Teil durch eingelagerte
Minikollagene sehr reifl3fest ist (Kurz et al. 1991, Holstein et al. 1994, Engel et al. 2002). Die
Kapsel wird apikal durch das Operculum, einen kleinen Deckel, verschlossen. Die
Kapselwand setzt sich nach innen in einem Nesselfaden oder -schlauch fort, der stark

aufgewunden in der Kapsel liegt.

Cnidocil

Operculum

Schaft des Nesselfadens

Stiitzfibrille «—— Kapselwand

Zellkern Nesselfaden/-schlauch

Synapse

Verbindung zur Epithelmuskelzelle

Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Nematocyte (A) und einer Nematocyste (Typ Stenotele) (B)
aus: Werner (1993), S. 25.

Der Vorgang der Entladung dauert nur 3 ms, die Geschwindigkeit des Nesselfadens betragt
dabei 2 m/s bei einer Beschleunigung von 40000 g (Holstein & Tardent 1984, Tardent 1995).
Ein Grofteil der Untersuchungen zur Entladung von Nematocysten wurde bisher mit Spezies
der Gattung Hydra (Hydrozoa) durchgefiihrt. Dabei stellte man verschiedene Theorien zum
genauen Ablauf der Kapsel-Entladung auf. Eine Hypothese besagt, dass wahrend der
Morphogenese der Nematocyste Poly-Glutamat (Abb. 4) in die Kapsel eingelagert wird.

Kleine anorganische Kationen koénnen frei durch die semipermeable Kapselwand
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diffundieren. Dadurch wird in der Nematocyste ein osmotischer Druck generiert und reguliert,
welcher einer gespannten Feder gleich bis zur Entladung gespeichert wird. In Experimenten
wurde nach elektrischem Stimulus ein Anschwellen kurz vor der Entladung der Nematocyste
beobachtet. Diese Volumenerhéhung wird vermutlich durch das Einstrémen von Wasser in
die Kapsel verursacht und fiihrt zu einer Druckerhéhung (bis zu 15,3 MPa) in der Kapsel und
zu einer Entladung der Nematocyste (Holstein & Tardent 1984, Weber 1989, Weber 1990,
Nuchter et al. 2006).

Eine andere Hypothese geht davon aus, dass die Kapsel nicht unter einem permanenten
und bei der Bildung der Nematocyste ,eingelagerten® Druck steht, sondern dieser Druck erst
kurz vor der Entladung aufgebaut wird. Dabei wird durch den Verlust einiger Protonen aus
der Kapsel eine Kettenreaktion ausgeldst, in deren Folge die in der Nematocyste
eingelagerte  Poly-Glutaminsaure deprotoniert wird. Die nun negativ geladenen
CarboxIgruppen des Polyglutamats (Abb. 4, rot dargestellt) stoRen sich elektrostatisch
voneinander ab, wodurch die Kapsel anschwillt und den Einstrom von Kationen und Wasser
bewirkt. Durch den so entstanden osmotischen Druck wird die Entladung laut dieser

Hypothese letztendlich ausgeldst (Berking & Herrmann 2006).

H,C—CH,—CO—NH’

H,C—CH,—CO—NH—CH

H,C—CH,—CO—NH—CH coo
HN—CH Coo’
coo

Abbildung 4: Polyglutamat, rot: deprotonierte Carboxylgruppen.

Am apikalen Ende der Nesselzelle dient das Cnidocil der mechanischen Reizaufnahme. Die
Sensitivitdt des Cnidocils wird durch einen vorausgegangenen chemischen Reiz, z. B. durch
von Beutetieren verstrdomte Aminosauren, heraufgesetzt (Purcell & Anderson 1995).

Verschiedene Studien legen die Vermutung nahe, dass die Nematocystenentladung zum Teil
neuronal gesteuert wird. Nach der Zugabe von Extrakten aus Futtertieren in die mit
Seewasser geflllte Versuchskammer wurde mit Hilfe von Mikroelektroden in den
Nesselzellen von Hydrozoa-Arten elektrische Aktivitat abgeleitet (Purcell & Anderson 1995,
Price & Anderson 2006). In Seeanemonen wurden elektronenmikroskopisch Synapsen
nachgewiesen, die Cnidocyten innervieren (Westfall 1988, Westfall 2004). In einer der
wenigen Arbeiten, die sich mit neuronaler Steuerung der Kapselentladung in Medusen der

Scyphozoa beschaftigt, wurden mit Hilfe immunohistochemischer Verfahren direkte
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Verbindungen der Neuronen des Exumbrella-Nervennetzes mit Nematocystenbatterien in
den Tentakel von C. capillata gezeigt (Anderson et al. 1992). Bemerkenswert ist auRerdem
die Blockade der Nesselkapselentladung bei ,satten® Polypen von Hydra und Seeanemonen
(Sandberg et al. 1971, Smith et al. 1974).

Die Entladung der Nesselkapseln dient der Verteilung und dem Transport der wirksamen
Giftstoffe (Toxine) in die Beuteorganismen. Die Lokalisation der Toxine innerhalb der
Nematocyste und die Art der Abgabe der Substanzen Uber den Nesselfaden sind noch nicht
vollig geklart. Einige Autoren vermuten einen spritzenahnlichen Injektionsmechanismus, bei
dem die Toxine in der Kapsel selbst zu finden sind und ausschlieRlich tiber die Spitze des
Nesselfadens abgegeben werden (Thomason 1991). In einer anderen Arbeit konnte mit Hilfe
von Immunofluoreszenzfarbung beobachtet werden, dass die Toxine im unentladenen
Zustand an der Aulenseite des Fadens hafteten und nach der Entladung Uber die am
Nesselfaden ansitzenden Stacheln nach aulRen abgegeben wurden (Abb. 5). Der
Nesselfaden wirde in diesem Fall das Toxin uUber seine gesamte Lange in die Beute
Ubertragen (Lotan et al. 1996).

Abbildung 5: Nesselfaden einer entladenen Nematocyste von Rhopilema nomadica mit durch
Immunofluoreszenzfarbung sichtbar gemachten Toxinen an den Stacheln. aus: Lotan et al. (1996).

1.2.3 Das Cnidom von Cyanea capillata

Bei den Nematocysten werden, je nach Literatur, bis zu 30 verschiedene Typen
unterschieden (20 Typen (Werner 1965), 27 Typen (Werner 1993), tiber 30 (Ostman 2000)).
Durch standige Verbesserung der Methoden zur optischen Erkennung auch sehr feiner
Strukturen sowohl der entladenen als auch der unentladenen Nematocysten, wurden im
Laufe der Zeit die Kategorien der Nematocysten erweitert und angepasst. Die Klassifikation
der Nematocysten geht auf Weill (1934) zurlick und wurde durch andere Autoren erganzt
und modifiziert. Sie richtet sich nach der Morphologie des Nesselfadens. Dabei werden auf

der ersten Ebene Haplonemen (einfacher Nesselfaden) von Heteronemen (der Nesselfaden
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gliedert sich in einen basalen Schaft und den eigentlichen Nesselfaden) unterschieden. Ein
Beispiel flr die Haplonemen sind die Isorhizen, die durch einen einfachen, isodiametrischen
Faden gekennzeichnet sind. Dieser ist mit kleinen Dornen oder Harchen besetzt. Bei den
Heteronemen erfolgt die weitere Einteilung in Untergruppen nach Beschaffenheit des
Schaftes. So sind die Eurytelen durch einen keulenformigen Schaft gekennzeichnet. Die
Birhopaloide zeigen zwei Verdickungen an ihrem Schaft. Die Stenotelen sind mit den drei als
Stiletts ausgebildeten Dornen am Schaft besonders stark differenziert (Werner 1965, Werner
1993, Arai 1997, Ostman 2000). Eine weitere Untergliederung der Nematocystentypen
erfolgt auf Grundlage von Merkmalen wie Kapselform und Nesselfadenwicklung in der
Kapsel.

Die Ausstattung mit den Nematocystentypen unterscheidet sich in den vier Cnidaria-Taxa
(Anthozoa, Scyphozoa, Cubozoa und Hydrozoa). AuRerdem treten innerhalb einer Art oft
verschiedene Kapseltypen in den einzelnen Lebensstadien auf. Als das Cnidom einer Art
wird die Gesamtheit aller Nematocystentypen in allen Lebensstadien einer Spezies
bezeichnet (Watson & Wood 1988, Werner 1993). Insgesamt treten im Gewebe von C.
capillata maximal drei verschiedene Nematocystenkategorien auf: Isorhizen, Eurytelen und
Birhopaloide. Aus der Kategorie der Isorhizen, also der Kapseln ohne einen abgesetzten
Schaft am Nesselfaden, konnten in den Lebensstadien von C. capillata bis zu vier
verschiedene Untertypen gefunden werden: a-, a-, A- und O-Isorhizen.

Das Polypengewebe beherbergt mit nur drei Kapseltypen (a-, O-lsorhizen und Eurytelen) die
geringste Vielfalt an Nematocystentypen (Calder 1971). Uber die genaue Verteilung der
Nematocysten in den unterschiedlichen Kdérperregionen wurden keine Angaben von dem
Autor gemacht.

Im Gewebe der Ephyren wurden neben den vier Isorhizentypen auch Eurytelen
lichtmikroskopisch nachgewiesen. Die Lage der Nematocysten im Gewebe der untersuchten
Ephyren wurde nicht beschrieben (Calder 1977).

Die Nematocysten von C. capillata-Medusen in Tentakel, Mundlappen und Exumbrella
wurden von Ostman & Hydman (1997) beschrieben. Es wurden a-, A-, O-lsorhizen,
Eurytelen und Birhopaloide im Gewebe der untersuchten Tiere gefunden. Die Nematocysten
in den Tentakelspitzen waren in Batterien angeordnet, die a-, A-, O-Isorhizen und Eurytelen
enthielten. Zur Basis der Tentakel lagen die Kapseln locker verstreut, wobei die O-lsorhize
der dominierende Nematocystentyp war. Der Rand der Mundlappen war durch eine hohe
Dichte an Kapseln gekennzeichnet, wahrend weiter innen Nesselkapselbatterien mit kleinen
A-lsorhizen, O-lsorhizen und Birhopaloiden zu finden waren. Die Exumbrella und die
Randlappen der Medusen zeigte eine insgesamt geringere Kapseldichte als die anderen

untersuchten Koérperregionen. Die Exumbrella trug fast ausschlieBlich in Batterien oder
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verstreut angeordnete O-lsorhizen. Das Gewebe der Randlappen enthielt Birhopaloide, die

in Batterien angeordnet waren.

Es wird vermutet, dass den unterschiedlichen Kapseltypen verschiedene Aufgaben beim
Beutefang zukommen. Die Eurytelen, ausgestattet mit einem bedornten Schaft, sind
vermutlich Durchschlagskapseln (Rifkin & Endean 1983, Heeger & Moller 1987). Die
Isorhizen mit ihren gleichmaRig gestalteten und auf ganzer Lange behaarten Nesselfaden,
werden in der Literatur, je nach Untertyp, als Durchschlagskapseln oder als Kapseln
beschrieben, die z. B. Kérperanhange (Borsten, Harchen) der Beutetiere umwickeln (Purcell
1984, Heeger & Moller 1987, Heeger et al. 1992, Jarms et al. 2002).

Bei C. capillata durchschlagen die Eurytelen, die O- und die a-Isorhizen sowohl menschliche
Haut (Heeger et al. 1992) als auch die AuBenhaut von Krebslarven (Artemia sp.) (Ostman &
Hydman 1997). Auch die Birhopaloide sind laut Literatur Durchschlagskapseln (Ostman &
Hydman 1997). Die Nesselfaden einzelner A-Isorhizen hingegen bilden bei der Entladung
Bindel und dienen dem Festhalten der Beute (Ostman & Hydman 1997). Bei
Untersuchungen der Nesselfadenlangen und Geschwindigkeiten bei der Entladung
verschiedener Nematocystentypen mit Hilfe von Aufnahmen einer
Hochgeschwindigkeitskamera schlossen Colin & Costello (2007) auf Grund der erhaltenen
Ergebnisse, dass die Eurytelen und O-lsorhizen, bei denen die kinetische Energie des
Nesselfadens wahrend der Entladung am gréften war, effiziente Durchschlagskapseln sind.
Die a-Isorhizen zeichneten sich durch geringere Entladungsgeschwindigkeiten und durch die
im Vergleich zu den anderen Nematocystentypen kirzesten Nesselfaden aus, weshalb sie
als weniger effektive Durchschlagskapseln eingeordnet wurden. Die A-Isorhizen, die in der
Literatur als umwickelnder oder festhaltender Kapseltyp beschrieben werden, zeigten in der
oben genannten Studie die langsten Nesselfaden, eine langsame
Entladungsgeschwindigkeit und eine niedrige kinetische Energie wahrend der Entladung.
Uber die Birhopaloide mit ihrer niedrigen kinetischen Energie bei der Entladung und dem
kurzen Nesselfaden stellten die Autoren keine weiteren Vermutungen an (Colin & Costello
2007).

Purcell & Mills (1988) vermuteten, dass es einen Zusammenhang zwischen den
Nematocystentypen und der Beute bestimmter Hydrozoa-Arten gibt. In der Studie wurde
festgestellt, dass sich Hydrozoa, die auf hartschalige Crustacea (Krebstiere) spezialisiert
waren, durch eine groRere Vielfalt an Nesselkapseltypen auszeichneten als die Hydrozoa-
Spezies, die hauptsachlich weichhautige Beute jagten. Letztere besalien oft nur einen
Nematocystentyp.

In wenigen Arbeiten wurde die Anderung der Anzahl bestimmter Nematocystentypen

wahrend der Entwicklung von Medusen untersucht. So stellten Carrette et al. (2002) eine
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Zunahme des Anteils eines bestimmten Gift injizierenden Kapseltyps an der
Nematocystengesamtzahl wahrend der Ontogenese der Wiirfelqualle Chironex fleckeri
Southcott, 1956 fest. Die Autoren vermuteten, dass mit Erhdhung der Anzahl dieses
Kapseltyps eine starkere Toxizitat einhergeht und diese Anderung mit dem Wechsel der
Nahrung von Garnelen zu Fischen verbunden ist. Bei einer anderen vergleichenden Studie
Uber zwei Wirfelquallenarten wurden bei der starker toxischen C. fleckeri signifikant groRere

Kapseln dieses Typs gefunden als bei Chiropsalmus sp. (Kintner et al. 2005).

1.2.4 Wirkung und Struktur der Toxine von Cyanea capillata

In einigen Studien wurde die Wirkung des Rohvenoms von C. capillata in vivo untersucht.
Dabei wurde in Versuchen mit Probanden eine geringe bis starke Nesselwirkung der intakten
Tentakel auf der menschlichen Haut festgestellt (Rice & Powell 1972, Walker 1977b, Burnett
2001).

In vitro zeigte das Rohvenom von C. capillata eine cardiotoxische Wirkung. Wie aus den
Untersuchungen ersichtlich wurde, flihrten Veranderungen in der lonenverteilung in den
Herzmuskelzellen zu Arrhythmien und letztendlich zu einer Einstellung der Kontraktion der
Muskelzellen. Die cardiotoxische Wirkung wurde vermutlich durch ein Protein im
Massenbereich von 70 kDa verursacht (Walker 1977a, Walker 1977b, Walker et al. 1977). In
Zell-Assays wurde eine zytotoxische, dosisabhangige Wirkung des Rohvenoms auf Leber-
und Fischkiemenzellen (Helmholz et al. 2007, Helmholz et al. 2010, Lassen et al. 2011a) und
eine hamolytische Wirkung auf humane Erythrozyten festgestellt (Long & Burnett 1989,
Helmholz et al. 2007). Das toxische Potential des Venoms war in der Untersuchung von
Helmholz et al. (2010) abhangig von der GroRe der Medusen und vom entnommenen
Kdrperteil (Tentakel bzw. Mundlappen). Eine neurotoxische Wirkung auf Neuroblastomzellen
von Mausen wurde bei einer Studie von Lassen et al. (2010) gefunden. Es wurde gezeigt,
dass bestimmte Fraktionen des aufgereinigten Venoms eine blockierende Wirkung auf die
Natriumkanale der Zellmembranen ausiben.

Uber die Struktur der Toxinkomponenten von C. capillata ist bisher wenig bekannt. Es ist
jedoch allgemein akzeptiert, dass die Toxine der Cnidaria Proteine sind (Hessinger 1988).
Bei der Untersuchung des Rohvenoms aus den isolierten Nematocysten der Tentakel und
der Mundlappen von Medusen wurde mit Hilfe von Gelelektrophorese Proteinbanden in
einem Bereich von 5 bis 100 kDa gefunden, wobei die Komplexitat des Bandenmusters mit
der GroRRe der Medusen wuchs (Helmholz et al. 2007). Auch der Sammelort der Medusen
scheint auf die Proteinzusammensetzung der Nematocysten Einfluss zu haben. Das Muster
von Proteinen aus Nematocysten von Ostseemedusen und Nordseemedusen unterschied

sich in der Komplexitat (Helmholz et al. 2010).
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Die Zusammensetzung des Proteininhalts der Nematocysten untersuchten Lassen et al.
(2010) massenspektrometrisch. Nach der Fraktionierung und Aufreinigung des Venoms
wurden neurotoxisch wirksame Fraktionen auf ihre Zusammensetzung hinsichtlich ihres
Musters an Moleklulmassen analysiert. Es wurden je nach Fraktion neun bis siebzehn
Molekilkomponenten in einem Massenbereich von 2 000 bis 8 000 Da in den Spektren
gefunden.

Bezlglich der Aufklarung der molekularen Toxinstruktur von Scyphozoa und speziell von C.
capillata auf der Ebene der Primarstruktur der Proteine (Aminosauresequenz) ist die Anzahl
der durchgeflihrten Studien sehr gering. Nach der Isolierung von Toxinkomponenten aus
Tentakelmaterial fanden Long & Burnett (1989) vor allem die Aminosauren Glycin und Serin
in einer bestimmten Fraktion des Rohvenoms. Bemerkenswert sind erste Hinweise auf
Sequenzhomologien der Aminosauren eines zytotoxisch wirksamen Proteins, welches aus
den Tentakeln von C. capillata isoliert wurde und Ubereinstimmungen mit Hadmolysinen aus
den zwei Cubozoa-Arten Carybdea alata Reynaud, 1830 und Carybdea rastoni Haacke,
1886 zeigte (Lassen et al. 2011a).

Der Ubergeordneten Strukturen (Sekundar- und Tertiarstruktur) der Toxine wurden bisher
Uberwiegend in Arbeiten Uber verschiedene Anthozoa-Spezies beschrieben (Turk 1991,
Anderluh & Magek 2002, Malovrh et al. 2003, Crnigoj Kristan et al. 2009, Turk & Kem 2009).
Bei der Untersuchung von See-Anemonen-Toxinen wurden verschiedene Gruppen von
Actinoporinen identifiziert, deren Molekullgroe zwischen 5 bis 80 kDa liegen. Diese Peptide
und Proteine wirken zytotoxisch, indem sie Poren in die Zellmembranen formen, wodurch die
Zielzellen zerstért werden. Zu ahnlichen Ergebnissen kamen Nagai et al. (2000b). Sie
isolierten und analysierten das Toxin CaTX-A aus der Cubomeduse Carybdea alata. Dabei
wurden amphipathische a-Helices gefunden, Strukturen, die dem Toxin erméglichen, sich an
eine Zellmembran anzuheften und eine Pore zu formen. Proteine im Massenbereich 30-40
kDa zeigten dagegen eine enzymatische Aktivitat auf Zellmembranen (Anderluh & Macek
2002).

1.3 Theoretische Grundlagen der angewandten Methoden

In dieser Arbeit wurden zur Analyse der in den Nematocysten enthaltenen Toxine zwei
Techniken angewandt, die methodisch aufeinander abgestimmt wurden und aufeinander
aufbauen. Der erste Abschnitt des Prozesses war das LMPC (Laser Microdissection and
Pressure  Catapulting, Laser-Mikrodissektion und Druck-Katapultieren), um die
unterschiedlichen Nematocystentypen voneinander zu separieren. Anschliefend wurde der
Inhalt der Kapseln mit MALDI-TOF-MS (matrix assisted laser desorption/ionisation time-of-

flight mass spectrometry, Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/lonisation Flugzeit
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Massenspektrometrie) analysiert. Im Folgenden werden die theoretischen Grundlagen dieser

beiden angewandten Techniken erlautert.

1.3.1 Theoretische Grundlagen von LMPC

Die Methode der Mikrodissektion und des Katapultierens mit LMPC wurde urspringlich fir
das Separieren einzelner Zellen oder Gewebeteile aus trockenen Praparaten (z.B.
Paraffinpraparate) oder aus Zellkulturen entwickelt (Burgemeister 2004, Burgemeister &
Stich 2004, Niyaz 2004, Burgemeister 2005). Das Anwendungsspektrum ist breit. Die
Methode wurde u.a. in der Hirnforschung und Krebsforschung zur Separierung
verschiedener Zelltypen angewandt (Fong et al. 2005, Blalock et al. 2011, Obermann et al.
2011, Petzold et al. 2011). Dabei wurde stets mit luftgetrockneten Proben gearbeitet, aus
denen bestimmte Zellen ausgeschnitten und katapultiert wurden. Ebenso wurde die Methode
im Bereich der Pflanzenforschung angewandt. Die Isolierung von Zellen aus den Leitbindeln
erfolgte aus Paraffinschnitten der Blatter der untersuchten Pflanze (Gil et al. 2011). Neben
einzelnen Zellen wurden mit LMPC auch gréRere Objekte separiert. De Bekker et al. (2011)

isolierten Teile des Myzels aus einer Pilzkolonie, um die RNA zu untersuchen.

Beim LMPC wird ein gepulster UV-A-Laser (Stickstofflaser, Wellenlange 337 nm) mit einem
inversen Lichtmikroskop gekoppelt und durch dessen Objektiv fokussiert. Der Laser
schneidet Material ohne die Erzeugung von Hitze. Das Schneiden des Gewebes erfolgt
dabei durch einen photochemischen Prozess, bei dem eine hohe Photonendichte im Bereich
des auftreffenden Laserstrahls erzeugt wird. Ganz gezielt wird nur das Material im
Schnittbereich in Molekile und Atome umgewandelt und verdampft. Der Laser dient
ebenfalls dazu, nach der Mikrodissektion das ausgeschnittene Material mit Hilfe eines
einzelnen Pulses vertikal in ein Auffanggefald hineinzukatapultieren (Schitze et al. 2003). In
Abbildung 6 ist dieser Vorgang schematisch dargestellt.

Die konstante Starke des Laserpulses kann mit Hilfe eines zwischengeschalteten Filters
reguliert werden. Die Spanne fur die relative Leistung reicht von null bis hundert Prozent und
muss der Probe angepasst werden. Der Laserfokus ist eine weitere regelbare Einstellung
des Gerates. Er kann einen Wert von eins bis hundert annehmen und stellt sicher, dass
optischer Fokus des Mikroskops und die starkste Laserfokussierung zusammenfallen
(PALM® 2004).

Die Bedienung des Lasers und des Mikroskops wird mit Hilfe einer speziellen Software

geregelt.
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Deckel des AuffanggefiaBes

=, Auffangtropfen
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Objekttrager
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(Schneiden und Katapultieren)

Abbildung 6: Schematische Darstellung von LMPC: Katapultieren des ausgeschnittenen Materials
in einen Auffangtropfen mit Hilfe eines Laserimpulses.

1.3.2 Theoretische Grundlagen von MALDI-TOF-MS

MALDI-TOF-MS ist eine empfindliche Methode, um groRe Biomolekile wie Peptide und
Proteine zu analysieren. Die Untersuchung kann dabei in drei Schritte unterteilt werden: Die
lonenerzeugung, die Trennung der lonen nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhaltnis und der
Nachweis der lonen an einem Detektor (Abb. 7).

Zunachst wird die Probe mit einem hohen Uberschuss an geeigneter Matrix vermischt. Bei
der Matrix handelt es sich um kleine organische Molekile, die Laserlicht einer bestimmten
Wellenlange absorbieren. Gebrduchlich sind z.B. Sinapinsaure oder Cyano-4-
hydroxyzimtsaure. Beim Trocknen der Probe werden die Analytmolekile in die
kristallisierende Matrix eingebettet (Kokristallisation). Das Analyt-Matrix-Gemisch wird im
nachsten Schritt mit einem Laser angeregt und somit erfolgen die direkte Herauslésung der
Matrixmolekiile aus dem Kristallgitter (Desorption) und der Ubergang der Molekiile in die
Gasphase.

Die Matrixmolekiile reiRen die Analytmolekiile bei diesem Vorgang mit und Ubertragen dabei
gleichzeitig Protonen auf die Analytmolekiile (lonisation). Die lonen werden in einem
elektrischen Feld beschleunigt und durchqueren einen feldfreien Raum. Dort werden sie
nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z) aufgetrennt und treffen am Ende des
Flugrohres auf den Detektor. Die lonengeschwindigkeit ist abhangig vom Quotienten m/z. Da
die Ladungszahl z bei den durch den MALDI-Prozess erzeugten lonen in der Regel einfach
positiv (+1) ist, ist die Geschwindigkeit einfach geladener lonen direkt proportional zu ihrer
Masse. Kleinere lonen erreichen bei gleicher kinetischer Energie eine hohere

Geschwindigkeit als gréRere lonen und prallen friiher auf den Detektor. Am Detektor erfolgt
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die Umwandlung der auftreffenden lonen in elektrische Signale. Diese Signale werden in
einem Spektrum abgebildet, in dem auf der Ordinate die relative Intensitat und auf der
Abszisse die m/z-Werte der Signale abzulesen sind (Lottspeich 2006). Die in dieser Arbeit
angewandten Praparationsmethode sowie die Versuchsbedingungen und —konfigurationen
werden in Kapitel 2.3.3 (S. 29) beschrieben.

lonenquelle Massenanalysator Detektor
lonenerzeugung lonentrennung lonennachweis

Laserimpuls

zum Massen-
analysator

Matrixmolekiil Analytmolekiil Protonen- ionisierte
iibertragung Analytmolekiile

Abbildung 7: Schematische Darstellung von MALDI-TOF-MS, oben: Teilschritte des MALDI-TOF-
MS Prozesses, rot umrandet: Detaildarstellung der lonenerzeugung in der lonenquelle
(nach Lottspeich, S. 329 und 332).
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2 Material und Methoden

Die folgenden Kapitel enthalten Angaben Uber die Herkunft und Halterung der Versuchstiere
sowie Uber die Vorgehensweise bei der Durchfliihrung der Experimente. Die Methoden zur
Nematocystenseparierung mit LMPC und zur Analyse des Kapselinhalts mit MALDI-TOF-MS
und aller dazugehdrigen Schritte werden erlautert. Die verwendeten Chemikalien und Gerate

sowie deren Hersteller sind Tabelle A1 und A2 im Anhang aufgefiihrt.

2.1 Herkunft und Halterung der Versuchstiere

Cyanea capillata (Linnaeus, 1758) wurde in dieser Arbeit unter anderem hinsichtlich der
Unterschiede der Nematocysten in den verschiedenen Lebensstadien untersucht. Polypen,
Ephyren und Medusen verschiedener GroRen wurden analysiert. Im Folgenden werden die
Herkunft der untersuchten Tiere und die Halterungsbedingungen der Polypen und Ephyren

erlautert.

2.1.1 Herkunft und Haélterung der Polypen

Die Kulturen wurden selbst angelegt und zum Teil von Dr. llka Sétje und Dr. Sabine Holst
(Universitat Hamburg) bereitgestellt. Die Polypenkulturen wurden aus befruchteten Eiern
bzw. Planulalarven weiblicher Medusen generiert. Diese Medusen waren in den
Sommermonaten unterschiedlicher Jahre und an verschiedenen Orten gefangen worden (s.
Kapitel 2.1.3, S. 17). Die Salinitat am Fang-Ort wurde mit einem Refraktometer bestimmt.
Teile des Gonadengewebes mit befruchteten Eiern und Planulalarven wurden mit einer
Schere abgetrennt und zusammen mit Wasser vom Fang-Ort in Glasschalen oder
PlastikgefaRe Uberfuhrt. Nach 1-2 Tagen wurden die Gonadenreste vorsichtig mit einer
Pinzette aus dem Wasser entfernt. Der erste Wasserwechsel mit gefiltertem Seewasser
erfolgte nach wenigen Tagen, sobald sich die Larven an Boden und Wand der

Halterungsgefalie festgesetzt und zu Primarpolypen entwickelt hatten (Abb. 8).



2. Material und Methoden 16

Abbildung 8: wenige Tage alte Polypen von Cyanea capillata.

Die Polypen wurden je nach Salinitat des Fundortes der Meduse in gefiltertem Seewasser
mit der Salinitat 15, 20 oder 35 gehaltert. Das Wasser mit der Salinitat 35 stammte aus der
Tiefen Rinne studwestlich von Helgoland. Durch Zugabe von destillietem Wasser wurde das
Seewasser der Salinitdt 15 und 20 hergestellt. Somit entsprach die Salinitdt des
Medusenfangortes der Salinitat, in der spater die Polypen lebten. Die Polypen in Wasser mit
der Salinitat 15 stammten von im August 2008 in der Kieler Bucht gefangenen Medusen. Im
September 2008 wurden in der Eckernférder Bucht (s. 0.) Medusen gefangen, deren Larven
fur die Ansiedlung einer Polypenkultur mit der Salinitdt 20 genutzt wurden. Eine der drei
Polypenkulturen mit der Salinitat 35 stammte von einer Meduse aus der Beltsee (Danemark).
Die Polypen dieser Kultur wurden in drei Schritten von der Ursprungssalinitat 20 auf eine
Salinitat von 35 heraufreguliert. Die anderen Polypenkulturen mit der Salinitat 35 stammten
von Medusen aus verschiedenen Teilen der Nordsee (Tab. 1).

Alle Polypen wurden in Glasschalen (125 mL bis 250 mL) oder in Schraubdeckelgefallen aus
Kunststoff (75 mL) mit gefiltertem Seewasser gehaltert. Die Glasschalen und
SchraubdeckelgefaRe wurden in Inkubatoren in Dunkelheit bei 10 °C gelagert. Ein auf die
Glasschalen gelegter Deckel verminderte die Verdunstung des Wassers. Die Tiere wurden
alle zwei Wochen durch die Zugabe von Nauplius-Larven der Art Artemia salina gefuttert.
Das Seewasser in den Schalen wurde nach ca. einer Stunde durch frisches, auf 10 °C

vortemperiertes Seewasser ausgetauscht.
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Tabelle 1: Lichtmikroskopisch untersuchte Praparate von Medusen, Polypen und Ephyren. Es sind
Sammeldatum und -ort sowie die Halterungssalinitat bzw. die Salinitat am Sammelort und die Anzahl
der lichtmikroskopisch untersuchten Praparate angegeben.

Polvpen Sammelort der Halterungs- Sammeldatum
yP Muttermeduse salinitat Muttermeduse
Kieler Bucht
Polypen-Kontrollgruppe (Deutschland) 15 August 2008
Eckernférde, Hafen
Polypen-Kontrollgruppe (Deutschland) 20 September 2008
Beltsee (Danemark) 2007
Polypen-Kontrollgruppe Espegrend 35 August 1999
(Norwegen)
Orkney'—lnselln (GroR Juni 2004
Britannien)
Halterungs-
Epyhren aus Polypenkultur salinitit
alte Ephyren
verschiedene Kulturen 35
Salinitat 35
junge Epyhren
Kieler Bucht
Ostsee-Ephyren (Deutschland) 15
Medusen Sammelort Sl y Sammeldatum
Sammelort
Kiel/Strande .
Ostsee-Medusen (Deutschland) 15 Juni 2009
Nordsee-Medusen Heb”de”ég‘;hm“a”d' 35 Juli 2009

2.1.2 Herkunft und Halterung der Ephyren

Die Ephyren wurden von den Polypen durch Strobilation erzeugt. Die Ephyren wurden mit
einer weitlumigen Pipette aus den Kulturen entnommen und in Glasschalen (250 mL) mit
gefiltertem Seewasser der entsprechenden Salinitdten im Inkubator bei 10 °C gehaltert. Bei
einer mehr als einen Tag dauernden Halterung der Ephyren wurden diese taglich mit
Artemia-Nauplien gefuttert und nach ca. einer Stunde in Schalen mit frischem Seewasser

umgesetzt.

2.1.3 Herkunft der Medusen

Die Medusen wurden wahrend mehrerer Forschungsexpeditionen in den Jahren 2004-2009
mit der FS Heincke an den Kisten der Orkney-Inseln und der AuBReren Hebriden
(Schottland) gesammelt. Die Tiere wurden mit Schodpfeimern (Volumen 10 L) von
Schlauchbooten aus gefangen. Um einen Ablauf des Wassers wahrend des Fangens der
Medusen zu gewahrleisten, waren Lécher in Wande und Bbéden der Eimer gebohrt worden,
welche mit Nylonnetzen (Maschenweite 500 um) abgedichtet waren. Direkt nach dem Fang
wurde der Schirmdurchmesser der Medusen gemessen, die Tiere wurden nach ihren
Schirmdurchmessern gruppiert und im Anschluss prapariert (s. Kapitel 2.3.1, S. 25). Weitere

Tiere wurden 2009 in Kiel/Strande gesammelt (Dr. Sabine Holst). Im Jahr 2008 wurden von
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Mitarbeitern des Helmholtz-Zentrums Geesthacht (Dr. Heike Helmholz, Christiane Ruhnau,
Dr. Jirgen Gandral®) Medusen im Hafen von Eckernférde gefangen. Diese Tiere wurden im

Labor des Helmholtz-Zentrums Geesthacht prapariert.

2.1.4 Variation biologischer und physikalischer Parameter

Um den Einfluss von biologischen und physikalischen Parametern auf die
Nematocystenverteilung und -grole sowie auf die Proteininhaltsstoffe der Kapseln zu
untersuchen, wurden die Tiere unterschiedlichen Umweltbedingungen ausgesetzt. Zum
einen wurden Futterungsexperimente mit Polypen und Meta-Ephyren (ca. vier Wochen alt)
durchgefihrt, zum anderen wurden Polypen, Ephyren und Medusen untersucht, die
unterschiedlichen Salinitdten ausgesetzt waren. Im Folgenden werden die durchgefihrten
Experimente zur Futtermenge, Futterungsfrequenz, Futterart und Variation der

Halterungssalinitat verschiedener Entwicklungsstufen von C. capillata beschrieben.

Fitterungsexperimente mit Polypen: Futtermenge und Futterungsfrequenz

Alle Polypen wurden bei 10 °C gehaltert und mit frisch geschlipften Artemia-Nauplien
geflttert. Die Polypen wurden Uber einen Zeitraum von zwei Monaten entweder oft (o = oft,
alle zwei Tage) oder selten (s = selten, einmal pro Monat) geflttert. Dabei wurde ein
Uberschuss Artemia-Nauplien (1 mL Seewasser mit einer hohen Dichte an Futtertieren) in
die Wasserschalen mit den Polypen pipettiert (v = viel Futter) oder die Polypen wurden unter
Benutzung eines Stereomikroskops einzeln mit ein bis zwei Artemia-Nauplien gefuttert (w =
wenig Futter), die mit Hilfe einer Glaspipette direkt zum Mund der Polypen geflhrt wurden.
Tabelle 2 zeigt die verschiedenen Versuchsgruppen, die sich durch die Kombination der

Parameter Futterungsfrequenz und Futtermenge ergaben.

Tabelle 2: Versuchsgruppen beim Fiitterungsexperiment mit Polypen. Es ergaben sich durch die
Kombination von unterschiedlichen Ftterungsfrequenzen und Futtermengen vier
Fitterungsuntergruppen (o/v, o/w, s/v, s/w), o = oft, s = selten, v = viel, w = wenig.

groRe Futtermenge | kleine Futtermenge

hohe Fiitterungsfrequenz olv o/w

niedrige Futterungsfrequenz siv siw

Es ergaben sich vier verschiedene Futterungsgruppen (Tab 2). Pro Fitterungsgruppe
wurden die Nematocysten von neun oder zehn in Glyceringelatine fixierten Polypen

untersucht.
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Futterungsexperimente mit Meta-Ephyren: Futterart

Es wurden die Auswirkungen der Futterart auf die Entwicklung der Ephyren und ihrer
Nematocysten untersucht.

In dem Versuch wurden zwei Gruppen von vier Wochen alten Meta-Ephyren in zwei 125 mL-
Glasschalen mit Seewasser der Salinitat 35 in einem Inkubator bei 10 °C gehaltert. Die Tiere
in den beiden Glasschalen erhielten unterschiedliches Futter: Eine Gruppe wurde taglich mit
Artemia-Nauplien gefuttert, wobei die Meta-Ephyren nach ca. einer Stunde in frisches
Wasser umgesetzt wurden. In die Glasschale der anderen Gruppe wurden junge, maximal
eine Woche alte Aurelia aurita-Ephyren (Jellyplankton) als Futter gesetzt. Die C. capillata-
Meta-Epyhren wurden alle zwei Tage in frisches Seewasser umgesetzt und neue
Futterephyren zugegeben.

Der Futterungsversuch wurde in dieser Form zwei Mal durchgefihrt. Der erste Versuch hatte
eine Dauer von 25 Tagen (12.10.-5.11.2009), dabei wurden vier (Gruppe ,Artemia-Nauplien®)
bzw. finf (Gruppe ,Jellyplankton®) C. capillata-Ephyren unter entsprechenden Bedingungen
gehaltert. Dieses Experiment wurde zu Erweiterung des Versuchsumfangs unter den
gleichen Bedingungen mit weiteren Meta-Ephyren erneut ausgefiihrt. Die Dauer dieses
zweiten Experiments betrug 31 Tage (06.04.2010-06.05.2010).

In Tabelle 3 sind die Halterungsbedingungen sowie die verwendeten Bezeichnungen der

einzelnen Versuchsgruppen zusammengefasst.

Tabelle 3: Ubersicht (iber die im Fiitterungsexperiment lichtmikroskopisch untersuchten Meta-
Ephyren-Dauerpraparate. Es sind die Bezeichnungen angegeben, die im folgenden Text fir die
verschiedenen Proben verwendet werden.

Ephyren - aus Hélterungs-

Meta-Epyhren Probenbezeichnung | Polypenkultur| salinitéat

Futterung mit

Artemia-Nauplien MetaE-Gr.Art. verschiedene
- . Kulturen 35
Fitterung mit MetaE-Gr.Jelly. Salinitéit 35

Jellyplankton

Unterschiedliche Salinitaten

Der Einfluss der Salinitat auf die Nematocysten wurde bei Polypen und Ephyren untersucht.
Es wurden Polypen in drei verschiedenen Salinitaten eingesetzt. Die Polypen in Kulturen der
Salinitat 15 und 20 (Ostsee) und der Salinitat 35 (Nordsee).

Die Ephyren wurden nach Strobilation der Kulturpolypen gewonnen. Diese ,Nordsee“- und
,Ostsee“-Ephyren hatten bei der Glyceringelatine-Einbettung eine Alter von wenigen Tagen
bis zu drei Wochen (Tab. 1, S. 17).
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2.2 Methoden zur Nematocystenuntersuchung hinsichtlich Vorkommen und
Morphologie

Im Folgenden werden die angewandten Methoden zur Untersuchung der
NematocystengréRe, -anzahl und -verteilung im Gewebe erldutert. Des Weiterten werden die
Separierung einzelner Kapseltypen mit LMPC sowie die massenspektrometrische Analyse

des proteinaren Inhaltes dieser Nematocysten mit Hilfe von MALDI-TOF-MS beschrieben.

2.2.1 Herstellung von Praparaten fiir die lichtmikroskopischen Analysen

Fur die Betrachtung der Verteilung, Haufigkeit und GroéRe der Nematocysten wurden
Dauerpraparate angefertigt. Die Einbettung der Gewebeteile bzw. der Tiere erfolgte in
Glyceringelatine. Vor der Praparation und Einbettung der Korperteile bzw. ganzer Tiere
wurde die GrofRke der Tiere bestimmt.

Von den Medusen wurden nach Messung des Abstandes zwei gegeniber liegender
Randlappen (Schirmdurchmesser) Gewebeproben von Tentakeln, Tentakelbasen,
Mundarmen, Gastralfilamenten, Randlappen und Exumbrella genommen. Pro Korperteil
einer Meduse wurde je ein Praparat angefertigt. Die GroRenbestimmung der Polypen
erfolgte unter dem Stereomikroskop (Olympus SZ 61) mit Hilfe eines mit einer Kamera
(Altra20, Soft Imaging System, Olympus) aufgenommenen Fotos. Da auch bei Kontraktion
des Polypenkorpers die urspriingliche Grofle des Tentakelkranzes relativ konstant bleibt,
erfolgte die Vermessung Polypenkoérpers (Calyx) im Bereich knapp unterhalb der Tentakel,
um die Groflen der Polypen miteinander vergleichen zu kénnen (Abb. 9A). Dabei wurde die
Breite des Calyx unterhalb der Tentakel des seitlich liegenden Polypen bestimmt.
Anschlieend wurden die Tiere mit einem Skalpell Iangs geteilt und die beiden Halften unter
leichtem Druck des Deckglaschens in einen Tropfen Glyceringelatine eingebettet. Es wurden
zehn Polypen pro Untersuchungsgruppe analysiert.

Die Ephyren wurden als ganze Individuen in Glyceringelatine konserviert, nachdem der
Abstand von einer Randlappenspitze zur gegenuber liegenden (Gesamtdurchmesser), der
Abstand zweier gegenuber liegenden Rhopalien voneinander und die Adradialabstand

vermessen worden war (Abb. 9B).



2. Material und Methoden 21

2 mm

Abbildung 9: Vermessung von (A) Polypen und (B) Ephyren von Cyanea capillata vor der
Praparation und der Fixierung in Glyceringelatine. (A) Vermessung des Polypenkdrpers im Bereich
unterhalb des Tentakelkranzes (roter Strich). (B) Vermessung der Ephyren. roter Strich: Abstand von
einer Randlappenspitze zur gegenlber liegenden (Gesamtdurchmesser), blauer Strich: Abstand
zweier gegenuberliegenden Rhopalien, griner Strich: Adradialabstand, Rho: Rhopalium.

2.2.2 MessgrofBen bei der lichtmikroskopischen Untersuchung der Nematocysten

Die Untersuchung der Nematocysten erfolgte mit Hilfe von Fotos, die mit einer auf ein
Lichtmikroskop montierten Kamera (Olympus BX 51) aufgenommen wurden. Die
Vermessung der Nesselkapseln wurde mit der Software analySIS durchgefihrt.

Es wurden die Lange und Breite der Nematocysten bestimmt. Daraus ergaben sich Langen-

Breiten-Verhaltnisse, die Aussagen Uber die Form der Kapseln mdglich machten.

Aus den Abmessungen wurden auflerdem die Volumina der Nematocysten mit der Formel
V = 4/3 *m*a* b? berechnet, wobei a = Radius der Kapsellange und b = Radius der
Kapselbreite ist (Colin & Costello 2007).

Neben der Vermessung der Nematocysten wurden auferdem ihre Verteilung und ihre
relative Haufigkeit im Gewebe untersucht. Tabelle 4 listet die unterschiedlichen Zahlweisen
bzw. die Bezugsflachen der Nematocystenanzahl im Gewebe der Tiere in den
verschiedenen Lebensstadien auf. Wenn die Nematocysten verteilt im Gewebe lagen, wurde
zur Zahlung ein Messraster angewandt. Dazu wurde ein Foto mit der auf das Lichtmikroskop
montierten Kamera erstellt, ein Messraster mit einer Kantenlange von 50 ym in das Foto

eingefiigt und die Nematocysten in den einzelnen Quadraten gezahit.



2. Material und Methoden 22

Tabelle 4: Ubersicht (iber Art der Auszahlung der verschiedenen Nematocystentypen im Gewebe der
Medusen, Polypen und Ephyren.

Lebensstadium Korperteil Zahlweise l-):)ematocysten
Polyp Tentakel Messraster (50 x 50 ym)
Restpolyp Messraster (50 x 50 ym)
Randlappen Randlappenspitze
Ephyre Restephyre/Mundrohr Messraster (50 x 50 ym)
Mundlappen Messraster (50 x 50 ym)
Tentakel Batterie
Tentakelbasis Messraster (50 x 50 ym)
Mundlappen a) Messr_aster (50 x 50 ym)
Meduse b) Batterie
Gastralfilamente Messraster (50 x 50 ym)
Randlappen Messraster (50 x 50 ym)
Exumbrella a) Messr_aster (50 x 50 pm)
b) Batterie

2.2.3 Vergleiche der Untersuchungsgruppen

Die Nematocysten wurden hinsichtlich ihrer Morphologie (Lange, Breite, Lange-Breiten-
Verhaltnis) und Verteilung im Gewebe der Versuchstiere verglichen. Tabelle 1 (S. 17) fasst
zusammen, welche Praparate ausgewertet wurden und aus welchen Herkunftsgebieten die
Medusen stammten bzw. wie die Halterungsbedingungen der Polypen und Ephyren waren.
Die Proben wurden auf verschiedenen Ebenen verglichen. Auf der ersten Ebene (Gewebe)
erfolgten Vergleiche jeweils innerhalb einer Versuchsgruppe. Dabei wurden die
Nesselkapseln der verschiedenen Korperteile des Tieres einander gegenibergestellt. So
wurde beispielsweise in Medusen die Grolke der Eurytelen in den Tentakeln mit der GréRe
der Eurytelen in den Mundlappen verglichen.

Auf der zweiten Ebene wurden Unterscheide innerhalb eines Lebensstadiums (Polyp,
Ephyre, Meduse) untersucht. Dabei wurden z. B. die Nesselkapseln von jungen und alteren
Ephyren analysiert.

Die dritte Ebene der Untersuchungen umfasste Stadien Ubergreifende Vergleiche. Es wurde
untersucht, ob sich die Nesselkapseln in verschiedenen Lebensstadien (Polyp, Ephyre,
Meduse) in vergleichbaren Koérperteilen unterscheiden, z. B. die der Nematocysten in den

Tentakeln der Polypen und die in den Tentakeln der Medusen (Tab. 5).
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Tabelle 5: Ubersicht (iber die in den Lebensstadien libergreifenden Untersuchungen der
NematocystengréRen und -verteilungen vorgenommenen Vergleiche.

untersuchter Lebensstadien - untersuchte
Nematocystentyp Vergleiche Korperteile

Tentakel und

Eurytelen Polyp - Meduse Tentakelbasis
Ephyre - Meduse Randlappen
Polyp - Epyhre Tentakel
a-Isorhizen
Polyp - Epyhre Restgewebe

Tentakel und

Polyp - Meduse Tentakelbasis

Ephyre - Meduse Randlappen

O-Isorhizen
Polyp - Epyhre Restgewebe

Um die Reaktion einzelner Lebensstadien (Polyp, Ephyre) auf sich &ndernde
Umweltbedingungen zu testen, wurden die Halterungsbedingungen wie in Kapitel 2.1.4 (S.
18) beschrieben variiert. Als Vergleichparameter dienten wie auf allen vorher beschriebenen

drei Ebenen die Groflien und die Verteilung der Nematocysten.

2.2.3.1 Nematocysten in verschiedenen Korperregionen innerhalb eines
Lebensstadiums

Zunachst wurde untersucht, ob sich die Nematocysten in den unterschiedlichen
Korperregionen gleicher Lebensstadien der Tiere voneinander unterschieden. Dazu wurden
die Langen und Breiten sowie die Verteilung der Kapseln im Gewebe der praparierten Tiere
ausgewertet. Die lichtmikroskopisch untersuchten Korperteile der verschiedenen

Lebensstadien von C. capillata sind in Tabelle 6 aufgelistet.
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Tabelle 6: lichtmikroskopisch untersuchte Korperteile in verschiedenen Lebensstadien von
Cyanea capillata.

Lebensstadium Untersuchte Korperregionen
Polypen
Tentakel
Polypenkorper
Randlappen

Restephyre mit Mundrohr

2 mm

Medusen

Exumbrella

Randlappen

Gastralfilamente (im Gastralraum)
Mundlappen

Tentakelbasis

Tentakel

In den Praparaten der Polypen wurden die Nematocysten in den Tentakeln mit denen im
Polypenkdrper verglichen. Bei den Ephyren wurden die Nematocysten in den Randlappen
denen im Gewebe der Restephyre und des Mundrohrs gegenuberstellt. Bei der
Untersuchung der Medusen wurde zwischen funf bis sechs zu untersuchenden Kérperteilen

unterschieden und die Nematocysten dieser miteinander verglichen.
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2.2.3.2 Vergleich verschieden groRer Tiere und in unterschiedlichen

Entwicklungsstadien

Es wurden neun Medusen (Schirmdurchmesser 10-20 cm, durchschnittlicher
Schirmdurchmesser 14,8 cm), die im Juli 2009 wahrend einer Forschungsreise an den
AuReren Hebriden (Schottland) gesammelt worden waren mit einer groRen Meduse mit
groRem Schirmdurchmesser von 55 cm verglichen (Tab. 1, S. 17).

Junge Ephyren (maximal eine Woche) wurden mit &lteren Ephyren (zwei bis drei Wochen)
verglichen. Die Halterung erfolgte wie unter Kapitel 2.1.2 (S. 17) und die Praparation wie
unter Punkt 2.2.1 (S. 20) beschrieben.

2.2.3.3 Lebensstadien libergreifender Vergleich

In einer Lebensstadien Ubergreifenden Untersuchung wurden die Nesselkapseltypen von
Polypen, Ephyren und Medusen in funktionell gleichen Koérperteilen der Tiere miteinander
verglichen.

Dazu wurden Dauerpraparate von Polypen aus Kultur (Halterungssalinitdt 35, Temperatur
10 °C) und von Ephyren dieser Polypen untersucht. Es wurden unterschiedlich alte Ephyren
in die Vergleiche einbezogen. AuRerdem wurden Ephyren untersucht, die von Polypen aus
einer Salinitat 15 stammten (Ostsee-Ephyren). Des Weiteren wurden unterschiedliche
Medusen (Nord- und Ostsee) in die Lebensstadien tbergreifenden Vergleiche aufgenommen
(s. Tab. 1, S. 17).

2.3 Methoden zur Untersuchung des Kapselinhaltes
Im Folgenden werden die angewandten Methoden zur Untersuchung des

Nematocysteninhaltes dargestellt und erlautert.

2.3.1 Herstellung von Kapselsuspensionen

Um die verschiedenen Nematocystentypen mit LMPC separieren zu kénnen, wurden diese
zunachst aus dem Gewebe intakt herausgeldst und gereinigt. Dabei wurde bei allen
Lebensstadien mit destilliertem Wasser gearbeitet.

Die Kapselsuspensionen aus Medusen wurden wahrend der Schiffskampagnen mit der
FS Heincke direkt vor Ort an Bord in einem dafur eingerichteten Labor hergestellt. Nach
Fang der Medusen und Vermessung der Schirmdurchmesser wurden die Mundlappen und
die Tentakel abschnitten und getrennt voneinander gesammelt. Dabei wurde das Tentakel-
bzw. Mundlappenmaterial der Medusen einer GroéRenklasse vereint. Die Proben wurden

zehn bis zwdlf Stunden in destilliertem Wasser auf Eis gerlhrt, wobei das Verhaltnis
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organischen Materials zu destilliertem Wasser 1:3 bis 1:5 betrug. Nach dem Rihren wurde
das Material durch ein Nylonsieb (Maschenweite 500 um) gegeben, um die Mesogloea
abzutrennen. Das Filtrat wurde bei 1140 g 5 min bei 4 °C zentrifugiert. Das verbleibende
Sediment wurde mehrfach mit steril filtrietem Seewasser gewaschen und die Proben in
Form von aufkonzentrierten Nesselkapseln anschlieRend bei -80 °C gelagert (Helmholz et
al., 2007 Helmholz et al. 2010).

Vor der Separierung der Nematocysten mit LMPC wurde die Suspension noch einmal
nachbearbeitet, um einen noch grofleren Teil der Nematocysten ohne unerwinschte
Gewebereste zu gewinnen. Die Proben wurden auf Eis aufgetaut und ca. 0,5 mL der
Suspension entnommen. Nach Uberfiihrung der Probe in ein 1,5 mL Eppendorf-GefaR und
Zugabe von 1 mL destilliertem Wasser wurde das Gefall mit Parafilm abgedichtet und in
einem 50 mL Sarstedt-Rohrchen fixiert. Die Probe wurde fir ca. 24 Stunden auf einem
Rollermixer in einem Klimaraum (4 °C) gedreht und leicht geschwenkt. AnschlieRend wurde
die Probe zentrifugiert (1140 g, 4 °C, 5 min), drei bis vier Mal mit steril filtriertem (Porengrofie
des Filters: 0,2 ym) Seewasser gewaschen und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert
(Wiebring et al. 2010a).

Bei der Herstellung von Kapselsuspensionen aus Polypen und Ephyren wurde wie bereits
unter Punkt 2.3.1 beschrieben verfahren. Es wurde ein Rollermixer verwendet, um die Probe
schonend zu bewegen und die Nematocysten so aus dem Gewebe der Polypen und
Ephyren herauszulésen. Um ein geeignetes Verhaltnis zwischen organischem Material und
destilliertem Wasser zu gewahrleisten, wurden maximal zehn Polypen bzw. Ephyren pro
1,5 mL Eppendorfgefald in destilliertem Wasser 15 bis 20 Stunden in einem klimatisierten
Raum (4 °C) mazeriert. Nach Zentrifugation (1140 g 5 min bei 4 °C) und drei- bis viermaligen
Waschen des Sediments mit steril filtriertem Seewasser, wurde die Probe bis zur

Verwendung bei -80 °C gelagert.

2.3.2 Separierung von Nematocysten (LMPC)

Aus den Nematocystensuspensionen, die aus einer Mischung verschiedener Kapseltypen
bestand, wurden die einzelnen Kapseln mit Hilfe von LMPC isoliert.

Die Methode der Mikrodissektion und des Katapultierens einzelner Zellen aus einer
Mischprobe heraus, so wie sie in dieser Arbeit angewandt wurde, ist im Vorfeld im Zuge
einer Diplomarbeit entwickelt und den speziellen Gegebenheiten der verwendeten Proben
angepasst worden (Wiebring 2008, Wiebring et al. 2010a, Wiebring et al. 2010b).

Die Kapselsuspension wurde zunachst auf Eis aufgetaut und zentrifugiert (1140 g, 4 °C,
5 min). Dabei entstand ein an die Wand des Eppendorfgefalles angelagertes Pellet (Abb.
10).
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Abbildung 10: Pellet einer Nematocystensuspension nach Zentrifugation.

Mit Hilfe einer Hamiltonspritze (7002 N, Volumen 2 pL) wurden unter vorsichtigem Schaben
an der Gefaldwand 2 pL des Pellets enthommen und auf einen speziellen, mit einer UV-Licht
absorbierenden Folie beschichteten Objekttrager (PALM® MembraneSlide, PEN-Membran)
gegeben. AnschlieBend erfolgte eine Zugabe von 0,2 yL einer 1%igen Octyl-B-D-
Glucopyranosidlésung (0,5g geldst in 50 mL destilliertem Wasser). Dieses Tensid
erniedrigte die Oberflachenspannung des Wassers in der Kapselsuspension und ermdéglichte
das Herauskatapultieren der Nematocysten. Zum Auffangen der Nematocysten wurde ein
3 uL Tropfen destillierten Wassers in die Mitte des Deckels eines LPC-Microfuge-Gefalles
pipettiert und dieses Auffanggefal® im CapHolder platziert.

Auf Grund der zuvor durchgeflhrten Reinigungsschritte und der geringen Grdlke der
Nematocysten konnte auf das Schneiden (Laser Mikrodissektion) verzichtet werden.
Einzelne Kapseln wurden direkt ausgewahlt, katapultiert und im Auffanggefall gesammelt
Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

In Abbildung 11A ist der Versuchsaufbau dargestellt. Fir die Detailaufnahme (Abb. 11B)
wurde ein Teil des Deckels des Auffanggefalles herausgeschnitten, um den Auffangtropfen
sichtbar zu machen. Die Nematocystensuspension befindet sich auf dem Objekttrager unter

dem Auffangtropfen.
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Deckel‘des w
AuffanggefiRes

Nematocystensuspensio

Abbildung 11: Versuchsaufbau LMPC: (A) Gesamtiibersicht iber das Mikroskop und (B)
Detailaufnahme des Versuchsaufbaus.

Eine Herausforderung der Probenbearbeitung mit LMPC bestand darin, dass die
Kapselsuspension einen hohen Wasseranteil enthielt, was ein Herauskatapultieren der
Nematocysten erschwerte. Daher musste vor dem Beginn des Katapultierens eine
ausreichende Verdunstung des Seewassers erfolgen. Ein zu starkes Austrocknen der Probe
wiederum flihrte zum Auskristallisieren des Meersalzes, welches ein Katapultieren der
Nematocysten unmdglich machte. Die Kapselsuspension auf dem Objekttrager konnte durch
Zugabe von 0,3 uyL destillierten Wassers wieder angefeuchtet werden, um weitere
Nematocysten zu separieren. Dieser Vorgang konnte zwei bis drei Mal mit demselben
Probepunkt wiederholt werden, danach musste ein neuer Tropfen der Kapselsuspension
aufgetragen werden.

Die Laserstarke wurde wahrend des Katapultierens der Nematocysten zum einen an die
Grofie der Kapseln und zum anderen an den Trocknungsgrades der Probe angepasst. Sie
lag bei den kleineren a-Isorhizen zwischen 50 und 55 % und bei gréReren Kapseltypen wie
den A-lsorhizen zwischen 60 und 65 %. Es wurde mit einem konstanten Laserfokus von 65
gearbeitet.

Der Auffangtropfen wurde, wenn er nicht bendtigt wurde, bei -20°C kurzzeitig
zwischengelagert, um die Verdunstung zu vermindern. Die Zeitspanne, in der Nematocysten
aus der Suspension herauskatapultiert und in einem Auffangtropfen hineinkatapultiert
werden konnten, wurde durch das Verdunsten des Auffangtropfens begrenzt und betrug ca.
eine Stunde. Bei einer geringen Anzahl im Auffangtropfen gesammelter Nematocysten war
eine Vereinigung mehrerer Auffangtropfen notwendig, um eine ausreichende Ausbeute fur
die anschlieBende MALDI-TOF-MS-Untersuchung bereitzustellen. Die Anzahl der
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gesammelten Nematocysten lag in den Versuchsgruppen der Polypen bei durchschnittlich
150 Kapseln pro Probe, bei den unterschiedlichen Untersuchungsgruppen der Medusen
umfassten die Proben jeweils rund 200 Nematocysten. Die Kontrolle der Anzahl der
Nematocysten im Auffangtropfen erfolgte lichtmikroskopisch.

2.3.3 Untersuchung des Proteininhaltes der Nematocysten mit MALDI-TOF-MS

Die Inhaltsstoffe =~ der Nematocysten von Polypen und Medusen wurden
massenspektrometrisch mit MALDI-TOF analysiert. Innerhalb des Lebensstadiums der
Polypen wurden zum einen Tiere aus verschiedenen Halterungssalinitaten (20 und 35)
untersucht und zum anderen Polypen, die zuvor einem Futterungsversuch (Kapitel 2.1.4, S.
18) unterzogen worden waren. Tabelle 7 gibt die verschiedenen Versuchsgruppen der

Polypen wieder, deren proteinarer Kapselinhalt massenspektrometrisch analysiert wurde.

Tabelle 7: Massenspektrometrische Analyse der Inhaltsstoffe mit MALDI-TOF. Untersuchte Gruppen
innerhalb des Lebensstadiums Polyp.

Parameter Variablen
20
Salinitat
35
olv
Futterungs-
frequenz
slv

Zu den Untersuchungsgruppen der Medusen zahlten Tiere verschiedener Gréflen und von
verschiedenen Fangorten (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Massenspektrometrische Analyse der Inhaltsstoffe mit MALDI-TOF. Untersuchte Gruppen
innerhalb des Lebensstadiums Meduse.

@ Schirmdurch- | kleinste-grofte | Medusen- Salinitat
Medusen Sammeldatum Sammelort
messer [cm] Meduse anzahl Fang-Ort
. 9 8-10 3 Juni 2006
kleine Nordsee-Medusen 8 6-10 44 Juni 2007 Orkney Inseln
mittelarode Nordsee- 24 16-31 7 Juni 2005 (Schottland, GB)
gMedusen 13 11-20 48 Juni 2007
20 18-23 4 Juli 2009
36 36-42 8 Juni 2005 AuRere Hebriden
grofe Nordsee-Medusen 1 55 1 Juli 2009 (Schottland, GB)
33 30-35 5 Juni 2005
Kleine Ostsee-Medusen 6 4-11 12 Juni 2009 Kiel/Strande
(Deutschland)
Eckernférde - Hafen
grolRe Ostsee-Medusen 21 11-28 72 September 2008, (Deutschland)

Die Messungen erfolgten mit dem Ultraflex || TOF/TOF-MS im positiven, linearen Modus. Zur
Steuerung des Gerates und fur die Annotierung der Massen wurden die Software
FlexControl 3.0 bzw. FlexAnalysis 3.0 benutzt.

Als MALDI-Target wurden in eine Halterung gespannte Glastrager (75 x 25 x 0,9 mm)
verwendet (Abb. 12). Die Glastrager waren einseitig mit einer elektrisch leitenden Oberflache
beschichtet. Des Weiteren wurde ein AnchorChip™ 800/384 T F als Probentrager benutzt.
Die externe Massenkalibrierung erfolgte mit dem Proteinstandard | (Bruker: Insulin [M+H]"
5 735 Da; Ubiquitin [M+H]" 8 566 Da; Cytochrom C [M+H]" 12 361 Da; Myoglobin [M+H]"
16 953 Da; Cytochrom C [M+2H]** 6 181 Da; Myoglobin [M+2H]** 8 476 Da).

Die als MALDI-Matrix verwendete Sinapinsaure (SA, 4-Hydroxy-3,5-dimethoxyzimtsaure) war
eine gesattigte Losung, bei der als Losungsmittel eine 1:1 (v:v) Losung aus Acetonitril (ACN)

und 0,1%iger Trifluoressigsaure (TFA) benutzt wurde.

Die Vermischung der Nematocysten mit der Matrix erfolgte im Auffanggefal®, in dessen
Deckel zuvor die Kapseln gesammelt worden waren. 3 uL der Matrix wurden in der Spitze
des Auffanggefalies vorgelegt und der Auffangtropfen mit den separierten Nematocysten in
die Matrix hineinzentrifugiert (1140 g, 4 °C, 5 min). Das Nematocysten-Matrix-Gemisch
wurde im nachsten Schritt auf das Glastarget tGbertragen (Abb. 12A).

Wenn die zu untersuchenden Nematocysten einer Probe in mehreren Auffangtropfen
gesammelt worden waren, wurden diese zunachst vereinigt. Dies geschah durch das
Aufsetzen der einzelnen Auffangdeckel auf ein Eppendorfgefal und das Sammeln der
Auffangtropfen mit den enthaltenen Nematocysten in diesem Gefal. Als nachstes wurden
3 uL der Matrix (SA) zugegeben und das Nematocysten-Matrix-Gemisch auf das Glastarget
pipettiert. Das Gesamtvolumen der Proben (Auffangtropfen mit Nematocysten + Matrix) lag

zwischen 4 pL und 8 pL. Da die einzelnen Probespots, die auf das Target pipettiert wurden,
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jeweils ein Volumen von 1 pL hatten, ergaben sich pro Probe mehrere Probespots auf dem
Target (Abb. 12B).

Nach Kristallisation der Probe wurde das Target in die lonenquelle eingeschleust und die
Detektion durchgefuhrt.

Probespots

Abbildung 12: Glastarget fir MALDI-TOF-MS Analyse: (A) MTP Slide Adapter Il mit einem
Glastarget und (B) separates Glastarget mit kristallisierten Proben- und Matrixspots. geschweifte
Klammer: 7 Probespots einer Probe, roter Kreis: Matrixspot.

2.4 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software WIinSTAT (Zusatzfunktion
fir Microsoft® Excel). Mit ihr wurden der Median und die 10 %- und 90 %-Perzentile als MaR
fur die Streuung der Daten berechnet. Die angegebenen Perzentile sind die Werte, unterhalb
bzw. oberhalb derer die 10 % kleinsten bzw. 10 % gréf3ten Werte der Stichprobe liegen.

Zum Vergleich der Nematocystengréf3en und -anzahl in den Geweben wurden der Mann-
Whitney-U-Test (parameterfrei, Vergleich zweier Stichproben) und der Kruskal-Wallis-H-Test
(parameterfrei, Vergleich von mehr als zwei Stichproben) benutzt. Als TestgroRen werden in
der vorliegenden Arbeit die U- bzw. H-Werte, die Freiheitsgrade (FG) und die
Gesamtstichprobengrofie (GS) in der Form Ugg, s bzw. Heg cs angegeben.

Als Post-hoc-Test wurde der Scheffé-Test angewandt, mit dem Vergleiche mehrerer
unterschiedlich groRer Stichproben vorgenommen wurden.

Die Unterschiede wurden als signifikant gewertet, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit
P < 0,05 war.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung der verschiedenen Nematocystentypen

In allen untersuchten Dauerpraparaten und Kapselsuspensionen aller Lebensstadien wurden
maximal zwei Kategorien von Nematocysten identifiziert, heterotriche mikrobasische
Eurytelen und homotriche Isorhizen. In der Gruppe der Isorhizen wurden drei Untertypen von
Nematocysten unterschieden, A-, a- und O-lsorhizen. In Abbildung 13 sind
lichtmikroskopische Aufnahmen der vier verschiedenen im Gewebe von C. capillata

identifizierten Nesselkapseltypen abgebildet.

Abbildung 13: Nematocystentypen in Gewebe von Medusen: Eurytele (A), A-lsorhize (B), a-Isorhize
(C), O-Isorhize (D). Op: Operculum, S: Schaft des Nesselfadens, Mafstab: 10 um.

Die Eurytelen (Abb. 13A) waren langliche Nesselkapseln mit einem deutlich zu erkennenden
Schaft am Nesselfaden. Die Isorhizen hatten einen einfachen Nesselfaden, der keinen
abgesetzten Schaft aufwies. Die drei Isorhizentypen waren durch die Art der Fadenwicklung
und die Form der Kapsel zu unterscheiden. Die A-Isorhizen (Abb. 13B) waren langlich bis
rund und durch die unregelmafige Fadenwicklung gekennzeichnet. In den a-Isorhizen (Abb.
13C) war der Nesselfaden regelmaflig gewunden, so dass sich bei der lichtmikroskopischen

Untersuchung eine Art Streifenmuster in der Nematocyste ergab. Die O-lsorhizen (Abb. 13D)



3. Ergebnisse 34

waren runde Kapseln mit einem deutlich hervortretenden Operculum sowie einem locker und

unregelmafig in der Kapsel liegende Nesselfaden.

3.2 Lichtmikroskopische Untersuchungen der Nematocysten

Die lichtmikroskopische Untersuchung der Dauerpraparate diente zur Untersuchung der
Verteilung der Nematocysten im Gewebe der Tiere und zu den Messungen der
Kapsellangen und -breiten.

In den folgenden Kapiteln sind der Median der Nematocystenmafle und in Klammern die
Perzentile 10 % und 90 % angegeben. Aullerdem werden die Langen-Breiten-Verhaltnisse
der Nematocysten aufgefiihrt. Die Ergebnisse der statistischen Vergleiche der Nematocysten

verschiedener Versuchsgruppen werden in den entsprechenden Unterkapiteln dargestellt.

3.2.1 Nematocysten in verschiedenen Korperteilen

Auf der ersten Ebene wurden die Nematocysten verschiedener Korperteile innerhalb eines
Lebensstadiums untersucht (Tab. 6, S. 24). Im Folgenden werden die Ergebnisse der

Auswertung der Dauerpraparate von Polypen, Ephyren und Medusen aufgefiihrt.

3.2.1.1 Nematocysten im Gewebe der Polypen

Die Untersuchung der Nematocystenverteilung in den Polypen erfolgte mit Hilfe der
Auszahlung von je finf Quadraten (50x50 um) in den Tentakeln und im restlichen
Polypenkdrper (Restpolyp).

Die in den Polypen (Salinitdt 35) gefundenen Kapseltypen waren Eurytelen, a- und O-

Isorhizen. Abbildung 14 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen der Tentakel (14A) mit einer

hohen Dichte der a-Isorhizen und O-Isorhizen im Gewebe des Restpolypen (14B).

Abbildung 14: Nematocysten im Gewebe von Polypen (Halterungssalinitat 35, 10 °C): (A) Tentakel
mit Eurytelen und a-Isorhizen, Maf3stab 20 um. (B) Restpolyp mit Eurytelen, Eu = Euytelen, a = a-
Isorhizen, Malstab 10 pm.
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In den Tentakeln waren die a-Isorhizen stark dominierend (Tab. 9). Sie lagen in einer Dichte
von 14 (6; 28) Kapseln pro Zahlquadrat im Gewebe vor. In den Langen der ausgestreckten
Tentakel lagen vereinzelt Eurytelen, jedoch in so geringer Zahl, dass der Median 0 (0; 1)
betrug. Im Gewebe des Restpolypen dominierten Eurytelen mit einer durchschnittlichen

Anzahl von 2 (1; 3) Kapseln pro ausgezahltem Quadrat.

Tabelle 9: Mediane (fett) und Perzentile (10 %; 90 %) der Anzahl von Nematocysten in
verschiedenen Koérperteilen von Polypen. a = a-Isorhizen, Eu = Eurytelen, O = O-Isorhizen. *P<0,05.

K " Tentakel Restpolyp
apseltyp Anzahl/Quadrat | Anzahl/Quadrat
Eu 0(0; 1) 2(1;3)
a 14 (6; 28) 0(0; 1)
@) - 0(0; 1)

Es waren vereinzelt a-Isorhizen im Restpolypen zu finden. In einem der zehn untersuchten
Praparate dominierten die O-Isorhizen mit 3 (1; 4) Kapseln pro Zahlquadrat gegenlber den
Eurytelen, die in allen Praparaten einen Gesamtdurchschnitt 2 (1; 3) Kapseln pro
Zahlquadrat hatten. Der Gesamtmedian der O-lsorhizen betrug auf Grund der geringen

Gesamtanzahl gerechnet auf alle Praparate jedoch 0 Nematocysten (0; 1).

Die Grofien von bis zu zehn Kapseln pro Kapseltyp und Kérperregion wurden bestimmt.
Bei der Vermessung der Grolle der Nematocysten wurden die in Tabelle 10 aufgefiihrten

Werte flr die Lange und die Breite der verschiedenen Kapseltypen bestimmt.

Tabelle 10: Mediane (fett) und Perzentile (10 %; 90 %) der Langen (L) und Breiten (B) angegeben in
pum sowie Langen-Breiten-Verhaltnisse (L/B) von Nematocysten im Gewebe von Polypen
(Halterungssalinitat 35). a = a-Isorhizen, Eu = Eurytelen, O = O-Isorhizen *P<0,05.

Korperteil
Kapseltyp Tentakel Restpolyp
Liange Breite Lange/Breite Liange Breite Lange/Breite
Eu 12,9 (11,8; 13,2)| 10,2 (9,6;10,8) | 1,3 (1,2, 1,3) [13,0 (12,1; 14,5)] 10,2 (9,6;10,8) | 1,3(1,2;1,3)
* * ) * * .
a 7,4 (6,8; 8,3) 4,6 (4,3; 5,0) 1,6 (1,5; 1,8) 6,8 (4,9; 7,5) 4,2 (3,5; 4,7) 1,6 (1,5; 1,8)
0 11,6 (10,3; 12,6)| 9,8 (9,1; 11,4) 1,1(1,1;1,2)

Die Eurytelen waren die langsten und breitesten Nematocysten in den Polypen. Die O-
Isorhizen zeigten ein niedriges Langen-Breiten-Verhaltnis, was eine runde Form dieses
Kapseltyps widerspiegelte. Die a-Isorhizen waren mit einer Lange von ca. 7 um die kleinsten

Nematocysten im Polypengewebe.
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Die NematocystengréRen der Tentakel wurden mit denen des Polypenkdrpers verglichen.
Die Grolenunterschiede der Eurytelen in den Tentakeln und im Polypenkdrper waren nicht
signifikant, wohingegen die a-Isorhizen in den Tentakeln signifikant langer (Hs 357 = 85,13)

und signifikant breiter (Hs 357 = 85,03) waren als die, die im Polypenkdrper gefunden wurden.

3.2.1.2 Nematocysten im Gewebe der Ephyren

Die Polypen erzeugten durch Strobilation Ephyren, welche in den Frihjahrs- bis
Sommermonaten (April-Juli) erfolgte.

Als Referenzprobe zum Vergleich von Nematocysten im Lebensstadium Ephyre wurden
sieben Praparate der jungen Ephyren herangezogen, die bei der Praparation maximal eine
Woche alt waren. Es wurden jeweils die Gesamtzahl der Nematocysten pro
Randlappenspitze sowie die Nematocystenzahl in bis zu zehn Quadraten pro Ephyre
bestimmt.

In den Ephyren waren Eurytelen, A-, a- und O-Isorhizen im Gewebe vorhanden. In Abbildung
15A ist eine Randlappenspitze einer Ephyre mit a-Isorhizen und Eurytelen gezeigt. In den
Spitzen der Randlappen der Ephyren waren kleine Ansammlungen von durchschnittlich 2 (0;
4) Eurytelen pro Randlappenspitze zu sehen. Weiter innen, auf Héhe der Rhopalien bis hin
zur Mitte des Tieres, wurden vereinzelt O-lsorhizen gefunden. Der dominierende Kapseltyp

in den Randlappen war jedoch die a-Isorhize, die gleichmaRig im Gewebe verteilt war.

Abbildung 15: Nematocysten im Gewebe von Ephyren (maximal eine Woche alt): (A)
Randlappenspitzen mit Eurytelen und a-Isorhizen, Mastab 50 ym. (B) Restephyre mit a-Isorhizen, Eu
= Euytelen, a = a-Isorhizen, schwarze Kreise: a-Isorhizen, Ma3stab 50 pm.

Die Kapseldichte im Gewebe der Restephyre und des Mundrohrs war insgesamt geringer als
in den Randlappen. Der dominierende Nematocystentyp war auch hier die a-Isorhize, wie

Abbildung 15B verdeutlicht. In drei der sieben untersuchten Praparate wurden A-Isorhizen
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gefunden. Auch die anderen beiden gréReren Kapseltypen, die O-Isorhizen und die
Eurytelen, waren im Gewebe vorhanden.

Die a-Isorhizen hatten mit einem Wert von 8 (5; 15) eine grofRere Dichte in den Randlappen
als im Restephyren- bzw. Mundrohrgewebe, in dem durchschnittlich 2 (0; 6) a-Isorhizen pro
Zahlquadrat gefunden wurden. Die Anzahl der a-, A- und O-Isorhizen waren so gering, dass

sich jeweils ein Median von 0 flr diese Nematocystentypen ergab (Tab. 11).

Tabelle 11: Mediane (fett) und Perzentile (10 %; 90 %) der Anzahl von Nematocysten pro
Zahlquadrat in verschiedenen Korperteilen von Ephyren (eine Woche alt, Salinitat 35). a = a-Isorhizen,
Eu = Eurytelen, O = O-Isorhizen. *P<0,05.

Randlappen Restephyre
Kapseltyp Anzahll Anzahl/Quadrat
. Anzahl/Quadrat
Randlappenspitze
Eu 2(0;4) : LIVAY
a ; 8 (5; 15) 2(0; 6)
o : - 0(0:0)

Es wurden bis zu zehn Nematocysten pro Ephyre und Kérperregion vermessen. Es ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Eurytelen und den a-Isorhizen der
Randlappen und der Restephyre mit Mundrohr (Tab. 12). In den Ephyren unterschieden sich

die gleichen Kapseltypen in den beiden untersuchten Geweben also nicht voneinander.

Tabelle 12: Mediane (fett) und Perzentile (10 %; 90 %) der Langen und Breiten angegeben in um
sowie der Langen-Breiten-Verhaltnisse von Nematocysten im Gewebe von eine Woche alten Ephyren
(Halterungssalinitat 35). A = A-Isorhizen, a = a-Isorhizen, Eu = Eurytelen, O = O-Isorhizen. *P<0,05.

Korperteil
Kapseltyp Randlappen Restephyre/Mundrohr
Lange Breite Lange/Breite Lange Breite Lange/Breite
Eu 12,3 (11,2; 13,2)| 10,2 (9,2; 10,9) 1,2(1,1;1,3) |11,8(11,5;12,7)| 10,3 (9,7; 11,4) 1,1(1,1;1,2)
A 10,3 (8,9; 12,2) | 9,3(8,2; 11,1) 1,1 (1,0; 1,3)
a 6,9 (6,1; 7,8) 4,5 (4,0; 5,0) 1,5 (1,4;1,7) 6,8 (5,9; 7,6) 4,5 (3,8; 5,3) 1,5 (1,4; 1,6)
(0] 11,3 (10,2; 12,6) | 10,5 (9,7; 11,4) 1,1 (1,0; 1,2)

Die Eurytele war der gréfite Kapseltyp im Gewebe der Ephyren. Die O-lsorhizen waren nur
geringfugig schmaler. Beiden Kapseltypen zeigten ein niedriges Langen-Breiten-Verhaltnis
und hatten somit eine runde Form. Die a-Isorhizen waren die kleinsten und langlichsten

Kapseln im Gewebe der Ephyren.
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3.2.1.3 Nematocysten im Gewebe der Medusen

Das Gewebe der Medusen (Schirmdurchmesser 10-20 cm, durchschnittlicher
Schirmdurchmesser 14,8 cm) enthielt Eurytelen, A-, a- und O-Isorhizen. Lichtmikroskopische
Aufnahmen (Abb. 16) zeigen die konzentrierte Anordnung aller Kapseltypen in Form von

Kapselbatterien in den Tentakeln der untersuchten Medusendauerpraparate.

Abbildung 16: Kapselbatterien in den Tentakeln von Medusen aus der Nordsee
(Schirmdurchmesser 10-20 cm): (A) (DIC) Kapselbatterie im distalen Bereich eines Tentakels, die
Nematocysten sind in Aufsicht getroffen, (B) (Durchlicht) Kapselbatterie im Bereich der Tentakelbasis,
Al =A-Isorhizen, a = a-Isorhizen, Eu = Euytelen, O = O-Isorhizen, Maf3stab 20 um.

Es wurden zehn Medusen hinsichtlich der Nematocystenverteilung und —gréfien untersucht.
Es wurden bei der Bestimmung der Nematocysten bis zu sieben Kapselbatterien und bis zu
16 Zahlquadrate pro Tier und Koérperregion ausgewertet. In Tabelle 13 sind die Ergebnisse

der Kapselauszahlung zusammengefasst.

Tabelle 13: Mediane (fett) und Perzentile (10 %; 90 %) der Anzahl von Nematocysten in
verschiedenen Korperteilen von Medusen. GF = Gastralfilamente, n = Anzahl, RL = Randlappen, TB =
Tentakelbasis. *P<0,05.

Kapsel- | Tentakel B Mundlappen GF RL Exumbrella
typ n/Batterie | n/Quadrat | h/Quadrat | n/Batterie | Quadrat | n/Quadrat | n/Quadrat | n/Batterie
Eu 5(2; 1) - - - 3(1; 5) - - -
A 3(1;7) 00;1) | 9(5:16) | 7(3;16) - - - -
a 13 (6; 23) - - - - - - -
o) 1(0; 5) 1(0; 2) - 52;8) | 4(1;7) | 1(0;3) 1(0:3) | 74;10)
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Die Tentakel waren dicht mit Nematocystenbatterien besetzt. In diesen Batterien dominierten
die a-Isorhizen mit durchschnittlich 13 (6; 23) Kapseln, gefolgt von den Eurytelen mit 5 (2;
11) Kapseln pro Batterie. Von den A-lsorhizen waren durchschnittlich 3 (1; 7) und von den O-
Isorhizen 1 (0; 7) pro Nematocystenbatterie zu finden.

Weiter zur Tentakelbasis waren die Nematocystenbatterien anders gestaltet als an der
Spitze der Tentakel. Die an der AuRenseite des Tentakelgewebes liegenden Batterien
enthielten O-Isorhizen als dominierenden Kapseltyp. Im inneren Teil des Gewebes an der
Tentakelbasis waren die Nematocysten nicht in Batterien angeordnet, sondern lagen locker
und gleichmaRig im Gewebe verstreut. Es war durchschnittlich 1 (0; 2) O-Isorhizen pro
Zahlquadrat zu finden.

An den Randern der Mundlappen der Medusen war eine erhohte Kapseldichte zu
beobachten (Abb. 17A). Hier ergab eine Auszahlung mit Hilfe des Messrasters fur die A-
Isorhizen einen Wert von 9 (5; 16). Vereinzelt lagen Eurytelen und O-lsorhizen zwischen den
A-lsorhizen. In den Mundlappen der Medusen war die Kapseldichte insgesamt wesentlich
niedriger als im Tentakelgewebe. Nematocystenbatterien lagen locker verstreut im Gewebe
und enthielten durchschnittlich 5 (2; 8) O-Isorhizen und 7 (3; 16) A-lIsorhizen (Abb. 17B).

Abbildung 17: Nematocysten in den Mundlappen von Medusen aus der Nordsee
(Schirmdurchmesser 10-20 cm): (A) (Durchlicht) Randbereich des Mundlappens mit hoher a-
Isorhizen-Dichte, (B) (DIC) Kapselbatterie mit A- und O-Isorhizen im mittleren Bereich des
Mundlappengewebes, A = A-Isorhizen, O = O-Isorhizen, Mal}stab 20 pum.

In den Gastralfilamenten war der dominierende Kapseltyp die Eurytele mit einer Anzahl von
durchschnittlich 3 (1; 5) pro Zahlquadrat. Vor allem in den Spitzen der Gastralfilamente
waren dichte Ansammlungen dieses Kapseltyps zu finden wie Abbildung 18 verdeutlicht.
Weiter innen, an der Ansatzstelle der Gastralfilamente an der Gastrodermis, befanden sich

dicht gepackte O-Isorhizen (4, 1; 7).
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Abbildung 18: Eurytelen in den Spitzen der Gastralfilamente von Medusen aus der Nordsee
(Schirmdurchmesser 10-20 cm), Eu = Eurytelen, Mal3stab 40 pm.

In den Randlappen war die Kapseldichte in der Uberwiegenden Anzahl der zehn
untersuchten Praparate niedriger als in den anderen untersuchten Koérperregionen, wie
Abbildung 19 zeigt. Es wurden fast ausschliellich O-lsorhizen gefunden, die in
Kapselbatterien oder einzeln im Gewebe angeordnet waren (Abb. 19). Es wurden
durchschnittlich 1 (0; 3) Kapseln pro Zahlquadrat erfasst. In der Halfte der Praparate waren

Ansammlungen dieses Kapseltyps zu finden. Vereinzelt lagen im Gewebe a-Isorhizen.

Abbildung 19: O-Isorhizen im Randlappengewebe von Medusen aus der Nordsee
(Schirmdurchmesser 10-20 cm), schwarzer Kreis: Kapselbatterie, Malstab 60 um.

In den meisten Praparaten war die Exumbrella praktisch kapselfrei. In drei der neun
untersuchten Praparate waren locker verstreute bzw. in Ansammlungen konzentrierte O-
Isorhizen zu finden, wie in Abbildung 20 zu erkennen. Die durchschnittliche Anzahl der O-
Isorhizen betrug in den Batterien 7 (4; 10), wenn die Kapseln im Gewebe verstreut lagen

betrug sie 1 (0; 3) pro Zahlraster.
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Abbildung 20: O-Isorhizen in der Exumbrella von Medusen aus der Nordsee (Schirmdurchmesser
10-20 cm), schwarze Kreise: O-Isorhizen, Maf3stab 100 um.

Die Langen, Breiten sowie das Lange-Breiten-Verhaltnis der Nematocysten aus Medusen
(Schirmdurchmesser 10-20 cm) sind in Tabelle 14 in den Spalten mit der Bezeichnung
»mittelgrole Medusen® aufgefihrt.

Der Vergleich gleicher Nematocystentypen in verschiedenen Korperteilen der Medusen
ergab, dass die A-Isorhizen in den Tentakeln und in den Tentakelbasen im Vergleich zu den
A-lsorhizen in allen anderen Korperteilen signifikant am langsten (Hj 234 = 82,41) und
breitesten (Hy4 234 = 86,51) waren. Die A-lsorhizen in den Mundlappen und der Exumbrella
waren am kleinsten. Die in groBer Zahl in den Gastralfilamenten vorhandenen Eurytelen und
O-Isorhizen waren signifikant langer (Hs 340 = 185,42 bzw. Hs 477 =26,77) und breiter
(Hs, 340 = 186,55 bzw. Hs 477 =62,03) als in den anderen Korperteilen der Meduse. Der
kleinste Kapseltyp, die a-Isorhize, zeigte die signifikant grofite Lange in den Mundlappen
(Hg, 331 = 153,92).
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Tabelle 14: Mediane (fett) und Perzentile (10 %; 90 %) der Langen (L) und Breiten (B) angegeben in
pum sowie der Langen-Breiten-Verhaltnisse (L/B) von Nematocysten im Gewebe von neun
untersuchten Nordseemedusen (Schirmdurchmesser 10-20 cm) und einer groRen Nordseemeduse

(Schirmdurchmesser 55 cm). *P<0,05.

mittelgroRe mittelgroRe
Medusen groe Meduse Medusen
Tentakel Randlappen
Eurytelen L |*2,9(11,2; 14,4) |*13,4 (12,1; 14,0) |*12,3 (10,0; 14,8)
B |*7,5(6,6; 8,6) 8,0 (7,2; 8,6) *7,4 (6,5; 9,4)
L/B|*1,7 (1,5; 1,8) *1,7 (1,5; 1,8) 1,6 (1,5; 1,8)

A-lsorhizen

*23.1 (17,6; 26 4)

*24.1 (21,8; 27,4)

*23,0 (13,5; 25,8)

*18,2 (12,8; 20,9)

*18,3 (16,4; 22,2)

*17,9 (8,3; 20,5)

1,3 (1,2, 1,4)

*1,3 (1,2; 1,4)

1,3 (1,2; 1,6)

a-Isorhizen

*7.8 (6,6; 8.,8)

*7,9 (7,1, 8,8)

*7.7 (6,8, 8,7)

*4,2 (3,7, 4,7)

*4,4 (3,9; 4,7)

*4,5 (4,0; 5,4)

1,8 (1,6; 2,1)

1,8 (1,6; 2,1)

1,7 (1,5, 1,8)

O-lsorhizen

*13,9 (12,5; 15,4)

*14,0 (12,9; 14.9)

14,0 (12,9; 15,5)

11,6 (9,3; 12,6)

11,7 (11,3; 12,4)

*11,2 (10,5; 12,1)

1,2 (1,1; 1,3) *1,2 (1,1; 1,2) *1,2 (1,2; 1,3)
Tentakelbasis Exumbrella
Eurytelen *13,9 (12,2; 15,5) [*12,2 (10,6; 14,1) |*13,6 (112,2; 15,1)

*8,1 (7,4, 9,2)

8.1 (7,2, 9,5)

%92 (7,4, 11,3)

1,7 (1,5, 1,9)

*1,4 (1,2;1,7)

A-lsorhizen

*21,4 (16,8; 24.7)

*1,5 (1,4, 1,6)

*14,9 (13,6; 22,4)

*16,8 (12,3; 19,4)

*9.7 (8,7, 18,0)

1,3 (1,2; 1,5)

1,5 (1,3; 1,6)

a-Isorhizen

*7.7 (6.8; 8,5)

*7,3 (6,1, 8,1)

*4,2 (3,7, 4,4)

*4,7 (4,1; 5,0)

1,8 (1,6; 2,0)

*1,6 (1,3; 1,7)

O-lsorhizen

14,2 (13,0; 15,4)

14,6 (13,7; 15,4)

*13,6 (12,2; 15,1)

*11,4 (10,8; 12,3)

12,2 (11,7, 12,6)

*10,9 (10,3; 11,5)

*12 (1,1, 1,3)

12 (1.1, 1,2)

*1,2 (1,2, 1,4)

Mundlappen

Eurytelen 14,5 (9,3; 16,3) 11,6 (11,1; 13,2)
9,7 (6,1; 10,8) 8,2 (7,7; 8,6)
*1,5 (1,4; 1,6) 1,5 (1,4; 1,6)

A-lsorhizen

*13,9 (11,8; 16,0)

*21,0 (16,8; 27,0)

*8.8 (8,0; 12,0)

*15,8 (11,8; 22,8)

*1,5 (1,3; 1,7) *1,3 (1,2; 1,5)
kleine A-Isorhizen 8,7 (7,5; 9,9) 9,1 (7,6; 9,5)
*4,6 (4,2; 5,2) *4,9 (4,4; 5,3)
1,9 (1,6; 2,1) 1,8 (1,5; 2,0)

O-lsorhizen

*14,2 (13,0; 15,3)

*15,8 (13,8; 16.,7)

*11,8 (10,8; 12,8)

*13,2 (12,5, 13,9)

1,2 (1,1; 1,3) 1,2 (1,2;1,3)
Gastralfilamente
Euytelen *16,8 (15,1; 18,2) [*14,4 (13,0; 15,7)
*10,5 (9,4; 11,5) 8,9 (7,9; 9,5)
1,6 (1,5; 1,7) 1,6 (1,5; 1,8)

O-lsorhizen

*14,6 (13,4; 16,2)

14,7 (13,7 15,7)

12,1 (10,7; 13,5)

12,3 (11,5; 13,4)

*1,2 (1,1; 1,3)

1,2 (1,2; 1,3)
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3.2.2 Verteilung und GroRe der Nematocysten in jungen und alten Ephyren

Im Folgenden werden die Verteilung und die GroRe von Nematocysten im Gewebe von
Ephyren unterschiedlichen Alters erlautert. Es wurden junge und altere Ephyren miteinander
verglichen, deren Alter bei maximal einer Woche bzw. zwei bis drei Wochen lag. Zusatzlich
wurden Meta-Ephyren mit einem Alter von vier Wochen in den Vergleich einbezogen.

Das aulere Erscheinungsbild der Ephyren veranderte sich wahrend ihrer Entwicklung. Die
frisch abgelésten Ephyren trugen Tentakelknospen an der Unterseite zwischen den
Stammlappen des Schirms. Bei den zwei bis drei Wochen alten Ephyren waren die Tentakel
deutlich weiter entwickelt. Bei den vier Wochen alten Meta-Ephyren trat der Ubergang zum
Lebensstadium der Meduse deutlich hervor. Es waren mehrere Tentakel ausgebildet und

das Mundrohr war zu Mundlappen ausgewachsen (Abb. 21).

Abbildung 21: Vier Wochen alte Meta-Ephyre von Cyanea capillata. G: Gastralfilamente, M:
Mundrohr/Mundlappen, T: Tentakel, Mafl3stab: 2 mm.

Die Verteilung der Nematocysten in den untersuchten Koérperteilen der Ephyren unterschied

sich zwischen den untersuchten Altersklassen der Ephyren (Tab. 15).



3. Ergebnisse

44

Tabelle 15: Mediane (fett) und Perzentile (10 %; 90 %) der Anzahl von Nematocysten in

verschiedenen Korperteilen von jungen (max. eine Woche alt) und alteren (zwei bis drei Wochen alt)
Ephyren sowie Meta-Ephyren (vier Wochen alt), A = A-Isorhizen, a = a-Isorhizen, Eu = Eurytelen, O =
O-lsorhizen. *P<0,05.

junge Ephyren |alte Ephyren Meta-Epyhren
Randlappen
Eu/Randlappenspitze |2 (0; 4) 4(3;9) -
a/Quadrat *8 (5; 15) *5(1; 10) *1 (0; 8)
O/Randlappen - 6 (2; 15) 5(12;7)
Restephyre/Mundrohr
Eu/Quadrat 0(0; 0) - -
Al/Quadrat - 0 (0; 0) 0 (0; 0)
a/Quadrat *2 (0; 6) *4 (2; 9) -
O/Quadrat 0(0; 0) 0(0; 1) -
Mundlappen
Al/Quadrat - - 0 (0; 0)
a/Quadrat - - 2(0; 5)
O/Quadrat - - 0(0; 0)
Tentakel
Al/Quadrat - - 1(0;2)
a/Quadrat - - 9 (5; 15)

Der Hauptunterschied bestand in der Ausstattung der Randlappenspitzen mit Nematocysten.

In allen Praparaten der jungen Ephyren lagen in den Spitzen der Randlappen Eurytelen,

wogegen in den Randlappen der alteren Ephyren nur in drei der neun untersuchten

Praparate und in keinem der Meta-Ephyrenpraparate Eurytelen in den Randlappenspitzen zu

finden waren.

Im Randlappengewebe der jlingeren und alteren Ephyren waren die a-lsorhizen der

dominierende Nematocystentyp mit durchschnittlich 8 (5; 15) bzw. 5 (1; 10) Kapseln pro

Zahlquadrat. Die héhere Anzahl dieser Kapseln in den jungen Ephyren gegenuber den

alteren den Meta-Epyhren war signifikant (Hs 1s4 = 53,46). Auffallig war die niedrige Menge a-

Isorhizen in den Randlappen der Meta-Epyhren. Es war durchschnittlich 1 (0; 8) Kapsel pro

Zahlquadrat vorhanden. Damit waren die Meta-Ephyren mit der signifikant niedrigsten

Anzahl a-Isorhizen in ihren Randlappen ausgestattet (Hs 1s4 = 53,46) (Abb. 22).



3. Ergebnisse 45

Abbildung 22: Randlappengewebe von Ephyren bzw. Meta-Ephyren: (A) Gewebe einer jungen
Ephyre (max. eine Woche alt) mit hoher Dichte an a-Isorhizen, (B) Gewebe einer Meta-Ephyre (ca.
vier Wochen alt) mit wenigen a-Isorhizen in der Randlappenspitze, Maf3stab: 50 um.

Bei den drei untersuchten Altersklassen der Ephyren lagen auf Hohe der Rhopalien O-
Isorhizen in verschieden groRen Ansammlungen. Bei den alteren Ephyren waren es 6 (2;
15), bei den Meta-Ephyren 5 (2; 8). Allerdings war die Dichte der O-lsorhizen in den jungen
Ephyren so niedrig, dass sich ein Median von 0 ergab und diese Altersklasse sich somit
deutlich von den beiden alteren Ephyrengruppen unterschied.

Im Gewebe der Restephyre war die Kapseldichte insgesamt niedriger als in den
Randlappen. Bei den jlingeren und alteren Ephyren dominierten die a-lsorhizen mit 2 (0; 6)
bzw. 4 (2; 9) Kapseln pro Zahlquadrat. Die groReren Nematocystentypen, Eurytelen, A- und
O-lIsorhizen, traten vereinzelt auf, jedoch in so geringer Zahl, dass der Median jeweils 0
betrug. Im Gewebe der Meta-Epyhren war die Nematocystendichte ebenfalls sehr gering.
Sofern im Praparat Subumbrella und Exumbrella getrennt vorlagen, war die Exumbrella
kapselfrei. Das Gewebe der Subumbrella wies sehr wenige Kapseln auf und/oder wenige
kleine Kapselansammlungen, die aus O-Isorhizen bestanden.

In der Tabelle 16 werden die Mediane der Langen, Breiten und der Lange-Breiten-
Verhaltnisse der Nematocysten in den drei untersuchten Entwicklungsstadien von Ephyren

(max. eine Woche, zwei bis drei Wochen bzw. vier Wochen alt) einander gegeniber gestellt.
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Tabelle 16: Mediane (fett) und Perzentile (10 %, 90 %) der Langen (L) und Breiten (B) angegeben in
pum sowie der Langen-Breiten-Verhaltnisse (L/B) von Nematocysten im Gewebe von jiingeren Ephyren
(maximal eine Woche alt) im Vergleich zu alteren Ephyren (zwei bis drei Wochen alt) und Meta-
Epyhren (vier Wochen alt). *P<0,05.

junge Epyhren alte Epyhren Meta-Epyhren

Randlappen
Eurytelen [L [12,3(11,2;13,2) |- -
B [10,2(9,2;10,9) |- -
L/B 1,2 (1,1; 1,3) - -
a-Isorhizen *6,9 (6,1;7,8) |*6,0(4,9;6,9) |*5,8(5,3;6,1)
*4,5(4,0;5,0) |*4,0(3,3;46) [*3,6(3,3;3,9)
*1,5(1,4:1,7)  |[*1,5(1,3,16) |*1,6 (1,5 1,8)
O-Isorhizen - 10,6 (8,5; 12,4) (10,6 (9,7; 11,3)
- 9,7 (8,0;11,4) 19,3 (8,8;9,8)
- 1,1 (1,0; 1,2) 1,1 (1,1;1,2)
Restephyre/Mundrohr
Eurytelen *11,8 (11,5; 12,7)*9,5 (8,4; 10,3) |*9,1 (7,8; 10,1)
*10,3 (9,7; 11,4) [*7,1(6,4;8,0) [*7,2(6,9; 8,0)
*11(1,1;1,2) [*M,3(1,2,1,4) [1,3(1.2,1,3)
A-Isorhizen 10,3 (8,9; 12,2) [*9,9 (8,4;12,8) |*11,9 (10,9; 12,7)
*9,3 (8,2, 11,1) |*7,4(6,1;7.8) |*7,6(57; 8,4)
*11(1,0,1,3)  [*1,4(1,2,16) [*1,6(1,4;1,8)
a-Isorhizen *6,8(5,9;7,6) |*56(50;6,9) |*5,8(5,3;5,6)
*4,5(3,8;53) [*3,9(3,3:4,6) |*3,8(3,3;4,2)

1,5 (1,4; 1,6) 1,5(1,3;1,6)  [1,5(1,4;1,7)
O-Isorhizen 11,3 (10,2; 12,6) |11,5 (10,1; 12,4) [10,6 (10,2; 11,8)
10,5 (9,7; 11,4) (10,4 (9,2; 11,7) [10,2 (9,4; 10,6)
1,1 (1,0; 1,2) 1,1(1,0;1,1)  [1,1(1,1;1,2)

Die Kapseln der jungen, maximal eine Woche alten Ephyren waren tendenziell grof3er als die
der beiden Gruppen alterer Ephyren. Die a-Isorhizen in den Randlappen und dem
Restephyrengewebe der jungen Ephyren waren signifikant langer (Hs 10 = 68,78 bzw.
Hs, 192 = 57,52) und breiter (Hy, 150 = 78,46 bzw. H, 192 = 72,50) als in den alteren Ephyren und
den Meta-Ephyren. Die Eurytelen waren in den jungen Tieren ebenfalls signifikant langer
(Hs, 1s = 9,04) und breiter (H3 15 = 10,26) als in den beiden Gruppen alterer Ephyren. Bei den
A-lsorhizen war kein durchgehender Trend in den GroRen der Kapseln in den
Entwicklungsstadien zu erkennen. Dieser Kapseltyp war in den jungen Ephyren signifikant

breiter (Hz, 51 = 21,28) als in den anderen beiden Untersuchungsgruppen und in den Meta-
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Ephyren signifikant langer (Hz 51 = 7,54) als in den alteren Ephyren. Die O-lIsorhizen der

untersuchten Gruppen zeigten keine signifikanten Unterschiede.

3.2.3 Anderungen der Nematocysten mit dem Schirmdurchmesser

Um zu uUberprifen, ob sich mit zunehmender GrélRe der Medusen Unterschiede der
Nematocysten im Gewebe ergeben, wurde die Gruppe der mittelgroRen Nordseemedusen
(Schirmdurchmesser 10-20 cm, durchschnittlicher Schirmdurchmesser 14,8 cm) mit einem
Exemplar einer Nordseemeduse mit einem Schirmdurchmesser von 55 cm verglichen.

Die jeweils dominanten Kapseltypen waren in den untersuchten Korperregionen der
mittelgroRen Meduse und der groRen Meduse die (gleichen. In beiden
Untersuchungsgruppen waren die Nematocysten der Tentakel in Batterien angeordnet, in
denen die a-Isorhize der dominierende Kapseltyp war. In der Tentakelbasis enthielten die
Kapselbatterien O-lsorhizen oder die O-lsorhizen lagen verstreut im Gewebe. Die
Mundlappen beider Untersuchungsgruppen der Medusen waren durch eine erhohte
Kapseldichte am Rand des Gewebes gekennzeichnet, wobei die a-Isorhize der
dominierende Kapseltyp war. Daneben wurden weiter innen locker verstreut liegenden
Kapselbatterien mit a- und O-Isorhizen gefunden. Der dominierende Kapseltyp in den
Gastralfilamenten war sowohl bei den mittelgroRen Medusen als auch bei der grofRRen
Meduse die Eurytele. An der Ansatzstelle der Gastralfilamente an der Gastrodermis lagen
dicht gepackt O-Isorhizen.

Die absolute Anzahl der Kapseln in den Kapselbatterien bzw. den Zahlquadraten der
untersuchten Korperteile unterschied sich jedoch zwischen den beiden Medusengruppen.
Abbildung 23 stellt die Anzahl der Nematocysten in den verschiedenen Geweben der
kleineren Medusen und des grofl3en Tieres gegeniber. Die blaue Beschriftung der Abszisse
bezieht sich auf die mittelgroRen Medusen, die rote auf die gro3e Meduse.

Die grofle Meduse enthielt insgesamt mehr Nematocysten in den einzelnen
Tentakelbatterien als die kleineren Tiere. So waren dort drei Mal so viele A- und a-Isorhizen
zu finden wie in den Nematocystenbatterien der kleineren Medusen (Hs 105 = 26,44 bzw.
Hs 105 = 63,35). Der Anteil der Eurytelen war in den Kapselbatterien der groRen Medusen fast
funf Mal so hoch wie im Tentakelgewebe der neun kleinen Medusen (Hj 105 = 53,08).
AulRerdem war die Anzahl der O-Isorhizen in den Mundlappen der groRen Meduse signifikant
um einen Faktor von 2,5 im Vergleich zur Gruppe der kleineren Medusen erhoht
(Hs, 105 = 21,83). Der Vergleich der Anzahl der O-Isorhizen in den Gastralfilamenten zeigte
ein umgekehrtes Bild. Im Gewebe der gro3en Meduse wurden nur halb so viele O-Isorhizen

pro Zahlquadrat registriert wie durchschnittlich in den kleineren Tieren (U4, 31 = 56).
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Abbildung 23: Anzahl von Nematocysten in verschiedenen Korperteilen von kleineren
Nordseemedusen (neun Tiere, Schirmdurchmesser 10-20 cm) im Vergleich zu einer grof3en
Nordseemeduse (Schirmdurchmesser 55 cm). Die rote Beschriftung der Abszisse bezieht sich auf die
mittelgrof3en Medusen, die blaue auf die gro3e Meduse. Die roten Kreuze innerhalb der grauen
Rechtecke markieren die Mediane, obere und untere Rander der grauen Rechtecke das Perzentil
25 % bzw. 75 %, das obere und unterer Ende der Fehlerbalken das Perzentil 5 % bzw. 95 %, die roten
Punkte Minimal- und Maximalwert. A = A-Isorhizen, a = a-Isorhizen, B = Nesselkapselbatterie, Eu =
Eurytelen, GF = Gastralfilament, ML = Mundlappen, O = O-Isorhizen, Q = Zahlquadrat. *P<0,05.

Tabelle 14 (S. 42) gibt die Vermessungsdaten der Nematocysten der grolen Meduse im
Vergleich zu den Vermessungsdaten der neun mittelgroRen Medusen wieder.

Eine klare Tendenz in den GréRen der Nematocysten war beim Vergleich der
Kapselbatterien der Tentakel zu erkennen. Die Nematocysten der grollen Meduse waren
hier langer und breiter als die der kleineren Medusen, wobei nur im Falle der A-Isorhizen
dieser Unterschied auch signifikant war (Hg, 251 = 89,08 bzw. Hy 251 = 79,2).

Die Eurytelen der kleinen Medusen waren in den Tentakelbasen signifikant langer als bei der
groRen Meduse (H7 412 = 207,93).

In den Mundlappen der untersuchten Tiere zeichnete sich ein Trend zu grofieren
Nematocysten in der groRen Meduse ab, die Grollenunterschiede waren jedoch nur im Falle
der A- und O-lsorhizen signifikant (A-Isorhizen-Lange bzw. —Breite: Hj 251 = 89,08 bzw.
Hy 251 = 79,2; O-lsorhizen-Lange bzw. —Breite: H;, 457 = 88,37 bzw. H; 457 = 125,07).
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Ein umgekehrtes Bild lieferten auch hier, wie bei der Anzahl der Nematocysten, die
Gastralfilamente. Die Eurytelen in den kleineren Medusen waren signifikant langer und
breiter als in den Gastralflamenten der Gewebeprobe des Tieres mit dem grof3en
Schirmdurchmesser (H7 412 = 207,93 bzw. H7 412 = 209,63).

3.2.4 Einfluss biologischer und physikalischer Parameter auf die Auspragung von

Nematocysten

Der Einfluss von biologischen und physikalischen Parametern auf die GroéfRe von
Nematocysten und ihre Verteilung im Gewebe wurde mit Hilfe der Variation der Parameter
Nahrung und Salinitdt des Halterungsmediums unter kontrollierten Bedingungen untersucht.
Als biologischer Parameter wurden Fultterungsart und Futterungshaufigkeit bei Polypen
sowie die Futterart bei Meta-Ephyren variiert. Um den Einfluss physikalischer Parameter zu
untersuchen, wurden die Nesselkapseln von Polypen aus verschiedenen
Halterungssalinitaten miteinander verglichen sowie die von diesen Polypen gebildeten

Ephyren.

3.2.4.1 Einfluss von Fiitterungsfrequenz und Futtermenge auf die Nematocysten von

Polypen

Im Folgenden werden die Ergebnisse des Fltterungsversuches, wie er in Kapitel 2.1.4 (S.
18) beschrieben wurde, dargestelit.

In allen untersuchten Gruppen waren die a-Isorhizen der dominierende Nematocystentyp in
den Tentakeln (Tab. 17), wobei die Anzahl in der Gruppe P35 o/w (P35 = Polyp aus
Halterungssalinitat 35) signifikant niedriger war als in P35 o/v und P35 s/w (H = 23,384, 245).
Die Mediane der Eurytelenzahl war in allen Proben 0, jedoch wurde tendenziell eine
niedrigere Zahl dieses Nematocystentyps in der Gruppen P35 ol/v, den oft und viel
gefltterten Polypen, gefunden. Die P35 o/v-Polypen war die einzige Versuchsgruppe, bei der
die Tentakel keine Eurytelen enthielten. In den anderen Versuchsgruppen KoP 35, P35 o/w,
P35 s/v und P35 s/w, waren jeweils in der Halfte der Praparate Eurytelen in den Tentakeln
der Polypen zu finden.

Das Gewebe des Restpolypen unterschied sich in der allgemeinen Verteilung der
Nematocysten nur geringfiigig. In fast allen Praparaten waren die Eurytelen der einzige
Kapseltyp. Pro Untersuchungsgruppe gab es jeweils zwei bis drei Polypen, in deren Gewebe

eine erhohte Anzahl von O-Isorhizen auftrat.
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Tabelle 17: Mediane (fett) und Perzentile (10 %, 90 %) der Anzahl von Nematocysten im Gewebe
von Polypen nach einem Ftterungsversuch. Kontrollpolypen (KoP 35); P35 o/v: oft und viel gefiittert;
P35 o/w: oft und wenig gefittert; P35 s/v: selten und viel gefittert; P35 s/w: selten und wenig gefittert.
a = a-Isorhizen, Eu = Eurytelen, O = O-Isorhizen, *P<0,05.

| KoP35 | P35o0olv | P350w | P35siv [ P35siw
Tentakel
Eu/Quadrat |0 (0; 1) 0 (0; 0) 0 (0; 1) 0 (0; 1) 0 (0; 1)
a/Quadrat 14 (6; 28) *15 (11; 21) *12 (8; 18) 15 (8; 21) *18 (11; 25)
Restpolyp
Eu/Quadrat |2 (1; 3) 1 (0;4) 1(0; 4) 2 (0; 4) 2 (1; 4)
a/Quadrat 0(0; 1) 0 (0; 0) 0 (0; 0) 0 (0; 0) 0 (0; 0)
O/Quadrat 0(0; 1) 0(0; 1) 0(0; 2) 0(0; 1) 0(0; 1)
In  den Versuchsgruppen wurden nur geringfligige GrdélRenunterschiede der

Nematocystentypen gemessen.

Folgende signifikanten Unterschiede zwischen den

Versuchsgruppen der unterschiedlich geflutterten Polypen wurden statistisch ermittelt (Tab.

18).

Tabelle 18: Mediane (fett) und Perzentile (10 %; 90 %) der Langen (L) und Breiten (B) angegeben in
pUm sowie der Langen-Breiten-Verhaltnisse (L/B) von Nematocysten im Gewebe von Polypen.
Kontrollpolypen (KoP 35) P35 o/v: oft und viel gefuttert; P35 o/w: oft und wenig gefittert; P35 s/v:

selten und viel geflttert; P35 s/w: selten und wenig gefittert. *P<0,05.

| kP35 | pPssowv | P3sow | P3ssw |  P3sSw
Tentakel
Eurytelen [ [12,9(11,8;132) |- - 12,7 (11,6; 13,7)  |12,5 (11,6; 13,8)
B [10,2(9,6:10,8) - - 10,1 (9,3; 10,8)  [10,1(9,3; 10,8)
LB 1,3 (1,2, 1,3) - - 1,3 (1,2; 1,3) 1,3 (1,2; 1,3)
a-Isorhizen 7,4 (6,8; 8,3) 7,7 (6,8; 8,6) 7,6 (6,9; 8,5) 7,5 (6,7; 8,2) 7,5 (6,8; 8,2)
*4,6 (4,3; 5,0) *4,9 (4,5; 5,6) *4,9 (4,4; 5,4) *4,7 (4,2; 4.6) *4,7 (4,3, 5,2)
1,6 (1,5; 1,8) 1,6 (1,4;1,7) 1,6 (1,4;1,7) 1,6 (1,4; 1,8) 1,6 (1,5; 1,7)
Restpolyp
Eurytelen *13,0 (12,1; 14,5) | *13,4 (12,1; 14,4) |*12,4 (11,5; 13,3) |*13,1 (12,2; 13,7) |*13,0 (12,0; 13,7)
*10,2 (9,6; 10,8) |*10,5(9,4; 11,2) |*9,7(8,7;10,6) |*10,3(9,5;10,8) |*10,4(9,3; 11,1)
1,3 (1,2; 1,3) 1,3 (1,2; 1,4) 1,3 (1,2; 1,3) 1,3 (1,2; 1,3) 1,3 (1,2; 1,3)
a-Isorhizen 6,8 (4,9; 7,5) 6,7 (5,7;7,8) 7,1 (6,1;7,8) 7,0 (5,6; 7,8) 6,9 (5,6, 7,7)
4,2 (3,5;4,7) 4,5 (3,6; 5,0) 4,5 (4,1;5,2) 4,5 (3,8: 4,9) 4,5 (3,6; 4,9)
1,6 (1,5; 1,8) 1,5 (1,4;1,7) 1,5 (1,4; 1,7) 1,6 (1,4; 1,7) 1,5 (1,4;1,7)
O-Isorhizen *11,6 (10,3; 12,6) [*12,7 (12,3; 13,2) [*12,3 (12,0; 12,7) |*12,1 (11,6; 12,7) |*12,7 (12,1; 13,2)
*9,8 (9,1; 11,4)  |*10,7 (10,3; 11,3) |*10,5 (9,7; 10,7) |*10,7 (10,3; 11,2) |*10,9 (10,2; 11,3)
*1,1 (1,1, 1,2) *1,2 (1,1, 1,2) *1,2(1,2;1,3) 1,1(1,1;1,2) 1,2 (1,1;1,2)

Die a-Isorhizen in den Tentakeln der oft gefltterten Polypen (P35 o/v und P35 o/w) waren
signifikant breiter als in den anderen untersuchten Polypen-Gruppen (H4492 = 50,19). Die

Eurytelen im Restpolypengewebe P35 o/w-Polypen waren kiirzer und schmaler als in den
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anderen Polypen-Gruppen (Hg 478 = 60,75 bzw. Hj 478 =61,93). Die O-lIsorhizen, die
ausschlief3lich im Gewebe des Restpolypen vorhanden waren, waren in den Kontrollpolypen
(KoP 35) signifikant kurzer und schmaler als in den Polypen aus allen Gruppen des
Futterungsversuches (Hy 67 = 28,45 bzw. H, 67 = 14,4). Aullerdem war die Form dieses
Kapseltyps in den oft gefltterten Tieren (P35 o/v und P35 o/w) langlicher als in KoP 35
(Hs, 67 = 32,13), was an dem hoheren Langen-Breiten-Verhaltnis letzterer Gruppe erkennbar

war.

3.2.4.2 Einfluss der Futterart auf die Nematocysten von Meta-Ephyren

Der Einfluss der Futterart auf die Nematocysten wurde in einem Experiment mit Meta-
Epyhren untersucht. Eine Gruppe wurde taglich mit Artemia-Nauplien (Gruppe MetaE-
Gr.Art.), die andere mit frisch abgeldsten Ephyren von A. aurita (MetaE-Gr.Jelly.) gefittert.
Die Ephyren wurden Uber einen Zeitraum von zwei Monaten gehaltert.

Die Ephyren unterschieden sich morphologisch nur geringfligig voneinander. Alle hatten
Tentakel ausgebildet und zeigten ein Wachstum des Mundrohrs zu den ausgezogenen
Mundlappen. Der Gesamtdurchmesser des Schirms unterschied sich zwischen den beiden
Versuchsgruppen bei Versuchsende um durchschnittlich 1 mm (Gruppe MetaE-Gr.Art.: 5,1
mm; MetaE-Gr.Jelly.: 6,1 mm).

Die beiden untersuchten Gruppen unterschieden hinsichtlich ihrer allgemeinen Verteilung der
Nematocysten im Gewebe nicht voneinander. In Tabelle 19 sind die Anzahl der

Nematocysten in den beiden Untersuchungsgruppen der Meta-Ephyren wiedergegeben.

Tabelle 19: Mediane (fett) und Perzentile (10 %, 90 %) der Anzahl von Nematocysten im Gewebe
von Meta-Ephyren nach einem Futterungsversuch. MetaE-Gr.Art.: Meta-Epyhren, die mit Artemia-
Nauplien geflttert worden waren, MetaE-Gr.Jelly.: Meta-Epyhren, die mit Aurelia aurita-Ephyren
gefuttert worden waren. A = A-Isorhizen, a = a-Isorhizen, O = O-Isorhizen. *P<0,05.

MetaE-Gr.Art. MetaE-Gr.Jelly.
Randlappen
a/Quadrat 1(0; 8) 2(0; 5)
O/Randlappen 5(2,7) 9(2;14)
Mundlappen
a/Quadrat 2(0; 5) 1(0; 3)
O/Quadrat 0(0; 0) 0(0;2
Tentakel
A/Quadrat *1(0;2) *0(0; 1)
a/Quadrat 9 (5; 15) 8 (4; 15)
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In den Tentakeln war die a-Isorhize in beiden Untersuchungsgruppen der am haufigsten
auftretende Nematocystentyp. In der Gruppe MetaE-Gr.Art. wurden durchschnittlich 9 (5;
15), in der MetaE-Gr.Jelly.-Gruppe durchschnittlich 8 (4; 15) Nematocysten pro Quadrat
gezahlt. A-Isorhizen traten vereinzelt auf, wobei sie in der Gruppe MetaE-Gr.Art. mit einem
Wert von 1 (0; 2) signifikant haufiger zu finden waren als in MetaE-Gr.Jelly. mit einem Wert 0
(0;1) (U1, 36 = 91).

Die Mundlappen der Tiere waren durch eine insgesamt geringe Kapseldichte ausgezeichnet.
In den Randlappen beider Versuchsgruppen waren auf Hohe der Rhopalien Ansammlungen
von O-lsorhizen zu sehen. In der Gruppe MetaE-Gr.Jelly. waren diese Ansammlungen mit
durchschnittlich 9 (2; 14) Kapseln pro Gruppe groler als bei den MetaE-Gr.Art., die
durchschnittlich 5 (2; 7) Kapseln in den Kapselansammlungen trugen. Dieser Unterschied

war allerdings nicht signifikant.

Beim Grdlenvergleich der Nematocysten der beiden Fitterungsgruppen ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Langen, Breiten und dem Langen-Breiten-

Verhaltnis gleicher Kapseltypen (Tab. 20).

Tabelle 20: Mediane (fett) und Perzentile (10 %; 90 %) der Langen (L) und Breiten (B) angegeben in
pum sowie der Langen-Breiten-Verhaltnisse (L/B) von Nematocysten im Gewebe von Meta-Ephyren
nach einem Futterungsversuch mit verschiedenen Futtersorten. MetaE-Gr.Art.: Meta-Epyhren, die mit
Artemia-Nauplien gefittert worden waren, MetaE-Gr.Jelly.: Meta-Epyhren, die mit Aurelia aurita-
Ephyren geflttert worden waren.

| MetaE-Gr.Art. | MetaE-Gr.Jelly. | MetaE-Gr.Art. | MetaE-Gr.Jelly.
Randlappen Mundlappen
a-lsorhizen |L  |5,8 (5,3; 6,1) 5,9 (5,2; 6,4) Eurytelen L [9,6(8,3;10,7)
B [3,6(3,3;3,9) 3,6 (3,3; 6,4) B [7,4(6,9; 8,0)
L/B (1,6 (1,5; 1,8) 1,6 (1,4;1,8) L/B 1,3 (1,2;1,3) -
O-Isorhizen 10,6 (9,7; 11,3) 10,7 (9,6; 12,2) A-lsorhizen 11,3 (10,2; 12,6) 11,8 (10,7; 13,1)
9,3 (8,8; 9,8) 9,5 (8,8; 10,6) 7,3 (6,4; 8,3) 8,2(7,4;9,1)
1,1(1,1;1,2) 1,1(1,1;1,2) 1,5 (1,3; 1,8) 1,5 (1,3; 1,6)
a-Isorhizen 5,8 (5,0; 6,4) 6,1 (5,5; 6,7)
Restephyre/Mundrohr 3,8 (3,5; 4,0) 3,7 (3,3;4,0)
Eurytelen 9,1(7,8; 10,1) 8,6 (8,3; 9,9) 1,5 (1,3; 1,8) 1,7 (1,4,1,9)
7,2 (6,9; 8,0) 6,3 (5,9; 7,3) O-Isorhizen 10,7 (10,5; 10,9) -
1,3 (1,2;1,3) 1,3 (1,3; 1,4) 9,7 (9,6; 10,1)
A-lsorhizen 11,9 (10,9; 12,7) 1,1 (1,0; 1,1)
7,6 (5,7; 8,4)
1,6 (1,4, 1,8) - Tentakel
a-Isorhizen 5,8 (5,3; 5,6) 5,6 (5,1; 6,1) A-lsorhizen 11,3 (10,0; 12,8) 12,0 (10,8; 13,7)
3,8 (3,3;4,2) 3,7(3,4;4,1) 7,5 (6,3; 8,3) 8,0 (6,9; 9,6)
1,5(1,4,1,7) 1,5(1,4;1,6) 1,5 (1,4;1,6) 1,5(1,4;1,8)
O-Isorhizen 10,6 (10,2; 11,8) 10,6 (10,2; 11,8) a-Isorhizen 5,5 (5,3; 6,1) 6,0 (5,2; 6,5)
10,2 (9,4; 10,6) 1,1 (1,1;1,2) 3,6 (3,3; 3,9) 3,8 (3,4;4,1)
1,1(1,1;1,2) 1,6 (1,5; 1,8) 1,6 (1,4;1,8)

3.2.4.3 Einfluss der Salinitiat auf die Nematocysten von Polypen

Der Vergleich von Polypen aus unterschiedlichen Halterungssalinitaten (s. Kapitel 2.1.4, S.

18) sollte den Einfluss des Salzgehaltes des Wassers auf die Nematocysten zeigen.
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Die Ausstattung der Tentakel in den drei untersuchten Gruppen war gleich. Die a-Isorhize
war der dominierende Nematocystentyp und es gab keine signifikanten Unterschiede in der
Anzahl dieser Kapsel (Tab. 21).

Tabelle 21: Mediane (fett) und Perzentile (10 %, 90 %) der Anzahl von Nematocysten im Gewebe
von Polypen. KoP 35: Polypen aus Wasser der Salinitat 35, KoP 20: Polypen aus Wasser der Salinitat
20, KoP 15: Polypen aus Wasser der Salinitat 15. a = a-Isorhizen, Eu = Eurytelen, O = O-Isorhizen.

*P<0,05.

KoP 35 KoP 20 KoP 15
Tentakel
Eu/Quadrat 0(0; 1) 0(0; 1) 0(0; 1)
a/Quadrat 14 (6; 28) 17 (10; 28) 18 (10; 24)
Restpolyp
Eu/Quadrat *2(1;3) *1(0:3) *0(0; 3)
a/Quadrat 0(0; 1) 0 (0; 0) 0 (0; 0)
O/Quadrat 0(0; 1) 0 (0; 3) 0 (0; 2)

Eurytelen waren in allen untersuchten Tieren Uber die Tentakel verteilt. Mit einem
durchschnittlichen Wert von jeweils 0 (0; 1) pro Zahlquadrat war die Anzahl jedoch
insgesamt gering.

Im Gewebe des Restpolypen wurden Eurytelen und O-Isorhizen in unterschiedlicher Zahl
gefunden. Die in Wasser der Salinitat 35 gehalterten Polypen (KoP 35) beherbergten dabei
signifikant die meisten Eurytelen (Hy, 150 = 26,84). In der Gruppe KoP 35 waren in zwei der
zehn untersuchten Polypen im Restpolypengewebe O-Isorhizen in grofRer Zahl zu sehen. Da
dieser Kapseltyp nur in zwei Praparaten vorhanden war, lag der ermittelte durchschnittliche
Wert jedoch bei 0 (0; 1). In der Versuchsgruppe KoP 20 wurde in der Halfte der Praparate O-
Isorhizen im Restpolypen gefunden, in zwei Praparaten allerdings nur wenige. In den
anderen drei Praparaten Uberwogen die O-Isorhizen gegeniber den Eurytelen. In den
Praparaten der Gruppe KoP 15 waren in neun von zehn Praparaten O-Isorhizen zu finden. In
dieser Gruppe Uberwog in fast der Halfte der Falle tendenziell die Anzahl der O-Isorhizen die

der Eurytelen.

Der Vergleich der Grélken der Nematocysten ist in Tabelle 22 zusammengefasst.

Die a-lsorhizen in den Tentakeln der KoP 35 waren langer und breiter als die in den
Tentakeln der Gruppen KoP 20 und KoP 15 (Hs 357 = 85,13 bzw. Hs 357 = 85,03). AulRerdem
hatte dieser Kapseltyp in der Gruppe KoP 35 eine langlichere Form als in der Gruppe KoP
15 (Hs, 357 = 28,59).
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Tabelle 22: Mediane (fett) und Perzentile (10 %, 90 %) der Langen (L) und Breiten (B) angegeben in
pm sowie der Langen-Breiten-Verhaltnisse (L/B) von Nematocysten im Gewebe von Polypen aus drei
unterschiedlichen Salinitaten. KoP 35: Polypen aus Wasser der Salinitat 35, KoP 20: Polypen aus
Wasser der Salinitat 20, KoP 15: Polypen aus Wasser der Salinitat 15. *P<0,05.

|  KoP3s | KoP20 |  KoP15
Tentakel
Eurytelen | |*12,9 (11,8; 13,2) [*11,3 (10,6; 12,2) |*11,5(9,6; 11,9)
B [*10,2(9,6:10,8) [*8,8(8,0;9,6) *8,9 (8,0; 9,9)
LB [1,3 (1.2, 1,3) 1,3 (1,2; 1,4) 1,3 (1,2;1,3)
a-Isorhizen *7,4 (6,8; 8,3) *6,8 (6,2; 7,4) *71 (6,4, 7,8)
*4,6 (4,3; 5,0) *4,3 (3,9; 4,7) *4,7 (4,3;5,1)
*1,6 (1,5; 1,8) 1,6 (1,4, 1,7) *1,5 (1,4, 1,6)
Restpolyp
Eurytelen *13,0 (12,1; 14,5) [*11,6 (10,9; 12,5) |*11,3 (10,6; 12,4)
*10,2 (9,6; 10,8) |*9,1 (8,4;9,7) *9,3 (8,8: 9,9)
*1,3(1,2;1,3) *1,3 (1,2, 1,3) *1,2 (1,2, 1,3)
a-Isorhizen 6,8 (4,9;7,5) 7,2 (6,6;7,9) 6,7 (6,2; 7,3)
4,2 (3,5; 4,7) 4,6 (4,2; 4,8) 4,7 (4,3;5,1)
1,6 (1,5; 1,8) 1,6 (1,5, 1,7) 1,6 (1,4; 1,6)
O-lIsorhizen 11,6 (10,3; 12,6) [11,3 (10,4; 12,0) [11,0 (10,1; 12,0)
9,8 (9,1; 11,4) 10,1 (9,5; 10,5) 9,7 (9,0; 10,5)
1,1 (1,1;1,2) 1,1 (1,1;1,2) 1,1(1,1;1,2)

Eine klare Tendenz war im Falle der Eurytelen zu erkennen. Sie waren in den Tentakeln und
im Restpolypen des Nordseepolypen (KoP 35) signifikant langer und breiter als in den
beiden anderen untersuchten Gruppen (Hs 269 = 152,48 bzw. Hs 69 = 145,65). Beim

Kapseltyp O-lsorhize wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden.

3.2.4.4 Einfluss der Salinitiat auf die Nematocysten von Ephyren

Die Polypen, die in Wasser mit unterschiedlicher Salinitat gehaltert wurden, produzierten
durch Strobilation Ephyren. Die Strobilation erfolgte bei den Nordseepolypen (Salinitat 35) in
Kultur in den Frihjahrs- bis Sommermonaten (April-Juli). Die Ostseepolypen, die in Wasser
mit einer Salinitat von 15 gehaltert wurden, strobilierten in Kultur im Herbst oder Winter
(September-Dezember). Die Ephyren wurden hinsichtlich der GréRen und der Verteilung der
Nematocysten untersucht. Es wurden Ephyren aus Wasser der Salinitdt 35 (Ephy35) mit
Ephyren verglichen, die von Polypen aus einer Halterungssalinitat 15 (Ephy15) erzeugt
worden waren. Die Ephyren beider Untersuchungsgruppen waren wenige Tage alt. Sowohl
die Ephyren aus der Salinitat 15 als auch die aus Salinitat 35 hatten zum Zeitpunkt der

Praparation einen durchschnittlich 2,2 mm groften Schirmdurchmesser.
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Tabelle 23 gibt die Anzahl der Nematocysten in den untersuchten Kdrperteilen Randlappen

und Restephyrengewebe wieder.

Tabelle 23: Mediane (fett) und Perzentile (10 %, 90 %) der Anzahl von Nematocysten im Gewebe
von Ephyren aus Salinitat 15 (Ephy15) und Ephyren aus Salinitat 35 (Ephy35). A = A-Isorhizen, a = a-
Isorhizen, Eu = Eurytelen, O = O-Isorhizen. *P<0,05.

Ephy15 Ephy35
Randlappen
Eu/Randlappenspitze [*4 (1;7) *2 (0; 4)
a/Quadrat 9 (3; 14) 8 (5; 15)
O/Randlappen *24 (17; 32) *0 (0; 1)
Restephyre/Mundrohr
Eu/Quadrat 0(0; 1) 0(0; 0)
A/Quadrat 0(0; 0) -
a/Quadrat 4 (0;7) 2 (0; 6)
O/Quadrat 0(0; 1) 0(0; 0)

In beiden untersuchten Gruppen war die a-lsorhize der haufigste Nematocystentyp in den
Randlappen. Die Anzahl dieses Kapseltyps unterschied sich in den Ephyren nicht signifikant
voneinander. Beide Untersuchungsgruppen trugen in ihren Randlappenspitzen Eurytelen.
Bei den Ephy15 waren es mit durchschnittich 4 (1; 7) doppelt so viele wie mit
durchschnittlich 2 (0; 4) bei den Ephy35 (U4, 55 = 199). Auffallig war der groRe Unterschied in
der Anzahl der O-Isorhizen, die auf Héhe der Rhopalien der Ephyren lagen. Im Gewebe der
Ephy35 lagen die O-Isorhizen in so geringer Dichte vor, dass der Median 0 (0; 0) ergab. Bei
den Ephy15 war die durchschnittliche Anzahl der O-Isorhizen 24 (17; 32) (U4 43 = 0). Das
Restephyrengewebe war bei beiden Ephyrengruppen mit wenigen Nematocystentypen
ausgestattet. Zwischen der Anzahl der Kapseln gab es keine signifikanten Unterschiede.

Beim GroRenvergleich der Nematocysten in den Ephy35 und Ephy15, wie in Tabelle 24
gezeigt, waren die Eurytelen der Ephy35 sowohl in den Randlappen als auch im Gewebe der
Restephyre signifikant Ianger, breiter und runder als die Eurytelen der Ephy15 (Randlappen:
Uq 118 =590, U4 118 = 247, Uy 415 = 1120; Restephyre: Uy 26 = 18, Uy 26 = 7, U4 26 = 16). Die a-
Isorhizen der Ephy35 waren ebenfalls in beiden untersuchten Kérperregionen langer und
breiter als die der Ephy15 (Randlappen: U; 142 =705,5, U 142 =1135; Restephyre:
U1 137 = 1124, U, 137 = 1423,5). Die A- und O-Isorhizen, die nur im Gewebe der Restephyre
gefunden wurden, waren in den Ephy35 signifikant langer (A-lsorhizen: U, ,9 = 60,5; O-
Isorhizen: Uq 66 = 159) und signifikant breiter als in Ephy15 (A-lsorhizen: Uq 59 =7; O-
Isorhizen: U, g5 = 93). Somit waren sowohl die Nematocysten in den Randlappen als auch im

Restephyrengewebe in den Ephyren aus der hoheren Halterungssalinitat (Ephy35) groRer
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als in den Tieren aus niedrigerer Salinitdt (Ephy15). Die Nematocysten der Ephyren aus
Salinitédt 35 hatten durchschnittlich etwas rundere Nematocysten als die der Ephyren aus
Salinitat 15.

Tabelle 24: Mediane (fett) und Perzentile (10 %, 90 %) der Langen (L) und Breiten (B) angegeben in
pum sowie der Langen-Breiten-Verhaltnisse (L/B) von Nematocysten im Gewebe von Ephyren aus
Salinitat 15 (Ephy15) und Ephyren aus Salinitat 35 (Ephy35). *P<0,05.

| Ephy15 | Ephy35
Randlappen
Eurytelen L |*1,2(10,2; 11,5) |*12,3 (11,2; 13,2)
B [¥9,0(9,6;4.,6) *10,2 (9,2; 10,9)
LB |*1,3 (1,2; 1,4) *1,2(1,1;1,3)
a-Isorhizen *6,0 (5,4; 6,7) *6,9 (6,1; 7,8)
*4,1 (3,6; 4,6) *4,5 (4,0; 5,0)
*1,4 (1,3, 1,7) *1,5 (1,4, 1,7)
O-lsorhizen 10,5 (9,2; 11,3) -
9,4 (8,4; 10,2) -
1,1 (1,1; 1,2) -
Restephyre/Mundrohr
Eurytelen *11,1 (10,0; 11,9) |*11,8 (11,5; 12,7)
*9,1 (8,4; 9,5) *10,3 (9,7; 11,4)
*1,2(1,2; 1,3) *1,1.(1,1;1,2)
A-lsorhizen *9,5 (1,1; 6,7) *10,3 (8,9; 12,2)
*6,7 (5,6; 7,1) *9,3 (8,2; 11,1)
*1,5 (1,3; 1,6) *1,1 (1,0; 1,3)
a-Isorhizen *6,0 (5,4; 4,6) *6,8 (5,9; 7.6)
*4,2 (3,7; 4,6) *4,5 (3,8; 5,3)
1,5 (1,3; 1,6) 1,5 (1,4; 1,6)
O-lIsorhizen *10,2 (9,0; 11,5)  |*11,3(10,2; 12,6)
*9,3 (8,1; 10,1) *10,5 (9,7; 11,4)
1,1 (1,0; 1,2) 1,1 (1,0; 1,2)

3.2.5 Lebensstadien iibergreifender Vergleich der Nematocysten in Polypen, Ephyren

und Medusen

In einem Lebensstadien Ubergreifenden Vergleich wurden die Nematocysten von Polypen,
Ephyren und Medusen untersucht. Die Nesselkapseltypen wurden dazu in funktionell
gleichen Korperteilen der Tiere miteinander verglichen (Tab. 4, S. 22).

Bedingt durch das unterschiedliche Vorkommen einzelner Kapseltypen in funktionell gleichen
Korperteilen und die sich ergebenden verschiedenen Arten der Auszahlung der

Nematocysten (Nematocysten pro Kérperteil, Zahlquadrat oder Kapselbatterie) ergaben sich
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bei der Untersuchung der Kapselverteilung zwei mathematisch auswertbare Vergleiche,

deren Ergebnisse in Tabelle 25 dargestellt sind.

Tabelle 25: Mediane (fett) und Perzentile (10 %, 90 %) der Anzahl der Nematocysten in Polypen,
Ephyren und Medusen im Lebensstadien Gbergreifenden Vergleich. a = a-Isorhizen, Sal. = Salinitat.

*P<0,05.
Polyp (Sal. 35) | Epyhre (Sal. 35)
a/Quadrat in * . *Q (E-
Tentakel 14 (6; 28) 9 (5; 15)
Epyhren (Sal. 15) |[Medusen (Sal. 15)
a/Randlappen *9 (3; 14) *1 (0; 3)

Es wurde die Anzahl der a-Isorhizen in den Tentakeln von Meta-Epyhren im Vergleich mit
der von Polypen-Tentakeln analysiert. Dabei zeigte sich, dass in den Polypen mit einem
durchschnittlichen Wert von 14 (6; 28) Kapseln pro Zahlquadrat die Kapseldichte der
Tentakel signifikant héher war als im Tentakelgewebe der Meta-Ephyren mit 9 (5; 15) a-
Isorhizen pro Zahlquadrat (U g5 = 244,5).

Der zweite durchgefiihrte Vergleich war der der Dichte der a-Isorhizen in den Randlappen
Ostsee-Ephyren und Medusen aus der Ostsee. Dieser Vergleich ergab pro Zahlquadrat eine
signifikant héhere Kapseldichte in Ostsee-Ephyren (Median 9, Perzentile 3; 14) als in
Medusen aus der Ostsee (Median 1, Perzentile 0; 3) Zahlquadrat (U, 112 = 65,51, 112).

Bei dem Uubergreifenden Vergleich der Kapselngrolen ergaben sich die in Tabelle 26
zusammengefassten die GréRenunterschiede.

Bei Ephyren und Medusen waren die untersuchten Kapseltypen a- und O-Isorhizen in den
Randlappen der Medusen signifikant langer (a-Isorhizen: Uy 105 = 464,5; O-Isorhizen:
Uq 136 =19), und von der Form her langlicher (a-lsorhizen: U, 105 =470; O-Isorhizen:
Uq 136 = 192) als im Gewebe der Ephyren.

Ein Vergleich der Nesselkapseln in Restpolyp und Restephyre zeigte, dass die Kapseln in
den Polypen tendenziell gréRer waren als in den Ephyren, ein signifikanter Unterschied war
jedoch nur im Falle der Lange der a-Isorhizen zu finden (U4 119 = 589,5).

Die Nematocysten der Tentakel in Polypen und Medusen waren keinem klaren Trend
unterworfen. Die Eurytelen waren in den Polypen breiter (U4, 132 = 25) und von der Form her
runder (U4 132 =0) als in den Medusen. Die a-lsorhizen waren dagegen in den Polypen

schmaler als im Tentakelgewebe der Medusen (Uy. 200 = 1730).
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Tabelle 26: Mediane (fett) und Perzentile (10 %, 90 %) der Langen (L) und Breiten (B) angegeben in
um sowie die Langen-Breiten-Verhaltnisse (L/B) von Nematocysten in Polypen, Ephyren und Medusen
im Lebensstadien Ubergreifenden Vergleich. *P<0,05.

Epyhre Meduse

a-Isorhizen Randlappen | *6,9 (6,1; 7,6) *7,7 (6,8; 8,7)
B [4,5(4,0;5,0) 4,5 (4,0; 5,4)

LB [*1,501,4,1,7) [*1,7(1,51,8)

O-Isorhizen Randlappen

*10,6 (9,0; 12,4)

*14,0 (12,0; 15,5)

*9,7 (8,0; 11,4)

*11,2 (10,5; 12,1)

*11(1,0,1,2)  [*1,2(1,2;1,3)
Polyp Ephyre
a-Isorhizen Restgewebe *6,8(5,6;7,5) |*5,6 (5,1;6,9)
4,2 (3,5, 4,7) 3,8 (3,3; 4,6)
1,6 (1,4, 1,7) 1,5(1,3; 1,7)
O-lsorhizen Restgewebe 11,6 (10,3; 12,6) |11,4 (9,4; 12,4)
9,8 (9,1;11,4)  [10,4 (8,3; 11,7)
1,1(1,1;1,2) 1,1 (1,0; 1,2)
Polyp Meduse
Eurytelen Tentakel 12,9 (10,7; 13,8) (12,9 (11,4; 14,4)
*10,2 (9,6; 10,8) |*7,4 (6,7; 8,6)
*1,3(1,3;1,3)  |*1,7(1,6; 1,8)
a-Isorhizen Tentakel 7,4 (6,8; 8,3) 7,7 (6,5; 8,8)
*4,6 (4,3;50) [*4,2(3,6;4,7)
1,6 (1,5; 1,8) 1,8 (1,6; 2,1)

3.2.6 Volumina der Nematocysten verschiedener Lebensstadien

Um die GréRenunterschiede der einzelnen Nematocystentypen zwischen den verschiedenen

Lebensstadien Polyp, Ephyre und Meduse noch starker zu verdeutlichen, wurden von allen

Nematocysten die Volumina berechnet. Die Spannweite der Werte reichte von 38 um?® (a-

Isorhizen in Tentakel der Meta-Ephyren) bis 4683 pym?® (A-Isorhizen im Tentakelgewebe der

groflien Nordsee-Meduse, Schirmdurchmesser 55 cm) (Tab. 27).

Tabelle 27: Minimales und maximales Volumen der Nematocysten verschiedener Lebensstadien.

Kapseltyp min. - max. [um’] Polyp Ephyre Meduse
Eurytele 403 - 755 239 -703 373 - 969
A-lsorhize nicht vorhanden |224 - 513 427 - 4683
a-lsorhize 55-100 38-75 73-127
O-lIsorhize 506 - 788 460 - 660 668 - 1427

Betrachtet man die Nematocysten-Volumina in den Lebensstadien

Untersuchungsgruppen ergeben sich bemerkenswerte Tendenzen,

und Korperteilen der

die als Ubersicht in
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Tabelle 27 dargestellt werden und flr besondere Falle im Folgenden detailliert beschrieben
werden.

Die a-Isorhizen hatten von den vier untersuchten Kapseltypen das geringste Volumen. Die
kleinste Kapsel dieses Typs wurde in Meta-Ephyren gefunden (38 um®), die gréRte in
Medusen aus der Ostsee (127 um®). Den groRten Wert erreichten die A-lsorhizen mit
4683 pm3, was mehr als das 120-fache des kleinsten Wertes ist.

Die Werte wurden ihrer Grofle nach in einer Rangfolge angeordnet. Die Nematocysten der
Polypen hatten sehr unterschiedliche Volumina und konnten nicht klar in dieser Rangfolge
mit den Ephyren und Medusen gebracht werden. Der kleinste errechnete Wert war 54 pm?®
(a-Isorhize), der groRte lag bei 788 pm?® (O-Isorhize). Die Werte fiir die Eurytelen und die a-
Isorhizen waren Uber die gesamte Rangliste verstreut. Bei den O-lsorhizen zeigte sich die
Tendenz, dass die Volumina der Polypen-Nematocysten in der unteren Halfte der Rangliste
lagen und dass die Polypen relativ zu den Medusen also eher kleine O-lsorhizen hatten.

Die Ephyren hatten tendenziell die kleinsten A-, a- und O-Isorhizen. Bei den Eurytelen der
Ephyren war kein klarer Trend vorhanden, die Kapseln hatten sowohl Volumina im unteren
als auch im oberen Bereich der Skala und zeigten eine Spannweite von 38 pm?® (a-Isorhize)
bis 703 um?® (Eurytele).

Im Falle der Medusen zeigten drei der vier untersuchten Nematocystentypen eine klare
Tendenz. Die A-, a- und O-Isorhizen belegten jeweils die oberen Platze in Rangliste. Die
Medusen hatten also die im Vergleich zu den Polypen und Ephyren die groRten Isorhizen.
Die Volumina der Eurytelen waren bei den Medusen Uber gesamte Rangliste verstreut. Der
kleinste Wert in der Gruppe der Medusen war 73 pm?® (a-Isorhize), der gréRte 4683 um?® (A-

Isorhize).

3.3 Protein-inhalt der Nematocysten

Da die Kombination von LMPC mit MALDI-TOF-MS erstmals als Methode flir die
Untersuchung von Nematocysten angewandt wurde und ein neues Verfahren fir die
Untersuchung von Nesselkapseln darstellt, wurde als wesentliches Ergebnis dieser Arbeit
eine Verfahrensanweisung fir die Separierung und die massenspekirometrische Analyse
von Nesselkapseln erstellt. Abbildung 24 gibt die Arbeitsschritte vor der

massenspektrometrischen Analyse des Proteininhaltes wieder.
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Abbildung 24: FlieRschema der fiir die massenspektrometrische Proteinanalyse erfolgten
Arbeitsschritte.

Als MALDI-Matrix wurde eine gesattigte Losung von Sinapinsaure in Acetonitril/0,1%iger
TFA (1:1 v:v) verwendet. Bei der lichtmikroskopischen Untersuchung der Glastargets war
eine optimale Kristallisation der Matrix festzustellen. Zwischen den Matrix-Kristallen waren
sowohl intakte als auch entladene Nematocysten zu erkennen, wie Abbildung 25 zeigt. Die
Glastargets haben sich als besonders geeignet erwiesen, da eine optische Kontrolle Gber
den Entladungszustand und die Anzahl und Lage der Nesselkapseln erfolgen konnte.

Eine Entladung der Kapseln darf nicht wahrend des Katapultierens mit LMPC erfolgen, da
dadurch die Inhaltsstoffe verloren gehen kdnnten, sondern muss vor oder direkt wahrend der
massenspektrometrischen Analyse erfolgen.

Mit der entwickelten Methode war es maoglich, zwei Nematocystentypen der Polypen
(Eurytelen und a-Isorhizen) sowie vier verschiedene Kapseltypen, der Medusen (Eurytelen,
A-, a- und O-lsorhizen) zu analysieren. Die Analysen der Nematocysten aus den Ephyren
ergaben Spektren mit unzureichender Signalintensitat. Sie wurden nicht in die Auswertung

einbezogen.
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Abbildung 25: Nematocysten zwischen Matrixkristallen auf einem Glastarget. (A) intakte A-Isorhize,
MafRstab 20 ym. (B) entladene Kapsel, Malstab 50 um. Nf = Nesselfaden, Nk = Nesselkapsel.

Es wurden pro Probe bis zu acht Spots mit je einem Volumen von 1 pL auf das Target
aufpipettiert. Es resultierten aus einer Nematocystenprobe folglich mehrere Spektren. Es
wurden mindestens drei Spektren mit gleicher Sinalverteilung und -intensitat von jeder Probe
ausgewertet. Es wurde die Komplexitat der verschiedenen Spektren miteinander verglichen.
Dabei wurden Signale gewertet, die ein Signal-Rausch-Verhaltnis von >2 hatten.

Auf Grund der inhomogen Kristallisation der untersuchten Kapselprobespots ergaben sich
beim Vergleich der verschiedenen Spektren einer Probe Massendifferenzen von maximal
100 ppm flr die detektierten Polypeptide, die jedoch im Bereich des Massenfehlers von ca.
100 ppm des verwendeten Messmodus (linearer Modus) lagen.

Die Ergebnisse werden im Folgenden als die Mediane der in den Spektren annotierten
Massen der verschiedenen Proben in Form von Tabellen angegeben. Anhand von
ausgewahlten Spektren wird die Komplexitat und Intensitat der Massenpeaks verdeutlicht. In
den abgebildeten Spektren ist die Abszisse mit m/z beschriftet. Die Einheit m/z entspricht bei

einer angenommenen lonenladung von +1 dem Molekulargewicht des Polypeptids in Dalton.

Das kleinste detektierte Polypeptid in allen untersuchten Proben hatte eine Molekilmasse
von 3 314 Da, das groflte eine Masse von 16 818 Da. Einige Polypeptide waren selten
vertreten, andere waren in fast allen untersuchten Proben zu finden. Die in den Spektren
gefundenen Peptidmassen wurden in Kategorien eingeteilt. Es gab Massen, die
ausschlie8lich in einem Kapseltyp auftraten und solche die in zwei, drei oder vier
verschiedenen Nematocystentypen zu finden waren. Rund ein Drittel der Massen waren in
allen vier untersuchten Nematocystentypen Eurytelen, A-, a- und O-Isorhizen zu finden. Ein

weiteres Drittel der Massen war in drei Nematocystentypen vertreten. Ein Viertel der



3. Ergebnisse 62

annotierten Massen waren in zwei verschiedenen Kapseltypen zu finden. Nur selten wurden

Massen in ausschlie3lich einem der untersuchten Nematocystentypen gefunden.

3.3.1 Massenspektren des Nematocysteninhalts der Polypen

In Tabelle 28 sind die Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung der
Nematocysten von Polypen dargestellit.

Die in den Eurytelen und a-Isorhizen der Polypen gefundenen Peptidmassen lagen in einem
Bereich von ca. 3 350 Da bis 16 800 Da.

Die meisten Massen waren in Spektren beider Nematocystentypen zu finden, lediglich 20 %
der annotierten Massen waren entweder nur in den Eurytelen oder in den a-lsorhizen
vertreten. In allen untersuchten Proben waren die Massenpeaks nicht gleichmaRig Uber die
Spektren verteilt, sondern in zwei Clustern im Bereich von 4 300 Da bis 6 100 Da und von
7 500 Da bis 8 500 Da angeordnet.
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Tabelle 28: Detektierte Massen im Kapselinhalt von Polypen-Nematocysten. Gelbe Felder: Massen
in Eurytelen und a-Isorhizen detektiert, graue Felder: Massen in Eurytelen (Eu) oder a-Isorhizen (a)
detektiert. KoP 20 und KoP 35: Kontrollpolypen, Halterungssalinitat 20 bzw. 35; P35 o/v: Polypen aus
Futterungsversuch, oft und viel gefuttert; P35 s/v: Polypen aus Fitterungsversuch, selten und viel
geflttert. Rot gestrichelt umrandet; Massencluster.

3551 3552 3552 3547
3588 (a)
3787 3794
3822 3837
3870
3870 3872
4047 4019 4033 4038
4066
4134 4136 4132 4172
4274 4278 4280
R v R < R <7 I i
i 4434 4431 4426 4426 i
| 4533 4539 4535 |
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[ 4799 4788 4786
[~ 4813 (Eu) |
I 4824 4823 4823 4821 |
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i 4881 4883 4880 4879 |
i 4900 4896 i
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l 5068 5080 5069 |
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[ 5141 5139 5138
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i 5487 5485 5484 1
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Lm0 _ | e ]
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| 7885 |
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[ 8396 8396 8391 8393 1
I 8402 8410 8406 8409 J
! 8448 8424 |
i 8614 8614 8610 |
i 8623 8626 8631 8625 i
| 8748 8743 8737 |
I 8795 8796 8797 |
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I 8833 8846 |
| 8940 8932 |
(_eofz __|__e005s _ ] _005 _ | 9006__ 1
10497 (Eu)
12593 (Eu) 12594 (a) 12571 (Eu) 12579 (a)
16814 16806 16800 16790
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Abbildung 26 und 27 zeigen Beispiele fir Massenspektren von Eurytelen aus Polypen der
Kontrollgruppe bzw. des Fuitterungsexperiments. Die jeweils beiden Bereiche hoherer
Massendichte sind in den Spektren durch rote Rechtecke markiert.
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Abbildung 26: Massenspektrum von Eurytelen aus Polypen der Kontrollgruppe (Fiitterung mit
Artemia-Nauplien alle zwei Wochen). Die beiden Bereiche mit hoherer Massendichte sind mit roten
Rechtecken umrandet.
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Abbildung 27: Massenspektrum von Eurytelen aus Polypen des Flitterungsexperimentes (oft und
viel mit Artemia-Nauplien gefuttert). Die beiden Bereiche mit héherer Massendichte sind mit roten
Rechtecken umrandet.
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Das Muster dieser Cluster unterschied sich nicht wesentlich zwischen den verschiedenen
Untersuchungsgruppen und den beiden Nematocystentypen Eurytele und a-Isorhize. Die
Spektren der Nematocysten von Polypen aus verschiedenen Halterungssalinitaten und der
Tiere, die ein Fitterungsexperiment durchlaufen hatten, zeigten groBe Ahnlichkeiten und
lieRen nur geringe tendenzielle Unterschiede in der Komplexitat der Massen innerhalb der
Cluster erkennen. So waren in den Spektren der oft geflitterten Polypen sowie in denen der
Tiere aus der Halterungssalinitd 35 tendeziell mehr Molekilmassen zu erkennen als bei den

selten gefltterten Polypen und den Polypen der Salinitat 20.

3.3.2 Massenspektren des Nematocysteninhalts der Medusen

Tabelle 29 gibt die Ergebnisse der massenspektrometrischen Analysen der
Proteininhaltsstoffe der Nematocysten von Medusen wieder.

Die Analyse des Inhaltes der Nematocysten aus Medusen ergab Spektren mit Peptidmassen
von ca. 3 300 Da bis fast 17 000. Innerhalb dieses Bereiches wurden zahlreiche Massen
detektiert, so dass sich ein komplexes Muster in den Spektren ergab. Der Vergleich des
Nematocysteninhaltes von Medusen mit kleineren und gréReren Schirmdurchmesser zeigte
tendenziell eine leicht erhdhte Komplexitdt des Peakmusters bei Medusen mit einem
grofieren Schirmdurchmesser. Zwischen den verschiedenen Nematocystentypen Eurytelen,
A-, a- und O-lsorhizen wurden keinen Unterschiede in der Komplexitat der Massenspektren
gefunden. Die Nematocysteninhalte der Ostseemedusen ergaben insgesamt Spekiren mit
weniger komplexen Proteinmustern als die der Nordseemedusen. Besonders in der
Untersuchungsgruppe der kleinen Medusen aus der Ostsee wurden im Vergleich zu den
anderen Spektren nur wenige Massen detektiert. Abbildung 28 zeigt die Massenspektren von
A-lsorhizen von Medusen aus der Nordsee (Schirmdurchmesser 16-31 cm) bzw. kleinen
Medusen aus der Ostsee (Schirmdurchmesser 4-11 cm).

In diesen beiden Spektren ist eine Haufung von Molekllmassen im unteren Massenbereich
von ca. 3 300 Da bis 5700 Da zu erkennen. Im hdheren Massenbereich liegen vereinzelt
Massen vor. Das Muster dieser beiden Spektren mit Clustern im unteren Massenbereich und
vereinzelten Massen im hoéheren Bereich war ebenfalls in den anderen
Untersuchungsgruppen der grélReren Nordseemedusen und Ostseemedusen zu sehen.
Hinsichtlich der Unterschiede zwischen den verschiedenen massenspektrometrisch
untersuchten Nematocystentypen waren keine Unterschiede festzustellen. Das

Massenmuster der einzelnen Kapseltypen ahnelte sich.
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Tabelle 29: Detektierte Massen im Kapselinhalt von Medusen-Nematocysten. Gelbe Felder: Massen
in allen Kapseltypen gefunden, hellblaue Felder: Massen in zwei bis drei Kapseltypen gefunden, graue
Felder: Massen in einem Kapseltyp (A = A-Isorhizen, Eu = Eurytelen, O = O-Isorhizen) gefunden. Ns =
Medusen aus der Nordsee, Os = Medusen aus der Ostsee. Rot gestrichelt umrandet: Massencluster.

| 3316 3319 3300 |
l 3344 3370 3377 |
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Abbildung 28: Massenspektrum von A-Isorhizen aus Nordseemedusen (A) und Ostseemedusen

(B).

3.3.3 Vergleich der Massenspektren von Nematocysten aus Polypen und Medusen

Ein Vergleich der Spektren von Nematocysten aus Polypen mit denen aus Medusen zeigte
insgesamt qualitativ bessere Spektren in allen Proben der Polypenkapseln. In den Spektren
der Nematocystenproben der Polypen waren die Signalintensitaten im Vergleich zu den
Medusenproben hoch und hoben sich von den jeweiligen gemessenen
Untergrundintensitaten deutlich ab. Die Qualitdten der Massenspektren von Nesselkapseln
aus Medusen waren insgesamt etwas schlechter. Es wurde jedoch kein Zusammenhang
zwischen der Anzahl der Nematocysten in den untersuchten Proben und Qualitat der
Spektren bei den Polypen und den Medusen festgestellt.

Der Lebensstadien Ubergreifende Vergleich der Spektren lield Unterschiede in den Mustern
der annotierten Massen in Nematocysten von Polypen und Medusen erkennen. Die Spektren
der Nematocysten aus Polypen wiesen eine erhdhte Dichte von Molekllmassen in zwei
Bereichen auf (Abb. 26 und 27). Die Nesselkapseln der Medusen zeigten bei der
massenspektrometrischen Analyse eine Haufung von Massen im unteren bis mittleren
Massenbereich (Abb. 28). Der Massencluster der Medusen Uberschnitt sich mit den Massen
im unteren Massenbereich der Polypen (unterer Massencluster), welches bei der

Untersuchung der Polypen-Nematocysten festgestellt wurde.

Einige Massen waren sowohl in den untersuchten Nematocysten der Polypen als auch in
denen der Medusen zu finden. Dies waren vor allem Massen im niedrigen Massenbereich
wie 5092 Da, 5 674 Da und 5 691 Da sowie 8 220 Da.
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Die Masse 4 550 (£ 3) Da war in fast allen Untersuchungsgruppen der Polypen in den a-
Isorhizen zu finden. Im Proteininhalt der A-Isorhizen der Medusen wurde die Masse 5 221 (+
1) Da detektiert. Es wurden keine weiteren Kapsel- oder Lebensstadien spezifische
Molekilmassen ausgemacht.
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4 Diskussion

Medusen nehmen eine grof3e Rolle in marinen Nahrungsnetzen ein. Sie erndhren sich u. a.
von Zooplankton und z&hlen zu den Top-Pradatoren. Im Zusammenhang mit einer Anderung
des Klimas wird eine Zunahme von Quallenbliiten und Ubernahme von ganzen
Okosystemen durch Quallen diskutiert (Mills 2001, Hay 2006, Lynam et al. 2006, Purcell et
al. 2007, Richardson et al. 2009).

Die Nematocysten sind ein charakteristisches Merkmal der Cnidaria und werden bei
Beutefang und Verteidigung eingesetzt. Bisher wurden die Nesselkapseln von C. capillata in
den Polypen (Calder 1971), Ephyren (Calder 1977) und Medusen (Ostman & Hydman 1997)
beschrieben. Die Literatur ist allerdings llickenhaft, da z. B. die Lage der Kapseln in
Ephyrengewebe wahrend ihrer Entwicklung zur Meduse nicht berucksichtigt wurde. Der
Einfluss verschiedener Umweltfaktoren wie Salinitat und Futter auf die Nesselkapseln wurde
bisher ebenfalls nicht analysiert. Die Ergebnisse solcher Untersuchungen kénnen Hinweise

auf eine mogliche Anpassung der Tiere auf eine sich &ndernde Umwelt geben.

4.1 ldentifizierung der Nesselkapseltypen

In den drei untersuchten Lebensstadien von C. capillata wurden bis zu vier verschiedene
Nematocystentypen identifiziert. A-, a- und O-lsorhize, die zur Gruppe der homotrichen
Haplonemen gehéren und ein Typ aus der Gruppe der Heteronemen, die mikrobasische
Eurytele. Die Identifizierung der verschiedenen Nematocystentypen erfolgte in der
vorliegenden Arbeit bei den Polypen und Ephyren mit Hilfe der
Nematocystenbeschreibungen von Calder (1971, 1977) und bei den Medusen mit Hilfe von
Ostman & Hydman (1997).

4.2 Lichtmikroskopische Untersuchungen
In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Untersuchungen
diskutiert. Es wird auf die morphologischen Daten der Nematocysten und auf ihre Verteilung

im Gewebe eingegangen.

4.2.1 Nematocysten der Polypen

Calder (1971) fand bei seinen Untersuchungen zur Nesselkapselausstattung von Polypen in
C. capillata drei Kapseltypen, Eurytelen, a- und a-Isorhizen. Die a-lsorhizen befanden sich
vor allem in der Mundregion des Polypen und unterschieden sich von den a-Isorhizen durch
eine langlichere Kapselform mit einem Langen-Breiten-Verhaltnis von 2,67-2,81 im Vergleich
zu einem Wert von 1,52-1,53 bei den a-Isorhizen. Die a-lIsorhizen sind demnach durch eine
sehr lang gestreckte Form gekennzeichnet und eindeutig identifizierbar. In der vorliegenden

Arbeit wurden sie in keiner der untersuchten Gewebeproben von Polypen gefunden. Die
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Halterungsbedingungen in der Arbeit von Calder (1971) sind mit denen der vorliegenden
Arbeit vergleichbar. Der Grund fir das Auftreten des Kapseltyps a-Isorhize in den von Calder
untersuchten Polypen ist vermutlich das Vorliegen zweier verschiedener Cyanea-Arten in der
Studie von Calder und in der vorliegenden Arbeit. Untersuchungen und Vergleiche von
C. capillata-Medusen, die an unterschiedlichen Orten gesammelt worden waren, zeigten
genetische und morphologische Abweichungen voneinander und wurden daher von den
Autoren verschiedenen Cyanea-Arten zugeordnet (Bayha 2005, Dawson 2005)

Die Nematocysten der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Polypen zeigten eine klare
Verteilung in den Kérperteilen der Tiere. Die hohe Dichte der Nematocysten in den Tentakeln
ist auf die Art des Beutefangs zuriickzufiihren, denn die Tentakel dienen dem Polypen als
Fangorgan. Der sessile Polyp fangt vorbei treibendes Zooplankton mit den Tentakeln und
fuhrt dieses zur Mundoffnung, um es zu fressen ( Werner 1993, Arai 1997).

Die a-Isorhize ist der dominierende Kapseltyp im Tentakelgewebe der Polypen. Er wird in der
Literatur als Kapseltyp beschrieben, deren Nesselfaden sowohl hartschalige Krebslarven
(Artemia sp.) als auch menschliche Haut durchschlagt (Heeger et al. 1992, Ostman &
Hydman 1997). Die a-Isorhizen waren in allen Lebensstadien von C. capillata zu finden.
Daher kann angenommen werden, dass dieser Typ die ,Grundausstattung“ des Cnidoms
bildet, da er die verschiedenen Korperoberflaichen eines breiten Beutespektrums
durchschlagt. Die in den Tentakeln sehr vereinzelt auftretenden Eurytelen werden ebenfalls
als Durchschlagskapseln beschrieben (Rifkin & Endean 1983, Heeger & Mdller 1987, Heeger
et al. 1992). lhre wesentlich geringere Anzahl ist méglicherweise auf hdhere energetische
Kosten fir die Produktion dieses komplexer gebauten Kapseltyps zurlickzuflihren, an dessen
Basalteil des Nesselfadens ein Schaft mit Dornen ausgebildet ist.

Die beiden Kapseltypen in den Polypententakeln, Eurytele und a-Isorhize, erflllen vermutlich
wahrend des Beutefangs unterschiedliche Aufgaben. Untersuchungen von Colin & Costello
(2007) zur Messung der Nesselfadenlangen und Entladungsgeschwindigkeiten
verschiedener Nematocystentypen von C. capillata ergaben, dass die a-Isorhizen einen
kiirzeren Nesselfaden als die Eurytelen hatten und der Nesselfaden der a-Isorhizen mit einer
niedrigeren Geschwindigkeit aus der Kapsel herausgeschleudert wurde (Colin & Costello
2007). In einer Studie von Heeger und Moller (1987) zu den Nematocysten von Aurelia
aurita-Medusen wurde aulRerdem beobachtet, dass die a-lIsorhizen die Haut von
Heringslarven nur mit zwei Drittel der Fadenlange durchschlugen und der restliche Faden an
der Oberflache der Fischlarve haften blieb. Die a-lsorhize ist demnach eine weniger
effiziente Durchschlagskapsel als die Eurytele. Die Eurytelen vollziehen beim Beutefang
moglicherweise eine erste Injektion von Toxinen in das Beutetier, wahrend die kirzeren und
langsameren Faden der a-Isorhizen die Epidermis der Beute nur teilweise durchschlagen

und durch Anhaftung an der Oberflache die Beute festhalten.
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Das Mundfeld des Polypen ist die Zone fiir die Produktion der Nematocysten, die nach der
Bildung entlang der Tentakel in die Epidermis eingelagert werden (Werner 1993). In den
untersuchten Polypen trug der Bereich des Polypenmundfeldes Eurytelen.

Im Restpolypengewebe aller Polypen befanden sich Eurytelen und wenige bis viele O-
Isorhizen. O-Isorhizen wurden ebenfalls von Calder (1971) im Restpolypengewebe von
Chrysaora quinquecirrha (Desor, 1848) gefunden, die wie C. capillata zu den
Fahnenmundquallen (Semaeostomeae, Scyphozoa) gehéren. Die Anzahl der O-Isorhizen
war vor allen in den Sommermonaten bei grofien Polypen dieser Art hoch. Der Autor
vermutete, dass dieser Kapseltyp kurz vor der Strobilation im Polypen gebildet wird, um die
Kapsel in das Gewebe der sich ablésenden Ephyren zu integrieren. Die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Polypen, die besonders viele O-lsorhizen in ihrem Restgewebe trugen,
stammten tatsachlich aus einer Kultur, in der viele Polypen strobilierten. Ein Zusammenhang
zwischen bevorstehender Strobilation und dem Vorhandensein von O-Isorhizen in den
Polypen von C. capillata ist demzufolge wahrscheinlich.

Ein Vergleich der Kapselgroften mit Werten aus der Literatur ergab eine gute
Ubereinstimmung mit den hier gefundenen Werten. Die Eurytelen und a-Isorhizen der
Polypen aus unterschiedlichen Halterungssalinitaten (15, 20 und 35) waren etwas groRer als
die in der Arbeit von Calder (1971) untersuchten Nematocysten. Die Differenz zwischen den
Werten lag fur die Eurytelen bei durchschnittlich 1,7 um fir Lange und Breite. Die von Calder
vermessenen a-lsorhizen waren 0,45 uym kirzer und 0,1 ym schmaler als die in dieser Arbeit
untersuchten Kapseln. Diese Differenz kdnnte eventuell mit den unterschiedlichen GrofRen
der untersuchten Polypen zusammenhangen. Ein GroRenvergleich ist jedoch nicht mdglich,
da Calder die Lange der Polypenkérper maly, wahrend in dieser Arbeit der Durchmesser des

Calyx im Bereich des Tentakelkranzes zur GréRenbestimmung herangezogen wurde.

4.2.2 Nematocysten der Ephyren
Calder (1977) beschrieb die Nematocysten der Ephyren von C. capillata und fand Eurytelen,

A-, a- und a-Isorhizen. AuRerdem fand er in den untersuchten Ephyren die so von ihm
bezeichneten Anisorhizen, welche mit den O-Isorhizen der vorliegenden Arbeit
gleichzusetzen sind. Die hier gefundenen Nematocystentypen stimmen weitgehend mit
denen von Calder beschriebenen tberein. Wie bei den Polypen fand der Autor jedoch den
zusatzlichen Nematocystentyp a-Isorhize, vor allem in den distalen, also zuerst
abgeschnirten Ephyren. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch in keinem der untersuchten
Tiere dieser Kapseltyp identifiziert. Auffallig war die geringe Anzahl von A-lsorhizen, die
Calder in den Ephyren fand. So waren lediglich zwei A-Isorhizen in den 25 untersuchten
Tieren vorhanden, wogegen in der vorliegenden Arbeit in drei der sieben untersuchten

Praparate dieser Nematocystentyp zu finden war.
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Die gefundene Verteilung der Nematocysten deckt sich mit der in der Literatur
beschriebenen Erndhrungsweise der Ephyren (Higgens et al. 2008). Die Ephyren bewegen
sich schwimmend vorwarts, indem sie Randlappen und Schirm kontrahieren. Wahrend
dieser die Bewegung ist die zuriickgelegte Strecke relativ klein. Die Ephyren nutzen die
Schwimmbewegung zum Beutefang, der hauptsachlich mit Mundrohr (44 %) und
Randlappen (35 %) stattfindet (Higgens et al. 2008). Die hier gefundene Verteilung von a-
Isorhizen Uber die gesamte Flache der Randlappen und die Ansammlungen von Eurytelen in
den Randlappenspitzen bestatigen die Beobachtungen von Higgens et al (2008).

Die gemessenen GroRen der Nematocysten stimmten mit denen in der Literatur
angegebenen groltenteils Uberein (Calder 1977). Der grof3te Unterschied zwischen den
KapselgroRen der Ephyren lag im Bereich von 2 um, wobei zu berlicksichtigen ist, dass bei
Calder (1977) die Halterungssalinitat mit einem Wert zwischen 15 und 21 von der
Halterungssalinitat der Ephyren in der vorliegenden Arbeit abweicht (Salinitat 35). Der
Vergleich der Kapselmalie von Calder ist demzufolge nur bedingt moglich (s. Kapitel 4.2.6.4,
S. 78).

4.2.3 Nematocysten in Medusen

Die Nematocysten in Nordsee-Medusen mit einem Schirmdurchmesser von 10-20 cm waren
Eurytelen, A-, a- und O-lIsorhizen. Ostman & Hydman (1997) beschreiben neben den in der
vorliegenden Arbeit identifizierten Kapseltypen einen weiteren Nematocystentyp, den
Birhopaloid. Dieser gehort zur Gruppe der Heteronemen, der Nesselfaden gliedert sich in
einen basalen Schaft und den eigentlichen Nesselfaden. Der Schaft ist hantelférmig, also an
beiden Enden verdickt (Werner 1965). Die Eurytelen besitzen einen keulenformigen, einfach
verdickten Schaft. Die Unterscheidung der Eurytelen und Birhopaloide ist im entladenen
Zustand mit Hilfe eines Vergleichs der Schaftformen relativ einfach. Laut Ostman & Hydman
(1997) konnen die beiden Kapseltypen auch im unentladenen Zustand durch die rundere
Form der Birhopaloide voneinander unterschieden werden. Das Langen-Breiten-Verhaltnis
der Eurytelen lag laut der Studie bei durchschnittlich 1,7, wahrend das der Birhopaloide im
Durchschnitt 1,3 betrug. Da die Unterschiede zwischen den beiden Kapseltypen in der
unentladenen Kapsel gering sind, konnten sie in der vorliegenden Arbeit mit den
angewandten lichtmikroskopischen Untersuchungsmethoden nicht  voneinander
unterschieden werden. Daher wurden alle Nematocysten, in deren Kapselinnern ein Schaft
am Nesselfaden zu erkennen war, als Eurytelen bezeichnet.

Die nematocystenreichsten Koérperteile der Meduse waren die Tentakel mit einer hohen
Dichte an Nesselkapselbatterien. Der dominierende Kapseltyp war die a-Isorhize, gefolgt von
der Eurytele. A- und O-Isorhizen waren in geringerer Zahl vorhanden. Das gleiche Muster ist

in der Studie von Ostman & Hydman (1997) zu erkennen. Die Tentakel sind das wichtigste
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Fangorgan der Medusen. Wahrend der Schwimmbewegung wird Wasser mit dem Schirm
entlang der Tentakel transportiert und Beutetiere mit Hilfe der Tentakel gefangen (Costello &
Colin 1995). Die weiter distal liegenden Tentakelanteile dienen als ,Angeln“ und fischen
kleine Beutetiere aus dem Wasser. Der hohe Besatz mit Nesselkapseln stellt sicher, dass
Beutetiere ausreichend paralysiert werden, um in die Mundlappen und weiter in die
Mundéffnung transportiert werden zu kénnen.

Entsprechend dieser Verteilung der Nematocysten nach ihrer Funktion war die Anzahl der
Nematocysten im basalen Teil der Tentakel wesentlich geringer. Die Zahl der O-Isorhizen
nahm zu, die der anderen Kapseltypen stark ab. Die basalen Teile der Tentakel sind
eventuell von geringerer Bedeutung fiir den Beutefang als die Tentakelspitzen. Die Abnahme
der Nematocystenzahl innerhalb der Kapselbatterien und schlief3lich das Verschwinden von
Batterien im Basisteil der Tentakel wurden ebenfalls von Ostman & Hydman (1997)
beschrieben.

Die Mundlappen waren durch das Vorhandensein von A- und O-lIsorhizen in Batterien und
eine erhdhte Kapseldichte am Rand der Mundlappen charakterisiert. Sie dienen der
Aufnahme und der Verdauung von groRen Beutetieren (Arai 1997). Die gefundenen A-
Isorhizen waren wesentlich kleiner als die in den Tentakeln gefundenen und in ihrer Form
den a-Isorhizen ahnlich, wodurch eine Unterscheidung schwierig war. Eine Abgrenzung der
kleinen A-lsorhizen von den a-Isorhizen erfolgte auf Grund der unterschiedlichen Wicklung
des Nesselfadens in der Kapsel. Die erhdhte Dichte von Nematocysten am Rand des
Mundlappengewebes und die Kapselbatterien mit A- und O-Isorhizen wurden ebenfalls von
Ostman & Hydman (1997) gefunden.

Die lichtmikroskopisch untersuchten Gastralfilamente der Medusen enthielten Eurytelen und
O-Isorhizen. Mit Eurytelen ausgestattete Gastralfilamente wurden bereits bei den Spezies
Rhopilema verrilli (Fewkes, 1887) und Deepstaria reticulum Larson, Madin & Harbison, 1988
(Klasse Scyphozoa) gefunden (Calder 1972, Larson et al. 1988). Die Nesselkapseln dienen
wahrscheinlich dem Festhalten und Paralysieren der Beutetiere nahe der Gastrodermis im
Magenraum der Meduse und der Ausschittung von Verdauungsenzymen in den Magenraum
hinein (Arai 1997).

Die Kapseldichte in Exumbrella und Randlappen war in der vorliegenden Arbeit insgesamt
niedriger als in den anderen untersuchten Koérperteilen. Die Kapseldichte in den Randlappen
war dabei wesentlich hoéher als im zentralen Teil der Exumbrella, was auch Ostman &
Hydman (1997) feststellten. Die Exumbrella spielt als Fangorgan fir Beute eine
untergeordnete Rolle und enthalt daher nur wenige Nematocysten. Die Randlappen dricken
wahrend des Schwimmens bei der Kontraktion das Wasser nach unten, so dass es an den
Tentakeln entlang geleitet (Costello & Colin 1995). Die Randlappen tragen mit ihrer erhdhten

Nematocystendichte vermutlich zum Beutefang bei.
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In der Literatur sind Vergleichswerte fur die NematocystengroRen von C. capillata fur die
Kapseln in verschiedenen Korperteilen angegeben. Heeger et al. (1992) fanden fiur die
Nematocysten aus Tentakelmaterial von Medusen (Schirmdurchmesser 12-22 cm) etwas
kleinere Werte als die in dieser Arbeit gefundenen Werte der Kapselgréfien. Die Abweichung
der Werte voneinander belief sich auf maximal 2,6 ym. Ostman & Hydman (1997) fanden in
den Tentakeln, Tentakelbasen und Mundlappen der Medusen Nematocystengroflen, die

weitgehend mit den hier gefundenen Werten Ubereinstimmen.

4.2.4 Vergleich verschiedener Entwicklungsstadien von Ephyren

Die Verteilung der Nesselkapseln im Gewebe von Ephyren anderte sich mit zunehmendem
Alter der Tiere deutlich. Grund fiir diese Veranderung der Nematocystenverteilung wahrend
der Ontogenese ist hdchst wahrscheinlich einer Anderung des Beutefangmodus. Die frisch
abgelésten Ephyren mit einem durchschnittlichen Gesamtdurchmesser von ca. 2,4 mm
durchschwimmen das Wasser mit einer relativ niedrigen Geschwindigkeit durch Kontraktion
ihres sternformigen Schirms. Wahrend der Schwimmbewegung wird das Wasser mit Hilfe
der Randlappen durchsiebt (Higgens et al. 2008). Die Koérperteile, mit denen diese jungen
Ephyren ihre Beute fangen, sind hauptsachlich Randlappen und Mundrohr. Mit
fortschreitendem Tentakelwachstum (ab ca. einer Woche) nahmen die Anzahl der Eurytelen
in den Randlappenspitzen und die a-Isorhizen ab. Die Tentakel, die dicht mit A- und a-
Isorhizen besetzt sind, l6sen die Randlappen und das Mundrohr im Laufe der Ontogenese
als Korperteil flir den Beutefang ab.

Auch die GroRe der Kapseln andert sich mit zunehmendem Alter der Ephyren. Die
Nematocysten waren in den jungen Ephyren groer als in den alteren Ephyren. In der
Literatur wurden keine Werte fir Nematocystengréflen von Ephyren verschiedenen Alters
gefunden. Die Nematocysten der jungen Ephyren waren in den Koérperteilen grol3, mit denen
sie ihre Beute fangen, in Randlappen und Mundrohr bzw. Restephyrengewebe.
Médglicherweise wird durch die Grdle der Kapseln sichergestellt, dass trotz der geringen
Zahl der Nematocysten im Gewebe eine ausreichende Toxinmenge vorhanden ist, mit der
Beute paralysiert werden kann. Hinzu kommt, dass die Produktion weniger grofer
Nematocysten wahrscheinlich energetisch glnstiger ist als die Herstellung vieler kleiner

Nematocysten.

4.2.5 Vergleich von Medusen unterschiedlichen Schirmdurchmessers

Die Veranderung der Nematocysten in adulten Medusen unterschiedlicher Grofie drickte
sich vor allem in der sich andernden Anzahl aus. Die generelle Verteilung der

Nesselkapseltypen war in diesem erreichten Lebensstadium dagegen konstant.
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Die Kapselbatterien in den Tentakeln der Meduse mit einem Schirmdurchmesser von 55 cm
enthielten, je nach beteiligten Kapseltypen, die drei- bis funffache Anzahl an Nematocysten
verglichen mit den Kapselbatterien der mittelgroRen Medusen (Schirmdurchmesser 10-20
cm). Bei den Nematocysten in den Mundlappen war ein ahnlicher Trend zu erkennen.
Ostman & Hydman (1997) stellten ebenfalls bei der Untersuchung von C. capillata-Medusen
mit einem Schirmdurchmesser von bis zu 42 cm einen starken Anstieg der
Nematocystenzahl in den Nesselkapselbatterien fest. Dabei war die starkste Zunahme beim
Kapseltyp Eurytele zu beobachten, was sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
deckt.

Die untersuchten Nematocysten in der grolien Meduse waren tendenziell groRer als in den
Tieren mit einem durchschnittlich kleineren Schirmdurchmesser. Die Abhangigkeit der
KapselgroRe von der KorpergrofRe eines Tieres wurde auch in der Kronenqualle Periphylla
periphylla (Perén & Leseur, 1809) sowie verschiedenen Seeanemonen beobachtet (Jarms et
al. 2002, Francis 2004). Ostman & Hydman (1997), die die GroRe verschiedener
Nematocysten in Abhangigkeit vom Schirmdurchmesser von Medusen untersuchten, fanden
einen Anstieg der Langen und Breiten der Nesselkapseln. Besonders deutlich war dieser
Trend bei den Kapseltypen A- und O-Isorhizen in Medusen mit einem Schirmdurchmesser
bis 20 cm. Die gréRte von Ostman & Hydman (1997) untersuchte C. capillata-Meduse hatte
einen Schirmdurchmesser von 40 cm. Ein direkter Vergleich der ermittelten KapselgréRRen
mit den in der vorliegenden Arbeit gemessenen Werten der groRen Meduse
(Schirmdurchmesser 55 cm) ist daher nur bedingt méglich. Die von Ostman & Hydman
(1997) ermittelten Nematocystengrofien stitzen jedoch die These des Zusammenhangs
zwischen dem Schirmdurchmesser und der Grofie der Nesselkapseln.

Dieser Trend zu groRBeren Nematocysten in Medusen mit einem groéReren
Schirmdurchmesser trat in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht in allen Kérperteilen auf. In
den Mundlappen und in den Gastralfilamenten waren die Eurytelen in der Gruppe der
kleineren Medusen entgegen dem allgemeinen Trend grofer als im Tier mit dem
Schirmdurchmesser von 55 cm. Aufderdem war in den Gastralfilamenten die erhéhte Anzahl
von O-lIsorhizen in den kleineren Medusen auffallig. Die Mundlappen dienen der Verdauung
von Beute aulierhalb des Magens. Die Gastralfilamente im Magenraum halten Beute fest
und schitten Enzyme in den Verdauungsraum aus (Arai 1997). Moglicherweise dient die
Erhdhung der Anzahl bzw. das vermehrte Auftreten von Nematocysten in denen fir die
Verdauung wichtigen Organen der kleineren Medusen einer Steigerung der Effizienz der

Verdauung von Beute.
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4.2.6 Variation biologischer und physikalischer Parameter

Die in den Kapiteln 3.2.4.1 bis 3.2.4.4 (S. 49-54) dargelegten Ergebnisse, die nach der
Variation von biologischen und physikalischen Parametern der Kulturbedingungen erhalten
wurden, liefern ein facettenreiches Bild der Reaktionen der einzelnen Lebensstadien
(Polypen, Ephyren und Medusen). Umweltbedingungen, die auch im Freiland eine
wesentliche Rolle fur das Wachstum und die Entwicklung von Polypen und Medusen spielen,
wurden variiert, um beispielsweise den Einfluss des Nahrungsangebotes oder die Salinitat

des Umgebungswassers zu beurteilen.

4.2.6.1 Einfluss der Fiitterungsfrequenz und Futtermenge auf Nematocysten von

Polypen

Polypen wurden in Kulturen unter kontrollierten Bedingungen unterschiedlich oft mit
variierender Menge Artemia-Nauplien geflittert. Die daraus resultierenden Versuchsgruppen
wurden hinsichtlich der Verteilung der Nematocysten und der GroRen der Kapseln
untersucht. Laut Literatur werden Cyanea capillata-Polypen in der Routinehalterung zwei Mal
pro Woche bis alle zehn Tage gefittert (Calder 1971, Brewer & Feingold 1991, Holst &
Jarms 2010). Im Zusammenhang mit der Untersuchung von Nematocysten wurden bisher
jedoch keine vergleichbaren Fltterungsversuche mit Scyphozoa-Polypen gemacht. Die oft
und mit vielen Artemia-Nauplien gefiitterten Polypen besallen, im Gegensatz zu den
anderen Versuchsgruppen, keine Eurytelen in ihren Tentakeln. Das Fehlen von Eurytelen in
den Tentakel der oft gefutterten Polypen ist vermutlich eine direkte Folge der haufigen
Futterung. Der Ersatz der verbrauchten Eurytelen mit neuen Kapseln erfolgte nicht schnell
genug, weshalb dieser Kapseltyp in den alle zwei Tage gefiitterten Tieren nicht zu finden
war. Nach Entladung der Kapsel wird diese abgestofien, sofern sie wahrend des Beutefangs
nicht schon aus dem Gewebe herausgerissen wurde. Es wird eine neue Nematocyste
gebildet und die Kapsel in der Epidermis des Fangortes eingelagert. Es wurde festgestellt,
dass beim SiRwasserpolypen Hydra die gesamten Nesselkapseln eines Tentakels alle
sieben bis neun Tage erneuert wird (Werner 1993). Fir die Art C. capillata werden in der
Literatur keine Angaben zur Dauer der Nematocystenneubildung gemacht, aber
entsprechend der vorliegenden Ergebnisse kann man von einer Produktionszeit von mehr
als zwei Tagen ausgehen.

Zwischen den Nematocysten der verschiedenen Fitterungsgruppen der Polypen gab es z. T.
signifikante Grélenunterschiede. So waren die a-lsorhizen der oft gefitterten Polypen
signifikant breiter als in den anderen Polypengruppen. Grund hierfur ist eventuell die hdhere
Verfugbarkeit von Energie durch die haufige Fltterung der Tiere. Die Unterschiede der
Nematocysten in Lange, Breite und dem Langen-Breiten-Verhaltnis waren jedoch insgesamt

sehr klein und lagen meist in einem Bereich von ca. 1 ym, so dass nicht ausgeschlossen
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werden kann, dass es sich bei diesen Unterschieden um biologische Variabilitat der

KapselgréRen handelt.

4.2.6.2 Einfluss der Futterart auf die Nematocysten von Meta-Ephyren

Das Beutespektrum von Ephyren ist sehr breit (Arai 1997, Bamstedt et al. 1999, Martinussen
& Bamstedt 1999, Bamstedt et al. 2001, Martinussen & Bamstedt 2001). Um festzustellen,
ob neben der Menge auch die Art des Futters eine Rolle spielt, wurden Meta-Ephyren Uber
einen Zeitraum von rund einem Monat mit Artemia-Nauplien bzw. mit Aurelia aurita-Ephyren
(Jellyplankton) gefittert und die Anzahl und die Grofle von Nematocysten verglichen. Das
Wachstum der Ephyren wahrend des Experiments war in den beiden untersuchten
Versuchsgruppen unterschiedlich. Die mit Jellyplankton gefltterten Tiere zeigten insgesamt
einen starkeren Zuwachs des Gesamtdurchmessers als die ausschlieRlich mit Artemia-
Nauplien gefitterten Meta-Ephyren. Diese Beobachtung wurde ebenso von Bamstedt et al.
(1997) gemacht, die ein kontinuierliches Wachstum von Meta-Ephyren feststellten, wenn
diese mit Rippenquallen geflttert wurden. Bei einer Fltterung der Versuchstiere mit Artemia-
Nauplien wurde kein Wachstum des Schirmes festgestellt.

Die Auswertung der Ergebnisse hinsichtlich der Anzahl und der GrélRe der Nematocysten
zeigte jedoch, dass die Art des Futters keinen Einfluss auf die Nematocysten hat. Weder die
Anzahl und Verteilung noch die GroRRe der verschiedenen Kapseltypen unterschieden sich

signifikant voneinander.

4.2.6.3 Einfluss der Salinitat auf die Nematocysten von Polypen

Der Einfluss der Salinitat auf die Nematocysten wurde mit Hilfe von Polypen aus drei
verschiedenen Halterungssalinitaten (15, 20 und 35) untersucht.

Es ist bekannt, dass C. capillata-Polypen in Wasser niedriger Salinitat (15-35) siedeln
kénnen (Brewer 1989, Colin & Kremer 2002, Holst & Jarms 2010). Bei Untersuchungen zu
diesem Thema ging es primar um 6kologische Fragestellungen.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundene Verteilung der Nematocysten im Gewebe war in
den drei Versuchsgruppen gleich. Die a-lsorhize war der dominierende Kapseltyp in den
Tentakeln, das Mundfeld und der Restpolyp enthielten Eurytelen und O-lIsorhizen. Es wurde
jedoch eine deutliche Haufung von O-Isorhizen in den Polypen aus der Halterungssalinitat 15
festgestellt. In der Halfte der untersuchten Praparate Uberwog die Anzahl der O-Isorhizen die
der Eurytelen. Wie zuvor bereits erwahnt, fand Calder (1971) eine erhdhte Anzahl von O-
Isorhizen im Restgewebe von Polypen, die kurz vor der Strobilation standen und vermutete
einen direkten Zusammenhang zwischen der Abschnirung der Ephyren und dem Auftreten

dieses Kapseltyps im Gewebe der Polypen. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
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Polypen der Salinitdt 15 waren Kulturen entnommen worden, in denen viele Polypen
strobilierten. Die praparierten Tiere selbst strobilieten zwar nicht, standen jedoch
wahrscheinlich kurz vor der Strobilation. In den beiden Versuchsgruppen KoP 20 und KoP 35
war in einigen untersuchten Tieren ebenfalls ein Uberhang der O-Isorhizen gegentiiber den
Eurytelen zu beobachten (in 2 von 10 bzw. in 3 von 10 Praparaten). Im Gegensatz zur
Gruppe KoP 15 strobilierten die Polypen der beiden letzteren Versuchsgruppen zum
Zeitpunkt der Probenentnahme jedoch nicht. Méglicherweise werden die O-Isorhizen zwar
vermehrt, aber nicht ausschlieRlich im Zusammenhang mit einer bevorstehenden Strobilation
gebildet, sondern treten in einigen Polypen als zusatzlicher Kapseltyp im Restgewebe der
Tiere auf.

Sowohl die Anzahl der Nematocysten als auch ihre Grolle war bei den in Salinitat 35
gehalterten Polypen signifikant gegeniber den Versuchsgruppen aus den niedrigeren
Halterungssalinitaten erhoht. Dies hangt vermutlich mit einer Verkleinerung des
Polypenkorpers in  der niedriger salinen Halterungsumgebung zusammen. Der
Calyxdurchmesser der Polypen war insgesamt in den Kulturen mit einer niedrigen
Halterungssalinitat (15 und 20) durchschnittlich kleiner als der der Tiere, die in Wasser der
Salinitdt 35 gehaltert worden waren. Viele Spezies, die sowohl in Meer- als auch in
Brackwasser vorkommen, zeigen in einer niedriger salinen Umgebung eine Verkleinerung
ihres Koérpers (Remane 1958, Tedengren & Kautsky 1986). Die hier festgestellte
Verkleinerung des Polypenkérpers geht offensichtlich mit einer Verkleinerung der
Nematocysten einher, so wie es auch bei den Medusen beobachtet wurde, bei denen Tiere
mit einem groReren Schirmdurchmesser mit vergleichsweise grolen Nesselkapseln

ausgestattet waren.

4.2.6.4 Einfluss der Salinitat auf die Nematocysten von Ephyren

Da die Polypen der unterschiedlichen Halterungskulturen durch Strobilation Ephyren
produzierten, bestand auch die Moglichkeit, die Nesselkapseln von Ephyren aus Wasser der
Salinitdt 15 (Ostsee-Ephyren) mit Ephyren aus einer Halterungssalintat 35 (Nordsee-
Ephyren) miteinander zu vergleichen.

Die Anzahl bestimmter Kapseltypen unterschied sich zum Teil erheblich, die Verteilung der
Nematocysten war in den beiden Versuchsgruppen jedoch gleich. Die Ostsee-Ephyren
trugen in ihren Randlappenspitzen doppelt so viele Eurytelen wie die Nordsee-Ephyren. Die
Menge der O-Isorhizen in den Randlappen war bei den Ostsee-Ephyren auffallig um einen
Faktor 24 gegeniber den Nordsee-Ephyren erhdoht. Somit wurden anscheinend die bereits in
den Polypen (KoP 15) angereicherten O-Isorhizen weitergegeben. Die Polypen zeigten,
wenn sie aus der Halterungssalinitat 15 stammten, in der Halfte der untersuchten Praparate

einen Uberhang von O-lsorhizen gegeniiber den Eurytelen. Bei der Untersuchung der
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Nordsee-Polypen war das nur in drei von zehn Tieren der Fall. Die hohe Zahl der O-
Isorhizen in Polypen und Ephyren der Salinitat 15 hdngen wahrscheinlich direkt zusammen.
Wahrend der Abschnirung der Ephyren in der Strobilationsphase werden die Nematocysten
offensichtlich in das Gewebe der Ephyren integriert. Die Anzahl der im Ephyrengewebe zu
findenden O-Isorhizen ist demzufolge um so gréRer, je hdher die Menge der O-lsorhizen in

den Polypen ist.

Die Nematocysten der Nordsee-Ephyren waren signifikant groRer als in den Ostsee-
Ephyren. Die Durchmesser der Tiere aus den beiden Halterungssalinitdten waren annahernd
gleich, so dass ein direkter Zusammenhang zwischen der GrofRe der Ephyren und der
KapselgroRe auszuschlieRen ist. Die Unterschiede der Nematocystengrofien der Ephyren
sind mit groRer Wahrscheinlichkeit in den KapselgroRen der Polypen zu suchen, von denen
die Ephyren wahrend der Strobilation abgeschniirt werden und von denen die Ephyren mit
Nesselkapseln primar ausgestattet werden. Die den Ephyren mitgegebenen Nesselkapseln
entsprechen den GroéRenverhaltnissen der Nematocysten der Polypen und sind somit in den

Nordsee-Ephyren tendenziell groRer als in den Ostsee-Ephyren (s. Kapitel 3.2.4.3, S. 52).

4.2.7 Interstadienvergleich - Nematocysten in Polypen, Ephyren und Medusen in

funktionell gleichen Korperteilen

Es wurden Lebensstadien Ubergreifende Vergleiche zwischen funktionell gleichen
Korperteilen der Polypen, Ephyren und Medusen durchgefihrt.

Der Vergleich der Anzahl der a-Isorhizen in Tentakeln von Polypen und Meta-Ephyren zeigte
signifikant mehr Kapseln in den Polypententakeln. Die hohere Dichte in dem sessilen
Stadium ist mit dem Modus des Beutefangs zu erklaren, der beim Polypen ausschlieRlich mit
Hilfe der Tentakel erfolgt. Die Meta-Ephyren als Ubergangsstadium zwischen Ephyre und
Meduse durchlaufen eine Phase der Umstellung hinsichtlich der Art des Beutefangs. Bei den
Ephyren wird die Beute wahrend des Schwimmens hauptsachlich mit Hilfe der Randlappen
gefangen. Mit Beginn der Tentakelbildung wird die Beute mehr und mehr mit diesem
Korperteil gefangen bis dieses schliellich eines der wichtigsten Kérperteile zum Ergreifen
von Beute wird und eine sehr hohe Kapseldichte aufweist (Higgens et al. 2008).

Ein Vergleich der Anzahl von Nematocysten in den Randlappen von Ephyren und Medusen
ergab eine signifikant hohere Anzahl von O-Isorhizen in den Ephyren. Dieser Unterschied
kann wiederum mit den unterschiedlichen Beutefangmodi der beiden Lebensstadien
begrindet werden. Wahrend die Ephyren die Beute Uberwiegend durch Bewegung der
Randlappen zum Mundrohr hin aus dem Wasser siebt, sind die Tentakel die wichtigsten

Korperteile, mit denen die Medusen ihre Beute fangt (Costello & Colin 1995, Higgens et al.
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2008). In den Medusen spielen die Randlappen eine wesentlich geringere Rolle beim
Beutefang als in den Ephyren.

Die Nesselkapseln des Polypenrestgewebes waren tendenziell grof3er als im Restgewebe
der Ephyren. Die groReren Polypen-Nematocysten kdnnen ein gréReres Toxinvolumen
enthalten und daher mit einem groReren toxischen Potential vorbeischwimmende Beute
sicher paralysieren. Eine weitere mdgliche Erklarung sind langere Nesselfaden in den
grolieren Nematocysten, mit denen die sessilen Tiere eine groflere Reichweite beim

Beutefang erreichen.

Die a- und O-Isorhizen in den Randlappen der Medusen waren groRer als die der Ephyren.
Wahrscheinlich besteht ein Zusammenhang zwischen der Menge der gefangenen Beute und
den Schirmdurchmessern der Ephyren (Jungmedusen) und den ausgewachsenen Medusen.
Es wurde beobachtet, dass die Zunahme von Medusenschirmdurchmessern mit einer
VergrdlRerung der Beutetiere und einer Erhdhung der Beutezahl pro Meduse einhergehen
(Bamstedt et al. 1994, Suchman & Sullivan 2000, Kintner et al. 2005). Das Fangen gréRerer
Beute wird vermutlich z. T. durch die Erhéhung der injizierten Toxinmenge ermoglicht. Dies
kann durch die VergréRerung der Kapselanzahl oder des Kapselvolumens geschehen. Es ist
energetisch gunstiger, groflere und somit héher volumige Kapseln zu bilden als die Anzahl
der Nematocysten zu steigern, da die Bildung von mehr Kapseln einen erhdhten

Energiebedarf durch den Aufbau der Kapselwand und des —fadens bedeuten.

4.2.8 Zusammenfassung der lichtmikroskopischen Nematocysten-Untersuchungen

Die Verteilung der Nematocysten im Polypen war klar an die Ernahrungsweise dieses
Lebensstadiums angepasst. Die Menge der Beute sowie die Haufigkeit der Aufnahme von
Futter hatten keinen starken Einfluss auf die Gréken der Nematocysten. Der Einfluss dieser
Parameter auf die Anzahl von Nematocysten war gering. Bestimmte Kapseltypen konnten
durch eine haufige Verfugbarkeit von Futter nicht schnell genug nachgebildet werden. Die
Halterungssalinitat hatte offensichtlich einen indirekten Einfluss auf die Nematocysten der
Polypen. Die geringere GréfRe der Polypen in Wasser der Halterungssalinitdt 15 und 20

bedingte signifikant kleinere a-Isorhizen und Eurytelen.

Bei den Ephyren liefien die Verteilung der Nematocysten und die Ansammlung von Kapseln
in den Spitzen der Randlappen Ruckschlisse auf den schwimmenden Beutefangmodus
dieses Lebensstadiums zu. Der Vergleich der Nematocysten in verschieden alten Ephyren
zeigte eine Verlagerung bestimmter Nematocystentypen wahrend der Ontogenese. Das
anfangliche Durchsieben des Wassers mit dem Ephyrenschirm wurde im Laufe der

Entwicklung zum Fangen der Beute mit Tentakel und Mundlappen. Die Verlagerung der
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Nesselkapseln korrelierte deutlich mit der Anderung des Beutefangmodus wahrend der
Entwicklung der Tiere. Die Futterart hatte bei den Ephyren keinen Einfluss auf die Anzahl
und Verteilung sowie die Grole der verschiedenen Kapseltypen. Bei Ephyren aus
unterschiedlichen Salinitdten waren die Anzahl der Nematocysten und ihre GroRRe direkt von
Anzahl und Gréle der Kapseln in den Polypen abhangig, von denen die Ephyren durch
Strobilation gebildet wurden. Die Verteilung der Nematocysten im Gewebe der Ephyren aus

unterschiedlichen Halterungssalinitaten war gleich.

Die Korperteile der Medusen haben wahrend des Beutefangs klare Aufgaben, was sich in
der Ausstattung mit Nesselkapseln widerspiegelte. Die Beute wird fast ausschlieRlich mit
Tentakeln und Mundlappen gefangen. Oberflachen und Koérperregionen der Meduse, die
nicht dem Beutefang dienen, waren praktisch kapselfrei. Im Gewebe grolierer Medusen
waren sowohl die Anzahl als auch die Gro3e der Nematocysten in den fiir den Beutefang
wichtigen Koérperteilen erhoéht, was ein Hinweis auf ein starkeres toxisches Potential sein
kann. Im Verdauungsraum war der Trend jedoch umgekehrt. Hier waren Anzahl und GroRe
der Kapseln in den kleinen Tieren grof3er. Der Grund hierflr kdnnte eine gesteigerte Effizienz

der Verdauung sein.

4.3 Volumenvergleich

Da die Nesselkapseln ein Speicher- und Injektionsinstrument fir Giftstoffe sind, ist der
Rauminhalt der Kapseln ein relevanter und geeigneter Vergleichsparameter. Die Volumina
aus den Langen- und Breitenmessungen wurden dafir errechnet und miteinander
verglichen.

Die Nematocysten der Polypen lagen im Vergleich zu den Kapseln von Ephyren und
Medusen in einem mittleren Volumenbereich. Betrachtet man die gesamte GroRenverteilung
aller Kapseln, nahmen die Polypen keine klare Position ein, sie enthielten Nematocysten, die
sowohl im oberen als auch im unteren Volumenbereich lagen.

Die Nematocysten der Ephyren zeigten bei fast allen Kapseltypen, auler den Eurytelen,
tendenziell die kleinsten Volumenwerte. Ein kleineres Kapselvolumen bedeutet eine kleinere
Menge injizierbarer Toxine, sagt jedoch nicht zwangslaufig etwas lber das toxische Potential
aus. Bei den Untersuchungen der Nematocysten hinsichtlich ihres Proteininhaltes (Kapitel
3.3, S. 59) wurde festgestellt, dass die Ephyren-Nematocysten insgesamt Spektren
schlechter Qualitat mit niedrigen Signalintensitaten lieferten. Dies kann als Hinweis auf
instabile Proteine in den Kapseln oder geringe Proteinkonzentrationen gedeutet werden.

Die lichtmikroskopischen und chemisch-analytischen Ergebnisse (geringes Kapselvolumen
und wahrscheinlich geringe Menge nutzbarer Proteine) deuten also darauf hin, dass die

Toxine der Nesselkapseln in Ephyren von untergeordneter Bedeutung als Werkzeuge flr
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den Beutefang sind. Bei den Ephyren spielt mdglicherweise die Bewegung der Randlappen
und das Herausfiltern von Nahrung aus dem Wasser wahrend des Schwimmens eine
groliere Rolle als die in den Kapseln enthaltenen Toxine.

Die Medusen hatten die Nematocysten mit den gréten Volumina, mit Ausnahme der
Eurytelen. Besonders auffallig ist der Trend zu den grofien Kapselvolumina in den Medusen
bei den A- und O-Isorhizen. Die A-Isorhizen in den Tentakeln hatten ein Volumen von bis zu

4683 pm> (Meduse Schirmdurchmesser 55 cm) und geben eventuell einen Hinweis auf die
wichtige Rolle dieses Kapseltyps beim Beutefang. 4683 um?® entsprechen 4,683*10° L,
d. h. fur 1 yL Toxinmischung bendtigt die Meduse 213 538 Nesselkapseln dieses Typs. An

diesem Wert ist die enorme Syntheseleistung erkennbar, die eine Qualle aufbringen muss,
um ihre komplexe Giftmischung zu verpacken.

In der Literatur liegen bisher nur wenige Daten zum Kapselvolumen von C. capillata vor.
Colin & Costello (2007) geben keine konkreten Zahlenwerte an. Die aus einem Diagramm
entnommenen Werte lagen im Schnitt etwas unter den in der vorliegenden Arbeit ermittelten.
Ein Vergleich mit den Werten von Colin & Costello (2007) ist jedoch nur eingeschrankt
mdglich, da die Autoren keine Angaben Uber die Schirmdurchmesser der Versuchsmedusen
machen und die Nematocystengréle und das Volumen offensichtlich vom
Schirmdurchmesser der Meduse abhangig ist.

Die Medusen waren tendenziell mit den groRten Nematocysten ausgestattet, die Ephyren
trugen eher kleinvolumige Kapseln in ihrem Gewebe. Die Nematocysten der Polypen hatten

Volumina im mittleren Bereich.

4.4 Proteininhalt der Nematocysten

Die Kombination von LMPC als Methode zur Separierung von Nematocysten mit einer
massenspektrometrischen Analyse erlaubte erstmals die Untersuchung des Proteininhaltes
einzelner Kapseltypen.

Die LMPC-Methode wurde urspriinglich zur Isolierung von Zellen aus Zellkulturen entwickelt
(Burgemeister & Stich 2004, Niyaz 2004, Burgemeister 2005). Im Gegensatz zum Arbeiten
mit histologischen Praparaten oder adharent wachsenden Zellkulturen, lagen die Kapseln in
Suspensionen vor. Eine besondere Herausforderung bestand darin, genug Laserenergie
zum Transport der Kapseln in den Auffangtropfen aufzubringen, diese jedoch dabei nicht
entladen zu lassen oder zu zerstéren. Daher war eine Anpassung an die Anforderungen fir
das Arbeiten mit einer Kapselsuspension notwendig (Wiebring 2008). Die Kapselseparierung
mit LMPC wurde weiter optimiert, um sie in dieser Form das erste Mal als Routinewerkzeug
zu nutzen (Wiebring et al. 2010a, Wiebring et al. 2010b).

Die Separierung verschiedener Kapseltypen wurde bisher mit wenigen Methoden erprobt, so

z. B. mit Hilfe von Sedimentation in einer Triton X-100-Lésung (Weber 1990), Zentrifugation
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mit Hilfe eines Dichtegradienten (Endean & Rifkin 1975) und Trennung verschiedener
Kapseltypen mit einem Zellsortierer (Burnett et al. 1986). Die so erhaltenen
Nematocystenproben enthielten zu einem hohen Prozentsatz einen bestimmten Kapseltyp,
jedoch auch unerwilnschte Nematocysten. Die Nematocysten wurden zur Entladung
gebracht und der Inhalt auf Wirksamkeit und Proteininhalt hin untersucht. Endean & Rifkin
(1975) fanden fir zwei der drei separierten Kapseltypen keine Wirkung auf Muskelzellen,
wogegen die Inhaltsstoffe des dritten Kapseltyps zu eine LAhmung von Muskelzellen fihrte.
Die von Burnett et al. (1986) erhaltenen Wirkstoffe aus Nematocysten von Physalia physalis
(Linnaeus, 1758) hatten in vitro eine ahnliche Wirkung. Ein in vivo-Test mit Mausen
scheiterte an zu wenigen separierten Nesselkapseln und einem zu geringem Toxinvolumen.
Die Analyse der Kapselinhaltsstoffe mit Gelelektrophorese zeigte in den separierten
Kapseltypen sowohl (bereinstimmende Proteinkomponenten als auch fir einzelne
Kapseltypen spezifische Proteinbanden.

Die in der vorliegenden Arbeit angewandte Methode der kontaktfreien
Nematocystenseparierung lieferte sehr reine Proben, die nur den gewlnschten Kapseltyp
enthielten. Dadurch wurden Untersuchungen zum Proteininhalt einzelner Kapseltypen
ermoglicht.

Die eingesetzte massenspektrometrische Methode MALDI-TOF zur Analyse des
Kapselinhaltes ergab schon bei quantitativ relativ kleinen Nematocystenproben (50-200
Kapseln) aussagekraftige Ergebnisse. Im Vorfeld war jedoch eine Anpassung der
Probenpraparation an die Untersuchung der Nematocysten notwendig.

Der Zeitpunkt der Entladung der Kapseln war von entscheidender Bedeutung fir die Analyse
der Proteine. Der Entladungszustand der Nematocysten konnte wahrend des gesamten
Arbeitsablaufes (Abb. 25, S. 61) lichtmikroskopisch Uberprift werden. Auf den fiir die
Massenspektrometrie verwendeten Glastargets wurden in vielen Fallen keine Kapseln
gefunden, in der anschlieRenden Untersuchung mit MALDI-TOF-MS konnten jedoch Massen
detektiert werden. Dies spricht fir eine Entladung zumindest eines Teils der Kapseln
unmittelbar nach der Zugabe der Matrix in das AuffanggefaR und eine Ubertragung eines
Protein-Matrix-Gemisches auf das MALDI-Target (Kapitel 2.3.3, S. 29). Die Matrix besteht
u. a. aus den organischen Sauren Trifluoressigsaure (TFA) und Sinapinsaure. Die Entladung
der Nematocysten von C. capillata durch verdinnte Sduren wurde auch von anderen
Autoren in situ beobachtet (Fenner & Fitzpatrick 1986, Kem & Ostman 1991). Eine Entladung
der isolierten Nematocysten kann nicht ausgeschlossen werden. Es ist auRerdem mdglich,
dass ein Teil der Nematocysten in einem spateren Arbeitsschritt, beim lonisierungsprozess

durch die Anregung des Lasers, entladen wurden und ihren Kapselinhalt abgaben.



4. Diskussion 84

Da bisher keine detaillierten Studien zur Aufklarung der Zusammensetzung und Strukturen
des Proteininhaltes einzelner Kapseltypen aus Nesseltieren vorliegen, beinhaltet die
Diskussion vor allem eine generelle Beschreibung und einen Vergleich der verschiedenen
Untersuchungsgruppen. Es hat sich gezeigt, dass der Vergleich einzelner detektierter
Massen in den Spektren wenig Ziel fuhrend ist. Vielmehr werden die Komplexitat der
einzelnen Spektiren verschiedener Lebensstadien und Untersuchungsgruppen und sich
eventuell ergebende Muster der auftretenden Molekilmassen miteinander verglichen, um
eine Ubersichtliche Beurteilung zu erstellen. Die detektierten Massen geben dabei Hinweise
auf die Komplexitat der in den Kapseln enthaltenen Toxingemische. Je spezifischer ein Toxin
in Bezug auf bestimmte Bindungsstellen im Beuteorganismus ist, desto hoher ist seine
Wirksamkeit. Eine Proteingrundausstattung der Kapseln mit kleinen Modifizierungen der
Proteinkomponenten gibt den Nesseltieren die Moglichkeit, ein grolies Beutespektrum
abzudecken (Forth et al. 1992).

4.4.1 Proteininhalt der Nematocysten von Polypen

Die Massenspekiren der analysierten Polypen-Nematocysten (Eurytelen und a-lsorhizen)
enthielten zu zwei Clustern verdichtete Massenbereiche (4 300-6 100 Da und 7 500-8 500
Da). Diese Bereiche mit einer héheren Dichte detektierter Massen traten in beiden
untersuchten Nematocystentypen und in allen Untersuchungsgruppen der Polypen auf.
Innerhalb der Cluster war ein Grofdteil der Massen in beiden untersuchten Kapseltypen zu
finden und nicht auf Eurytelen oder a-Isorhizen beschrankt.

Die Futterungsfrequenz und die Menge der Fitterung hatten einen leichten Einfluss auf die
Inhaltsstoffe der Nematocysten. Die ein Mal pro Monat gefltterten Polypen zeigten eine
Tendenz zu insgesamt weniger detektierbaren Massen in den Inhaltsstoffen der
Nematocysten als die Tiere der Kontrollgruppe und die der oft gefltterten Polypen. Ein
moglicher Grund koénnte in der geringeren Verfugbarkeit von Nahrstoffen und somit Energie
zur Produktion der Nematocysten und der Toxine bzw. im Fehlen von Baustoffen flr die
Toxine durch die seltene Fltterung mit Artemia-Nauplien gewesen sein. Infolge dessen
wurden vermutlich weniger komplexe Toxine mit einer geringeren Menge an
Proteinkomponenten gebildet. Die Fahigkeit zum Beutefang war dadurch jedoch nicht
eingeschrankt.

Der Vergleich der Nematocysten, die aus Polypen in verschiedenen Salinitaten (20 und 35)
gehaltert worden waren, zeigte geringe Unterschiede der detektierten Massen. Auch die
Halterungssalinitat hatte demnach einen leichten Einfluss auf den Proteininhalt der
Nematocysten. In mehreren Arbeiten wurde durch Erniedrigung der Salinitadt ausgeléster
Stress und Auswirkungen auf den Proteinstoffwechsel bei verschiedenen marinen
Organismen untersucht (Tedengren & Kautsky 1986, Groth & Theede 1989). Die
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Sandklaffmuschel (Mya arenaria, Linnaeus, 1758) und die Miesmuschel (Mytilus edulis,
Linaeus, 1758) z. B. wiesen eine erhOhte Exkretionsrate fur Ammoniak und Stickstoff auf,
was auf einen erhdhten Proteinabbau bei einem katabolen Stoffwechsel hindeutete. In dieser
Arbeit wurde auch festgestellt, dass Organismen in niedrig salinem Wasser kleiner als ihre
Artgenossen in hoher salinem Wasser sind. Dies kann ebenfalls ein Anzeichen flir einen
energiesparenden Stoffwechsel verbunden mit Proteinabbau sein. Die erniedrigte
Halterungssalinitat der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Polypen wirkte sich
vermutlich nicht nur auf das Wachstum der Polypen, sondern auch negativ auf die Bildung
der proteinaren Toxine aus. Dies kann zu einem insgesamt etwas weniger komplexen
Massenmuster in den Proteinen der Polypennesselkapseln der Halterungssalinitat 20 gefiihrt

haben.

4.4.2 Proteininhalt der Nematocysten von Medusen

Die in den Medusenkapseln detektierten Massen lagen in einem Bereich von 3 300 Da bis
17 000 Da. Im kleineren Massenbereich von 3 300 Da bis 5 700 Da war eine hohe Dichte
von Molekilmassen zu erkennen. Die Molekilmassen der einzelnen Toxinkomponenten
verschieden groRer Medusen zeigte ein etwas komplexeres Muster der Nematocysten-
Inhaltsstoffe der mittelgroRen und der groRen Meduse als in den kleineren Tieren.

Helmholz et al. (2007) und Long & Burnett (1989) stellten bei einem Vergleich der
Kapselproteine aus Medusen mit verschieden grofen Schirmdurchmesser fest, dass die mit
Gelelektrophorese analysierten Kapselinhalte in den Tentakeln und in den Mundlappen
grolierer Medusen eine hohere Komplexitat aufwiesen als in denen kleinerer Medusen. In
einer anderen Arbeit fanden Helmholz et al. (akzeptiert) bei dem Vergleich der Toxine einer
grolen Meduse (Schirmdurchmesser 55 cm) mit kleineren Tieren (Schirmdurchmesser 10-20
cm, durchschnittlicher Schirmdurchmesser 14,8 cm) mit Hilfe von Gelelektrophorese ein
komplexeres Bandenmuster in den Proteinen der grolen Meduse als in dem der kleineren
Tiere. Aullerdem wurde mit Hilfe von Zelltests eine starkere Wirkung der Toxine auf
Kiemenzellen ermittelt, die aus Tentakel-Nematocysten der grolRen Meduse isoliert worden
waren. Die aus den Kapseln der grof’en Meduse isolierten Proteine waren doppelt so
neurotoxisch wie das Kapselmaterial der Gruppe der kleineren Medusen. Diese Arbeiten, die
mit Gesamtvenom aller Nematocystentypen durchgefihrt wurden, bestatigen die Hypothese
einer komplexeren Toxinmischung in gréReren Organismen, wie sie auch hier mit einzelnen
Nesselkapseln aufgestellt werden kann.

Hinsichtlich des Einflusses der Salinitdt der Umgebung wurde festgestellt, dass das Muster
der detektierten Massen in den Spektren der Ostseemedusen etwas weniger komplex war.
In diesem Zusammenhang wiesen Helmholz et al. (2010) bei C. capillata nach, dass das

Venom, welches aus den Nematocysten der Mundlappen von Ostseemedusen isoliert
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worden war, eine geringeren Wirksamkeit auf Fischkiemenzellen hatte als bei Tieren aus der
Nordsee. Viele Organismen aus Wasser mit niedriger Salinitdt haben eine geringere
EndgréfRe als Tiere derselben Spezies in Wasser mit héherem Salzgehalt. (Remane 1958,
Tedengren & Kautsky 1986, Groth & Theede 1989). Ein vermuteter Grund ist ein erhéhter
Abbau von Proteinen durch den osmotischen Stress, dem die Tiere in dem fir sie nicht
optimalen Habitat mit der niedrigeren Salinitat ausgesetzt sind. Die geringere Komplexitat
der Proteininhaltsstoffe in den Kapseln der Ostsee-Medusen, also das Fehlen einiger
Komponenten im Proteingemisch bzw. fehlenden Modifizierungen der Proteine, steht
wahrscheinlich in direktem Zusammenhang mit der geringeren Salinitat der Fanggebiete der
in der vorliegenden Arbeit untersuchten Ostseemedusen. Auch ein indirekter Einfluss der
Salinitat Uber die geringere Grolke der Beute der Medusen ist denkbar. Aus dem
Vorhandensein kleinerer Beutetiere konnte ein Nahrstoff- und Energiemangel entstehen, der

sich in einer weniger komplexen Toxinzusammensetzung auflern konnte.

4.4.3 Stadieniibergreifender Vergleich des Proteininhaltes

Das bioanalytische Verfahren zum Nachweis und zur Strukturaufklarung von Proteinen
MALDI-TOF-MS ist eine qualitative Methode. Uber die Signalintensitat kann nicht auf die
Menge bestimmter Toxinkomponenten in den Nematocysten geschlossen werden. Die
Qualitat der Spektren kann trotzdem als erster Hinweis auf die Konzentration der Toxine
gewertet werden. Auffallig war, dass die Spektren der analysierten Nematocysten von
Ephyren trotz vergleichbarer Anzahl der untersuchten Nematocysten wie bei Medusen und
Polypen, also gleicher ProbengrofRe, qualitativ schlecht waren. Die Signalintensitat in den
Kapselspektren der Ephyren war in den meisten Fallen so niedrig, dass keine Auswertung
erfolgen konnte. Dies kann bei den frisch abgelésten Ephyren (wenige Tage alt) daran
liegen, dass sie ihre Nematocysten wahrend der Strobilation von den Polypen erhielten (s.
Kapitel 4.2.6.4, S. 78). Die in diesen alteren Kapseln enthaltenen Proteine waren zum
Zeitpunkt der massenspektirometrischen Untersuchungen eventuell bereits zu einem
gewissen Teil abgebaut. Daraus resultierten Massenspektren mit niedrigen
Signalintensitaten. Einige Ephyren wurden Uber einen langeren Zeitraum (zwei bis drei
Wochen) gehaltert und taglich mit Artemia-Larven gefuttert. Nach Fixierung und
mikroskopischer Auswertung zeigte sich, dass Kapseln im Gewebe vorhanden waren. Ein
Verbrauch und eine Neubildung der Nematocysten hatten demnach stattgefunden. Auch
massenspektrometrische Untersuchungen dieser ,frischen Nematocysten ergaben Spektren
mit niedrigen Massenpeaks. Dies konnte mit der Art des Beutefangs der Ephyren
zusammenhangen, die ihre Beute permanent wahrend des Schwimmens mit Hilfe einer
durch das Tier erzeugten Wasserstromung fangen (Higgens et al. 2008). Die Nematocysten

spielen als Werkzeug fur die Injektion von Toxinen moglicherweise eine untergeordnete
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Rolle. Fur die niedrige Signalintensitat bei der Untersuchung der Proteininhaltsstoffe von
Ephyren-Nematocysten kommen demnach mehrere Grinde in Frage.

Die sich aus dem Nematocysteninhalt von Polypen ergebenden Spektren zeigten dagegen
stets Signale mit einer hohen Signalintensitat. Ein mdglicher Grund fir die Unterschiede der
Spektren der beiden untersuchten Lebensstadien Ephyre und Polyp sind die mit
Lebensweise und die Art des Beutefangs begriindeten Unterschiede des Bedarfs an
Toxinen. Der sessile Polyp fangt vorbei schwimmende Beute mit seinen Tentakeln und ist
auf schnell und in ausreichendem Malie paralysierende Toxine angewiesen.

Die Signalintensitaten der Massen in den Spektren der Medusen zeigten eine mittlere bis
hohe Signalintensitat und stimmten in etwa mit der Qualitat der Polypenspektren Uberein.
Der Vergleich der Spektren von Polypen und Medusen zeigte jedoch auffallige Unterschiede
der detektierten Massen. Die in den Polypen gefundenen Massen waren zu zwei Clustern
verdichtet, die Massenspektren der Medusen dagegen waren meist durch das
Vorhandensein nur eines Massenclusters gekennzeichnet. Dass diese Abweichungen in der
Proteinzusammensetzung der Nesselkapseln Unterschiede im toxischen Potential der
Polypen und Medusen nach sich ziehen, ist unwahrscheinlich. In mehreren Arbeiten
durchgefuhrte in vitro Toxinuntersuchungen zeigten ahnliche Werte fur die cytotoxische und
hamolytische Wirkung von Anemonen- und Medusentoxinen auf Zellen. Diese Ergebnisse
sprechen fur ein dhnliches toxisches Potential von pelagischen und sessilen Lebensstadien
(Gusmani et al. 1997, Helmholz et al. 2007, Helmholz et al. 2011, Helmholz et al., akzeptiert,
Macek & Lebez 1988, Khoo et al. 1997, Lanio et al. 2001). Die Ursachen fir die in der
vorliegenden Arbeit gefundenen Unterschiede in der Proteinzusammensetzung der
untersuchten Nematocysten verschiedener Lebensstadien sind unbekannt. Mdglicherweise
besteht ein Zusammenhang zwischen der Toxinzusammensetzung der Nesselkapseln und

den unterschiedlichen Beutefangmodi der Polypen und Medusen.

4.4.4 Wiederkehrende Molekiilmassen

Einige Massen waren in beiden untersuchten Lebensstadien und in allen untersuchten
Kapseltypen vorhanden. Dies waren die Massen 5093 Da, 5674 Da und 8 220 Da.
Méglicherweise sind diese Komponenten die ,Grundausstattung® in allen Nematocysten und
allen Lebensstadien. Lassen et al. (akzeptiert) isolierten ein Polypeptid mit einer Masse von
8 217 Da aus dem Gesamtvenom von C. capillata und wiesen eine neurotoxische Wirkung
dieser Komponente auf Neuroblastomzellen von Mausen nach. Dieses CcNT benannte
Polypeptid blockiert die Natriumkanale der Nervenzellmembranen. Die Masse 8 220 Da war
in der vorliegenden Arbeit in allen untersuchten Nematocysten zu finden. In der Literatur
werden die A-lsorhizen als Beute festhaltende (,entangling“) Kapseltypen beschrieben

(Ostman & Hydman 1997, Colin & Costello 2007). Der Nachweis einer neurotoxischen
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Wirkung ist ein erster Hinweis darauf, dass dieser Kapseltyp eine toxische Wirkung auf
neuronale Zellen haben kénnte und beim Beutefang mehr als ein festhaltender
Nematocystentyp ist.

In den meisten Studien wurden das Rohvenom bzw. isolierte Toxinkomponenten
verschiedener Cnidaria-Spezies mit Hilfe von Gelelektrophorese analysiert. So wurden in
Physalia physalis (Linnaeus, 1758) das Physaliatoxin gefunden, ein Glycoproteinkomplex mit
einer Molekilmasse von 240 000 Dalton, der aus drei gleichen Untereinheiten mit je einer
Masse von 80 000 Da aufgebaut ist (Tamkun & Hessinger 1981). Bei Untersuchungen des
Venoms von Pelagia noctiluca (Forskal, 1775) und Chrysaora quinquecirrha (Desor 1848)
ergaben sich nach einer Immunochromatographie Molekilmassen von 16 000 Da bis
175 000 Da bzw. 21 000 Da bis 175 000 Da (Olson et al. 1985). Long & Burnett (1989)
fanden im Venom von C. quinquecirrha ein Hamolysin mit einer Molekilmasse zwischen
6 000 Da und 10 000 Da. Die nach einer Immunosorbent-Chromomatographie gewonnenen
Fraktionen zeigten in der Arbeit von Cobbs et al. (1983) Molekilmassen von 25 000 Da bis
190 000 Da. Nagai et al. (2000a) isolierte Toxine aus Carybdea rastoni. Diese Toxine, CrTX-
A und CrTX-B, hatten bei der Untersuchung mit Gelelektrophorese die Massen 43 000 Da
bzw. 46 000 Da. In weiteren Untersuchungen wurden fur die isolierten Toxine CaTX-A und
CaTX-B aus Carybdea alata Massen von 43 000 Da bzw. 45 000 Da gefunden (Nagai et al.
2000b). Der Nachteil der Gelelektrophorese ist die relativ niedrige Genauigkeit, mit der die
Molekllmassen der untersuchten Toxinkomponenten bestimmt werden koénnen. Die
Untersuchung des Proteininhaltes der Nematocysten mit MALDI-TOF-MS in der
vorliegenden Arbeit erlaubte eine wesentlich hdhere Massenaufldsung und somit eine sehr
viel genauere Untersuchung des Proteininhaltes als mit Gelelektrophorese und
vergleichbaren Methoden.

Die Analyse von isolierten Toxinen aus der Klasse der Anthozoa (Blumentiere) ergab
Peptide und Proteine, die zu vier Gruppen zusammengefasst wurden (Anderluh & Macek
2002). Die Molekilmassen dieser Peptide reichen von einem Bereich von 5 000-8 000 Da
(Gruppe |, Poren formend) bis hin zu einem Cytolysin (Gruppe V) mit einer GréRe von
80 000 Da, welches aus der Seenelke Metridium senile (Linnaeus, 1767) isoliert wurde. Der
Vergleich dieser Werte mit den in dieser Arbeit gefundenen Molekilmassen zeigte eine
Uberschneidung mit den kleineren Peptiden der Gruppe |, die in Anthozoa gefunden wurden.
Dies kann ein erster Hinweis darauf sein, dass einige der mit MALDI-TOF-MS detektierten
Peptide Poren in Zellmembranen formen. Eine endgultige Zuordnung einer Wirkung der
einzelnen Peptide ist jedoch erst nach Untersuchung der Komponenten in Zellassays
moglich.

Ein Vergleich der in den Nematocysten gefundenen Molekilmassen mit denen, die in

Toxingemischen der Gattung Conus (Kegelschnecken) gefunden wurden, zeigt vor allem im
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niedrigen Massenbereich ahnliche Werte. Die aus Conus marmoreus Linnaeus, 1758
isolierten Proteine mit den Massen 3488 Da bzw. 3405 Da blockierten
spannungsgesteuerte Natriumkanale (Mcintosh et al. 1995). Toxinkomponenten in den
Nematocysten in diesem Massenbereich von C. capillata haben eventuell eine ahnliche

Wirkung.

5 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit waren die Beschreibung des Einflusses biotischer und abiotischer Faktoren
auf die Lage und Morphologie der Nematocysten in drei Lebensstadien von Cyanea capillata
sowie die Analyse der Proteininhaltsstoffe der Kapseln.

Die GroRRe und Anzahl der Nesselkapseln wurden in Ephyren und Medusen im Laufe ihrer
Ontogenese analysiert. AuRerdem wurde der Einfluss biotischer (Futtermenge,
Fatterungshaufigkeit, Futterart) sowie abiotischer (Salinitat) Faktoren auf die Nematocysten
von Polypen und Ephyren unter kontrollierten Bedingungen untersucht. Durch die
kontaktfreie mikromanipulative Separierungsmethode LMPC (Laser Microdissection and
Pressure Catapulting) war es erstmals méglich, verschiedene Kapseltypen voneinander zu
separieren und ihre Proteininhaltsstoffe massenspektrometrisch mit MALDI-TOF (Matrix
assisted laser desorption/ionisation time-of-flight) zu untersuchen. Auf diese Weise konnten
die Inhaltsstoffe der Nematocysten aus verschiedenen Lebensstadien verglichen sowie der
Einfluss von Salinitat und Futter analysiert werden.

Die Auswertung der Ergebnisse zeigte eine deutliche Anpassung der Kapselverteilung und
-anzahl an den Beutefangmodus des jeweiligen Lebensstadiums. Die Polypen wiesen eine
hohe Kapseldichte in den Tentakeln auf. Im Gewebe der Ephyren war die ,Verlagerung“ von
Kapseln aus den Randlappen in die sich spater entwickelnden Tentakel auffallig, was als
Anpassung an den veranderten Beutefangmodus zu deuten ist. Die Medusen, die ihre Beute
mit Tentakeln und teilweise den Mundlappen fangen, zeigten in diesen Korperteilen die
hochste Kapseldichte. In diesem Lebensstadium wurde aullerdem eine Erhdhung der
Nematocysten pro Kapselbatterien in den Tentakeln von Tieren mit einem groReren
Schirmdurchmesser beobachtet. Variierende biotische und abiotische Faktoren zeigten einen
Einfluss auf die Nematocysten von Polypen und Ephyren. So fuhrte eine erhohte
Futterungsfrequenz und Futtermenge bei den Polypen dazu, dass bestimmte Kapseltypen
nicht schnell genug nachgebildet werden konnten und somit nicht in den Tentakeln
vorhanden waren. Die Futterart Ubte bei den Meta-Epyhren keinen Einfluss auf die
Verteilung der Nematocysten im Gewebe aus. Die Salinitat hatte keinen direkten Einfluss auf
die Kapselverteilung und —anzahl in Polypen. Es wurde zwar eine erhdéhte Anzahl von O-
Isorhizen in Polypen der Halterungssalinitat 15 beobachtet, die wahrscheinlich jedoch mit

einer kurz bevorstehenden Strobilation der untersuchten Tiere in Verbindung stand. Die
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Kapselausstattung der Ephyren hing von der der Polypen ab, von denen sie abgeschnirt
worden waren. So war die Anzahl der O-Isorhizen in den Ephyren der Halterungssalinitat 15
stark erhoht. Die Nematocysten werden durch die Abschnlirung der Ephyren auf diese
verteilt.

Die GroRRen der Nematocysten waren von der GréRRe der untersuchten Tiere abhangig. So
wurde bei den Polypen ein indirekter Zusammenhang zwischen Salinitat und Kapselgréfe
gefunden. Die Polypen aus der Halterungssalinitdt 35 waren durchschnittlich groRer und
hatten gréRere Nesselkapseln als die Tiere aus den niedrigeren Salinitaten 15 und 20. Ein
Vergleich der Polypen der Fltterungsexperimentes (Futterungsfrequenz und Futtermenge)
zeigte nur geringfligige Unterschiede der KapselgroRen, was wahrscheinlich mit den
ahnlichen durchschnittlichen KoérpergroRen der Polypen zusammenhing. Die Kapselgroe
bei den Ephyren war abhangig von der Kapselgrofie der Polypen, von denen sie wahrend
der Strobilation abgeschniirt worden waren. Besonders deutlich war der Zusammenhang
zwischen KorpergroRe und NematocystengrofRe bei den Medusen mit unterschiedlichen
Schirmdurchmessern. Die meisten Kapseltypen waren in dem Tier mit einem
Schirmdurchmesser von 55 cm grof3er als in den kleineren untersuchten Medusen.

Die Berechnung der Volumina der Nematocysten zeigte bei einem Lebensstadien
ubergreifenden Vergleich, dass die Medusen tendenziell die groRten Nematocysten hatten
und die Ephyren durchschnittlich Kapseln mit kleinerem Volumen. Die Werte der Polypen-
Nematocysten lagen in einem mittleren Volumenbereich.

Die  Separierung verschiedener Kapseltypen mit LMPC ermdéglichte eine
massenspektrometrische Untersuchung des Proteininhaltes der Kapseln mit MALDI-TOF.
Die Spektren wurden auf ihre Komplexitat und auf Haupt- und Nebenkomponenten hin
untersucht. Die Spektren, die aus Nematocysten von Polypen generiert wurden, zeigten in
allen Kapseltypen und allen Untersuchungsgruppen zwei Massencluster in den Bereichen
von 4 300-6 100 Da und 7 500-8 500 Da. Die Komplexitat der Massen innerhalb dieser
Cluster war bei den Untersuchungsgruppen sehr ahnlich. Die Spektren unterschieden sich
nur geringfiigig zwischen den Untersuchungsgruppen des Futterungsversuches und der
unterschiedlichen Salinitaten. Die Nematocysten der Ephyren lieferten keine auswertbaren
Spektren, da die Signalintensitaten in allen untersuchten Kapselproben zu niedrig war. Dies
ist ein Hinweis auf geringere Toxinkonzentration oder teilweise abgebaute Proteine. Die
massenspektrometrische Untersuchung der Nesselkapseln aus Medusen zeigte eine
Haufung von Massenpeaks Bereich von 3 300 Da bis 17 000 Da. Der Vergleich der Spektren
zeigte nur geringe Unterschiede zwischen den Kapseln aus Medusen verschiedener
Schirmdurchmesser. Die Nematocysten von Medusen aus der Ostsee hatten tendenziell
weniger komplexe Spektren mit einer geringeren Anzahl detektierter Massen als die von

Medusen aus der Nordsee, was auf eine weniger komplexe Toxinmischung in den Kapseln
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hindeuten kann. Einige Massen waren sowohl in den Nesselkapseln der Polypen als auch in
denen der Medusen zu finden. Dies waren die Massen 5 093 Da, 5 674 Da und 8 220, die

eventuell die ,Grundausstattung” der Kapseln darstellen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss verschiedener biotischer und abiotischer
Faktoren auf die Nesselkapseln analysiert. Das Spektrum der Parameter sollte in zuklnftigen
Arbeiten erweitert werden. So kdnnte der Einfluss der mit dem Klimawandel einhergehenden
Erwarmung der Ozeane auf die Morphologie und den Proteininhalt der Nematocysten unter
kontrollierten Bedingungen im Labor und in Freilandversuchen untersucht werden.

Eine Untersuchung der Wirksamkeit einzelner Kapseltypen in vivo oder in vitro wird mit
grolier Wahrscheinlichkeit nicht moglich sein, da die Anzahl der Nematocysten, die mit Hilfe
von LMPC separiert werden kénnen, zu gering ist. Jedoch ist eine Untersuchung der
Wirksamkeit einzelner Toxinkomponenten aus dem Rohvenom aller Kapseltypen maoglich
und wurde bereits durchgefihrt (Lassen et al., akzeptiert). Eine anschlieende Zuordnung
dieser isolierten Komponenten anhand der Massenspektren kdnnte Aufschllisse Uber die

Unterschiede der Wirksamkeit des Polypen- und Medusenvenoms geben.
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Anhang

Anhang

Tabelle A1: verwendete Gerate und Hersteller

Tierhélterung

Stereomikroskop

Olympus SZ 61, Hamburg, Deutschland

Kamera Altra20, Soft Imaging System, Olympus, Hamburg, Deutschland
Software analySIS, Olympus, Hamburg, Deutschland

Mikroskopie

Stereomikroskop Olympus SZ 61, Hamburg, Deutschland

Kamera Altra20, Soft Imaging System, Olympus, Hamburg, Deutschland
Software analySIS, Olympus, Hamburg, Deutschland

Lichtmikroskop Olympus BX 51, Hamburg, Deutschland

Kamera Color View, Soft Imaging System, Olympus, Hamburg, Deutschland
Software analySIS, Olympus, Hamburg, Deutschland

Statistik

Software WinSTAT, Add-In fiir Microsoft® Excel

Kapselseparierung

Rollermixer Roller Mixer SRT9, Stuart, Staffordshire, GroRbritannien

Zentrifuge Centrifuge 5804 R, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

inverses Lichtmikroskop |PALM® MicroBeam, P.A.L.M. Microlaser Technologies GmbH

(LMPC) (Tochterunternehmen von Carl Zeiss Microlmaging GmbH), Bernried, Deutschland

Software LMPC

PALM” RoboSoftware, Version 3.0-0604

Objekttrager (beschichtet)

PALM® MembraneSlide, PEN-Membran, P.A.L.M. Microlaser Technologies AG, Bernried, Deutschland
MembranSlide 1.0 PEN, Carls Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen, Deutschland

Mikroliterspritze

7002 N, HAMILTON Bonaduz AG, Bonaduz, Schweiz

Massenspektrometrie

Massenspektrometer

Ultraflex Il TOF/TOF, Bruker Datonics® GmbH, Bremen, Deutschland

Probentrager, Glastarget

MTP Slide Adapter Il, Bruker Datonics® GmbH, Bremen, Deutschland

Probentrager, AnchorChip

AnchorChipT'VI 800/384 T F, Bruker Datonics® GmbH, Bremen, Deutschland

Steuerungssoftware

FlexControl 2.4

Annotierungssoftware

FlexAnalysis 2.4

Tabelle A2: verwendete Chemikalien und Hersteller

Mikroskopie

Glyceringelatine

Kaiser’s Glyceringelatine, Merck KGaA, Darmstadt

Kapselseparierung

Octyl-p-D-Glucopyranosid

Merck KGaA, Darmstadt

Massenspektrometrie

Protein-Kalibrationsstandard
(Protein calibration standard I)

Bruker Daltonics® GmbH, Bremen, Deutschland

Sinapinsaure

Bruker Daltonics® GmbH, Bremen, Deutschland

Trifluoressigsaure

Fluka, Selze, Deutschland

Acetonitril

Merck KGaA, Darmstadt
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