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Allgemeine Einleitung

1 Allgemeine Einleitung

1.1 Das Orientierungssystem der Vogel

Der Vogelzug fasziniert die Menschen schon sehr lange. Bereits in der altesten
europaischen Dichtung, der Odyssee heildt es Il 320ff.: ,...den [Menelaos] Sturm und Woge
so weithin Gber das Meer verschlugen, woher auch selbst nicht die Vogel fliegen kdnnen im
Jahre: so furchtbar und weit ist die Reise!” (Pischinger 1904). Die erste wissenschaftlich-
systematische Beschreibung des Vogelzugs stammt von Aristoteles (1 322 v. Chr.). Neben
vielen richtigen und heute noch giiltigen Beobachtungen setzten er und Plinius der Altere
(tf 79 n.Chr.)) auch manch Sonderbares in die Welt, so z. B. die Behauptung, dass
Schwalben nicht zégen, sondern auf dem Grund von Teichen und Seen im Schlamm
Uberwintern wirden. Trotzdem wurden ihre Ansichten bis weit in das 18. Jahrhundert in
wissenschaftlichen Werken wiederholt (Zfg. Curry-Lindahl 1982, Zfg. Lieckfeld & Straal3
2002). Heute ist bekannt, wo die Brutgebiete und die Uberwinterungsquartiere der einzelnen
Zugvogelarten liegen und dass Langstreckenzieher auf dem Zug tausende Kilometer
zurlcklegen konnen. Die Kiistenseeschwalbe (Sterna paradisaea) als beeindruckendes
Beispiel zieht von der Arktis bis zur Antarktis und zurliick (Egevang et al. 2010). Aber auch
Standvogel navigieren zwischen Futterplatz und Nest zielgerichtet. Tauben (Columba livia)
suchen ihr Futter in einem Umkreis bis zu 20 km und steuern dann das Nest im Heimbereich
wieder an. Es stellt sich die Frage, wie Vogel dabei die Orientierung behalten, da bei den
zuriickgelegten Strecken oftmals kein direkter Bezug zum Ziel mehr festgelegt werden kann,
direkter Sichtkontakt beispielsweise ist nicht mehr mdéglich. Fur die Orientierung bedarf es

folglich eines geeigneten externen Referenzsystems (Zfg. R. Wiltschko & Wiltschko 1999a).

1.2 Karte und Kompass

Das Orientierungssystem der Vogel setzt sich aus diversen Komponenten zusammen.
Unabhangig davon gibt es ein allgemein gultiges Orientierungskonzept, das Karte-Kompass-
Prinzip. Dieses — von Kramer (1953, 1957) fur Vogel beschrieben — ist ein Zweischritt-
Orientierungsverfahren. Der erste Schritt besteht darin, den eigenen Standort zu ermitteln
und mit dem Ziel in Bezug zu setzen. Damit wird die Kompassrichtung bestimmt, die spater
in eine konkrete Flugrichtung umgesetzt werden kann. Dieser erste Schritt kann mittels einer
‘erlernten Karte' geschehen oder kann auch durch eine 'angeborene Sollrichtung' wie eine
genetisch festgelegte Zugroute vorgegeben sein. Ein Beispiel flr das Resultat dieses ersten
Schrittes ist: ,das Nest ist westlich des aktuellen Standorts“ und daraus folgt ,fliege Richtung

Osten®. Der zweite Schritt besteht darin, diese Richtung konkret umzusetzen. Hierfur nutzen
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angeboren erlernt
1. Schritt A
Festlegen des angeborene Gradientenkarte ) angestreotes Zie
angestrebten Kurses Sollrichtung Mosaikkarte fiegt in 180° S
z.B. genetisch
festgelegte Zugrichtung
2.Schritt
Umsetzen des Kurses s ‘
mit Hilfe verschiedener Magnetkompass onnenkompass 180° § ist dort
Kompassmechanismen Sternenkompass ) -

Abb. 1.1 Das Karte-Kompass-Prinzip. Der Orientierungsvorgang ist ein Zwei-Schritt-Verfahren.
Im ersten Schritt wird der Kurs festgelegt. Dies kann eine angeborene Zugrichtung sein, oder es
kann der Standort bestimmt und in Bezug zum Ziel gesetzt werden. Im zweiten Schritt wird dieser
Kurs dann mittels eines Kompasses in eine konkrete Flugrichtung umgesetzt. Aus diesem Zwei-
Schritt-Verfahren leiten sich unter anderem Karte und Kompass ab (R. Wiltschko & Wiltschko
1999b mit Ergédnzungen).

Vogel verschiedene Kompassmechanismen. Resultat des zweiten Schrittes ist dann: ,Osten
ist in dieser Richtung“ (Abb. 1.1).

Mit der Karte ist eine innere mentale Repréasentation von dul3eren Faktoren gemeint, durch
die ein Bezug vom aktuellen Standort zum jeweiligen Ziel festgelegt werden kann. Vermutlich
wird sie Uber das Brutgebiet und das Winterquartier, aber auch Uber die Zugstrecke
angelegt. Insgesamt ist die Karte ein multifaktorielles System, in das verschiedenste
Faktoren einbezogen werden kénnen. Um welche es sich dabei handelt, kann selbst fir
dieselbe Art von Vogeln variieren. So orientieren sich Tauben in Pisa verstarkt nach
Gerichen (Zfg. Gagliardo 2013), wéhrend Tauben in Frankfurt vermehrt magnetische
Parameter zur Orientierung verwenden (z. B. R. Wiltschko et al. 1981, 2010a). Grundlegend
geht man davon aus, dass es zwei verschiedene Karten gibt: die Mosaikkarte und die
Gradientenkarte. Die Mosaikkarte setzt sich aus Landmarken zusammen, wie beispielsweise
in Frankfurt die markanten Hochhauser der Skyline als optische Landmarken, und ist auf den
sogenannten Heimbereich begrenzt. Die Gradientenkarte basiert auf geophysikalischen
Gradienten bestimmter Parameter, die sich tber ihren Verlauf kontinuierlich verandern und
mit deren Hilfe der aktuelle Standort extrapoliert und in Bezug zum Ziel gesetzt werden kann.
Auch fir die Gradientenkarte sind mehrere Faktoren vorstellbar, bisher nachgewiesen ist
allerdings nur der Verlauf der Intensitat des Magnetfeldes (siehe Abschnitt 1.3 und Abschnitt
3.1). Diese Karten werden vom Jungvogel erlernt und zeitlebens erweitert (Zfg. R. Wiltschko
& Wiltschko 1999b).
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Um Richtungen ermitteln zu kdénnen, haben Voégel verschiedene Kompassmechanismen.
Wichtig fur einen Kompass ist, dass er sich eines Uberall auf der Erde zugénglichen Faktors
bedient, der unabhangig vom Ort Richtungen vorgeben kann. Hierfir eignen sich
beispielsweise Sonne, Sterne oder das Magnetfeld der Erde. Alle diese Faktoren werden von
Vdgeln zur Kompassorientierung genutzt. Man spricht demgemaf von Sonnen-, Sternen-
und Magnetkompass. Der Sonnenkompass und der Sternenkompass sind erlernt,* wéahrend
der Magnetkompass angeboren ist. Der Magnetkompass ist der einzige, der auf einer
direkten Sinneswahrnehmung beruht (Zfg. R. Wiltschko & Wiltschko 1999a, c).

1.3 Das Erdmagnetfeld

Das Magnetfeld der Erde ist sowohl fiur die Gradientenkarte als auch fir den
Magnetkompass von entscheidender Bedeutung. Es besitzt wie ein Stabmagnet einen Dipol-
Charakter (Skiles 1985, Press & Siever 1995). Die magnetischen Feldlinien treten am

magnetischen Sudpol aus der Erde aus und am magnetischen Nordpol wieder in die Erde

Abb. 1.2 Schematische Darstellung
des Magnetfeldes der Erde. Die
Richtung der Pfeile gibt die Inklination /
an, die Lange der Pfeile die Intensitat. = s
Die magnetischen Pole sind mit roten :

Pfeilen, die beiden geographischen
mit einer schwarzen Achse gekenn-
zeichnet (verandert nach R. Wiltschko
& Wiltschko 1995).

ein. Dadurch wird der Verlauf der Feldlinien bestimmt. Diese zeigen auf der sidlichen
Erdhalbkugel nach oben, auf der nérdlichen nach unten. Lokal ergibt sich durch die Feldlinie

ein Vektor. Sein Winkel zur Horizontalen wird als Inklination, der zu geographisch Nord als

! Zum Erlernen des Sonnenkompasses wird die Veranderung des Sonnenstands im Tagesgang
beobachtet und mit dem Magnetkompass geeicht. Der Sonnenkompass wird wohl auch dem
Jahresgang angeglichen. Auch der Sternenkompass wird durch Beobachtung der Sternenbilder
wahrend des Zuges mit dem Magnetkompass und der Himmelsrotation geeicht. Vermutlich ist der
Magnetkompass nicht geeignet, Richtungen einzuhalten, da Vdgel bevorzugt andere visuelle
Orientierungsfaktoren wie Sonne und Sterne nutzen, die dann von Zeit zu Zeit mit dem
Magnetkompass abgeglichen werden (Zfg. R. Wiltschko & Wiltschko 1999a, c).
3
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Deklination bezeichnet. Die Inklination wird fiir die Nordhalbkugel mit positivem Vorzeichen
notiert und auf der Sudhalbkugel mit negativem. Am Aquator ist sie 0°, das heilt, die
Feldlinien verlaufen parallel zur Erdoberflache, an den Polen erreichen sie maximal 90°, also

zeigen sie senkrecht nach oben bzw. nach unten.

Durch die Lange des Magnetfeldvektors wird die Intensitat dargestellt. Auch diese verandert
sich uber ihren Verlauf von Pol zu Pol: sie ist am Aquator am niedrigsten und an den

magnetischen Polen am héchsten (Abb. 1.2).

Das Magnetfeld der Erde enthélt zahlreiche lokale Anomalien, die durch unterirdische
Erzlagerstatten etc. hervorgerufen werden. An diesen Stellen verlaufen die Isodynamen?
nicht erwartungsgemalf. Es kann auch zu zeitlich befristeten Veranderungen kommen durch
sogenannte Sonnenstirme, so wie es auch tageszeitliche Schwankungen aufweist.
Insgesamt betrachtet hat das Magnetfeld der Erde allerdings eine hinreichende Konstanz
und permanente Zuganglichkeit und ist dadurch gut geeignet, als Referenz fiir ein

Orientierungssystem zu dienen.

1.4 Theoretische Moglichkeiten, das Erdmagnetfeld wahrzunehmen

Prinzipiell sind drei Mdglichkeiten vorstellbar, Magnetfelder wahrzunehmen: durch die
Messung elektromagnetischer Induktion (Kalmijn 1978), durch die magnetische
Beeinflussung chemischer Prozesse (Ritz et al. 2000) und durch die Wechselwirkung mit
permanent-magnetischem Material (Kirschvink et al. 1985). Elektrische Induktion setzt ein
stromleitendes Aul3enmedium (z. B. Meerwasser) voraus und ist so nur bei marinen Tieren
theoretisch vorstellbar. Die Lorenzinischen Ampullen der Knorpelfische sind so sensitiv, dass
sie Anderungen des Magnetfeldes wahrnehmen kénnten, die durch die eigene Bewegung
der Tiere zustande kommen (Murray 1962). Bis jetzt wurde Magnetrezeption auf Basis von
elektrischer Induktion aber bei keinem Tier nachgewiesen. Nach heutigem Erkenntnisstand
nutzen Vaogel fur die Wahrnehmung magnetischer Faktoren sowohl photochemische

Prozesse als auch permanent-magnetisches Material.

Die Mdoglichkeit von Magnetrezeption auf der Basis von chemischen Prozessen wurde
erstmals von Leask (1977) beschrieben. Er nannte sein Modell ,optical pumping model” und
schlug einen auf Licht basierenden Prozess vor, der durch Magnetfelder beeinflusst wird.
Schulten & Windemuth schlugen 1986 ebenfalls einen chemischen Magnetrezeptor vor, der
die physikalische Tatsache nutzt, dass Radikalpaare mit Magnetfeldern interagieren konnen.
Ritz et al. (2000) erweiterten dieses Modell und machten erstmals Voraussagen uber die

Funktionsweise des Systems, die in biologischen Experimenten Uberprift werden konnten.

? Isodynamen sind Linien, die in Karten Orte gleicher magnetischer Stérke miteinander verbinden.
4
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2004 gelang der verhaltensbiologische Nachweis, dass der Magnetkompass der Vogel auf
einem Radikalpaar-Mechanismus beruht, mit dem die Richtung des Magnetfeldes ermittelt
werden kann (siehe auch Abschnitt 2.1.3; Ritz et al. 2004, Thalau et al. 2005).

Magnetrezeption mittels permanentmagnetischen Materials (eisenmineral-basierte oder
magnetit-basierte Magnetrezeption) wurde 1979 von Yorke vorgeschlagen. Magnetit kommt
in verschiedenen GréfRen und Formen vor und kann abhangig davon auf unterschiedliche
Weise magnetsensitiv sein. Es kommt bei Vertebraten oftmals in der Ethmoidregion vor
(Kirschvink et al. 1985). Bei Vogeln, konkret beim Reisstarling (Dolichonyx oryzivorus),
konnten mit elektrophysiologischen Ableitungen am ophthalmischen Ast des Trigeminus
Reaktionen auf die Verdnderung der Intensitdt des Magnetfeldes beobachtet werden
(Beason & Semm 1987; Semm & Beason 1990). Der ophthalmische Nerv innerviert bei
Vogeln den Oberschnabel, der an die Ethmoidregion angrenzt (Stark 1979). In diesem
wurden bei verschiedenen Vogelarten eisenmineralhaltige Strukturen nachgewiesen. Diese
Strukturen wurden als magnetit- und maghemithaltige Dendriten identifiziert (Holtkamp-
Rotzler et al. 1997, Hanzlik et al. 2000, Winklhofer et al. 2001, Fleissner et al. 2003, 2007 a,
Falkenberg et al. 2010). Magnetit bestimmter GroRe und Form kann durch einen starken
magnetischen Puls ummagnetisiert werden, und ein auf Magnetit basierender
Magnetrezeptor kann auf diese Weise gestort werden. In Verhaltensexperimenten wurden
Vogel mit einem solchen Puls behandelt und zeigten danach eine Abweichung von ihrer
Zugrichtung (W. Wiltschko et al. 1994, 1998, 2002a). Junge Vogel hingegen zeigten keinerlei
Beeintrachtigung durch eine solche Behandlung, vermutlich weil sie noch keine Karte
besitzen (siehe auch Abschnitt 3.1.1, Munro et al. 1997). Man schlief3t daraus, dass unter
anderem der eisenmineral-basierte (magnetit-basierte) Magnetrezeptor im Schnabel der

Vogel die Karte mit Information versorgt.

Vogel nutzen also zur Orientierung beide physikalischen Parameter des Erdmagnetfeldes,
die Richtung und die Intensitat. Die Intensitat ist ein Faktor der Gradientenkarte und wird
wahrscheinlich im Schnabel wahrgenommen (R. Wiltschko et al. 2010a), die Richtung wird
vom Magnetkompass genutzt und wird mit dem Auge wahrgenommen (Abschnitt 2.1.2,
W. Wiltschko et al. 2002b).

1.5 Zielsetzung der Arbeit
Diese Arbeit beschaftigt sich mit der anatomischen Grundlage der beiden bei Voégeln

bekannten Magnetsinnesorgane, dem Magnetkompass im Auge und dem Magnetometer im
Schnabel.



Allgemeine Einleitung

Es war bisher nicht bekannt, wo der Rezeptor des Magnetkompasses innerhalb der Retina
lokalisiert ist und welches Protein genau das Rezeptormolekdl fir den Magnetkompass ist.
Cryptochrome werden seit 2000 als potenzielle Rezeptormolekile fir den Magnetkompass
diskutiert, da sie die chemischen Voraussetzungen des physikalischen Modells erfullen (Ritz
et al. 2000). Mittlerweile sind bei diversen Vogelarten verschiedene Cryptochrome in der
Retina nachgewiesen worden (Haque et al. 2002, Mouritsen et al. 2004, Méller et al. 2004,
Watari et al. 2012). Laut dem zugrunde liegenden Modell ist fur das gesuchte
Rezeptormolekil nicht nur die chemische Eigenschaft, Radikalpaare bilden zu kénnen (siehe
auch 2.1.3), sondern auch die Lokalisation im Gewebe und in den Zellen selbst relevant. Ich
habe deshalb die Lokalisation von zwei verschiedenen Cryptochrom-Formen,
Cryptochrom 1a (Cryla) und Cryptochrom 1b (Crylb), in der Retina von Huhnern (Gallus
gallus) und Rotkehlchen (Erithacus rubecula) immunhistologisch und feinstrukturell
untersucht und auf deren Eignung als Rezeptormolekdl hin diskutiert. Weil der
Magnetkompass der Végel nur in bestimmten Wellenlangen des Lichtes funktioniert, habe
ich auch die biochemische Reaktion von Cryla auf verschiedene Wellenlangen des Lichts

betrachtet.

Uber den strukturellen Aufbau des Magnetrezeptors des ‘Magnetometers’ der Vogel ist
bereits mehr bekannt. 1997 wurden bei Tauben eisenhaltige Strukturen in Nervenfasern
(Dendriten) im Oberschnabel beschrieben. Deren Aufbau und Lage macht es wahrscheinlich,
dass es sich um die Magnetrezeptoren handelt, die die Intensitéat des Magnetfeldes messen,
welche in der Karte Verwendung findet (Holtkamp-Rotzler et al. 1997, Hanzlik et al. 2000,
Winklhofer et al. 2001; Fleissner et al. 2003, 2007a). Bislang wurde nur bei Tauben detailliert
beschrieben, wie der intrazellulare Aufbau der Strukturen und deren Anordnung in einer
Feldstruktur aussehen. Ich habe im zweiten Teil meiner Arbeit die Struktur und Anordnung
(Mikroarchitektur) von eisenhaltigen Dendriten bei Hihnern untersucht und mit den Daten
verglichen, die bei Tauben erhoben wurden. Dazu stand auch die Entwicklung dieser
Strukturen bei Huhnerkiken im Fokus. Hierfir habe ich die Lage der eisenhaltigen
Strukturen und die rontgenspektrale Charakterisierung der Eisenoxid-Zusammensetzung im
Verlauf der Ontogenie vom Schlupf bis zum Alter von 4 Wochen beschrieben und mit denen

von adulten Hiihnern verglichen.
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2 Struktur der Magnetrezeptorkandidaten im Auge

2.1 Einleitung

2.1.1 Der Magnetkompass

Dass Vogel die Richtung des Magnetfeldes der Erde zur Orientierung nutzen und somit tber
einen Magnetkompass verfiigen, wurde 1965 von Merkel und Wiltschko entdeckt. Die ersten
Versuche wurden an Rotkehlchen durchgefuihrt. Mittlerweile ist der Magnetkompass an tber
20 Arten von ziehenden und nicht ziehenden Voégeln nachgewiesen worden (Zfg.
W. Wiltschko & Wiltschko 2007). Bei den frihen Versuchen wurde die Zugunruhe
ausgenutzt, ein Verhalten mit gesteigerter Aktivitat, bei dem die Vogel auch im Kéfig
bevorzugt in Zugrichtung streben (Kramer 1949). Die Vogel wurden in automatischen
Registrierkafigen oder Trichterkéfigen auf die Richtung hin untersucht, in der sie sich
wahrend ihrer Zugzeit bevorzugt aufhalten (bzw. in welche Richtung sie streben) (Kramer
1949, Emlen & Emlen 1966). Diese Methode hat bis heute Bestand und ist eine der
sichersten Vorgehensweisen, den Magnetkompass zu untersuchen, da sie ein angeborenes
Verhalten ausnutzt. 1968 konnte Wiltschko auf diese Weise beim Rotkehlchen zeigen, dass
nach Drehung des Magnetfeldes mit sogenannten Helmholtzspulen auch die Zugrichtung der
Vdgel in entsprechender Weise gedreht ist. Seit einigen Jahren gelingen auch Nachweise
des Magnetkompasses mittels Dressur. Hierbei werden magnetische Richtungen mit Futter
oder Pragungsreizen verbunden und die so trainierten Vogel beobachtet, ob sie die Richtung
oder die magnetisch manipulierte Stelle im Raum wieder auffinden kénnen. Auf diese Weise
kann der Magnetkompass auch an nichtziehenden Vogelarten untersucht werden (z. B.
Freire et al. 2005, Keary et al. 2009, Wilzeck et al. 2010).

2.1.1.1 Der Inklinationskompass

Durch die Drehung des Magnetfeldes mittels Helmholtzspulen konnte bei Rotkehlchen
festgestellt werden, dass sie sowohl bei Drehung der Vertikalkomponente wie auch bei
Drehung der Horizontalkomponente ihre Zugrichtung umkehren. Bei der Umkehrung der
Vertikalkomponente bleibt Norden gleich, und lediglich die Inklination dreht sich um
(Abb. 2.1 A). Man schlie3t daraus, dass der Magnetkompass der Vdgel ein Inklinations-
kompass ist. Das bedeutet, Vogel nehmen nicht die Polaritdt des Magnetfeldes und damit
nicht Norden und Siden wahr wie ein technischer Kompass, sondern die Feldlinien und
leiten aus deren Neigung die Richtungen ‘polwarts’ und ‘aquatorwarts’ ab (W. Wiltschko &

Wiltschko 1972). Mit dem Inklinationskompass ziehen Végel auf beiden Erdhalbkugeln
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wahrend des Zugs im jeweiligen Herbst zuerst in Richtung Aquator (W. Wiltschko et al.
1993).
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Abb. 2.1 Schematische Darstellung der Funktionsweise des Inklinationskompasses der
Vogel. (A) Durch den Inklinationskompass dreht sich die bevorzugte Zugrichtung bei getesteten
Rotkehlchen im Verhaltensversuch um, und zwar sowohl bei Drehung der Horizontalkomponente
als auch bei der Umkehrung der Vertikalkomponente. Links: im Erdmagnetfeld, Mitte: Horizontal-
komponente Hh umgekehrt, Rechts: Vertikalkomponente Hv umgekehrt. H — Magnetfeldvektor, g —
Gravitation der Erde, S — Siiden, N — Norden. (B) Verhaltensantwort zugunruhiger Rotkehlchen in
verschiedenen Intensitaten des magnetischen Feldes. Auf der Y-Achse ist die Intensitat wahrend
der Versuche, auf der X-Achse die Intensitéat im Wohnkafig aufgetragen. Der Magnetkompass
funktioniert nur in einem bestimmten biologischen Fenster, eine Gewdhnung an andere Intensitaten
ist moglich (aus Zfg. W. Wiltschko & Wiltschko 2005).

Eine weitere Eigenschaft des Inklinationskompasses der Vdgel ist, dass er nur in einem
bestimmten biologischen Fenster bezlglich der Magnetfeldstarke funktioniert. Eine
Abweichung um 20-30% flhrt im verhaltensbiologischen Experiment bei Rotkehlchen zu
Desorientierung. Eine Gewdhnung an andere Intensitaten ist moglich, der Bereich wird aber
nicht erweitert, sondern ein zweites Fenster kommt hinzu, in dem sich die Végel dann auch
orientieren konnen (Abb. 2.1 B; W. Wiltschko 1978, W. Wiltschko et al. 2006). Dies
ermdoglicht es den Vogeln vermutlich, sich auf langen Zigen an verschiedene Intensitaten in

anderen Bereichen auf der Erde anzupassen.

2.1.1.2 Lichtabhangigkeit

Der Magnetkompass der Vogel ist abhangig von Licht. Dressurversuche mit Hilhnern (Freire
et al. 2005, W. Wiltschko et al. 2007a) und Zebrafinken, Taeniopygia guttata (Keary et al.
2009), aber auch Verhaltensversuche mit australischen Brillenvogeln, Zosterops lateralis

(W. Wiltschko et al. 1993), Gartengrasmiicken, Sylvia borin (Rappl et al. 2000) und
8
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Rotkehlchen (W. Wiltschko & Wiltschko 2001) sowie Verfrachtungsversuche mit Tauben
(R. Wiltschko & Wiltschko 1998) zeigten, dass der Magnetkompass der Vogel unter dem
vollen Spektrum des Tageslichts funktioniert. Um die Lichtabhangigkeit des
Magnetkompasses besser charakterisieren zu kdnnen, wurden Verhaltensversuche in
verschiedenen monochromatischen Lichtbedingungen durchgefihrt. Man konnte zeigen,
dass Orientierung mit dem Magnetkompass unter monochromatischem Licht in einem
Bereich von 370 nm UV Licht bis 565 nm griinem Licht méglich ist (Zfg. R. Wiltschko et al.
2010b). So flogen bei Verfrachtungsversuchen junge Tauben nach dem Transport im vollen
Spektrum des Lichtes oder in grinem Licht in Heimrichtung ab, wéhrend Dunkelheit oder
rotes Licht zu Desorientierung fuhrten (W. Wiltschko & Wiltschko 1981; R. Wiltschko &
Wiltschko 1998). Auch Dressurversuche mit Hihnern zeigten orientiertes Verhalten unter
blauem Licht und Desorientierung unter rotem (W. Wiltschko et al. 2007a). Dieselbe
Wellenlangenabhangigkeit besteht auch bei den Zugvogelarten australischer Brillenvogel
und Gartengrasmiucke (Abb. 2.2; Rappl et al. 2000, zZfg. W. Wiltschko & Wiltschko 2002).
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Abb. 2.2 Wellenlangenabhéangigkeit des Magnetkompasses der Végel. Im oberen Bereich
sind die Spektren der verwendeten LEDs dargestellt. Im unteren Bereich ist mit + gekennzeichnet,
wenn Orientierung mit dem Magnetkompass mdglich ist, mit - gekennzeichnet bei negativem
Ergebnis. Magnetorientierung mit dem Magnetkompass ist bei allen bis jetzt getesteten
Vogelarten im Bereich von 373 nm ultraviolettem Licht bis 565 nm griinem Licht méglich (Graphik
nach Zfg. W. Wiltschko & Wiltschko 2005, erganzt durch die Ergebnisse fir Hihner aus
W. Wiltschko et al. 2007a).
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2.1.1.3 Kompassorientierung und Fixrichtungen

Die meisten Versuche wurden an zugunruhigen Rotkehlchen durchgefihrt. Sie wurden mit

LEDs (lichtemittierende Diode), deren Spektrum auf 30-40 nm begrenzt ist, in Verhaltens-

versuchen mit Emlen-Trichtern in verschiedenen Wellenlangen und auch unterschiedlichen

Intensitaten dieser Wellenlangen getestet. Bei niedrigen Intensitéaten konnten sie sich wie

oben beschrieben unter ultraviolettem (370 nm bei 0,8 x 10*®> quanta s*m™), blauem (424 nm

bei 8 x 10" quanta s™m), turkisem (502 nm bei 8 x 10**> quanta s™m™) und griinem (565 nm

bei 8 x 10" quanta s™'m™) Licht mit dem Magnetkompass in Zugrichtung orientieren. Rotes

oder gelbes Licht fihrt auch bei niedriger Intensitat zu Desorientierung der Vogel (Abb. 2.3;

Zfg. R. Wiltschko et al. 2010b).
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Abb. 2.3 Ergebnisse der Verhaltensversuche bei Rotkehlchen unter monochromatischen
Lichtern niedriger Intensitaten. Als niedrige Intensitat gelten hier Lichtintensitaten von 7-8 x 10™
guanta s'm™. Eine Ausnahme bildet UV-Licht, in dieser Wellenlange wurde nur eine Intensitat von
0,8 x 10" quanta s'm” verwendet. Orientierung mit dem Magnetkompass ist unter ultraviolettem,
blauem, tirkisem und griinem Licht der angegebenen Lichtintensitat moglich. Gelblicht und Rotlicht
fuhrt zu Desorientierung (verandert nach Zfg. R. Wiltschko et al. 2010b).

Charakteristisch fur Orientierung in Zugrichtung vermittelt durch den Magnetkompass sind im

verhaltensbiologischen Experiment:

¢ die Umkehrung der Richtung in der jeweiligen Jahreszeit, also im Herbst nach Siden
und im Frihjahr nach Norden (Zfg. R. Wiltschko et al. 2010b),

o die Drehung der Zugrichtung bei Drehung der Vertikalkomponente oder auch der
Horizontalkomponente (Zfg. R. Wiltschko et al. 2010b),

10
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e die Behandlung mit Hochfrequenzfeldern fuhrt zu Desorientierung (Ritz et al. 2004,
Thalau et al. 2005), und

e die Betdubung des Schnabels hat keinen Einfluss auf die Kompassorientierung (Zfg.
R. Wiltschko et al. 2010b).

Bei hoheren Intensitdten von monochromatischem ultravioletten, blauen, tirkisen und griinen

Licht kommt es zu einem Zusammenbruch der normalen Zugorientierung. Z. B. fuhrt die

Kontrolle  Hochfrequenz-  Schnabel-
feld betaubung

A

Kompass-
orientierung

B

Fixrichtung

Abb. 2.4 Effekte von Hochfrequenz und Betaubung des Schnabels auf Kompass-
orientierung und sogenannte Fixrichtungen. (A) In griinem Licht niedriger Intensitat stort das
HF-Feld die Kompassorientierung, die Betaubung des Schnabels hat keinen Einfluss. Sogenannte
Fixrichtungen kehren sich zwischen Herbst und Friihjahr nicht um. Bei diesen Fixrichtungen, in (B)
ausgel6st durch gelbes und tirkises Licht oder in (C) durch Dunkelheit, hat das HF-Feld keine
Auswirkung, die Betdubung des Schnabels allerdings fiihrt zu Desorientierung. Dies bedeutet,
Fixrichtungen unterliegen nicht dem Magnetkompass, sondern werden von den Magnetrezeptoren
des Schnabels bestimmt. G — Grin, T — Turkis, Ge — Gelb, D — Dunkelheit (verandert nach
R. Wiltschko et al. 2010b).

Erhohung der Intensitat auf 36 x 10™® quanta s™m™ bei griinem Licht zu Desorientierung.

Eine weitere Erhéhung auf 54 x 10'® quanta s'm™ filhrt zu einer axialen Verteilung der
11
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Orientierung in Ost-West-Richtung und eine noch weitere Erhéhung auf 72 x 10™
quanta s'm™ zu einer axialen Verteilung in Nord-Siid-Richtung (Zfg. R. Wiltschko et al.
2010b).

Bei Tirkis mit einer Intensitit von 36 x 10™ quanta s'm™ zeigen Rotkehlchen auch axiale
Verhaltensantworten in Ost-West-Richtung, bei 54 x 10™ quanta s'm™ streben sie nur in
Nord-Richtung. Diese Nord-Richtung ist allerdings, wie vermutlich auch die axialen
Richtungen, eine sogenannte Fixrichtung. Fixrichtungen sind unter anderem dadurch
charakterisiert, dass die Voégel ihre Richtung nicht mehr zwischen Herbst und Frihjahr
drehen und die gewdahlte Richtung von der Zugrichtung abweicht (R. Wiltschko et al. 2005,
Zfg. R. Wiltschko et al. 2010b).

Werden in solchen Verhaltensversuchen kurzwellige monochromatische Lichter, unter
denen allein Kompassorientierung maoglich ist, mit langwelligen Lichtern gemischt, kommt
es, wie Ubrigens auch im Dunkeln, ebenfalls zu Fixrichtungen. Fixrichtungen sind auch
gerichtetes Verhalten, lassen sich aber nicht durch ein Hochfrequenzfeld stéren. Sie gehen
also nicht auf einen Radikalpaar-Mechanismus zurtick. Auch dreht die Richtung nicht mit der
vertikalen Komponente des Magnetfeldes mit, sondern nur mit der horizontalen
Komponente. Das bedeutet, dass diesem Verhalten ein polares System zugrunde liegt.
Betaubung des Oberschnabels fuhrt bei Fixrichtungen zur Desorientierung, eine
Behandlung, die auf den Kompass, dem der Radikalpaar-Mechanismus zugrunde liegt,
keine Auswirkungen hat (Abb. 2.4). Daraus ist zu schliel3en, dass die Fixrichtungen vom
eisenmineral-basierten System aus dem Oberschnabel gesteuert werden und nicht vom
Magnetkompass. Die biologische Funktion dieser Fixrichtungen ist nicht bekannt (Zfg.
R. Wiltschko et al. 2010b).

2.1.2 Der Magnetkompass im Auge

In verhaltensbiologischen Studien wurde gezeigt, dass der Magnetkompass der Vogel im
Auge lokalisiert ist. Rotkehlchen sind nur mit dem rechten Auge magnetisch orientiert
(W. Wiltschko et al. 2002b). Wird dieses mit einer Kappe verdeckt, bricht die normale
Zugorientierung zusammen. Wird das linke Auge abgedeckt, hat dies keinen Einfluss auf die
Zugorientierung.®> Auch australische Brillenvégel, Zosterops lateralis (W. Wiltschko et al.
2003), Tauben (Wilzeck et al. 2010) und Hihner (Rogers et al. 2008) zeigen diese

Lateralisierung des Magnetkompasses.

* In Untersuchungen von Hein et al. (2011) waren Rotkehlchen auch mit dem linken Auge orientiert.
Hein et al. (2011) testeten ihre Rotkehlchen ausschlie3lich im Herbst, W. Wiltschko et al. (2002b)
fuhrten ihre Versuche nur im Frihjahr durch. Gehring et al. (2012) konnten dann abschlie3end zeigen,
dass es im ersten Herbst noch keine Lateralisierung gibt, diese im ersten Frihjahr noch flexibel ist und
sich erst dann manifestiert.

12
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Ein zweiter Hinweis flr die Lokalisierung des Magnetkompasses im Auge ergibt sich aus der
Lichtabhangigkeit, die in Abschnitt 2.1.1.2 bereits beschrieben wurde. Die Lichtabh&ngigkeit
allein lasst allerdings noch keine Rickschliisse auf die Lokalisation zu, allerdings scheint
auch Bildverarbeitung (Kontursehen etc.) eine entscheidende Rolle zu spielen. So sind
Rotkehlchen desorientiert, wenn ihre Augen durch matte Scheiben abgedeckt waren. Diese
Scheiben sind zwar lichtdurchlassig, erméglichen aber kein Kontursehen (Stapput et al.

2010). Dies lasst auf eine Beteiligung des visuellen Bildes am Magnetkompass schliel3en.

Einen dritten Hinweis auf die Lokalisation im Auge ergeben Ableitungen und neuronale
Aktivitatsmarker, die in bestimmten optischen Zentren des Gehirns nach magnetischer
Reizung neuronale Aktivitat anzeigen. So haben elektrophysiologische Untersuchungen an
Tauben und an amerikanischen Reisstéarlingen (Dolichonyx oryzivorus) gezeigt, dass der
nBOR (nucleus of the basic optic root) und das Tectum opticum auf Richtungsanderungen
des Magnetfeldes reagieren (Semm et al. 1984, Semm & Demaine 1986, Beason & Semm
1987). Auch Studien mit neuronalen Markierungen wie ZENK oder C-FOS zeigen bei
nachtaktiven Zugvogeln wahrend der Zugzeit eine neuronale Aktivitdt im Cluster N, einem
Teil des visuellen Wulstes, die bei Abdeckung der Augen verschwindet* (Mouritsen et al.
2005; Liedvogel et al. 2007a, Heyers et al. 2007).

2.1.3 Das Radikalpaar-Modell

Das Modell des chemischen Kompasses wurde 1986 von Schulten & Windemuth
vorgeschlagen, im Jahr 2000 von Ritz et al. erweitert und erstmalig fir biologische
Experimente testbar gemacht. Das Radikalpaar-Modell basiert darauf, dass Radikalpaare in
der Lage sind, mit dem Magnetfeld zu interagieren. Um ein Radikalpaar zu bilden, muss ein
Makromolekuil zunachst durch Zufuhr von Energie beispielsweise durch Photonenabsorption
in einen angeregten Zustand Ubergehen, anschlielend werden durch einen Elektronen-
transfer die Radikalpaare gebildet. Sie konnen in zwei unterschiedlichen Zustanden
auftreten, die ineinander Ubergehen: Singulett- und Triplett-Zustand. Beim Singulett-Zustand
ist der Elektronenspin entgegengesetzt ausgerichtet, wahrend er beim Triplett-Zustand
parallel ausgerichtet ist. Diese beiden Zustande liegen in einem chemischen Gleichgewicht
vor (Abb. 2.5). Je nach Winkel des Radikalpaars zum Magnetfeldvektor verschiebt sich das

Verhaltnis der beiden Zustéande zueinander.

* Versuche an tag- und nachtziehenden Wiesenpiepern (Anthus pratensis) zeigen neuronale
Aktivitédten des Cluster N nur bei wenig Licht und nicht bei vollem Tageslicht (Zapka et al. 2010). Dass
die Aktivitdt in Cluster N eine reine Beteiligung an der Zugsteuerung ist, konnte durch
Verhaltensversuche, bei denen Cluster N operativ zerstért wurde, ausgeschlossen werden. Die
betroffenen Rotkehlchen konnten sich nicht mehr mit dem Magnetkompass orientieren, mit dem
Sonnenkompass allerdings schon (Zapka et al. 2009).

13
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Die Produkte dieser Radikalpaare verhalten sich chemisch unterschiedlich und kénnen so
zum Ablesen der magnetischen Richtung genutzt werden. Dieses Modell lasst sich gut mit
dem Inklinationskompass der Vogel vereinen, denn Radikalpaar-Prozesse zeigen lediglich

axiale Richtungen des Magnetfeldes an.

Der Radikalpaar-Prozess kann durch ein oszillierendes Feld im Megahertz-Bereich gestort
werden (Ritz et al. 2000, 2004). Seit 2004 wurde in verhaltensbiologischen Experimenten an
Rotkehlchen gezeigt, dass im Versuch mit oszilierenden Feldern einer Frequenz von
7,0 MHz und 1,315 MHz im Winkel von 24° zum Vektor des Erdmagnetfeldes der
Magnetkompass nicht mehr funktioniert (Ritz et al. 2004, Thalau et al. 2005). Dies wurde als
Nachweis gewertet, dass der Magnetkompass der Vogel auf einem Radikalpaar-

Mechanismus basiert.

A Abb. 2.5 Das Radikalpaar-Modell. Donor D

; und Akzeptor A werden durch ein Photon in
einen angeregten Zustand versetzt, und ein

Singulett-Radikalpaar wird gebildet. Dieses
kann dann in den Triplett-Zustand Uber-
lElektronen- gehen. Diese beiden Zustande gehen ein
Sansfar chemisches Gleichgewicht zueinander ein.

(oD +A" ) —’l' AP oD + oA ) Ist die Inklination des Magnetfeldes parallel

D*+A

Singulett-Triplett zu diesem Radikalpaar, verschiebt sich

Interkonversion dieses Gleichgewicht. Aus beiden Zustéan-

/ den konnen sich Folgeprodukte bilden,
Singulett Produkte Triplett Produkte  deren Menge ausgewertet werden kdnnte

(aus Ritz et al. 2000).

Ritz et al. (2000) Uberlegten auch, wie das Muster aussehen misste, das durch einen
Radikalpaar-Prozess auf der Retina entstehen wirde. Das erwartete Muster ist
zentralsymmetrisch um die Feldlinien herum gruppiert. Das bedeutet, es wirde dort ein
dunkler (oder hellerer) Fleck entstehen, an der die Feldlinie die Retina schneidet
(Abb.2.6 A). Um eine solche Verteilung auslesen zu kdnnen, missen vermutlich
verschiedene Stellen der Retina, die verschiedene Winkel zum Magnetfeldvektor einnehmen,
miteinander verglichen werden. Dieses Muster ist allerdings auch abhangig von der
Magnetfeldstarke (Abb. 2.6 B).

Vermutlich muss jeder Mustertyp, der durch die verschiedenen Intensititen des
Magnetfeldes hervorgerufen wird, neu von den verarbeitenden Zentren im Gehirn

interpretiert werden. Diese theoretischen Uberlegungen passen gut zu den Befunden in den
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Verhaltensversuchen: Rotkehlchen missen erst etwas langer in einem Magnetfeld anderer
Intensitat verweilen, bis sie sich dort orientieren kénnen (Vergleiche Abschnitt 2.1.1.1 und
Abb. 2.1 B). Auch ist Ubereinstimmend, dass der Bereich dann nicht erweitert wird, da jedes
Muster immer neu erlernt werden muss (W. Wiltschko 1978, W. Wiltschko et al. 2006).
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Abb. 2.6 Hypothetische Empfindlichkeitsmuster, die durch einen Radikalpaar-Mechanismus
auf der Retina entstehen kénnten. (A) Es entsteht ein dunkler Fleck an der Stelle, an der die
Feldlinie die Retina schneidet. Die Position des Vogels variiert zum Magnetfeldvektor, und das Bild
auf der Retina verschiebt sich mit. (B) Die Intensitat des Magnetfeldes variiert, und das dadurch
entstehende Muster ist unterschiedlich (aus Ritz et al. 2000).

2.1.4 Potenzielles Rezeptormolekll Cryptochrom

Schulten & Windemuth (1986) erwogen eine Beteiligung der Opsine am Magnetkompass der
Vdgel. Opsine sind zwar lichtsensitiv, bilden aber keine Radikalpaare. Bei Vertebraten sind
die einzigen bekannten Photopigmente, die Radikalpaare bilden, Cryptochrome (Giovani et
al. 2003, Biskup 2009). So postulierte Ritz et al. (2000) Cryptochrome als potenzielle
Rezeptormolekiile, da auch damals schon bekannt war, dass die verwandten Photolyasen

Radikalpaare bilden.

2.1.4.1 Aufbau und Vorkommen von Cryptochrom

Cryptochrome sind blaulicht-sensitive Proteine. Im gesamten Bakterien-, Pflanzen- und
Tierreich gibt es funf Klassen von blaulicht-sensitiven Photopigmenten (phylogenetischer
Stammbaum der Cryptochrome und Photolyasen: siehe Anhang Abb. A 2.1, Zfg. van der
Horst & Hellingwerf 2004). Die Photolyase/Cryptochrom-Familie ist die einzige, die sowohl

bei Bakterien als auch bei Pflanzen und Tieren vorkommt.
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In dieser Photolyase/Cryptochrom-Super-Familie gibt es wiederum eine Unterteilung in 5
verschiedene Unterfamilien. Bei den Photolyasen gibt es zwei: die CPD-Photolyasen
(Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren-Photolyasen) und die 6-4 Photolyasen. Photolyasen sind
Proteine, die durch UV-Licht hervorgerufene DNA-Schaden reparieren (Ozer et al. 1995).
Cryptochrome sind mit den 6-4 Photolyasen am néchsten verwandt, haben allerdings die
Fahigkeit zur DNA-Reparatur verloren (Hsu et al. 1996; Zfg. Ozturk et al. 2007). Diese

ultraviolett- (UV-A) und blaulicht-sensitiven Photopigmente wurden erst 1993 im

A

E. coli photolyase

o> O

At cryptochrome
I —

@ Carboxy terminus

A. thaliana cry3
(2J4D)

Abb. 2.7 Aufbau und Struktur von Cryptochrom. (A) Domanenstruktur von A. thaliana-
Cryptochrom und einer E. coli-Photolyase im Vergleich. Der N-Terminus bindet das
Antennenpigment MTHF. Dann folgt das katalytische FAD. Der C-Terminus ist bei
Cryptochromen langer und auch véllig unterschiedlich zu dem der Photolyasen. (B) Theoretische
Konformation des A. thaliana-Cryptochrom 3. Das Antennenpigment MTHF ist in Blau, der
katalytische und photoreaktive C-Terminus in Grin dargestellt. In diesem ist auch das FAD
gebunden (neu kombiniert aus Chaves et al. 2011).

Pflanzenreich entdeckt (Ahmad & Cashmore 1993). Da sie so spat gefunden wurden,
wurden sie, abgeleitet von einem Spitznamen aus dem Laborjargon, Cryptochrom (von
-Kryptisch®) genannt. Mittlerweile sind Cryptochrome auch bei diversen Tieren nachgewiesen
worden: bei Insekten (Ishikawa et al. 1999), Fischen (Kobayashi et al. 2000), Amphibien
(Zhu & Green 2001), Saugetieren (Hsu et al. 1996) und auch bei verschiedenen Vogeln
(Bailey et al. 2002; Haque et al. 2002, Mdller et al. 2004, Mouritsen et al. 2004, Helfer et al.
2006; Zfg. z. B. Cashmore et al. 1999, Sancar 2003, Liedvogel & Mouritsen 2010).
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Cryptochrome lassen sich in die Pflanzen-Cryptochrome, die Tier-Cryptochrome und die
DASH-Cryptochrome® aufteilen. Es gibt zwei Typen von Tier-Cryptochromen: die Insekten-
Typ I- und die Mammalia-Typ 1I-Cryptochrome. Typ I-Cryptochrome sind lichtempfindliche
circadiane Photopigmente. Typ II-Cryptochrome sind nicht lichtempfindlich und unterdriicken
Transkription (Zfg. Lin & Shalitin 2003, Zfg. Lin & Todo 2005, Zfg. Ozturk et al. 2007, Zfg.
Chaves et al. 2011).

Tier- und Pflanzen-Cryptochrome sind mit den 6-4-Photolyasen in ca. 500 Aminoséauren fast

identisch. Diese homologe Region von Cryptochromen zu Photolyasen wird die PHR-Region

/‘//// ;\\\ / ’.zwxi\y
/CRY1 / /CRY1 /
, / /
‘,\ MTHF(/ l(\ MTHF ’/
X ) S
ST Blue light A~
A\ ) i+ N\
\] & & \ A‘ / \/ ’ Fol ,‘A ///\\ \
(\’\//D - i//D‘w ®\_ 5 COP1 Inhibiti
COP1 N COP1 DO nhibition

Abb. 2.8 Konformationsdnderung des Arabidopsis-Cryptochroms (atCryl) nach Licht-
aktivierung. Nach Lichtaktivierung 16st sich die Bindung zwischen einem Teil des STAESS-Motivs
mit der PHR-Region des Cryptochroms, vollzieht eine Konformationsédnderung und bindet an
COP1, welches dadurch gehemmt wird. COP 1 unterdriickt die Lichtsignaltransduktion in Pflanzen
wahrend der Dunkelheit. DAS — DQXVP-acidic-STAESSS, STAESS - Ser-Thr-Ala-Glu-Ser-Ser-
Ser (aus Partch et al. 2005).

genannt (Photolyase Homologe Region), die aus einem Photo-Antennenpigment, dem Folat
(Methenyltetrahydrofolat (MTHF)) und dem katalytischen Chromophor, dem Flavin (FAD)°
besteht. MTHF absorbiert Licht im Bereich von 360 nm, wird bei Cryptochromen allerdings
nur theoretisch angenommen. Flavin ist im volloxidierten Zustand blaulicht-sensitiv (450 nm)
und in seiner Semichinonform blau-, grin- und teilweise gelblicht-sensitiv (siehe auch
Abschnitt 2.5.1.1). Das Flavin bildet innerhalb des gesamten Redox-Zyklus an zwei Stellen
Radikalpaare (siehe auch Abschnitt 2.6.5, Zfg. Chaves et al. 2011, Muller & Ahmad 2011).
Daran anschlie3end folgen bei Cryptochromen aus dem Pflanzen- und Tierreich 30 bis 250
Aminosauren als C-Terminale Region (Abb.2.7 A, Zfg. Chaves et al. 2011). Diese

C-Terminale Region ist der signalgebende Teil des Cryptochroms. Bei Lichtaktivierung des

> DASH steht fir Drosophila, Arabidopsis, Synechocystis und Homo. DASH-Cryptochrome sind bei
Cyanobakterien bekannt geworden. Sie unterscheiden sich am starksten von den anderen
Unterfamilien der Photolyase/Cryptochrom-Familie. DASH-Cryptochrome reparieren wie Photolyasen
DNA, allerdings einzelstrangige DNA (ssDNA), ihre weitere Funktion ist unbekannt (Selby & Sancar
2006).

6 Photolyasen haben teilweise ein zweites Antennenpigment, das 8-Hydroxy-7,8-Didemethyl-5-
Deazariboflavin (8-HDF), das im Bereich von 420 nm absorbiert.
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Flavins vollzieht der C-Terminus eine Konformationsanderung. Er ist erst innerhalb des
Proteins gebunden, kommt dann an die Oberflache und interagiert dort mit einem weiteren
Protein, um beispielsweise eine Signalkaskade anzustof3en. Dieser Vorgang ist in Abb. 2.8
am Beispiel von Arabidopsis-Cryptochrom 1 (atCryl) gezeigt (Partch et al. 2005, Laubinger
2006).

2.1.4.2 Cryptochrom-gesteuerte Vorgange

Bei Pflanzen sind Cryptochrome an der Steuerung von Wachstum und anderen
Entwicklungsprozessen wie beispielsweise Hypokotylwachstum, Blihinduktion und
Steuerung von Transkriptionsfaktoren beteiligt (Ahmad & Cashmore 1993; Lin et al. 1998;
Zfg. Lin 2002). Auch bei Tieren ist eine Beteiligung an der Steuerung von circadianen
Rhythmen bekannt (zZfg. Oztirk et al. 2007). Hier wirken Cryptochrome sowohl als
fotosensitive Proteine (Typ 1), beispielsweise bei der inneren Uhr von Drosophila,’ als auch
als nicht-fotosensitive Proteine (Typ II) in einem fur circadiane Prozesse, beispielsweise bei
der inneren Uhr von Mausen®, typischen negativen Feedbackloop (Zfg. Cashmore 2003, Zfg.
Sancar 2003; Zfg. Chaves et al. 2011).

Beim Monarchschmetterling (Danaus plexippus) wurde eine Beteiligung von Cryptochromen
(Typ ) an der Steuerung des Sonnenkompasses gefunden (Zfg. Kyriacou 2009). Beim
Sonnenkompass allgemein gilt, dass der Stand der Sonne nur Richtungen vorgeben kann,
wenn dieser mit der Tageszeit und der Jahreszeit verrechnet werden kann, da die Sonne
ihren Stand am Himmel sowohl Uber den Tag als auch Uber das Jahr veréandert. In
Verbindung mit Magnetfeldrezeption sind cryptochrom-gesteuerte Vorgdnge aus dem
Pflanzenreich von Arabidopsis thaliana und aus dem Tierreich von Drosophila melanogaster
bekannt. Bei A. thaliana wurde ein Zusammenhang zwischen der Erhdéhung der Intensitat
des Magnetfeldes und der Lange des Hypokothylwachstums beobachtet. Eine Erh6hung der
Intensitdét des Magnetfeldes unter blauem Licht bewirkte eine Hemmung des
Hypokotylwachstums. Unter rotem Licht oder in Dunkelheit und auch bei Cry-Defekt-
Mutanten trat dieser Effekt nicht auf. Dies legt nahe, dass die hier beobachtete

Magnetfeldsensitivitdt durch Cryptochrom vermittelt wurde (Ahmad et al. 2007). Harris et al.

’ Die circadiane Uhr der Drosophila funktioniert durch mehrere ineinandergeschaltete negative

Feedbackloops der circadianen Proteine CYCLE und CLOCK so wie TIM (timeless) und PER (period).
CYCLE und CLOCK wirken auf die Transkription von TIM und PER, diese zusammen unterdriicken
wiederum die Transkription von CYCLE und CLOCK und damit auch ihre eigene. Das lichtaktivierte
Typ I-Cryptochrom der Drosophila wirkt auf TIM (timeless) und unterstiitzt dessen Abbau. Die
Transkription des Cryptochroms wird hier wiederum von CYCLE und CLOCK gesteuert.
& Knockout-Mause zeigen in Abhangigkeit der Expression von Cryl oder Cry2 eine langere bzw.
kiirzere Tagesrhythmik. Werden beide Proteine nicht exprimiert, sind Mause komplett arrhythmisch.
Beide Cryptochrome wirken zusammen mit PER in einem negativen Feedbackloop unterdriickend auf
CLOCK und BMAL, die wiederum die Translation von CRY und PER und einen zweiten negativen
Feedbackloop steuern (Zfg. Cashmore 2003, Zfg. Sancar 2003; Zfg. Chaves et al. 2011).
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(2009) konnte diesen Versuch nicht reproduzieren. Bei Drosophila wurde ein durch
Cryptochrom vermittelter Zusammenhang zwischen der inneren Uhr und dem Magnetfeld
nachgewiesen. Fruchtfliegen wurden unter verschiedenen Licht- und Magnetfeld-
bedingungen auf ihre Tagesrhythmik hin untersucht. Dabei wurde beobachtet, dass diese
sich in verschiedenen Magnetfeldbedingungen unter blauem Licht verandert, unter rotem
Licht und bei Cryptochrom-Mutanten nicht. Dies wird so interpretiert, dass die circadiane Uhr

von Fruchtfliegen durch Cryptochrom magnetsensitiv ist (Yoshii et al. 2009).

2.1.4.3 Cryptochrome als potenzielles Rezeptormolekul fir den Magnet-

kompass bei Vogeln

Bei Vogeln sind vier verschiedene Cryptochrome bekannt: Cryptochrom 2, Cryptochrom 4
und zwei Spliceprodukte von Cryptochrom 1: 1a und 1b (Bailey et al. 2002, Haque et al.
2002, Mouritsen et al. 2004, Mdller et al. 2004, Watari et al. 2012). Auf der Suche nach
einem potenziellen Kandidaten fur das Rezeptormolekil fir den Magnetkompass wurde
Cryptochrom 2 auf Grund eines Kern-Lokalisierungssignals als ein kernlokalisiertes Protein
eingestuft (Moller 2006). Da ein Rezeptormolekil im Zellkern kein neuronales Signal
generieren kann, ist Cryptochrom 2 als potenzielles Rezeptormolekul fir den Magnet-
kompass nicht wahrscheinlich. Cryptochrom 4 ist hauptsachlich in den Ganglienzellen, aber
auch in verschiedenen Interneuronen der inneren Kdrnerschicht und im Pigment lokalisiert.
Welche potenzielle Funktion es dort Gbernimmt, ist nicht bekannt (Watari et al. 2012).
Cryptochrom 1 wurde bei Gartengrasmicken in der Zugzeit in den Ganglien- und in
deplatzierten Ganglienzellen in der Retina nachgewiesen. Bei nomadisch lebenden
Zebrafinken konnte kein Cryptochrom 1 in den Ganglienzellen oder deplatzierten Ganglien-
zellen nachgewiesen werden (Mouritsen et al. 2004). In dieser Studie wurde allerdings nicht
zwischen Cryla und Crylb unterschieden. 2006 wurde von Moller Crylb in den Innen-
segmenten der Fotorezeptoren von Rotkehlchen beschrieben. In diesen beiden Studien
wurde das beschriebene Cryptochrom als mdgliches Rezeptormolekil fir den Magnet-
kompass diskutiert. Allerdings eignen sich sowohl Ganglienzellen als auch das Innen-
segment nach den Bedingungen des Radikalpaar-Modells (Abschnitt 2.1.5) eher nicht, um
den Rezeptormolekiilen des Magnetkompasses die notwendige Ausrichtung zu erméglichen.
Eine mogliche Bindung an bestimmte Zellbestandteile und somit eine potenzielle Ausrichtung

wurden in beiden Studien nicht untersucht.

2.1.5 Problemstellung

Um als Rezeptormolekil fur den Magnetkompass nach dem Radikalpaar-Mechanismus

(siehe 2.1.3) wirken zu kdénnen, missen neben der Lichtsensitivitdt und dem Vermdgen der
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Radikalpaar-Bildung noch andere Kriterien erfiillt sein (Ritz et al. 2000, Ritz et al. 2010). Fur
die Wirkung als magnetsensitives Molekul ist auch die Lebensdauer des Radikalpaares
entscheidend. Maeda et al. (2008) konnten zeigen, dass bei Cryptochromen die Ausbeute
von Singulett- und Triplett-Produkten durch die Starke des Erdmagnetfeldes beeinflusst
werden kann. Daraus kann man unter anderem schlieen, dass die Lebensdauer des
Radikalpaares ausreichend ist. Fir die Lokalisation des potenziellen Rezeptormolekils nach
dem Radikalpaar-Mechanismus (Ritz et al. 2000) miuissen die folgenden strukturellen

Kriterien erfullt sein:

Licht muss das Rezeptormolekul erreichen kdnnen,

2. die Rezeptormolekiile innerhalb einer Rezeptorzelle missen alle in dieselbe Richtung
fixiert sein,
die Rezeptorzellen in ihrer Gesamtheit missen alle Raumrichtungen abdecken, und
die Rezeptormolekile/Rezeptoren missen die Mdglichkeit haben, ein Rezeptor-

potential auszuldsen.

Diese vier Kriterien bilden die Grundlage meiner histologischen Studien in diesem Abschnitt
meiner Arbeit. Ziel war es, ein Cryptochrom zu finden, das diese Bedingungen in seiner
Lokalisation erflllit und damit als Rezeptormolekil fur den Magnetkompass infrage kommt.

Daraus resultierten die folgenden Fragestellungen:

e Erfullt Crylb in seiner Lokalisation innerhalb der Retina, aber besonders innerhalb
der Zelle die oben aufgefihrten Kriterien?

¢ In welchen Zellen und wo innerhalb der Zelle ist Cryla lokalisiert, und erfillt dieses
Cryptochrom die oben aufgefihrten Kriterien?

e Falls eine der beiden Cryl-Splice-Varianten die Bedingungen erfillt, resultieren fir
meine Arbeit daraus folgende Fragestellungen:

o Ist die Konformationsdnderung des Proteins durch einen AntikOrper in situ
nachweisbar?

o Bei welchen monochromatischen Wellenlangen des Lichts vollzieht das
potenzielle Rezeptormolekil eine Konformationsanderung, und stimmen
diese mit dem Flavin-Zyklus tberein?

o Hat die Intensitdit des monochromatischen Lichtes einen Einfluss auf die
Aktivierung des Proteins?

o Wie lassen sich diese histologischen Ergebnisse mit der bekannten
Wellenlangenabhangigkeit des Magnetkompasses (Abschnitt2.1.1.2) in

Ubereinstimmung bringen?

20



Struktur der Magnetrezeptoren im Auge: Einleitung

2.2 Material und Methode

Die verwendeten Materialien wie Chemikalien, primére und sekundare Antikdrper (Anhang
Tab. A 1.1 - A 1.4) und auch die verwendeten Proben sind im Anhang (Tab. A 1.5 und A 1.6)
aufgefihrt. Ebenso die Beschreibung der Systematik und Lebensweise von Huhnern und
Rotkehlchen (Anhang A 1.2).

2.2.1 Retina-Praparation

Fur alle Teilstudien zusammengenommen wurden die Retinae von 79 Hihnern und 7
Rotkehlchen getestet. Die in dieser Arbeit verwendeten Rotkehlchen sind Zugvogel,
Durchzigler vermutlich aus Skandinavien, die im Herbst im Botanischen Garten der
Goethe-Universitat in Frankfurt mit Japannetzen gefangen wurden. Es handelte sich

ausschlieBBlich um Jungvdgel auf inrem ersten Zug.

2.2.1.1 Lokalisation von Crylaund Crylb

Fir die histologischen Studien zur Lokalisation von Cryla und Crylb wurden die Retinae von
20 Huhnern und die der 7 Rotkehichen verwendet. Die Hihner wurden zu verschiedenen
Tageszeiten abgetdtet, meistens morgens und mittags, aber auch ein Exemplar um
21:00 Uhr und eines um 2:30 Uhr (siehe Anhang Tab. A 1.5). Drei der Rotkehichen wurden
vorab in verschiedenen verhaltensbiologischen Versuchen getestet und erst anschliel3end
abgetotet. Diese drei Rotkehlchen wurden bereits Anfang Januar physiologisch in Zugunruhe
versetzt. Dies geschieht, in dem die Tageslange kiunstlich auf 13 Stunden Licht verlangert
wird (z. B. W. Wiltschko & Wiltschko 2001). Von diesen drei Rotkehlchen befanden sich
zwei, ndmlich RK A2 und RK A6, am Tag der Tétung dadurch nicht mehr in Zugunruhe. Sie
wurden abends um 20:00 Uhr und mittags um 13:00 Uhr abget6tet. Das dritte Tier, RK A4,
verstarb wahrend der Verhaltensversuche tageszeitlich um 17:30 Uhr und befand sich
folglich in Zugstimmung. Drei Rotkehlchen wurde bereits im Herbstzug abgetottet, eines
davon, namlich RK A7, direkt nach der Entnahme aus der Natur. RK A7 wurde um 8:00 Uhr,
RK A5 um 12:00 Uhr und RK Al um 19:30 Uhr abgetétet. Rotkehlchen A3 wurde im
natirlichen Frihjahrszug nach einem todlichen Unfall die Retina entnommen (siehe Anhang
Tab. A 1.5)°. Sowohl die Rotkehichen als auch die Hiihner wurden durch eine Uberdosis
Narcoren (Merial GmbH) in eine finale Narkose versetzt. Die Rotkehlchen, die todlich
verungliickt waren, und Huhner, die in einer landwirtschaftlichen Schlachtung getétet
wurden, waren gerade verstorbene Tiere, bei denen es noch nicht zu Veranderungen durch

enzymatische Gewebeverdauung gekommen war.

° Das Abtoten der Rotkehichen wurde genehmigt unter 7922-1.62-EA 07-0005 von der Naturschutz-
behorde in Frankfurt am Main, das der Hihner unterliegt § 4 Teil 3 des Tierschutzgesetzes.
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2.2.1.2 Bestimmung der Menge von lichtaktiviertem Cryla

Fur die Studie zur Bestimmung der Menge von lichtaktiviertem Cryla wurden die Retinae
von 59 Huhnern entnommen (siehe auch Tab. 2.1 und Anhang Tab. A 1.6), die fir 30
Minuten einer definierten Lichtbedingung ausgesetzt waren'®. Die Tiere wurden vorher im
Tageslicht gehalten bzw. in einigen Tests fiir 30 Minuten im Dunkeln. Der Versuchsaufbau
entspricht dem, der in Verhaltensversuchen mit Rotkehichen verwendet wird (z. B.
R. Wiltschko et al. 2007). Die LEDs sind in eine Scheibe eingelassen, die oben auf dem

Versuchsaufbau liegt. Das Licht wird durch zwei Diffusoren geleitet, um eine gleichmagige

plastic dsk
with LEDs
Y

ooy
@ Abb. 2.9 Versuchsaufbau zur Beleuchtung
Oben

~LEDs” mit monochromatischen Lichtern.
befindet sich eine Scheibe mit den

chie eingelassenen LEDs, das Licht wird dann tber
zwei Diffusoren in den Emlen-Trichter geleitet,
difuser in dem das Tier sitzt. Der gesamte Aufbau ist

Eioan von einer licht-undurchldssigen Tonne um-
e geben (verandert nach R. Wiltschko et al.
2007).

Beleuchtung zu garantieren. Der Vogel sitzt im unteren Bereich. Der gesamte Aufbau ist von
einer lichtundurchlassigen Tonne umgeben (Abb. 2.9). Der Versuchsraum selbst ist ebenfalls
dunkel. Die Huhner wurden fir 30 bzw. 60 Minuten im Versuchsaufbau belassen (siehe
Tab. 2.1). Zur Vermeidung von Adaptationsvorgdngen wurden die Lichtbedingungen utber
den Tod der Versuchstiere hinaus beizubehalten. Hierfur wurden sie nach der finalen
Narkose mit einer Uberdosis des Betaubungsmittels Narcoren wieder in die
Versuchsapparatur gelegt und erst nach Eintreten des Todes daraus enthommen. Auch die
Praparation wurde unter der jeweiligen LED-Scheibe durchgefuhrt — bei dunkler oder

ultravioletter Bedingung allerdings bei schwachem Rotlicht.

Um die hochsten Intensitaten der jeweiligen monochromatischen Lichter zu erreichen,
wurden die beiden Diffusoren im Versuchsaufbau weggelassen. Die Emissionsmaxima der
verwendeten LEDs liegen fir UV (HR 370F, Lasertechnik) bei 373 nm, fur Blau (OL-UB
34180, Borsig) bei 424 nm, fur Turkis (HLMP-CE 30, Lasertechnik) bei 502 nm, fur Grin
(HLMP-3950HP, Mitron) bei 565 nm, fir Gelb (182885, Conrad) bei 590 nm und fir Rot
(182249, Conrad) bei 645 nm (siehe auch Abb. 2.2; Zfg. W. Wiltschko & Wiltschko 2005).

10

Die Belichtung der Huhner wurde unter V54-19c 20/15-F 104/58 vom Regierungsprasidium
Darmstadt genehmigt.
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Die Intensitat wurde mit einem Optometer (P9719 Gigahertz Optik mit RW-3703-2)

gemessen.

Tab. 2.1 Lichtbedingungen, in denen die Hihner adaptiert wurden.

Vorbehandlung BehandlungWellenlange Wellenlange Intensitatin  Dauer der Abkirzung Anzahl

in nm mit halber quanta s'm? Behandlung getesteter
Intensitat Tiere
Tageslicht  Dunkelheit 30 min D 3
Tageslicht Sonne ---- 30 min S 3
Tageslicht uv 373 nm 368,381 0,8x10™ 30 min uv*® 3
Tageslicht uv 373 nm 368, 381 8 x 10" 30 min uv® 4
Tageslicht uv 373 nm 368,381 20 x10™ 30 min uv" 1
Tageslicht Blau 424 nm 403, 459 8 x 10 30 min B> 2
Tageslicht Blau 424 nm 403,459 54 x10™ 30 min B" 2
Tageslicht Blau 424 nm 403,459 200x 10 30 min B*- 1
Tageslicht Turkis 502 nm 486, 518 8 x 10" 30 min TS 3
Tageslicht Turkis 502 nm 486,518 54 x10™ 30 min T 4
Tageslicht Turkis 502 nm 486,518 230 x 10" 30 min ™ 1
Tageslicht Griin 565 nm 550, 583 8 x 10 30 min G®° 4
Tageslicht Griin 565 nm 550,583 54 x10 30 min G 3
Tageslicht Griin 565 nm 550,583 230 x10" 30 min G* 2
Tageslicht Gelb 590 nm 571, 604 8 x 10 30 min \ 2
Tageslicht Rot 645 nm 625, 666 8 x 10" 30 min R® 3
Tageslicht uv 373 nm 368,381 0,8 x 10™ 1h 1huVv*® 2
Tageslicht Blau 424 nm 403, 459 8 x 10" 1h 1hB® 2
Tageslicht Turkis 502 nm 486, 518 8 x 10" 1h 1hT® 2
Tageslicht Grin 565 nm 550, 583 8 x 10" 1h 1hG® 2
Dunkelheit uv 373 nm 368,381  0,8x10 30 min D/IUV*® 2
Dunkelheit Blau 424 nm 403, 459 8 x 10" 30 min D/B® 2
Dunkelheit Tirkis 502 nm 486, 518 8 x10® 30 min D/T® 2
Dunkelheit Griin 565 nm 550, 583 8 x10® 30 min D/IG® 2
Dunkelheit uv 373 nm 368,381 0,8 x10"° 5min  D/5SminUV*® 2

2.2.2 Fixierung

Die Fixierung der Retinae fur lichtmikroskopische Immunfarbungen erfolgte nach der
Entnahme im Augenbecher in 4% Paraformaldehyd (PFA) in 0.1 M Phosphatpuffer
(Phosphat buffer Saline, PBS, pH 7.4) fuir 4 Stunden bei Raumtemperatur, die fir die
immunhistologische Studie am Elektronenmikroskop auch in 2% Paraformaldehyd (PFA),
0,25% Glutardialdehyd in Cacodylatpuffer. Die Proben werden in den korrespondierenden
Puffern gewaschen. Um transversale Schnitte am Kryostat (Schnittdicke 12-15 pm)
anfertigen zu konnen, werden die Retinae in Saccharose (10%, 20%, 30% in PBS)
Uberfuhrt und in Tissue Freezing Medium (Sakura) eingebettet, anschlieRend auf Super-
Frost-Plus-Objekttrager aufgeschmolzen und bei -20°C gelagert. Retinae fir Whole Mounts
wurden moglichst schnell weiterverarbeitet, Retinae fir die immunhistologische elektronen-
mikroskopische Studie in Agarose eingebettet und am Vibratom geschnitten (Schnittdicke
60-100 pm). Diese Schnitte wurden in Saccharose (10%, 20%, 30% in PBS) inkubiert, dann
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zum Aufbrechen der Membranen dreimal in flissigem Stickstoff gefroren und bei -20°C

gelagert.

Fur die Western Blot-Studien wurden die Retinae und die Zunge des gleichen Tieres als
Kontrolle direkt in RIPA-Puffer lysiert oder nach Anleitung in ProteoExtract® Subcellular

Proteome Extraction Kit Manual (Calbiochem) fraktioniert.

2.2.3 Primare Antikdrper

1. Anti-Crylb (GEN): Crylb-Antiserum aus Rabbit (auf Bestellung produziert von
GENOVAC GmbH, Freiburg, Germany), gegen die Aminosduren Aa 577-587.: CNYGK
PDKTS K.

2. Anti-Crylb (Bio): Crylb-Antiserum aus Rabbit (auf Bestellung produziert von Firma
BioScience Gattingen, Germany), gegen die Aminosauren Aa 577-587: CNYGK PDKTS K
(charakterisiert in Moller 2006). Beide Antikérper gegen Crylb sind durch Western Blots

getestet und fiir spezifisch befunden worden.

3. Cryla-Antiserum aus Guinea pig (auf Bestellung produziert von GENOVAC GmbH,
Freiburg, Germany), gegen die Aminosauren 601-621 von Cryla: RPNPE EETQS VGPKV
QRQST. Diese Peptidsequenz ist im Huhner- und Rotkehlchen-Cryla identisch (Yamamoto
et al. 2001; Mdller et al. 2004). Durch Western Blot-Analysen ist sichergestellt, dass dieser

Antikorper bei Rotkehlchen und Hiihnern spezifisch fur Cryla ist.

4. Antiserum sc-14363 aus Goat, gegen 20-aa N-Terminal Epitop von human-S-(blau)-
Zapfen-Opsin (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA), charakterisiert von
Schiviz et al. (2008). Phylogenetisch ist das Blau-Zapfen-Opsin (S) der Sauger homolog zum
UV/V (SWS1) Opsin der Vogel (Hart & Hunt 2007); die Sequenz des verwendeten sc-14363-
Antikdrper ist der Sequenz der UV/V-Zapfen-Opsine der Vogel sehr @hnlich, den anderen
Opsinen der Vogel-Zapfen allerdings nicht (siehe Tab. 2.2). Auch ein anderer Antikorper
gegen Sauger-S-Opsin CERN 933 farbt bei Hihnern den Violett-Zapfen (Seydewitz et al.
2004).

5. Antiserum JH492 aus Rabbit, gegen das C-Terminale Epitope von human-M/L-Zapfen-
Opsin (J. Nathans, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore; charakterisiert in
Wang et al. (1992). In Vogeln sollte dieser Antikdrper das Rot-Zapfen-(LWS)-Opsin
markieren, allerdings sind Kreuzreaktionen mit dem Grin-Zapfen-(MWS)-Opsin

wahrscheinlich.
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Tab. 2.2 Vergleich der Aminosauren des Epitops des Sauger-SWS1-Zapfen-Opsin-
AntikOrpers (sc-14363) mit den Sequenzen der verschiedenen Zapfen vom Huhn und
stellvertretend fur das Rotkehlchen denen des Kanarienvogels (Serinus canaria). Die
Aminosauresequenzen der Rotkehlchen-Opsine sind nicht bekannt. In Rot sind die
Ubereinstimmungen der AS markiert. Die meisten Ubereinstimmungen ergeben sich sowohl
beim Huhn als auch beim Kanarienvogel im UV/V-Opsin (Niel3ner et al. 2011).

Opsin Teilsequenz GenBank
Epitop von Antikdrper sc-14363 EFYLFKNISSVGPWDGPQYH
Gallus gallus, UV/V-Zapfen-Opsin (AA 6-25) DFYLFTNGS-VPGPWDGPQYH NP_990769.1

Gallus gallus, Blau-Zapfen-Opsin (AA 13-37) DFYIPMALDAPNITALSPFLVPQTH NP_990848.1
Gallus gallus, Griin-Zapfen-Opsin (AA 8-30) NFYVPMSNKTGVVRSPFEYPQYY NP_990821.1

Gallus gallus, Rot-Zapfen-Opsin (AA 24-43) VFTYTNSNNTRGPFEGPNYH NP_990771.1
Serinus canaria, UV/V-Zapfen-Opsin (AA 5-24) EFYLFKNQSSVGPWDGPQYH CAB91993.1
Serinus canaria, Blau-Zapfen-Opsin (AA 1-19) NLDTPNVTALSPFLVPQTH CAB91994.1
Serinus canaria, Griin-Zapfen-Opsin (AA 1-19) PMSNKTGVVRSPFEYPQYY CAB91995.1
Serinus canaria, Rot-Zapfen-Opsin (AA 1-19) FTYTNSNNTRGPFEGPNYH CAB91996.1

2.2.4 Lichtmikroskopische Immunhistologie

Um den gesamten Fotorezeptor (bestehend aus Zellkern, Innensegment und
AulRensegment) in der Immunfluoreszenz sichtbar zu machen, kann sowohl bei
Kryoschnitten wie auch bei Whole Mounts vorab das Schirmpigment gebleicht werden (5 mi
1.8% NacCl in Aqua dest., 4 ml 30% H,O, 1 ml Aqua dest., 1 Tropfen NH; etwa 20-30 min
(Hemmi & Griunert 1999)). Dies wurde sowohl fiir die lichtmikroskopischen Studien von
Cryla als auch fur die von Crylb gemacht. Da Crylb allerdings durch seine Lokalisation
nicht vom Schirmpigment verdeckt wird, ist das Schirmpigment in den gezeigten Bildern nicht
gebleicht. Die Chemikalien werden anschlieRend mit PBS entfernt, und die Proben werden in
10% Normal-Donkey-Serum (NDS) in 0.25% Triton X-100, 2% Bovine-Serum-Albumin (BSA)
in PBS fur 60 min bei Raumtemperatur prainkubiert. Der priméare Antikorper wurde Uber
Nacht (in 3% NDS, 0.25% Triton X-100, 2% BSA, in PBS) bei 4°C in den folgenden

Konzentrationen inkubiert:

e Cryla-Antiserum aus Guinea pig (1:100, nach einer Aufreinigung 1:500),
e Antiserum sc-14363 aus Goat (1:500),

o Antiserum JH492 aus Rabbit (1:10000),

e Crylb-Antiserum aus Rabbit (GEN) (1:100) und

o Crylb-Antiserum aus Rabbit (Bio) (1:1000).

Um den primaren Antikorper zu visualisieren, wurde nach wiederholtem Waschen am

nachsten Tag flr eine Stunde bei RT der zweite Antikdrper mit den Fluoreszenzfarbstoffen
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CY5, CY3 oder Rhodamin Red-X (Dianova, Hamburg, in 3% NDS, 0.25% Triton X-100, 2%
BSA, in PBS) inkubiert. Die Schnitte wurden mit Aqua-Poly-Mount (Polysciences Europe)
eingedeckt und mit einem konfokalen Laserscanmikroskop (Zeiss Typ 510 META)

ausgewertet.

Bei den Retina-Whole Mounts wurde das oben beschriebene immunhistologische Protokoll
ohne Fixierung am Objektitrager (frei schwimmend) durchgefihrt. Hierfir entfernt man vorab
das Pecten und verlangert die Waschschritte deutlich. Die Proben wurden anschlielend mit
der Fotorezeptor-Seite nach oben mit Aqua-Poly-Mount (Polysciences Europe) eingedeckt

und mit dem konfokalen Laserscanmikroskop (siehe oben) ausgewertet.

2.2.4.1 Kontrollen der lichtmikroskopischen Immunhistologie

Um die Spezifitat der Antikdrper zu testen, wurden verschiedene Kontrollen durchgefiihrt. (1)
Bei der Kontrolle durch Pré-Immunserum wird der primare Antikdrper durch das
entsprechende Serum ersetzt, das dem gleichen Tier vor der Immunisierung mit dem
Antigen entnommen wird. Hierbei werden unspezifische Reaktionen durch Antikdrper, die
bereits im Blutserum des verwendeten Tieres vorhanden waren, sichtbar. (2) Zur weiteren
Kontrolle, ob Bestandteile des Serums aulRer dem priméaren Antikdrper an Proteine der
Vogelretina binden, wird der primare Antikdrper mit dem entsprechenden Antigen
zusammengegeben. Hierdurch wird nur der spezifische Antikdrper gebunden, alle anderen
unspezifischen Antikérper binden weiter ans Gewebe. (3) Zur Kontrolle, ob es zu
unspezifischen Reaktionen des sekundaren Antikdrpers kommt, wird der primare Antikorper
weggelassen. (4) Fur die Doppelfarbungen, wie in der Studie von Cryla verwendet, wird des
Weiteren noch uUberprift, ob es zu Kreuzreaktionen zwischen den sekundaren Antikdrpern
kommt. Hierfir wurde Anti-Cryla aus Guinea pig als primarer Antikbrper mit dem Anti-Goat
als sekundarem Antikérper kombiniert und das Antiserum sc-14363 aus Goat mit einem Anti-

Guinea pig als sekundarem Antikorper.

2.2.4.2 Auswertung der Menge des lichtaktivierten Cryla

Von den 118 Retinae, die unter den oben beschriebenen Lichtbedingungen fiir die
Bestimmung der Menge des lichtaktivierten Cryla entnommen wurden, wurden 18 Retinae
am Kryostat in transversale Schnitte geschnitten (wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben) und
100 als Whole Mounts verarbeitet. Bei den Schnitten wurden jeweils 3-4 Retinae
nebeneinander aufgefroren und so gemeinsam auf einen Objekttrdger aufgebracht, um
Farbeunterschiede zu vermeiden. 20 Retinae der Whole Mounts wurden am néchsten Tag
direkt immunhistologisch bearbeitet, die verbleibenden Retinae wurden in Saccharose (10%,
20%, 30% in PBS) gefuhrt, dreimal in flissigem Stickstoff gefroren und bei -20°C gelagert.
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Als primére Antikdrper wurden immer sc-14363 und Anti-Cryla eingesetzt. Die Auswertung
erfolgte nach dem folgenden Schema, um eine mdglichst unbeeinflusste Auswertung der
Proben durchfiihren zu kdnnen: Zuerst wurde eine geeignete Stelle der Retina durch die
Auswertung der immunhistologischen Farbung der UV-Rezeptoren in der Fluoreszenz-
mikroskopie ermittelt. Als geeignet gilt hier, dass die UV-Opsine gleichmaRig gefarbt sind,
die Retina an der Stelle also nicht wahrend der Féarbung eingefaltet war und die
AuRRensegmente der Fotorezeptoren nicht durch die Praparation beschadigt, z. B. abgerissen
sind. An diesen Stellen wurde anschlie3end die Cryptochrom-Immunféarbung fotografiert. Die
Auswertung erfolgte in verschiedenen Arealen der Retina, wobei nachher mdglichst die
gleichen Stellen der verschiedenen Retinae miteinander verglichen wurden. Erst im zweiten
Schritt erfolgte die Auswertung der Immunfarbung des Cryptochroms im gesamten Praparat

durch Inaugenscheinnahme.

2.2.5 Elektronenmikroskopische Immunhistologie

Fur die elektronenoptische Immunhistologie wurden manche Retinae mit dem Zusatz von
Glutardialdehyd fixiert (siehe auch Abschnitt 2.2.2). Glutardialdehyd enthalt Bindungsstellen,
die von einigen Antikoérpern unspezifisch erkannt werden. Um dem vorzubeugen, wurde das
Gewebe, das vorab mit Zusatz von Glutardialdehyd fixiert wurde, fiur eine Stunde in
Ammoniumchlorid gegeben. Die Prainkubation erfolgte in 10% Normal-Goat-Serum (NGS)
und 2% BSA in PBS fur 60 min bei RT. AnschlieRend wurden die Vibratomschnitte mit Anti-
Cryla (1:100), bzw. mit Anti-Crylb (GEN) (1:100) und Anti-Crylb (Bio) (1:1000) in 3% NGS
und 2% BSA fir 3-4 Tage bei 4°C inkubiert. Zur Visualisierung wurde als sekundarer
Antikdrper ein biotinylierter Anti-Guinea pig-IlgG bzw. ein biotinylierter Anti-Rabbit-IgG (beide
Vector Laboratories) in 3% NGS und 2% BSA fir 2 h eingesetzt und mit einem auf
Peroxidase basierenden enzymatischen System (Vectastain Elite ABC Kit; Vector, Hsu et al.
1981) reagiert. Um diesen Komplex sichtbar zu machen, wurde 0.025% Diaminobenzidin fir
15 Minuten eingesetzt. Um dieses Signal zu verstarken, wurde eine Silberintensivierung
(Sassoe-Pognetto et al. 1994) verwendet und dann in 0.5% Osmiumtetroxid fiir 30 Minuten
bei 4°C osmiert. Fir die Einbettung in Agar Low Viscosity Resin (Plano GmbH, Agar
Scientific Limited, Essex) wurden die Proben noch vorher in einer Alkoholreihe dehydriert.
Die Ultradiinnschnitte (50-60 nm) wurden mit einem Ultra S-Mikrotom (Reichert, Leica)
angefertigt, auf Kupfergrids gebracht und mit Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert. Die
Auswertung erfolgte mit einem Transmissions-Elektronenmikroskop (CM12, Philips,
Hamburg). Tests mit Pra-Immunserum und ohne den primaren Antikdrper dienten der

Kontrolle.
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2.2.6 Western Blot, Dot Blot und Zell-Fraktionierung

Fur die Western Blots wurden sowohl die HUhner-Retinae als auch die Zungen nach der
Entnahme in RIPA-Puffer (0.5% Natriumdesoxycholat, 1% Nonidet P 40, 0.1% SDS, 1 mM
EDTA in PBS mit Protease-Inhibitor (Roche)) fur 30 Minuten auf Eis lysiert und durch
Zentrifugation von Schwebstoffen befreit. AnschlieRend wurde eine Probe von 20 ug durch
ein 10% SDS-Polyacrylamid-Gel nach Proteingréf3e aufgetrennt, auf eine Nitrozellulose-
Membran fur 2 h bei 180 mA Ubertragen, mit 5% BSA préinkubiert und mit Anti-Cryla aus
Guinea pig (1:500) bzw. Anti-Crylb (GEN) aus Rabbit (1:500) und Anti-Crylb (Bio) aus
Rabbit (1:500) inkubiert. Ein meerrettichperoxidase-konjugierter Anti-Guinea pig-lgG
(polyklonales Antiserum aus Goat) bzw. Anti-Rabbit-IgG (polyklonales Antiserum aus Goat)
(beide Dianova, Hamburg, Germany) wurde eingesetzt und mit einer Lésung von 2.5 mM
Luminol, 0.4 mM p-Coumarinsdure, 100 mM Tris-HCI, pH 8.5 und 0.009% H,0, visualisiert.
Die Zell-Fraktionierung wurde mit einem ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit
(Calbiochem) nach Anleitung durchgefuhrt. Diese Proben wurden dann genau wie oben

beschrieben im Western Blot und im Immunverfahren behandelt.

Die Zunge als Gewebe ohne Cryptochrom dient der Kontrolle. Da die Zunge nicht
fraktioniert, sondern in RiPA-Puffer lysiert wurde, wurden auch Retinaproben entsprechend
aufgearbeitet. Zur Kontrolle der Fraktionierung werden weitere Proteine nachgewiesen,

deren Vorkommen bekannt ist. Hierfir wurden verwendet:

e Antiserum Protein-Kinase C aus Rabbit (Santa Cruz Biotechnology Inc. CA, USA) als
Kontrolle fir die zytosolische Fraktion,

o Antiserum E-cadherin aus Mouse (clone 36, BD Transduction Laboratories, Los
Angeles, CA, USA) als Kontrolle fur die Membran-Fraktion,

o Antiserum RARalpha aus Mouse (Abcam, Cambridge, UK) und Antiserum Histon H3
aus Mouse (Sigma, St. Louis, MO, USA) als Kontrolle fur die Zellkern-Fraktion und

e Antiserum Aktin aus Rabbit (Sigma, St. Louis, MO, USA) als Kontrolle fir die
Zytoskelett-Fraktion.

Dot Blots wurden hauptsachlich mit den beiden Anti-Crylb Antikdrpern durchgefiihrt. Hierfur
wurde das Peptid, das fur die Herstellung von Anti-Crylb (GEN) verwendet worden war, in
den Konzentrationen 2 pg, 500 ng, 50 ng und 5 ng und lysiertes Retina-Gewebe (Ripa-
Extrakt) in einer Konzentration von 1 ug, 100 ng und 10 ng auf eine Membran (SDS-Page)
aufgetropft. Die primaren Antikérper gegen Crylb wurden in einer Konzentration von 1:500
eingesetzt. Die Visualisierung erfolgte mit einem HRP-gekoppelten sekundéren Antikdrper
(1:20000, Dianova, Deutschland) und einem Chemilumineszenz-Nachweis, wie bereits flr
die Western Blots beschrieben (Gross 2009).
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2.3 Feinstrukturelle und immunhistologische Charakterisierung von

Cryptochrom 1b in der Retina von Hilhnern und Rotkehlchen

2.3.1 Ergebnisse
Die Kontrollen der beiden verwendeten Crylb-Antikdrper waren negativ und sind im Anhang
dargestellt (Abb. A 2.2 und A 2.3).

2.3.1.1 Lokalisation von Crylb in den Ganglienzellen

Crylb ist bei Rotkehlchen lichtmikroskopisch in den Ganglien- und deplatzierten Ganglien-

zellen exprimiert (Abb. 2.10 A). Funf der hierfir verwendeten Rotkehlchen befanden

Abb. 2.10 Lokalisation von Crylb in der Retina von Rotkehlchen innerhalb und aufRerhalb
der Zugzeit. (A) Retina eines zugunruhigen Rotkehlchens, (B) Retina eines nicht-zugunruhigen
Rotkehlchens. (A) Crylb ist im Zytoplasma der Ganglien- und deplatzierten Ganglienzellen
exprimiert. Die beiden Pfeile markieren als Beispiel zwei Zellkerne. Crylb liegt ausschliefilich
zytoplasmatisch und nicht im Zellkern vor. Die Retina des Tieres, welches nicht in Zugunruhe war
(B), enthalt keine erkennbare Immunmarkierung. Die Zellschichten der Retina sind mit Zahlen
gekennzeichnet: 1 AuRRen- und Innensegment des Fotorezeptors mit dem Oltrépfchen in der Mitte;
2 AuRere Kornerschicht; 3 AuRere plexiforme Schicht; 4 Innere Kérnerschicht; 5 Innere plexiforme
Schicht; 6 Ganglienzellschicht; 7 Sehnerv.
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sich physiologisch in Zugunruhe (siehe auch 2.2.1.1). In den Retinae der zwei Rotkehlchen,
die sich physiologisch nicht in Zugunruhe befanden, war Crylb nicht (Abb. A 2.10 B) oder
nur schwach nachweisbar (Anhang Abb. A 2.4). Die Markierung im Innensegment in
Abb. 2.10 B ist nicht spezifisch, da sich die Innensegmente auch in der Kontrolle angefarbt
haben (siehe auch Anhang Abb. A 2.4). Auch in HuUhnerretinae konnte ich mit diesem
Antikérper keine Farbung erzielen, die deutlich lber der Eigenfluoreszenz der Retina liegt
(Anhang Abb. A 2.5). Allerdings stimmt die Aminosauresequenz von Crylb bei Hilhnern nicht
mit dem Antigen des Antikorpers uberein (Petra Bolte, pers. Mitt.). Bei der Expression von

.
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Abb. 2.11 Lokalisation von Crylb innerhalb der Zelle. (A) Elektronenmikroskopisches Bild einer
Ganglienzelle aus der Retina eines zugunruhigen Rotkehlchens, immunhistologisch markiert mit
Anti-Crylb (GEN). ZK - Zellkern. Pfeile deuten auf das Reaktionsprodukt (Diaminobenzidin mit
einer Silberintensivierung) der immunhistologischen Markierung. Crylb ist an Membranen
assoziiert, liegt aber auch zytosolisch vor. In welchen Zellbestandteilen es vorliegt, ist nicht zu
erkennen. (B) Zell-Fraktionierung mit anschlieRendem Western Blot von der Retina eines
Rotkehlchens. F1: Zytosolische Fraktion; F2: Membran-Fraktion; F3: Zellkern-Fraktion; F4:
Zytoskelett-Fraktion; T: Zunge des jeweils selben Tieres als Gewebe ohne Crylb zur Kontrolle. (B)
Crylb ist sowohl in der zytosolischen Fraktion als auch in der Membran-Fraktion enthalten. Als
Beispiel fur die Kontrolle der Reinheit der Fraktionen dient (B1) E-cadherin fir Membranen, (B2)
RARalpha fiir Zellkerne. Die Kontrollen zeigen in F4, der letzten Fraktion, einen Uberschuss
anderer Proteine. Auch in F1 scheinen sich schon RARalpha gel6st zu haben. Da Crylb allerding
nicht in F3 vorkommt, gibt es hierfur keine Vermischung der Fraktionen, vermutlich da Crylb nicht
in so grof3en Mengen im Gewebe vorkommt wie andere Proteine.
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Crylb in Rotkehlchenretinae ist zu erkennen, dass sich Crylb nicht im Zellkern der
Ganglien- und deplatzierten Ganglienzellen befindet, sondern ausschliefilich im Zytoplasma
dieser Zellen konzentriert ist (Abb. 2.10 A durch Pfeile markiert). Dies wird auch in der
elektronenmikroskopischen Aufnahme (Abb. 2.11 A) deutlich. Die einzelnen Zellbestandteile
sind durch die Behandlung nicht mehr zu identifizieren. Crylb ist teilweise an Membranen
assoziiert und liegt teilweise ungebunden vor. Die membrandsen Strukturen kodnnten
endoplasmatisches Retikulum sein. Auch in Western Blots, denen eine Zell-Fraktionierung
vorausgegangen war, kommt Crylb in der zytosolischen Fraktion und in der Membran-
Fraktion vor. Sowohl die Zellkern- als auch die Zytoskelett-Fraktion enthalt kein Crylb
(Abb.2.11 B, C). Dies bestatigt den entsprechenden Eindruck der elektronen-

mikroskopischen Studie Uber die Lokalisation innerhalb der Zelle.

2.3.1.2 Nachweis von Crylb in den Innensegmenten der Fotorezeptoren
Mit einem anderen Antikorper (Anti-Crylb (Bio)) habe ich auch in Hihnerretinae einen
positiven Befund erzielen kénnen und zwar in den Innensegmenten der Fotorezeptoren
(Anhang Abb. A 2.6 A). Es sind wahrscheinlich nicht alle Innensegmente der Fotorezeptoren
Crylb-positiv, aber die meisten. Die Farbung konzentriert sich nur auf einen Teil des
Innensegments, vermutlich auf den Myoid. Allerdings entspricht die Peptidsequenz des
hierfir verwendeten Antiserums der des oben verwendeten Anti-Crylb (GEN) und stimmt
folglich nicht mit der Aminosauresequenz von Crylb bei HUhnern Uberein. Elektronen-
mikroskopisch habe ich bereits in meiner Diplomarbeit mit Anti-Crylb (Bio) Crylb im
Innensegment und auch in Ganglienzellen von Rotkehlchen nachgewiesen. In beiden
Zellstrukturen lag Crylb sowohl an Membranen assoziiert als auch zytosolisch vor (Anhang
Abb. A 2.6). Auch in dieser Farbung handelte es sich bei den membrantsen Strukturen
vermutlich um endoplasmatisches Retikulum. In Dot Blots wurden keine Unterschiede
zwischen der Reaktion der beiden Antikérper deutlich. Beide Antikdrper binden das Antigen
von Anti-Crylb (GEN) und das Protein aus dem lysierten Retinagewebe (Anhang
Abb. A 2.6 B, C).
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2.3.2 Diskussion

Crylb kommt bei zugunruhigen Rotkehichen in allen Ganglienzellen der Retina vor. Somit
haben meine Versuche die in der Literatur beschriebene Expression von Cryl in den
Ganglienzellen (Mouritsen et al. 2004) bestatigt. In der Retina der Rotkehlchen, die keine
Zugunruhe mehr zeigten, konnte ich Crylb nur schwach in den Ganglienzellen darstellen. In
Hahnerretina konnte ich mit diesem Antikérper gar kein Crylb nachweisen. Die
Aminosauresequenz der Huhner ist allerdings im Bereich des C-Terminus, an den der
Antikdrper bindet, eine andere. Die fehlende Farbung kdnnte man als weitere Kontrolle fur
die Spezifitat des Antikorpers werten. Crylb liegt innerhalb der Zellen zytosolisch, aber auch

an Membranen gebunden vor.

Mit dem Antiserum von Mdller (2006) konnte ich Crylb in der Retina von Hihnern in den
Innensegmenten der Fotorezeptoren markieren. Das Farbebild entspricht dem bei
Rotkehichen (Mdller 2006), allerdings stimmt die Aminosduresequenz von Crylb bei
Hihnern ja nicht mit dem Antigen, gegen die die beiden Crylb-Antikdrper spezifisch sind,
Uberein. Es kdnnte folglich sein, dass das Antiserum hier ein anderes Protein unspezifisch
markiert. Da Modller (2006) allerdings auch die RNA von Crylb im Innensegment
nachgewiesen hat, gehe ich weiterhin davon aus, das Crylb sowohl in den Ganglienzellen
wie auch im Innensegment der Fotorezeptoren lokalisiert ist. In meiner Diplomarbeit konnte
ich Crylb mit diesem Antikdrper zumindest auf elektronenmikroskopischer Ebene sowohl in
den Innensegmenten als auch in den Ganglienzellen bei einem Rotkehlchen parallel
nachweisen. Lichtmikroskopisch konnte ich Crylb damals nur im Innensegment zeigen. Ich
gehe davon aus, dass die fehlende Ganglienzellfarbung im Lichtmikroskop daraus resultiert,
dass sich dieses Rotkehlchen nicht mehr in Zugunruhe befand. Elektronenoptisch konnte ich
bei allen Rotkehichen, die sich auf3erhalb der Zugstimmung befanden, noch Crylb
nachweisen. Da auch lichtmikroskopisch die Farbung teilweise noch schwach vorhanden ist,
ist es nicht verwunderlich, dass auf Zellebene Crylb noch nachweisbar ist. Auch Haque et
al. (2002) beschreibt mRNA von Cryptochrom 1 unter anderem in den Ganglienzellen und
Innensegmenten der Fotorezeptoren bei Hilhnern, wobei es sich hierbei natirlich auch um
die mRNA von Cryla handeln kdnnte, da dort nicht zwischen den beiden Splice-Formen von

Cryl unterschieden wurde.

2.3.2.1 Nachweis der Expression von Crylb in verschiedenen Zell-

schichten der Retina
Es stellt sich hier die Frage, warum die Lokalisation von Crylb im Innensegment der

Fotorezeptoren und in den Ganglienzellen meist nicht parallel von dem gleichen Antikorper
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gebunden wird und so in der Vergangenheit auch nicht innerhalb einer Studie beschrieben

wurde.

Diese Frage kann hier nicht beantwortet, es konnen lediglich Vermutungen angestellt
werden. Im Dot Blot verhalten sich die beiden Antikdrper gleich: beide binden das gleiche
Peptid und das lysierte Gewebe. Bei diesem Verfahren liegt das Protein oder das Peptid
allerdings im lysierten Zustand vor. Das bedeutet, dass die Konformation des Proteins
aufgehoben ist. In diesem Zustand ist das Antigen des Proteins offensichtlich fir beide
Antikérper zuganglich. Im untersuchten Gewebe hat das Protein allerdings seine tertidre
Struktur behalten. Dort reagieren die beiden Antikérper unterschiedlich, obwohl sie gegen
dasselbe Antigen hergestellt wurden. Bei der Herstellung der Antikorper ist nicht nur die
Aminoséaurekette des Antigens entscheidend, sondern auch dessen dreidimensionale
Faltung. Diese kann durchaus zwischen den beiden Antigenen, die fir die Immunisierung
verwendet wurden, variieren, und demzufolge ist die dreidimensionale Struktur der
Antigenbindungsstelle der Antikdrper ebenfalls unterschiedlich. Wie auch spéter fur Cryla
und fur die Opsine beschrieben (siehe Abschnitt 2.4.2.1 und 2.5), kommt es dann dazu, dass
das Protein nur in diesem bestimmten Konformationszustand von dem jeweiligen Antikdrper
gebunden werden kann. Eine moégliche Erklarung fir die Farbeunterschiede ware, dass sich
Crylb in den Innensegmenten vielleicht in einer anderen Konformation als in den
Ganglienzellen befindet und kann deshalb nicht von beiden Antikdrpern gleich gebunden

werden.

Bei Mouritsen und Kollegen (2004) wurde Cry1 bei Gartengrasmuicken in den Ganglienzellen
nachgewiesen, im Gegensatz dazu bei Zebrafinken nicht immer. In dieser Studie wurde
durch den verwendeten Antikérper nicht zwischen den beiden Cryl-Splice-Varianten
unterschieden. Auf Grund meiner Befunde gehe ich davon aus, dass es sich bei der von
Mouritsen und Kollegen (2004) beschriebenen Lokalisation von Cryl um Crylb handelt. Es
wurde sogar ein tageszeitlicher Unterschied gefunden: hier war die Expression in den
Abendstunden, der Zugzeit von Gartengrasmiicken, héher als am Tag. Solche Unterschiede
konnte ich nicht finden, ich habe allerdings auch keine gezielte Studie dazu durchgefihrt. Die
von Moller (2006) untersuchten Rotkehlchen, die ja alle keine Expression von Crylb in den
Ganglienzellen zeigten, waren allerdings alle erst nach Beendigung der Zugunruhe abgetotet
worden (W. & R. Wiltschko pers. Mitteilung). Die fehlende Ganglienzellfarbung kénnte daran
liegen, dass Crylb zumindest bei Rotkehlchen nach meinen Befunden nur innerhalb der
Zugsaison in den Ganglienzellen exprimiert wird. Der Todeszeitpunkt der beiden
Rotkehlchen aus meiner Arbeit, die sich nicht mehr in Zugstimmung befanden entspricht

ungefahr dem der Tiere aus der Studie von Mdller (2006). Wenn Crylb auch bei anderen
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Vogelarten hauptsachlich wahrend der Zugzeit exprimiert wird, konnte dies erklaren, warum

der Nachweis nicht immer gelingt.

2.3.2.2 Eignung von Crylb als Rezeptormolekdil fir den Magnetkompass

Ich konnte Crylb im Elektronenmikroskop in beiden Zelltypen sowohl zytosolisch als auch
membran-assoziiert nachweisen. Die Western Blots, denen eine Zell-Fraktionierung
vorausgegangen war, bestatigen dies. Dadurch liegt bei Crylb allerdings keine Ausrichtung
der Proteine in eine bestimmte Richtung vor. Die Membranen innerhalb der Ganglienzellen
oder auch im Innensegment der Fotorezeptoren sind nicht in eine Richtung ausgerichtet, so
wie es im AulRensegment der Fotorezeptoren der Fall ist. Allerdings haben Lau et al. (2012)
gezeigt, dass eine feste Ausrichtung der Proteine nicht unbedingt notwendig ist. Moller
(2006) spekuliert tGber die Funktion von Crylb in den Innensegmenten der Fotorezeptoren
als Rezeptormolekil fir den Magnetkompass. Auch Mouritsen et al. (2004) diskutieren bei
Cryl in den Ganglienzellen Uber die Funktion als Rezeptormolekiil fir den Magnetkompass.
Es wurde von Mouritsen et al. (2004) bei Zebrafinken aber auch bei Gartengrasmiicken ein
tageszeitlicher Unterschied in der Expression von Cryl in den Ganglienzellen gefunden und
eine insgesamt deutlich schwachere Expression von Cryl bei Zebrafinken. Zebrafinken
haben allerdings wie Gartengrasmiicken oder Rotkehlchen denselben Typ von
Magnetkompass (Keary et al. 2009). Ich habe grofRe Unterschiede in der Expression von
Crylb bei Rotkelchen innerhalb der Zugzeit und aul3erhalb dieser Zeit gefunden. Ich wirde
bei der Funktion als Rezeptormolekil des Magnetkompasses keine solchen tageszeitlichen
oder jahreszeitlichen Unterschiede erwarten, da Orientierung davon unabhangig ist. Dies
macht meiner Meinung nach Crylb als Rezeptormolekdl fir den Magnetkompass

unwahrscheinlich.
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2.4 Feinstrukturelle und immunhistologische Charakterisierung von

Cryptochrom lain der Retina von Hihnern und Rotkehlchen

2.4.1 Ergebnisse™

Die Expression von Cryla in der Retina von Rotkehlchen und Hihnern ergab keine
Unterschiede zwischen dem linken und dem rechten Auge. Auch an verschiedenen

Tageszeitpunkten ergaben sich keine sichtbaren Unterschiede zwischen den Proben.'? Die

Cryla V-Zapfen-Opsin Uberlagerung

Abb. 2.12 Immunmarkierung von Cryla und UV/V-Zapfen-Opsin und deren Kolokalisation in
der Retina von Hiuhnern. (A) Vertikaler Schnitt durch die Retina; (B) Whole Mount. Die
Zellschichten der Retina sind mit Zahlen gekennzeichnet: 1 Auf3en- und Innensegment des
Fotorezeptors mit dem Oltropfchen in der Mitte; 2 AuRere Kornerschicht; 3 AuRere plexiforme
Schicht; 4 Innere Kdrnerschicht; 5 Innere plexiforme Schicht; 6 Ganglienzellschicht. Linke Spalte
(Al und B1): Die Cryla-Immunfluoreszenz (dargestellt in Grin) ist innerhalb des Auliensegmentes
eines morphologisch sehr schlanken Fotorezeptors. Mittlere Spalte (A2 und B2): Die UV/V-Zapfen-
Opsin-Immunfluoreszenz (dargestellt in Blau) ist im selben Fotorezeptor im gleichen Zellbereich.
Rechte Spalte (A3 und B3): Uberlagerung der beiden Bilder. Cryla und das UV/V-Zapfen-Opsin
kolokalisieren in allen Zellen.

! Die hier beschriebenen Ergebnisse wurde bereits in PlosOne (NieRner et al. 2011) veroffentlicht.
2 Ich habe allerdings keine gezielte Analyse iiber den Tag/Nachtrhythmus oder den Jahreszyklus
durchgefiihrt.
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in Material und Methode beschriebenen Kontrollen, die zeigen, dass der Antikorper

spezifisch fur Cryla ist, waren alle negativ und sind im Anhang (Abb. A 2.7 - A 2.9) illustriert.

2.4.1.1 Lichtmikroskopische Immunhistologie

Die Ergebnisse der lichtmikroskopischen immunhistologischen Studie zeigen, dass Cryla
sowohl bei Huhnern (Abb. 2.12) als auch bei Rotkehlchen (Abb. 2.13) in den AulRen-

UV-Zapfen-Opsin

Cry1a Uberlagerung

Abb. 2.13 Immunmarkierung von Cryla und UV/V-Zapfen-Opsin und deren Kolokalisation in
der Retina von Rotkehlchen. (A) Vertikaler Schnitt durch die Retina; (B) Whole Mount. Die
Zellschichten der Retina sind mit Zahlen gekennzeichnet, die in Abb. 2.12 beschrieben sind. Linke
Spalte (A1 und B1): Cryla-Immunfluoreszenz (dargestellt in Griin). Mittlere Spalte (A2 und B2):
UV/V-Zapfen-Opsin-Immunfluoreszenz (dargestellt in Blau). Rechte Spalte (A3 und B3):
Uberlagerung der beiden Bilder. Auch bei Rotkehlchen kolokalisieren Cryla und UV/V-Opsin in
allen AuRensegmenten des UV/V-Zapfens. Die Dichte der Cryla/UV/V-Fotorezeptoren ist bei
Rotkehlchen deutlich héher bei Huhnern (siehe Abb. 2.12).
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segmenten von Fotorezeptoren vorkommt. Die Morphologie legt nahe, dass es sich hier um
einen bestimmten Fotorezeptortyp handelt, da dieser Zapfen (erkennbar an dem fiir Zapfen
der Vogel typischen Oltropfchen) auffallig lang und schlank ist. Cryla ist ausschlieRlich im
AuBBensegment dieses Zapfentyps erkennbar, obwohl alle Proteine im Innensegment

hergestellt und erst anschlieBend in das AuRensegment transportiert werden.

Doppelfarbungen mit verschiedenen Antikérpern gegen die Sehpigmente (Opsine) der
verschiedenen Zapfen der Végel zeigten, dass (1) Cryla ausschlieBlich in den UV/V-Zapfen
(SWS1) vorkommt, und zwar sowohl bei Rotkehlchen als auch bei Hihnern, und (2) auch
samtliche UV/V-Zapfen Cryla enthalten. Dies ist am deutlichsten in den Bildern der Whole
Mount-Studie (Abb. 2.12 B und 2.13 B) zu erkennen. Diese Studie zeigt auch, dass die
Cryla/UV/V-Zapfen Uber die gesamte Retina verteilt sind. Unterschiede in der Dichte der
Zapfen-Population sind optisch nicht erkennbar. Die Dichte der Cryla/UV/V-Zapfen ist in der
Rotkehlchenretina deutlich hoher als bei Hiihnern. Dies ist sowohl im Schnitt als auch im
Whole Mount klar zu erkennen (Abb. 2.13). Doppelfarbungen mit den roten Zapfen (bzw. den
roten und den griinen, siehe auch Material und Methode) bestatigen das ausschliel3liche

Vorkommen in den UV/V-Zapfen und zeigen keine Kolokalisation.

2.4.1.2 Elektronenmikroskopische Immunhistologie

Das Substrat, das im Elektronenmikroskop Cryla markiert, ist als dunkler Punkt zu erkennen
(Abb. 2.14). Deutlich zu sehen ist das Oltropfchen und darlber die Diskmembranen des
AulRensegmentes eines sehr schlanken Zapfens, welcher vorher in der Lichtmikroskopie als
UV/V-Zapfen identifiziert wurde (Abb.2.14 A). Cryla ist entlang der Diskmembranen
angeordnet, allerdings nicht an allen (Abb. 2.14 A, B). Es wechseln sich Zonen mit und ohne
Cryla ab, so dass ein Streifenmuster entsteht. In der héheren Vergrof3erung ist gut zu
erkennen, dass Cryla an den Membranen angeordnet ist. Unklar bleibt, ob und, wenn ja, in

welcher Weise Cryla an die Membran gebunden ist.

Weiter ist zu erkennen, dass sich Cryla auf der Seite des Ziliums, welches das Innen- und
das AuRensegment verbindet, bis zu der den Rezeptor umgebenden Membran ausbreitet,
auf der gegeniberliegenden Seite aber nicht (Abb. 2.14 B). Die Seite des Ziliums ist die
Seite des AulRensegmentes, an der die Proteine eingeschleust werden. Alle Proteine des
AuRensegments werden im Innensegment produziert und dann extrazelluldr transportiert. Im
Innensegment selbst ist allerdings auch im Elektronenmikroskop kein Cryla nachweisbar
(siehe Anhang Abb. A 2.10). Auch gibt es keinen Hinweis darauf, dass Cryla aus dem
Rezeptor ausgeschleust und in das Pigmentepithelium verbracht wird, wie es mit dem

Retinal geschieht (siehe auch 2.4.2.1).

37



Struktur der Magnetrezeptoren im Auge: Ergebnisse zur Lokalisation von Cryla

2.4.1.3 Western Blot und Zell-Fraktionierung
Die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Studie weisen darauf hin, dass Cryla an die
Diskmembran gebunden sein konnte. Durch die Behandlung der Retinae in verschiedenen,

aufeinanderfolgenden Puffersystemen werden die vorhandenen Proteine je nach

Vorkommen in vier Fraktionen geldst. Dies sind die zytosolische, die Membran-, die Zellkern-

F1 F2 F3 F4 T

E-

‘ES C——

E4 —

Abb. 2.14 Elektronenmikroskopische Immunhistologie und Western Blots. (A) AuRensegment
eines langen, schlanken Fotorezeptors einer Huhnerretina. Unterhalb der Diskmembranen ist das
Oltropfchen zu sehen. An der Seite ist mit einem Pfeil das Zilium gekennzeichnet. Cryla ist mit den
dunklen Punkten markiert, die aus Diaminobenzidin und der Silber-Intensivierung bestehen. (B)
Hohere VergrolRerung des basalen Teiles des Auliensegmentes von (A). Cryla ist entlang der
Diskmembranen aufgereiht. Nicht alle Diskmembranen enthalten Cryla, und es kommt zu einer
optischen Streifung. Auf der Seite des Ziliums werden die Proteine vom Innen- in das
AuRensegment transportiert, so auch hier das Cryla. Hier ist es vermutlich zytosolisch und wird
dann an die Diskmembranen gebunden. (C) AuRensegment eines Zapfen-Fotorezeptors in einer
Rotkehlchenretina. Auch hier ist zu sehen, dass nicht alle Diskmembranen Cryla enthalten.
Western Blot einer Rotkehlchen- (D) und einer Huhnerretina (E). F1: Zytosolische Fraktion; F2:
Membran-Fraktion; F3: Zellkern-Fraktion; F4: Zytoskelett-Fraktion; T, Zunge des jeweils selben
Tieres als Kontrolle. Cryla ist in der zytosolischen Fraktion und in der Membran-Fraktion in beiden
Arten. Zur Kontrolle der Reinheit der einzelnen Fraktionen wurden andere Proteine markiert, hier an
der Huhnerretina gezeigt: (E1) Protein-Kinase C fur Zytosol, (E2) E-cadherin fir Membranen, (E3)
Histon H3 fur Zellkern, (E4) Aktin furs Zytoskelett. Die Kontrollen zeigen, dass F1 und F2 keine
Proteine anderer Fraktionen enthalten (siehe Protein-Kinase C und E-cadherin). E-cadherin bindet
ebenso an Aktin in F4, allerdings gibt es einen Uberlauf in F3. Dasselbe gilt fiir Aktin, die Kontrolle
fur die Zytoskelett-Fraktion. Histon H3 ist in F3 aber auch in F4 zu sehen auf Grund der grof3en
Menge dieses Proteins in diesem Gewebe.
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und die Zytoskelett-Fraktion. Sowohl in Hilhner- wie auch in Rotkehlchenretinae ist Cryla in
der zytosolischen Fraktion und in der Membran-Fraktion vorhanden (Abb. 2.14 D, E). Dies
stimmt insofern mit den Ergebnissen der elektronenmikroskopischen Studie Uberein, dass
Cryla nach der Synthese an die Membran gebunden wird. Die Synthese selbst war im

Transmissions-Elektronenmikroskop nicht nachweisbar.

2.4.2 Diskussion

Cryla ist im AuRRensegment aller UV/V-Zapfen von Rotkehlchen und Hihnern lokalisiert.
Diese Cryla/UV/V-Zapfen sind Uber die gesamte Retina verteilt. Elektronenmikroskopisch
wird klar, dass Cryla innerhalb der AuRensegmente an den Diskmembranen entlang
aufgereiht ist. Die Zell-Fraktionierung mit anschlieRenden Western Blots zeigt, dass Cryla

an die Diskmembranen gebunden vorliegt.

2.4.2.1 Lokalisation von Cryla

Es gibt verschiedene Erklarungen, warum Cryla im Innensegment, wo es hergestellt wird,
nicht nachgewiesen werden kann. Eventuell kann der Antikérper durch eine spezifische
rdumliche Konformation der Antigenbindungsstelle Cryla in seiner Produktions- und
Transportform nicht detektieren. Mdglich ist auch, dass Cryla zu der untersuchten Tageszeit
in zu geringer Konzentration im Innensegment vorlag. Allgemein ist dies aber kein
ungewodhnliches Phanomen, auch das UV/V-Opsin lasst sich z. B. mit dem hier verwendeten

Antikdrper nur im AulRensegment nachweisen.

Die Produktion der Opsine unterliegt einer starken circadianen Rhythmik. Es gibt mehrere
Tageshochs, der Hauptpeak liegt bei den Zapfen in der friihen dunklen Periode, bei den
Stabchen ca. 12 Stunden versetzt dazu (LaVail 1976, Besharse et al. 1977, Young 1978,
Haque et al. 2002). Cryla bildet im Elektronenmikroskop optisch Streifen, da nicht alle Disks
Cryla enthalten, aber immer mehrere aufeinanderfolgende Cryla positiv sind. Diese
Streifung koénnte mit der Tagesperiodik erklart werden. Die Disks werden immer basal
erneuert und apikal abgestofen, bei Hihnern mit einer Rate von ca. 40 Disks pro Tag
(Young 1978). Der Abstand der Disks mit Cryptochrom ist enger als diese 40 Disks pro Tag,
kénnte aber einer eigenen Produktionsrhythmik unterliegen. Quantitative RNA-
Untersuchungen geben Hinweise auf eine Tagesrhythmik von Cryla. Die Menge der Cryla-
RNA stieg hier im linken Auge zu den Entnahmezeitpunkten 17:30 Uhr und 22:30 Uhr
gegeniber den Zeitpunkten am Tag deutlich an, im rechten Auge blieb sie Uber den
gesamten Tag gleich (Moller 2006). Der Anstieg des RNA-Levels lasst allerdings nicht

automatisch Rickschlisse auf einen Anstieg des Protein-Levels zu. Somit lasst er sich auch
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nicht so einfach auf den Zeitpunkt des Transportprozesses hin interpretieren. Proteinlevel

kénnen beispielsweise auch einfach konstant gehalten werden.

Das Retinal, der Teil des Opsins, der bei Belichtung eine Konformationsdnderung vollzieht,
wird zur Re-Isomerisierung in das Pigmentepithel verbracht und anschlielRend wieder in die
Diskmembran eingeschleust. Die immunhistologische Farbung fir das Elektronenmikroskop
ergab keine Hinweise, dass auch Cryla zwischenzeitlich in das Pigmentepithelium
ausgeschleust wird. Im Redox-Zyklus des Flavins werden sowohl im Oxidationsprozess als
auch wahrend der Re-Oxidation Radikalpaare gebildet. Vermutlich sind die Radikalpaare, die
wahrend der Re-Oxidation gebildet werden, die fir den Magnetkompass entscheidenden
(Ritz et al. 2009, siehe auch 2.6.5). Wirde Cryla wahrend dieser Phase ins Pigmentepithel
verbracht, ware dies mit einer potenziellen Funktion als Rezeptormolekil nur schwer

vereinbar.

2.4.2.2 Cryla als Rezeptormolekil fir den Magnetkompass
Als erste Bedingung leitet sich vom Radikalpaar-Modell (Ritz et al. 2000) ab, dass Licht das

Rezeptormolekdl erreichen muss. Dies ist innerhalb der Retina automatisch erfllt.

Die zweite Bedingung, dass alle Rezeptormolekile innerhalb einer Rezeptorzelle in eine
Richtung ausgerichtet sind, ist durch eine Fixierung an den Diskmembranen, die parallel
angeordnet sind, wahrscheinlich erfiillt. Eine Membran ist zwar fluid, allerdings ist die
Bewegung der Proteine lediglich innerhalb und nicht durch sie hindurch mdéglich. Eine
Rotation in der Ebene um 360° spielt keine Rolle, und eine gewisse Bewegung im Winkel
wirkt sich nicht stérend aus (Hill & Ritz 2010, Lau et al. 2010, Solovjov & Schulten 2012). Lau
et al. (2012) haben gezeigt, dass Magnetrezeption mittels eines Radikalpaarprozesses sogar
ohne eine feste Ausrichtung der Proteine mdglich ist. Allerdings ist die Bedingung der
gleichmaRigen Ausrichtung durch die Bindung an die Diskmembranen innerhalb einer
Rezeptorzelle erfiillt, und eine weitere Stabilisierung des Cryptochroms auf der Membran ist
durch andere Proteine vorstellbar. Cryptochrom 1 ist kein Transmembran-Protein (Liedvogel
& Mouritsen 2010) und ben6étigt einen Interaktionspartner, der es an der Membran gebunden
halt. Da beide Cryptochrom 1-Splice-Varianten dieselben Bindungseigenschaften haben —
beide konnten sowohl Membran gebunden als auch zytosolisch nachgewiesen werden —,
liegt die Bindungsstelle fur die Membran, bzw. fur einen Interaktionspartner in der Membran
vor dem C-Terminus, da beide Proteine bis auf den C-Terminus identisch sind. Uber den
Interaktionspartner selbst lasst sich zurzeit nur spekulieren. Von diesem hangen jedoch
sicherlich zukunftige Untersuchungen zur Beweglichkeit des Cryptochroms innerhalb der

Diskmembranen ab.
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Die dritte Bedingung ist, dass die einzelnen Rezeptorzellen in jeder Raumrichtung der Retina
vorhanden sein missen. Vogel haben insgesamt vier Farbrezeptoren (Zapfen) und die
Stabchen. Die vier Farbrezeptoren sind der rote (LWL), der griine (MWL), der blaue (SWL)
und der ultraviolette oder violette (SWS1) Zapfen. Der Bereich des ultravioletten oder
violetten Sehens variiert von Vogelart zu Vogelart etwas. So sehen Hihner beispielsweise im
violetten Bereich, Rotkehlchen im ultravioletten Bereich (Zfg. Hart 2001). Der Unterschied
zwischen der ultravioletten und der violetten Form wird nur durch Verdnderung einer
Aminosaure bedingt (Wilkie et al. 1998, Hart & Hunt 2007, Carvalho et al. 2011). Die UV/V-
Zapfen sind Uber die ganze Retina verteilt und machen bei Hihnern etwa 9% der
Zapfentypen aus (Zfg. Hart 2001, Kram et al. 2010). Ich konnte die Verteilung bestatigen und
so auch zeigen, dass es kein Zentrum des UV-Sehens und damit der Magnetrezeption wie
eine ‘Magnetfovea’ gibt. Dies deckt sich mit der Vorstellung von Ritz et al. (2000). Sie
postulierten, dass das Muster des Magnetfeldes durch die Verschiebung von Singulett- und
Triplett-Produkten zueinander einen helleren oder dunkleren Fleck erzeugt, der sich je nach
Blickrichtung Uber das Gesichtsfeld bewegt (vergleiche Abb. 2.6). Da die Cryla/UV/V-Zapfen
Uber die ganze Retina verteilt sind, decken diese durch die halbrunde Form des Auges jede
Raumrichtung ab. So kann der Vogel die Richtungen der Magnetfeldlinien ermitteln,

unabh&ngig von seiner eigenen Ausrichtung.

Die vierte Bedingung, die Moglichkeit, ein Signal an das Gehirn weiterzugeben, ist im UV/V-

Zapfen durch seine Natur als Fotorezeptor gegeben.

Die Lokalisation von Cryla erfillt die fiir das Rezeptormolekil durch das Radikalpaar-Modell
gestellten Bedingungen. Daraus schliel3e ich, dass Cryla ein geeigneter Kandidat fur das

Rezeptormolekil des Magnetkompasses ist.
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2.5 Menge von lichtaktiviertem Cryptochrom la unter mono-

chromatischen Lichtern

2.5.1 Ergebnisse und Diskussion®®

In diesen Versuchen habe ich die Expression von UV-Opsin und Cryla an derselben Stelle
der jeweiligen Retina von Huhnern immunhistologisch untersucht (zu sehen in Abb. 2.15
oder Anhang Abb. A 2.11). Die Féarbeintensitat des UV/V-Opsin-Antikorpers variiert durch die

Abb. 2.15 Lichtaktivierung
von Cryla. In Blau ist das
UV-Opsin markiert, in Grin
dargestellt Cryla. Die Licht-
bedingungen sind in der Ecke
aufgefuhrt. Die gleichen Be-
zeichnungen markieren die-
selbe Retinastelle. S — Sonne,
D — Dunkelheit, D/5minUV*® —
30-mindtige Vorbehandlung im

Dunkeln und 5-minltige Be-
handlung in UV, *° - 0,8 x 10"
quanta s'm®. Die UV-Opsin-
Farbung variiert durch die
Lichtbehandlung nicht und
dient der Kontrolle, dass keine
Fehler im immunhisto-
logischen Protokoll oder der
Préaparation aufgetreten sind.
Nach der Behandlung in
Dunkelheit 1aRt sich Cryla

durch den Antikérper nicht

D/5minUVXS D/5m||’]UVXS mehr markieren.

S

50um

3 Die hier beschriebenen Ergebnisse werden im Journal of the Royal Society Interface (NieRner et al.
2013) verdffentlicht.
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Lichtbehandlung der Retina nicht und wird deshalb als Kontrolle fir das immunhistologische

Farbeprotokoll und die Praparation verwendet.

2.5.1.1 Cryla-Markierung nach der Behandlung in Sonne und Dunkelheit
In der Retina von Hiuhnern, die vorab Sonnenlicht ausgesetzt wurden, ist Cryla, wie in
Abschnitt 2.4 beschrieben, nachweisbar (Abb. 2.15). In Retinae von Huhnern, die vorab
dunkel adaptiert wurden, hingegen ist keine Farbung durch Anti-Cryla zu erzielen
(Abb. 2.15). Generell spiegelt die Farbeintensitat eines Antikorpers die Menge des Antigens
wieder, das vorhanden ist. Bei Cryla variiert diese jedoch nach der Vorbehandlung in Licht
oder Dunkelheit. Cryla vollzieht bei Lichtaktivierung eine Konformationsénderung, bei der
der C-Terminus an die Oberflache des Proteins tritt (Partch et al. 2005, siehe auch Abschnitt
2.1.4.1 und Abb. 2.8). Auf diesem C-Terminus ist das Antigen des verwendeten Antikdrpers
lokalisiert. Die einfachste Erklarung ist, dass der Antikorper nur die lichtaktivierte
Konformation von Cryla markiert. Es konnte allerdings auch zu einer Degradation des
Proteins im Dunkeln gekommen sein. Um dies auszuschlieBen, wurden Hihner nach einer
30-minltigen Vorbehandlung im Dunkeln wieder fir 5 Minuten in Licht (hier UV-Licht)
gebracht. Es wurde erneut Cryla vom Antikorper gebunden (Abb. 2.15). Dies macht eine
Degradation nicht sehr wahrscheinlich, da Cryla im Aul3ensegment lokalisiert ist und die
erneute Synthese von Proteinen im Innensegment und der Transport ins Aul3ensegment
deutlich mehr Zeit als 5 Minuten in Anspruch nehmen wurde. Zur Erinnerung: normalerweise
werden an jedem Tag nur ca. 40 Disks erneuert (Young 1978). Auch in Verhaltensversuchen
mit Rotkehlchen funktioniert der Magnetkompass in Kontrollbedingungen normal, auch wenn
sie am Vortag im Dunkeln getestet wurden. Wirde das Protein im Dunkeln abgebaut, wiirde
der Magnetkompass dann nicht und auch generell morgens wohl nie funktionieren. In meiner
Studie zur Lokalisation von Cryla konnte ich keine Hinweise auf eine Reoxidation auf3erhalb
des Rezeptors finden. Dies macht es nicht wahrscheinlich, dass eine schnelle Reoxidation
im Pigmentepithel wie beim Retinal auch bei Cryla vorkommt. Da Cryla auch nicht an
seinem Produktionsort im Innensegment des Fotorezeptors nachweisbar ist und auch die
Opsine oftmals nicht in ihrer Produktions- und/oder auch Transportform nachgewiesen
werden kdnnen, habe ich bereits in Abschnitt 2.4.2.1 diskutiert, dass Antikorper teilweise
Proteine nur in bestimmten Konformationen binden. Ich gehe also davon aus, dass nur die
lichtaktivierte Konformation von Cryla von diesem Antikdrper gebunden wird. Auch Cry4
konnte in einer Studie nach Lichtbehandlung nur in bestimmter Konformation von einem
Antikorper nachgewiesen werden. Allerdings wurden die Retinae der Huhner in dieser Studie
vorab lysiert (Watari et al. 2012).
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2.5.1.2 Menge von lichtaktiviertem Cryla unter monochromatischem
Licht

Die Ergebnisse der Versuche unter sechs monochromtischen Lichtern mit niedriger Intensitat
(0,8 x 10*® quanta s™*m™, gekennzeichnet mit *°, und 8 x 10* quanta s'm, gekennzeichnet
mit ®), sind in Abb. 2.16 dargestellt. In UV*™, Blau (B®) und Tirkis (T°) ergibt sich ein
deutliches Farbebild, und somit ist lichtaktiviertes Cryla vorhanden (Abb. 2.16 UV*®, B®, T5).
In Grin (G®) gibt es zwar lichtaktiviertes Cryla, allerdings liegt die Menge unter der der

kurzwelligeren Lichter. Dies ist am schlechteren Signal-Rausch-Verhéltnis und somit dem
erhéhten Hintergrund festzumachen (Abb. 2.16 G®). In Gelb (Y®) konnte ich mehr licht-
aktiviertes Cryla als unter G° feststellen (Abb. 2.16 Y®), unter R® ist allerdings, wie bereits im
Dunkeln, kein lichtaktiviertes Cryla vorhanden (Abb. 2.16 R®).

S50um

Abb. 2.16 Lichtaktivierung von Cryla nach der Behandlung mit verschiedenen
monochromatischen Lichtern. Die Lichtbedingungen sind jeweils in der oberen linken Ecke
markiert. UV — Ultraviolet, B — Blau, T — Tirkis, G — Griin, Y — Gelb, R — Rot, *® — 0,8 x 10"
quanta s™m?, ° — 8x10™ quanta s'm? In UV, B® und T° ist viel lichtaktiviertes Cryla
vorhanden. In G° ist aktiviertes Cryla vorhanden, allerding weniger als in den kurzwelligeren
Lichtbereichen. Dies ist am schlechteren Signal-Rausch-Verhéltnis und somit am erhdhten
Hintergrund festzustellen. In Y® ist mehr lichtaktiviertes Cryla vorhanden als in G®, in R® hingegen
konnte ich keinerlei lichtaktiviertes Cryla nachweisen.

Die Konformationsé&nderung des Cryptochroms kommt durch den Redox-Zyklus des Flavins

zustande. Es stellt sich nun die Frage, in welchem Oxidationszustand das Flavin sich
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befindet, wenn der C-Terminus des Cryptochroms durch den von mir verwendeten
Antikdrper gebunden wird. Das Absorptionsspektrum von volloxidiertem Flavin (FAD,y liegt
im Bereich von UV bis circa 500 nm (Zfg. Chaves et al. 2011), es wird dann zur
Semichinonform (FADH°/Trp°) reduziert. FADH®/Trp° kann entweder unabhangig von Licht
wieder zu FAD,, oxidiert werden oder durch Licht ein weiteres Elektron aufnehmen und so in
die vollreduzierte Form Ubergehen (Miiller & Ahmad 2011). Das Absorptionsspektrum von
FADH®/Trp® ist gegenuber FAD, im langwelligeren Bereich erweitert und reicht bis circa
600 nm fur neutrales Semichinon und bis circa 560 nm fur anionisches Semichinon z. B.

beim Menschen (Vieira et al. 2012). In einer weiteren lichtunabhangigen Reaktion wird die

FADH® g
UV-A Blau Trp* UV-A, Blau
Grun (Gelb)
\¢\\ Nt <‘Ct\\\\
Inaktiv A
FADox FADH"™

Nt ct <::::
-

FADH®
0"

Nt Ct

Inaktiv

Abb. 2.17 Redox-Zyklus von Flavin. Die Belichtung von Cryptochrom fiihrt zu einem
kontinuierlichen Zyklus zwischen dem oxidierten und dem radikalen Zustand von FAD im kleinen
Zyklus (FADox zu FADH®/Trp® und zurlick, gekennzeichnet mit einem schwarzen Pfeil zwischen
den beteiligten Reaktionspartnern) und zwischen dem oxidierten und dem reduzierten Zustand
von FAD im groRem Zyklus (FADox — FADH®/Trp® — FADH- — FADH®/O,° — FADox). Sowohl
wahrend der Reduktion als auch wahrend der Oxidation wird eine Semichinonform (FAD°)
gebildet, die sich allerdings durch ihre verschiedenen Reaktionspartner unterscheidet. Die
Lichtreaktion von FADH®/Trp° lauft schneller ab als die lichtunabhangige Reoxidation (Muller &
Ahmad 2011). Der von mir verwendete Antikérper bindet vermutlich Cryla nur, wenn das Flavin
in der vollreduzierten Form (FADH-) vorliegt, da nach der Behandlung in griinem Licht Cryla
gebunden wird, nach der in rotem Licht nicht (abgeandert aus Niel3ner et al. 2013).
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vollreduzierte Form des Flavins (FADH-) erneut zu FADH° oxidiert. Allerdings sind die
Interaktionspartner dieser halbreduzierten Form andere als wahrend der Reduktion, n&mlich
FADH®/O,°- (siehe auch Abschnitt 2.6.5). Mit der erneuten Bildung von FAD, ist der Zyklus
abgeschlossen (siehe auch Abb. 2.17).

In UV-Licht, blauem und tirkisem Licht kann der gesamte Redox-Zyklus des Flavins
durchlaufen werden, und es ist aktiviertes Cryptochrom vorhanden. Unter Griin ist weniger
aktiviertes Cry vorhanden, da hier nur FADH®/Trp° angeregt wird. Vor dem Versuch befinden
sich die Huhner im vollen Spektrum des Lichts, und alle Formen des Redox-Zyklus liegen
vor. Grines Licht wird von dem noch vorhandenen FADH®/Trp® absorbiert, es kann aber kein
neues Semichinon durch die Reduktion von FAD, gebildet werden. Da unter Rot kein
aktiviertes Cryla gebunden wird und auch hier noch FADH®/Trp° vorhanden sein sollte, ist
davon auszugehen, dass nur FADH- den Zustand des Cryptochroms generiert, der vom
Antikorper gebunden wird. Bei der Reaktion von FADH®/O,°-, das wahrend der Reduktion zu
FAD,x gebildet wird, wird der C-Terminus wieder nach innen gebracht, und somit kann Cryla
hier nicht vom Antikorper gebunden werden. Nach der Belichtung in Gelb ist mehr FADH-
vorhanden als unter Griin, obwohl Gelb an der Grenze des Absorptionsspektrums von
FADH®/Trp° liegt. Eventuell ist nach einer halben Stunde Belichtung weniger FADH®/Trp°
unter Gelb als unter Griin verbraucht, und folglich kann unter Gelb noch mehr FADH®/Trp°

reduziert werden als unter Grin.

2.5.1.3 Menge von lichtaktiviertem Cryla unter monochromatischem Licht

hdherer Intensitat

Die Menge von lichtaktiviertem Cryla nach der Erh6hung Tab. 2.3 Intensitéaten der Lichter

der Intensitat (siehe Tab. 2.3) oder der Verdoppelung der Intensitat in _ Abkiirzung
. . . . . quantas 'm
Zeit der Belichtung auf eine Stunde ist in Abb. 2.18 0,8x 107 XS
15
dargestellt. In UV und B gibt es weder bei der ngigm )
X
Intensitatserhohung noch nach der Zeitverlangerung 54 x 10%° L
15 XL
einen Unterschied in der Menge von lichtaktiviertem 2200 x10

Cryla (Abb. 2.18 Spalte UV und B). In T fuhrt speziell die Intensitatserhéhung, aber auch die
doppelte Zeit zu weniger lichtaktiviertem Cryla (Abb. 2.18 Spalte T). Allerdings kam es unter
diesen Bedingungen zu Unterschieden der Intensitdt der immunhistologischen Farbung
innerhalb der Retina. Unter G konnte ich nach beiden Verdnderungen der
Versuchsbedingung kein (bzw. kaum noch) lichtaktiviertes Cryla mehr nachweisen
(Abb. 2.18 Spalte G). In Abb. 2.18 (letzte Zeile) ist die Menge des lichtaktivierten Cryla nach
einer 30-minutigen Vorbehandlung im Dunkeln und einer anschlie@enden 30-minttigen

Lichtbehandlung in den verschiedenen monochromatischen Lichtern dargestellt. In UV, B®
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ThUV*s

D/UV*s

Abb. 2.18 Menge von lichtaktiviertem Cryla unter monochromatischem Licht hoher Intensitat.
Nach einer Zeitverlangerung (Zeile 2) oder einer Intensitatserhéhung (Zeile 3 und 4) liegtin UV und
B weiterhin lichtaktiviertes Cryla vor. Im Vergleich zur Kontrollbedingung (Zeile 1) liegtin T in beiden
Fallen weniger und in G kein lichtaktiviertes Cryla mehr vor. Die Hihner wurden vor der Behandlung
in Tageslicht gehalten. Nach der Vorbehandlung in Dunkelheit (Zeile 5) ist nach der erneuten
Behandlung in griinem Licht Cryla nicht nachweisbar. In T, B und UV ist die Intensitat der Férbun%
vergleichbar mit der in Zeile 1. UV — Ultraviolett, B — Blau, T — Turkis, G — Grin, XS _ 0,8 x 10t
quanta s'm?, ° - 8 x 10™° quanta s'm?, ™ - 20 x 10"° quanta s™'m™®, " — 54 x 10" quanta s'm?, *- >
200 x 10*° quanta s'm%1h — Zeitverlangerung von 30 min auf 1 h, D/ — im Dunkeln fir 30 min
vorbehandelt.
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und T° ist lichtaktiviertes Cryla in derselben Menge wie nach der Vorbehandlung im
Tageslicht (Abb. 2.17 und 2.18 Zeile 1) vorhanden. In G hingegen bewirkt eine Vorbe-
handlung im Dunkeln, dass kein lichtaktiviertes Cryla mehr nachweisbar ist.

UV und blaues Licht kénnen in gleichem MalRe von FAD,, wie von FADH®/Trp°® absorbiert
werden, und der Zyklus kann auch bei héheren Intensitaten oder langeren Belichtungszeiten
durchlaufen werden. Auch kann er nach einer Vorbehandlung im Dunkeln wieder neu
gestartet werden. In Tlrkis kommt es bei einer Erh6hung der Belichtungsstarke oder -zeit zu
weniger nachweisbarem FAD,o, vermutlich ist die Rate der Reduktion von FADH®/Trp° in
FAD,eq hoher als die von FAD, zu FADH®/Trp°, da das Absorptionsspektrum von FAD., nur
bis circa 500 nm reicht. So wird weniger FADH®/Trp°® produziert als verbraucht. Nach der
Vorbehandlung in Dunkelheit kann in Turkis wieder FADH®/Trp® produziert werden. Dies
zeigt, dass Tirkis durchaus von FAD,, absorbiert wird. In griinem Licht ist aktiviertes Cryla
nur nachweisbar, wenn die Belichtungszeit und die Intensitét gering sind und vor allem die
Huhner vorab in Tageslicht vorbehandelt waren. Nach einer Stunde in griinem Licht steht
kein FADH°/Trp°® mehr zur weiteren Reduktion zur Verfigung, es ist offensichtlich ver-
braucht. Nach der Vorbehandlung im Dunkeln kdnnte durchaus noch FADH®/Trp° vorhanden
sein, allerdings nicht mehr, als nach 30-minutiger Belichtung im Griinen verbraucht wird. Das
zeigt, dass grines Licht nicht von FAD,, absorbiert wird und der Zyklus so auch nicht neu
gestartet werden kann. Insgesamt werden die bekannten Absorptionsbereiche fir
Cryptochrom (Zfg. Chaves et al. 2011) auch fiir Hihner Cryla bestétigt. Bei Vogeln wurde
bis jetzt nur ein Absorptionsspektrum fir Cryla bei Gartengrasmuicken erstellt, was
allerdings keine Absorption im griinen und gelben Bereich des Lichts zeigte (Liedvogel et al.
2007b). Insgesamt bildet dieser Versuch meiner Arbeit das erste Mal den Absorptionsbereich

von Cryptochrom in vivo unter nattrlichen Bedingungen ab.
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2.6 Diskussion der Magnetrezeption durch Cryptochrom

2.6.1 Potenzielle Funktionen der Proteine Cryla und Crylb

Ich nehme an, dass Cryla das Rezeptormolekil des Magnetkompasses ist, denn es erflllt
die Bedingungen, die in Bezug auf dessen Lokalisation im Modell (Ritz et al. 2000) entwickelt
wurden, hinreichend (siehe auch Abschnitt 2.4.2.2). Crylb erfillt die Bedingungen eher nicht,

und ich vermute, dass Crylb eine andere Funktion hat.

Aus den Lokalisationen von Crylb kann nicht ohne Weiteres auf die potenzielle Funktion
geschlossen werden. Allerdings sind Cryptochrome neben dem Melanopsin eines der
wichtigsten fotosensitiven Proteine, die circadiane Rhythmen steuern. Bei Végeln werden
circadiane Rhythmen prinzipiell iber das Pineal, den SCN und die Retina gesteuert. Eine
Studie von Haque et al. (2002) uber die Expression von Cryptochrom 1 mRNA in
Huhnerretinae zeigt die hdchste mRNA-Expression in den Fotorezeptoren und den
Ganglienzellen. Eine erhdhte Konzentration wurde auch in der inneren Kornerschicht
gefunden, die die Amakrinzellen, aber auch die deplatzierten Ganglienzellen enthélt.
Untersuchungen in verschiedenen Licht- und Dunkelrhythmen lassen die Autoren darauf
schlie3en, dass die Expression von Cryl bei Hihnern durch Licht, aber auch durch die
innere Uhr reguliert wird. Die Autoren spekulieren, dass die Expression von Cryl im
Fotorezeptor die tagesrhythmischen Vorgange in der Retina steuert, wie beispielsweise die
circadiane Expression von Proteinen im Fotorezeptor-lnnensegment, das rhythmische
Einschleusen von Proteinen ins Aul3ensegment oder den Abbau der Diskmembranen am
apikalen Ende des Rezeptors. Die Expression in den Ganglienzellen wird als Protein der
inneren Uhr interpretiert, welches wie bei Sdugetieren in den SCN projizieren kénnte (Haque
et al. 2002). Auch bei Mausen* und bei japanischen Wachteln (Coturnix coturnix japonica)™
konnte Cryl im Auge als circadianer Fotorezeptor identifiziert werden (Fu et al. 2002, Zfg.
Sancar 2003).

Ich denke, es ist durchaus in Betracht zu ziehen, dass Crylb in den Innensegmenten, wie
von Haque et al. (2002) vorgeschlagen, die circadianen Vorgange im Fotorezeptor steuert.
Bei Crylb in den Ganglienzellen kann man aus den genannten Griinden (siehe Abschnitt
2.3.2.1) spekulieren, ob die Expression etwas mit den besonderen physiologischen

Bedingungen des Zuges zu tun hat. Das Auslésen der Zugstimmung erfolgt einerseits Uber

* Bei Mausen wurde Cryptochrom 1 und auch Cryptochrom 2 in den Ganglienzellen und in der
inneren Kornerschicht lokalisiert. Bei Méausen, die im Dunkeln gehalten werden, verkirzt sich der
Tagesrhythmus bei Fehlen von Cryl, und bei Fehlen von Cry2 verléangert er sich. Fehlen beide
Cryptochrom-Formen, wird der Tagesrhythmus arrhythmisch (Zfg. Sancar 2003).
> Bei japanischen Wachteln wurde die Expression in konstanter Dunkelheit trotzdem noch rhythmisch
beschrieben (Fu et al. 2002, Zfg. Sancar 2003).
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endogene Faktoren und andererseits Uber die Tagesldnge als exogener Faktor (Berthold
1990). Zugstimmung kann durch Verlangerung der Tageslange auch kinstlich ausgel6st
werden (z. B. W. Wiltschko et al. 2002b). Ich habe Crylb allerdings wahrend des Zugs und
nicht davor nachgewiesen. Eine Moéglichkeit wéare, dass die Bestimmung der Tageslange auf
dem Zug oder die Steuerung der nachtlichen Zugunruhe selbst durch Crylb unterstiitzt oder
beeinflusst wird. Die Aktivitat von Rotkehlchen und Gartengrasmucken verlangert und/oder
verschiebt sich wéhrend des Zuges, da beide Arten Nachtzieher sind und die
Hauptzugaktivitat dann im Dunkeln stattfindet. Aul3erhalb der Zugzeit sind beide Vogelarten
nachts nicht aktiv.

2.6.2 Was macht den UV/V-Zapfen zum geeigneten Magnetrezeptor?*®
Cryla kommt ausschlief3lich in den UV/V-Rezeptoren vor und nicht in einem der anderen
Zapfen oder den Stabchen. Daraus ergibt sich die Frage, was die UV/V-Zapfen geeigneter

als die anderen Rezeptoren fiur den Magnetkompass macht.

Die UV/V-Zapfen sind wie alle anderen Zapfen voll in das tetrachromatische Farbsehen der
Vogel integriert (Smith et al. 2002). Sie machen ca. 10% der Zapfen aus und sind so eine
kleine Population der Zapfen (Meyer & May 1973, Zfg. Hart 2001, Kram et al. 2010). Dies
macht sie zu einer recht 6konomischen Variante fir den Magnetkompass. Allerdings scheint
eine weitere Besonderheit dieser Zapfen einen besseren Grund zu liefern als reine
Okonomie. Die Zapfen der Vogel — aber auch die der Reptilien und Fische — haben
Oltropfchen verschiedener Farbe, die als Kantenfilter wirken, bevor das Licht auf das
Aulensegment und damit auf die Opsine und das Cryptochrom trifft (Zfg. Bowmaker 1998).
Alle Oltropfchen der blauen, griinen und roten Zapfen filtern das ultraviolette Licht aus, die
der UV-Zapfen nicht. Die Oltropfchen der UV-Zapfen sind transparent und lassen alle
Wellenlangen des Lichts durch (Maier & Bowmaker 1983). Cryptochrom ist unter anderem
UV-licht-sensitiv. Das Flavin des Cryptochroms absorbiert neben blauem Licht in seiner
Semichinonform auch griines Licht (Bouly et al. 2007, Liedvogel et al. 2007b, Miiller &
Ahmad 2011). Alle diese Wellenlangen des Lichts (besonders das UV-Licht) werden nur von
den transparenten Oltropfchen der UV/V-Zapfen durchgelassen. Natirlich erreichen auch
alle diese Wellenlangen des Lichts die Stabchen, da diese keine Oltropfchen haben. Diese
machen allerdings etwa 40% der gesamten Fotorezeptoren bei Hihnern und anderen
tagaktiven Vogelarten aus (Kram et al. 2010, Oehme 1962, McNeil et al. 2005). Bei

nachtaktiven Arten kann sich dies — bei Eulen als extremes Beispiel — auf bis zu 96%

' Diese weiterfihrenden Gedanken wurden bereits in Communicative & Integrative Biology

verdffentlicht (Bischof et al. 2011).
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steigern (Oehme 1961). AuBerdem ist die hohe Lichtsensitivitat der Stabchen eventuell zu

dominant, um das Signal des Magnetkompasses noch ausfiltern zu kénnen.

Es stellt sich die Frage, ob das Cryptochrom ein Signal unabhangig vom Opsin generiert
oder ob es die Signalkaskade des Opsins moduliert. Trifft ein Lichtquant im visuellen
Prozess auf ein Opsin, kommt es zu einer Konformationsanderung des Retinals. Dieses
setzt Uber Transducin eine Sighalkaskade in Gang, die am Ende die lonenkanéle in der den
Rezeptor umgebenden Membran schlieRt. Der Rezeptor hyperpolarisiert. Uber die
Signalkaskade des Cryptochroms ist zurzeit nichts bekannt. Verhaltensversuche mit
Rotkehlchen unter monochromatischen Lichtern zeigen, dass der Magnetkompass im
Bereich von 372 nm (UV) bis 565 nm (gruin) funktioniert (Zfg. R. Wiltschko et al. 2010b). In
diesen Versuchen wurden LED-Lichter verwendet, die ein sehr schlankes Spektrum (ca. 30-
40 nm bei halber Intensitat) aufweisen (siehe Abb. 2.2). Im griinen Bereich der LEDs ist kein
UV-Licht mehr messbar (NieBner et al. 2011). Dies lasst vermuten, dass UV-Sehen und
Magnet-Sehen unabhangig voneinander funktionieren und dass Cryptochrom eine eigene
Signalkaskade besitzt oder die des Opsins beispielsweise am Transducin eigenstandig
aktivieren kann. In einer neuen Veroffentlichung schlagen Stoneham et al. (2012) sogar vor,
dass Cryptochrom (bzw. der Partner des Radikalpaares unter Einfluss des Magnetfeldes)

das Retinal aktivieren kann.

2.6.3 Die Trennung von visuellem und magnetischem Signal®’

Es spricht alles dafiir, dass der UV/V-Zapfen mit Cryla als Rezeptormolekil der geeignete
Rezeptor fur den Magnetkompass ist. Der Output des Rezeptors ist allerdings vermutlich
gleich, ob er nun vom Opsin oder vom Cryptochrom ausgeldst wurde. Es stellt sich die
Frage, wie diese beiden Signale voneinander getrennt werden konnten. An dieser Stelle

konnen allerdings nur Vermutungen diskutiert werden.

Zapka und Kollegen (2010) erwagen, dass bei hellem Tageslicht das magnetische Signal
maskiert werden konnte. Sie vermuten deshalb, dass der Radikalpaar-Mechanismus bei
nachtziehenden Vogelarten eine spezielle Anpassung an dieses Verhalten ist und es fir
Magnetrezeption bei Tageslicht einen zweiten, separaten Mechanismus gibt. Ich halte das
allerdings fur unwahrscheinlich, da sowohl bei tagaktiven Vigeln wie Hihnern als auch bei
nachtaktiven Vogeln wie Rotkehlchen derselbe Radikalpaar-Mechanismus gefunden wurde,
der dem Magnetkompass zugrunde liegt. In Versuchen mit Hihnern (W. Wiltschko et al.

2007a) und Zebrafinken (Keary et al. 2009) konnte die Kompassorientierung wie bei

Y Diese weiterfiihrenden Gedanken wurden bereits in Communicative & Integrative Biology

veroffentlicht (Bischof et al. 2011).
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nachtziehenden Rotkehlchen (Thalau et al. 2005) durch Radio-Frequenz-Felder gestort
werden. Auch die Lokalisation von Cryla ist bei Hilhnern und Rotkehlchen gleich und weist

nicht auf unterschiedliche Mechanismen hin.

Eine Variante, magnetische und visuelle Signale voneinander zu trennen, wére ein Vergleich
von UV/V-Zapfen mit und ohne Cryptochrom. So kdnnte bei benachbarten Rezeptoren der
direkte Vergleich angestellt werden, wie der Output zwischen rein visuell einerseits und
magnetisch und visuell andererseits variiert. Ein solches festes neuronales Vergleichs-
netzwerk gibt es nicht, da alle UV/V-Zapfen Cryla enthalten, und ware flachendeckend zu
aufwendig. Es gibt auch keine Hinweise auf eine solche Verschaltung (Kram et al. 2010). Ein
Abgleich mit dem Beta-Band der Opsine, das UV-empfindlich ist, ware eine &hnliche Option.
Allerdings maskieren die gefarbten Oltrépfchen dieses Beta-Band (Maier & Bowmaker 1983,
Zfg. Hart 2001). Ahnlich diesem Vergleich konnte ein Abgleich zwischen dem Input des
UV/V-Zapfens und dem des Blau-Zapfens zum gewinschten Ergebnis fihren, weil die
Wellenlangen-Sensitivitdt des Blau-Zapfens der des UV/V-Zapfens am nachsten kommt und
bei ca. 400 nm Uberlappt. Der Abgleich zwischen zwei Farbrezeptoren ware auf Retina-
Ebene vorstellbar, aber nicht in einer 1:1-Verschaltung. Durch die Vielzahl an Interneuronen
in der Retina gibt es allerdings diverse Mdglichkeiten der Verarbeitung. Dieser Abgleich
konnte also schon auf Ganglienzellniveau passieren oder passiert sein und dann von
speziellen hierfur zustandigen Ganglienzellen als Magnetinformation an hohere Zentren
weitergegeben werden. Einzelne Farben werden auch von farbcodierten Ganglienzellen an
das Gehirn weitergeleitet (Ventura et al. 2001, Zfg. Dacey 2000). In der Retina von
Schildkréten wurden drei verschiedene Ganglienzelltypen beschrieben, die auf Stimulation
der UV-Zapfen mit Erregung und auf Stimulation der Blauzapfen mit Inhibition reagieren oder
umgekehrt (Ventura et al. 2001). Diese speziellen Ganglienzellen wirden sich somit

prinzipiell fur eine solche Verarbeitung eignen.

Die Trennung von visuellem und magnetischem Signal ist auch in hoheren Zentren
vorstellbar. Bislang wurden zwei Zentren ermittelt, in der die Retina topografisch abgebildet
ist, das Tectum opticum und der visuelle Wulst (Keary et al. 2010). Dies ist die
Voraussetzung fir eine Zuordnung zum Ort der Signalentstehung und eine spatere
Interpretation der magnetischen Feldlinien. In beiden Zentren wurden bereits Aktivitaten
nach Veranderung des Magnetfeldes oder dessen Komponenten festgestellt (Semm &
Demaine 1978, Semm et al. 1984, Mouritsen et al. 2005, Heyers et al. 2007, Zapka et al.
2010). Diverse Madoglichkeiten der Trennung der beiden Signale sind auf hoheren

Verarbeitungsebenen vorstellbar. Zurzeit kann man hier nur spekulieren, aber ein Beispiel
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soll hier genannt werden®®: Das visuelle Bild besteht aus vielen verschieden starken
Kontrasten und Konturen wie Ecken und Kanten. Das magnetische Signal besteht vermutlich
aus einem helleren oder auch dunkleren diffusen Fleck ohne scharfe Ubergange. Diese
verschiedenen Bilder bestehen aus unterschiedlichen Raumfrequenzen. Bilder und Kanten
bestehen aus mittleren und hohen raumlichen Frequenzen und ein diffuser Fleck aus
niedrigen Raumfrequenzen. Mit einem sogenannten Tiefpassfilter, der nur bestimmte
Raumfrequenzen durchlasst, kdnnte das magnetische Signal extrahiert werden. Vogel, deren
Augen durch eine Mattscheibe verdeckt waren, die zwar lichtdurchlassig war, allerdings kein
Kontursehen zulasst, konnten sich nicht mehr magnetisch orientieren (Stapput et al. 2010).

Kontursehen scheint also essenziell fir die Verarbeitung des Magnetsignals zu sein.

2.6.4 Wellenlangenabhangigkeit von Cryla und Magnetrezeption

Fir Rotkehlchen und Huhner ist die gleiche Art von Magnetkompass nachgewiesen worden
(W. Wiltschko et al. 2007a), und es gibt auch keine Unterschiede in der Lokalisation von
Cryla, dem potenziellen Rezeptormolekil des Magnetkompasses (siehe Anschnitt 2.4).
Auch sind die fiur die Versuche zur Charakterisierung der Wellenlangenabhangigkeit von
Cryla verwendeten LEDs identisch mit denen, die fur die verhaltensbiologischen Versuche
mit Rotkehlchen verwendet werden. Rotkehlchen sind bei monochromatischem UV-Licht
einer Intensitat von 0,8 x 10" quanta s'm™ Blau, Tiirkis und Griin einer Intensitat von
8 x 10" quanta s*m™ mit dem Magnetkompass in Zugrichtung orientiert (Zfg. R. Wiltschko et
al. 2010b). Auch unter WeiBllicht kénnen sich Voégel auf der Basis eines Radikalpaar-
Mechanismus mit dem Magnetkompass orientieren (Ritz et al. 2004, W. Wiltschko et al.
2007a, Keary et al. 2009). In diesen Bedingungen liegt Cryla nach meinen Befunden in
lichtaktivierter Form vor. In den Versuchsbedingungen Rot und Dunkelheit einerseits und
Griin und Tiirkis der héheren Intensitaten (54 x 10™ quanta s'm™) andererseits kénnen sich
Rotkehlchen nicht mit dem Magnetkompass orientieren. Unter diesen Bedingungen liegt
Cryla hauptsachlich inaktiv vor. Somit kann von Cryla auch kein Radikalpaar gebildet
werden, das zur Detektion der Feldlinien genutzt werden kann. Fir diese Wellenlangen und
Intensitaten stimmt die Charakteristik der Lichtaktivierung von Cryla gut mit den

Verhaltensdaten von Rotkehlchen liberein.

In Ultraviolett (8 x 10*® quanta s'm?) und Blau (54 x 10*® quanta s'm?) hoherer Intensitat
liegt nach meinen Befunden zwar ausreichend lichtaktiviertes Cryla vor, allerdings
funktioniert der Magnetkompass bei Rotkehlchen in Verhaltensversuchen nicht. Hier kénnte
es entscheidend sein, dass Cryla in den UV/V-Zapfen liegt. Wird das Opsin (automatisch

auch Cryla) von ultraviolettem oder blauem monochromatischen Licht angeregt, konnte der

'® Andere Beispiele kénnen aus Bischof et al. 2011 entnommen werden.
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Rezeptor an seine Sattigungsgrenze gebracht werden, da unklar ist, ob in
monochromatischem UV-Licht die Schutzmechanismen des Auges funktionieren. Ist der
Fotorezeptor an seiner Sattigungsgrenze, wirde das Magnetsignal vermutlich maskiert
werden. Bei einer Anregung mit schwachem monochromatischen UV-Licht werden auch das
Opsin und das Cryla angesprochen, der Output ist vermutlich geringer, so dass die
Steigerung des Outputs an den magnetisch relevanten Stellen noch ausgewertet werden
kann. Bei Sonneneinstrahlung ist die Intensitat des ultravioletten Lichtes um ein Vielfaches
hoher als bei monochromatischem UV-Licht einer Intensitit von 8 x 10" quanta s™*m™. Doch
wird das Auge dann, beispielsweise durch Regulation des Lichteinfalls Uber die
PupillengréRe oder Abschirmung der AuBensegmente durch Einschieben in das
Pigmentepithel, vor dem Uberséttigen der Rezeptoren geschiitzt. Hiermit kann fiir den
Magnetkompass ebenso gewahrleistet werden, dass mit viel lichtaktiviertem Cryla der UV/V-

Rezeptor auch bei hellem Licht nicht an seine Sattigungsgrenze gebracht wird.

Dies erklart allerdings nicht, warum unter gelbem Licht zwar lichtaktiviertes Cryla vorliegt,
sich Rotkehlchen aber nicht mit dem Magnetkompass orientieren (W. Wiltschko & Wiltschko
1999). Gelbes Licht scheint sich allerdings auch in Versuchen mit bichromatischen Lichtern
stérend auszuwirken. Auch in Kombination mit beispielsweise blauem Licht nutzen
Rotkehlchen ihren Magnetkompass nicht (Zfg. R. Wiltschko et al. 2010b).

Einen echten Widerspruch zu meinen Daten ergeben Verhaltensversuche, in denen sich
Rotkehlchen nach einer Vorbehandlung im Dunkeln in schwachem monochromatischen
grunen Licht orientieren konnten (W. Wiltschko et al. 2004). Unter dieser Bedingung ist kein
lichtaktiviertes Cryla nachweisbar. In derselben Veréffentlichung wurden Daten unter
monochromatischem Rot mit einer Vorgewdhnung in demselben Rot gezeigt, die wie in
Dunkel vorgewdhnt und in Griin getestet im Friuhjahr nach Norden wiesen. Diese Daten
stellten sich spéater allerdings als Fixrichtung heraus, werden also nicht von Cryptochrom
vermittelt (Zfg. R. Wiltschko et al. 2010b). Es sollte folglich getestet werden, ob die nordliche
Orientierungsrichtung im Fruhjahr unter monochromatischem Griin mit einer Vorgewthnung
in Dunkelheit sich im Herbst wirklich in eine stdliche Orientierungsrichtung umdreht und

somit auf den Magnetkompass zurtickgeht.

Prinzipiell wurden die Verhaltensantworten der Végel unter monochromatischen Lichtern, bei
denen der Magnetkompass nicht funktioniert, so interpretiert, dass dies an der Verarbeitung
der ungleich angeregten Farbrezeptoren liegen kdnnte und es somit ein Problem in héher
verschalteten neuronalen Zentren gabe (R. Wiltschko et al. 2007). Nach meinen Befunden
scheint es allerdings zumindest teilweise mit der Lichtaktivierung des Cryptochroms direkt

zusammenzuhéngen und somit auch ein peripheres Problem darzustellen.
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2.6.5 Wellenlangenabhangigkeit von Cryla und der Radikalpaar-

Mechanismus

Flavin bildet an zwei Stellen im Redox-Zyklus Radikalpaare, namlich durch die Bildung der
beiden halbreduzierten Formen FADH°/Trp® und FADH®/O,°-. Diese unterscheiden sich
durch ihre Interaktionspartner. Normalerweise ist FADH®/Trp° die signhalgebende Form des
Cryptochroms (Partch et al. 2005). Allerdings haben meine Versuche gezeigt, dass Cryla
nach der Belichtung in Grin aktiviert vorliegt. In Verhaltensversuchen sind Rotkehlchen in
grinem Licht mit dem Magnetkompass orientiert (Zfg. R. Wiltschko et al. 2010b). Da FAD
grines Licht nicht absorbieren kann, kann das Radikalpaar von FADH®/Trp°® unter grinem
Licht auch nicht gebildet werden. Daraus ergibt sich, dass das Radikalpaar, das bei der
Bildung von FADH®/O,°- entsteht, vermutlich das fur den Magnetkompass entscheidende ist.
Auch in Verhaltensversuchen mit zugunruhigen Rotkehlchen mit verschiedenen
oszillierenden Feldern wurde berechnet, dass das flr den Magnetkompass entscheidende
Radikalpaar Interaktionspartner ohne magnetische Kerne besitzt. Dies trifft nur fir

FADH®/O,°- zu, da hier Sauerstoff einer der Interaktionspartner ist (Ritz et al. 2009).

Wenn allerdings FADH®/O,°- das entscheidende Radikalpaar fiir den Magnetkompass bildet,
stellt sich die Frage, wie diese Form von Cryptochrom signalisiert. Normalerweise ist die
Konformations&nderung des Proteins der sighalgebende Weg. Hier muss also noch ein
zweiter, davon unabhangiger Mechanismus zum Tragen kommen, der es dem Cryptochrom
auch nach der Konformationsanderung noch ermdéglicht, ein Signal weiterzuleiten. Es wére
z. B. vorstellbar, dass das Singulett/Triplett-Verhaltnis dieses Radikalpaares die Rate der
Reoxidation so beeinflusst, dass dadurch die Menge der vollreduzierten Form verandert wird.
So wirde ein messbarer Unterschied in der Menge dieser Form entstehen, der in ein
neuronales Signal umgewandelt werden kénnte. Meine Versuche haben gezeigt, dass das
Protein durchaus eine Konformationsénderung vollizieht, allerdings ist diese eventuell eine
notwendige, aber nicht hinreichende Bedingung, um das Magnetfeld wahrnehmen zu

kdénnen.
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2.7 Ausblick

Es spricht zwar einiges daflir, dass die UV/V-Zapfen mit Cryla die Rezeptoren des
Magnetkompasses sind. Bewiesen ist das allerdings noch nicht. Geeignet waren hier z. B.
neurophysiologische Ableitungen von UV/V-Zapfen unter Magnetfeldanderungen und
konstantem Licht. Aktionspotentialableitungen aus den optischen Nerven oder die Kartierung
von histochemischen Aktivitats-Markern im Gehirn sind eher ungeeignet, da die
vorgeschaltete periphere Verarbeitung in den Rezeptorzellen und Ganglienzellen der Retina

vermutlich bereits sehr komplex ist.

Ich vermute, dass Crylb sowohl im Innensegment der Fotorezeptorzellen als auch in der
Ganglienzellschicht ein circadianer beziehungsweise circannualer Fotorezeptor sein kénnte.
Um dies zu bestéatigen oder zu widerlegen, wéren detaillierte Zeitreihen der Cryptochrom-
Expression im Tagesgang und von verschiedenen Zugvogeln Gber den Jahresverlauf zu
erstellen. Um eine Verbindung mit dem Zug zu bestéatigen oder auszuschlieBen, wére es
interessant zu sehen, ob Standvogel aus einer Population von Teilziehern (beispielsweise
Moénchsgrasmuicken (Sylvia atricapilla)) Crylb trotzdem exprimieren und ob die Expression

von Crylb in den Ganglienzellen nur bei nachtziehenden Arten vorkommt.

In Bezug auf die Menge des lichtaktivierten Cryptochroms nach Belichtung mit
monochromatischen Lichtern gibt es noch weitere Versuchsbedingungen, die im selben
Verfahren getestet werden kdnnten — beispielsweise Versuche unter bichromatischen
Lichtern. Die bis jetzt in Verhaltensversuchen getesteten bichromatischen Lichter (Gelb und
Blau, Gelb und Tirkis, Gelb und Grun) flhrten unerwarteterweise zu Nicht-
Kompassorientierung (Zfg. R. Wiltschko et al. 2010b). Es stellt sich die Frage, ob es dort
eine Reduktion der lichtaktivierten Menge des Cryptochroms wie bei hohen Intensitaten von
Grin oder Turkis gibt oder ob das Cryptochrom hier nicht die entscheidende Rolle spielt und
die bichromatischen Lichter zu Verarbeitungsproblemen im Gehirn oder auch schon

innerhalb der Retina fiihren.
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3 Struktur des Magnetrezeptorkandidaten im Schnabel

3.1 Einleitung

3.1.1 Das ‘Magnetometer’ der Vogel

Als Magnetometer (Teslameter oder Gaul3meter) wird ein technisches Gerét bezeichnet, das
die Intensitit des Magnetfelds misst; bei Voégeln wird damit ein entsprechendes
Rezeptorsystem bezeichnet, das die Messung der Intensitdt des Magnetfeldes ermdoglicht.
Von diesem Sinnesorgan erhalt vermutlich die Gradientenkarte (siehe auch Abschnitt 1.2)
einen Teil ihrer Information, ndmlich Uber den raumlichen Verlauf der Intensitat. Theoretisch
ware in gleicher Weise auch der Verlauf der Inklination als Parameter vorstellbar, allerdings
andert sich die Inklination in ihrem Verlauf auf der Erde nur sehr wenig, z. B. im Bereich von
Frankfurt auf 100 km nur um 0,7°. Die Intensitat hingegen andert sich um 2,5nT/km.*® Da die
Intensitat als einziger Parameter des Magnetfelds kein Referenzsystem bendtigt, wird
angenommen, dass der Verlauf der Intensitat der fur die Karte entscheidende Parameter des
Magnetfeldes ist (R. Wiltschko et al. 2010a). Uber die Struktur und Lokalisation des
Magnetometers der Vogel (z. B. Fleissner et al. 2003) liegen mehr histologische Befunde vor
als Uber den Rezeptor fir den Magnetkompass, der leider nur in einer Studie untersucht
wurde (NieRBner et al. 2011). In verhaltensbiologischen Experimenten ist dieser
Magnetrezeptor bislang allerdings seltener untersucht worden. Dies liegt daran, dass mit
dem Magnetkompass die Richtung des Magnetfelds ermittelt wird, die zumindest bei
Zugvogeln zu bestimmten Jahreszeiten durch das angeborene Streben in Zugrichtung
leichter untersucht werden kann (siehe auch Abschnitt 2.1). Das ‘Magnetometer’ ist eine
Komponente eines multifaktoriellen Systems, mit der der Vogel seine Position bestimmen
kann. Diese Positionsbestimmung kann allerdings nur im Freiland untersucht werden (z. B.
R. Wiltschko et al. 2010a). Die Rezeption der Intensitéat des Magnetfeldes allein kann auch in
Dressurversuchen im Labor untersucht werden (z. B. Mora et al. 2004, Thalau et al. 2007,
Denzau et al. 2011, Freire et al. 2012); solche Versuche (sowohl Dressur wie auch Freiland)
sind aber schwierig und langwierig umzusetzen, deshalb sind sie deutlich seltener

durchgefuhrt worden.

¥ Fir Tauben wurde in verhaltensbiologischen Verfrachtungs-Experimenten nachgewiesen, dass sie
Intensitatsunterschiede von unter 70nT (Keeton et al. 1974) bzw. 40nT (R. Wiltschko et al. 2010a)
bzw. sogar 20nT (Schiffner & Wiltschko 2011) wahrnehmen.
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3.1.2 Lokalisation von eisenmineralhaltigen Strukturen im Oberschnabel
Yorke beschrieb 1979 als erste, dass Magnetrezeption mit Hilfe von Magnetit funktionieren
kénnte. Magnetit ist ein stark magnetisches Eisenoxid (Eisen (I, I11)-Oxid, (Fe"(Fe"),0.,)) und
kommt in Zusammenschlissen verschiedener Gré3e und Form vor. Kristalle in einer GrofRe
von weniger als 50 nm sind superparamagnetisch (SPM), von 50 nm - 70 nm sind es
Einbereichsteilchen, Single-Domain- (SD), im GroélRenbereich dariber sind die Teilchen
Multidomain-(MD)-Magnetit. Seine magnetischen Eigenschaften hangen sowohl von der
GroRe als auch von der Form ab. So hat Single-Domain-Magnetit ein permanentes
magnetisches Moment und wirkt wie ein kleiner Magnet, hingegen hat SPM nur dann ein
magnetisches Moment, wenn ein auleres Magnetfeld anliegt (Yorke 1979). SPM-Kristalle
nehmen jede Magnetisierung an und magnetisieren sich dann parallel zu diesem Feld.
Sowohl mit SD-Magnetit als auch mit SPM-Magnetit konnten theoretisch sowohl Richtung
wie auch Intensitit des Magnetfeldes gemessen werden (Kirschvink & Gould 1981,
Kirschvink & Walker 1985, Shcherbakov & Winklhofer 1999).

Bei mehreren Wirbeltieren wurde Magnetit in der Ethmoidregion nachgewiesen (Kirschvink et
al. 1985). Bei Vogeln konnten eisenhaltige Strukturen durch Remanenz-Messungen
ebenfalls in der Ethmoidregion (Beason & Nichols 1984, Beason & Brennon 1986) und durch
einen histologischen Eisennachweis in der Nasenhdhle identifiziert werden (Williams & Wild
2001). Allerdings lasst sich durch das Vorhandensein von Magnetit allein nicht auf einen
Magnetrezeptor schliel3en, da es beispielsweise auch zur Versteifung bestimmter Strukturen
eingelagert wird (z. B. Mataki et al. 1991). Ein Magnetrezeptor muss wie jeder Rezeptor
bestimmte strukturelle und neurobiologische Merkmale erfillen, um als solcher fungieren zu
kénnen (siehe auch Fleissner et al. 2007b): Holtkamp-Roétzler et al. (1997) beschrieben
Magnetit (bzw. histologisch Eisen II/lll in der Berliner-Blau-Reaktion) in einer speziellen
Anordnung im Bereich des Oberschnabels von Tauben. Lichtmikroskopische Analysen der
Struktur und mehrere immunhistologische Farbungen ergaben, dass sich dieses Eisen in
Dendriten (afferenten Nervenendigungen) des trigeminalen Systems befindet (Hanzlik et al.
2000, Fleissner et al. 2003). Dieses Eisen wurde histologisch (Fleissner et al. 2003) und
durch kristallografische Messungen als SPM identifiziert (Hanzlik et al. 2000, Tian et al.
2007). Bei Tauben konnte auch die Ultrastruktur dieser Magnetrezeptoren genau
beschrieben werden (Winklhofer et al. 2001, Fleissner et al. 2003, 2007a). Durch p-XANES-
Messungen konnte man nachweisen, dass es sich in der Zusammensetzung der Eisenoxide
nicht allein um Magnetit handelt, sondern vermutlich um 10% Magnetit und 90% Maghemit
(Fleissner et al. 2007a). Diese Zusammensetzung der Eisenoxide rechtfertigt den in der
Literatur gebrauchlichen Ausdruck magnetit-basierte Magnetrezeption nicht wirklich. Es ist

angemessener, hier von eisenmineral-basierter Magnetrezeption zu sprechen. Diese
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spezifische Zusammensetzung der Eisenoxide wurde mittlerweile auch im Schnabel von

Gartengrasmiuicken, Rotkehlchen und Hiihnern gefunden (Falkenberg et al. 2010).

3.1.3 Hinweise auf die Funktion der Magnetrezeptoren im Schnabel

Erste konkretere verhaltensbiologische Hinweise auf einen auf Magnetit (Eisenmineral)
basierten Magnetrezeptor ergaben Versuche, bei denen die Voégel einem starken
magnetischen Puls ausgesetzt wurden (W. Wiltschko et al. 1994). Magnetit kann namlich
durch einen starken magnetischen Puls ummagnetisiert werden; genauer: die Ausrichtung
des magnetischen Momentes eines magnetischen Teilchens veréndert sich durch einen
solchen Puls, und nur ein auf Magnetit oder Maghemit basierter Magnetrezeptor wiirde auf
diese Weise gestort. Dies bezieht sich sowohl auf SD- als auch auf SPM-Magnetit (Davila et
al. 2003, 2005). Australische Brillenvogel wurden sowohl im Herbst als auch im Frahjahr auf
ihre Zugrichtung getestet, nachdem sie durch einen solchen Puls behandelt worden waren.
In beiden Jahreszeiten zeigten die Vogel eine Abweichung ihrer jeweiligen Zugrichtung von
90° nach Osten (W. Wiltschko et al. 1994, 1998). Die Vogel brauchten circa 10 Tage, um
wieder in ihrer vorher angestrebten Zugrichtung zu fliegen. Dies wurde als Hinweis auf einen
auf SPM-Magnetit basierten Magnetrezeptor interpretiert, da SD durch den starken Puls
dauerhaft ummagnetisiert sein wiirde.”® Einen deutlichen Hinweis auf die Funktion dieses
Rezeptors brachten dann Versuche, bei denen junge Vdgel nach einem solchen Puls
keinerlei Richtungsverénderung zeigten. Die getesteten juvenilen Brillenvidgel hielten ihre
angeborene Zugrichtung auch nach der Behandlung noch ein, wo hingegen die adulten die
90°-Abweichung zeigten (Munro et al. 1997). Es ist bekannt, dass junge Vdgel gegeniiber
adulten Vogeln noch keine zentralnerviose Reprasentation einer Karte besitzen, sie fliegen
(ziehen) nach ihrem angeborenen Zugprogramm in einer angeborenen Kompassrichtung
(Berthold 1988). Da dies nicht gestort wurde, konnte man aus diesen Versuchen schlieRen,
dass zum einen der Magnetkompass nicht beeintrachtigt ist und deshalb auch keinem
magnetit-basierten Mechanismus unterliegt. Zum anderen konnte indirekt abgeleitet werden,
dass die Karte vom Puls gestért wird und so die Karte auf Informationen eines magnetit-

basierten Systems zuriickgreift (Munro et al. 1997).%* Den gleichen Schluss lassen Versuche

2 |n weiterfiihrenden Versuchen wurden die Vogel mit einem Puls behandelt, der zu einem starkeren
Feld parallel oder anti-parallel ausgerichtet war. Sie zeigten axiale Tendenzen in Ost-West-Richtung,
unabhangig von der Richtung des Pulses zum Magnetfeld. Die Autoren schlossen daraus, dass es
einen auf magnetit-basierten Magnetrezeptor gibt, bei dem es sich aber nicht um feste Ketten von
Single-Domain-Magnetit handeln kann (W. Wiltschko et al. 2002a). Mit Pulsen behandelte
Reisstarlinge (Dolichonyx oryzivorus) zeigten im Verhaltensexperiment allerdings unterschiedliche
Richtungen, je nachdem welche Richtung der Puls zum Erdmagnetfeld einnahm; das zeigt, dass der
Rezeptor nach der Behandlung andere Informationen lieferte (Beason et al. 1995). Mittlerweile
konnten diese Versuche auch im Freiland bestatigt werden (Holland 2010).

% Dies wurde auch in Versuchen bestatigt, bei denen die Vertikalkomponente der gepulsten Végel
gedreht wurde und der Kompass normal mitdreht (W. Wiltschko et al. 2007b).
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zu, in denen adulte australische Brillenvogel eine Verfrachtung durch Veranderung ihrer
Zugrichtung kompensieren, junge hingegen nicht (Deutschlander et al. 2012). Mittlerweile
konnten diese Versuche auch im Freiland bestétigt werden. So zeigten gepulste adulte
Rotkehlchen eine groRRere Abweichung von der Zugrichtung als mit Pulsen behandelte

juvenile Végel oder unbehandelte Kontrolltiere (Holland & Helm 2013).

In Dressurversuchen mit Tauben (Mora et al. 2004, Thalau et al. 2007), Hihnern (Denzau et
al. 2011) und Enten (Freire et al. 2012) konnte mittlerweile gezeigt werden, dass auch diese
Vogelarten wahrscheinlich Uber einen Rezeptor verfligen, der die Intensitdt des Magnet-
feldes messen kann. Die Tiere wurden Uber einer Magnetspule geflttert, die eine
magnetische Anomalie erzeugt; sie konnten diese kiinstliche Anomalie im Versuch spater
wiederfinden. Die Anomalie verandert lokal sowohl die Intensitat wie auch die Richtung des
Magnetfeldes. Zurzeit wird vermutet, dass die Tiere sich hierbei an der veranderten Intensitat
orientieren. Bei Huhnern konnte Denzau et al. (2011) daruber hinaus zeigen, dass sie die

Aufgabe, die Anomalie wiederzufinden, bereits als zehntagige Kiken lésen kénnen.

3.1.4 Betaubung der Schnabelhaut

Hinweise auf die Lokalisation dieses Magnetrezeptors ergaben Versuche an australischen
Brillenvogeln, die wiederum durch einen Puls behandelt wurden. Hier wurde allerdings
zusatzlich in einem zweiten Schritt der Oberschnabel von innen mit einem
Lokalanasthetikum betdubt. Diese Vdgel zeigten, dass die Drehung ihrer Flugrichtung, die
durch den Puls entsteht, durch die Betdubung des Oberschnabels aufgehoben wird. Der
eisenmineral-basierte Magnetrezeptor ist also im Oberschnabel lokalisiert (W. Wiltschko et
al. 2009).% Freilandversuche mit Tauben zeigten erstmals Hinweise auf die Bedeutung der
Magnetrezeptoren im Schnabel unter nattrlichen Bedingungen. In diesen Versuchen wurden
verschiedene Gruppen von Tauben in einer magnetischen Anomalie nahe Frankfurt — im
Vogelsberg — aufgelassen, andere an Kontrollorten auf3erhalb der Anomalie. Einem Teil der
Tauben wurde vorab der Oberschnabel betdubt, den Kontrolltauben nicht. AnschlieRend
wurden Verschwindezeit (die Zeit, in der der Vogel vom Auflassort noch zu sehen ist, etwa
2,5 km) und Abflugrichtung (die Richtung, in die die Taube zum Zeitpunkt des

Verschwindens fliegt) der Tauben mit Betdubung und ohne an den jeweiligen Versuchsorten

2 \Weitere Hinweise ergeben auch die in Abschnitt 2.1.2 beschriebenen Fixrichtungen. Zur

Erinnerung: diese treten auf, wenn durch monochromatische Lichter bestimmter Intensitaten der
Kompass gestoért wird. Da sie aber mit der Drehung der magnetischen Nord-Richtung mitdrehen, kann
geschlossen werden, dass sie trotzdem vom Magnetfeld abhdngen. Die daraus resultierenden
Richtungen der Vogel ergeben keinen biologisch erkennbaren Sinn, allerdings konnte durch
Betdaubung des Oberschnabels nachgewiesen werden, dass diese Richtungen vom Schnabel
abhangen (R. Wiltschko et al. 2010b). Auch dies zeigt, dass im Schnabel ein Magnetrezeptor
lokalisiert ist.
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verglichen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Tauben ohne Betdubung innerhalb der
Anomalie lange Verschwindezeiten und gestreute Verschwinderichtung haben, hingegen die
Tauben mit Betaubung nicht. AuRerhalb der Anomalie gab es keine Unterschiede der beiden
Gruppen. Die Autoren schlossen daraus, dass die Tauben, bei denen die Magnetrezeptoren
im Schnabel ihre Information Uber die Nerven weiterleiten konnten, durch die
unregelmafigen magnetischen Bedingungen in der Anomalie gestort wurden. Hingegen
nehmen die Tauben, bei denen die Haut und somit die Nerven (evtl. auch die Rezeptoren
selbst) des Oberschnabels betdubt waren, die Anomalie nicht wahr. Es ist davon
auszugehen, dass Tauben Intensitatsunterschiede auch in der magnetischen Anomalie, die
sie mit dem Schnabel registrieren, als Information in der Gradientenkarte verwenden (R.
Wiltschko et al. 2010a).%

3.1.5 Der mittlere Ast des ophthalmischen Nervs

Bereits vor Wiltschkos Versuchen unter natirlichen Bedingungen (R. Wiltschko et al. 2010a)
haben mehrere Studien im Labor einen Zusammenhang des ophthalmischen Nervs (Ramus
ophthalmicus medialis) mit der Wahrnehmung von magnetischen Reizen feststellen kénnen.
Die ophthalmischen Aste des trigeminalen Systems innervieren den Schnabel (Abb. 3.1). In
Pulsversuchen mit Reisstarlingen (Dolichonyx oryzivorus) konnte gezeigt werden, dass diese
nach einem starken magnetischen Puls ihre Richtungsbevorzugung anderten. Wurde ihnen
allerdings der ophthalmische Nerv mit einem Lokalanasthetikum betaubt, zeigten sie diese
Abweichung nicht mehr (Beason & Semm 1996). Mora et al. (2004) machten einen
verhaltensbiologischen Versuch, bei dem Tauben, wie oben schon beschrieben, mit Futter
auf eine kilnstliche magnetische Anomalie trainiert wurden. Einer Gruppe wurde der
Oberschnabel betaubt, einer anderen Gruppe der ophthalmische Nerv durchtrennt. In beiden
Fallen reagieren die Vogel nicht mehr auf die Anomalie, was zu dem Schluss fuhrt, dass der

ophthalmische Nerv die Information der Magnetrezeptoren im Schnabel weiterleitet.

Einen neurobiologischen Ansatz in Form von elektrophysiologischen Ableitungen wéahlten
Beason & Semm (1987), die beim Reisstarling zeigen konnten, dass neben dem optischen
System (Tectum opticum) auch der ophthalmische Nerv auf Anderungen der Vertikal- und

Horizontalkomponente des Magnetfeldes reagiert. Aus diesen Versuchen konnten sie

% Ahnliche Versuche wurden mit GPS-Geraten auf dem Riicken der Tauben durchgefihrt, die den
gesamten Weg aufzeichnen, den der Vogel fliegt. Diese Versuche zeigen, dass die Tauben am
Anfang wie auch in der vorherigen Studie innerhalb der Anomalie eine hohe Streuung aufweisen,
nach ca. 5 Kilometern aber alle signifikant in Heimrichtung orientiert sind, obwohl dieser Bereich noch
weit innerhalb der Anomalie liegt. Dies lasst darauf schliel3en, dass die Tauben wahrnehmen, dass die
magnetischen Bedingungen irrefihrend sind, sie dann ignorieren und andere Faktoren nutzen
(Schiffner et al. 2011).
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schlieBen, dass Vogel zwei unterschiedliche Magnetrezeptoren besitzen, von denen die
einen im Schnabel liegen (Beason & Semm 1987). In weiterfiilhrenden Versuchen wurde
dann nur die Intensitat des Magnetfeldes verandert, woraufhin 14% der Neuronen des
trigeminalen Ganglions und des ophthalmischen Nervs ihre Spontanaktivitdt veranderten
(Semm & Beason 1990).

Mit einem anderen neurobiologischen Ansatz, nadmlich mit dem Nachweis von ZENK,
konnten bei Rotkehlchen Zentren im Gehirn ermittelt werden, die auf Magnetfeldanderungen
reagieren. ZENK gilt als Marker fiir neuronale Aktivitat. Neuronen aus Gehirnarealen des

trigeminalen Gehirnsystems waren aktiviert, wenn das Magnetfeld alle 30 Sekunden Uber

Mittlerer Ast des
ophthalmischen
Nervs (ROM)

Abb. 3.1 Schema eines Huhnerkopfes
mit dem Verlauf des mittleren Astes des
ophthalmischen Nervs (ROM, Ramus
ophthalmicus medialis), eines der drei
Trigeminusnerven. Der ROM hat seine
Endigung im Oberschnabel und versorgt
diesen mit sensorischen  Dendriten
verschiedener Sinnesmodalititen (aus
Dubbeldam 1998).

Augenhohle

Oberschnabel

Unterschnabel

einen Zeitraum von 3 Stunden verandert wurde. Wurde der ophthalmische Nerv des
trigeminalen Systems vor den Versuchen durchtrennt, wurde kein erhdhter ZENK-Level in

den angesprochenen Arealen gefunden (Heyers et al. 2010).

3.1.6 Problemstellung

In diversen verhaltensbiologischen und neurobiologischen Studien wurde die Existenz eines
eisenmineral-basierten Magnetrezeptors im Oberschnabel von verschiedenen Vogelarten
nachgewiesen (Zfg. R. Wiltschko & Wiltschko 2012). Fleissner et al. (2003, 2007a)
beschrieben bei Tauben eine als Magnetrezeptor geeignete eisenhaltige Struktur in

Dendriten der Nerven. Falkenberg et al. (2010) konnten zeigen, dass auch Huhner
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eisenhaltige Strukturen im Oberschnabel besitzen, die in ihrer Eisenzusammensetzung

denen der Tauben entsprechen.

Ich habe in diesem Teil meiner Arbeit folgende Fragestellungen untersucht:

Haben Hihner eisenhaltige Strukturen im Oberschnabel, die histologische Kriterien

von Dendriten erfillen und sich als Magnetrezeptoren (wie von Falkenberg et al.

2010 beschrieben) eignen wiirden?

o Haben die eisenhaltigen Strukturen im Oberschnabel der Hihner einen Zellkern
wie rote und weil3e Blutkérperchen der Vogel?

o Oder liegen diese eisenhaltigen Strukturen in den kernfreien Dendriten der
Nerven, kolokalisieren also mit Neurofilamenten?

Sind die ultrastrukturellen Details mit denen der eisenhaltigen Dendriten der Tauben

identisch?

Gibt es Felder von eisenhaltigen Strukturen? Und sind die einzelnen eisenhaltigen

Strukturen innerhalb der Felder bei Hihnern wie bei Tauben zuféllig oder regelmé&iig

zueinander angeordnet? Entsprechen sie in der Lokalisation und Ausrichtung denen

der Tauben?

In Dressurversuchen kénnen Huhner ab dem 10. Tag das Magnetfeld zur Orientierung

nutzen. In diesen Versuchen wird den Hihnerkilken eine sogenannte Ortsaufgabe gestellt.

Man geht davon aus, dass sie diese (da es sich nicht um eine Richtungsdressur handelt) mit

den Magnetrezeptoren im Schnabel I6sen kdnnen (Denzau et al. 2011). Aus dieser Studie

resultieren die folgenden histologischen Fragestellungen flr meine Arbeit bezlglich der

Entwicklung der eisenhaltigen Magnetrezeptoren der Hihner:

Ab welchem Alter werden eisenhaltige Dendriten im Schnabel als mégliche
Magnetrezeptoren bei Hihnern ausgebildet?

Gibt es Hinweise auf die Bildung der subzellularen eisenhaltigen Strukturen, und
konnen daraus Details der Biomineralisation abgeleitet werden?

Entspricht die Zusammensetzung der Eisenoxide der eisenhaltigen Dendriten bei

Kiken denen der adulten Huhner?
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3.2 Material und Methode

Die verwendeten Materialien, wie Chemikalien, primare und sekundare Antikdrper und auch
die verwendeten Proben, sind im Anhang Tab. A 1.7 und A 1.8 aufgefiihrt. Systematik und

Lebensweise von Hihnern werden im Anhang A 1.2.2 beschrieben.

3.2.1 Schnabel-Praparation und -Fixierung

Fur diese Studie wurden insgesamt 24 Hihner (7 adulte und 17 juvenile) untersucht. Die
adulten HiUhner waren zwischen 9 Monaten und 2,5 Jahre alt und stammten aus einem
landwirtschaftlichen Betrieb. Die juvenilen Hiuhnerkiken wurden im Alter von 1 Tag bis 30
Tage abgetotet und fixiert. Diese Tiere sind im Zoologischen Institut der Goethe-Universitat
ausgebriitet und gehalten worden.? Ein Teil der adulten Hiihner stammt frisch abgetdtet aus
einer landwirtschaftlichen Schlachtung, alle anderen Tiere wurden mit einer Uberdosis
Narcoren abgetétet. In welche Teilstudie die Tiere eingingen und wie die Proben fixiert und

eingebettet wurden, kann aus Tab. 3.1 entnommen werden.

Fur die Perfundierung wurde der Blutkreislauf des Tieres zuerst mit Heparin (10000 IE auf
500 ml) in Phosphatpuffer (Phosphat buffer saline, PBS) und daraufthin mit 4%
Paraformaldehyd in PBS gespilt. Sowohl die perfusionsfixierten Schnébel als auch alle
anderen wurden fur die Lichtmikroskopie in 4% Paraformaldehyd in PBS fiir 4 Stunden bei
Raumtemperatur fixiert, anschlieend mehrfach in PBS gewaschen und bei 4°C aufbewahrt.
Die Fixierung fur die Elektronenmikroskopie erfolgte in 4% Glutardialdehyd in PBS flur 4
Stunden bei RT. Auch diese Proben wurden hinterher in PBS gespdilt.

Nach der Fixierung folgt die Préaparation, bei der die Haut der Schnabel mechanisch vom
Horn geldst wird. Hierfir wurde nur eisenfreies Préaparationsbesteck verwendet. Die
verbliebene Schnabelhaut wurde in Paraffin, in Kunstharz (Araldit) oder in Kunststoff
(Technovit 7100) eingebettet (siehe Tab. 3.1). Sowohl von den in Paraffin als auch den in
Kunststoff eingebetteten Proben wurden 10-12 ym dicke Schnitte angefertigt und einzeln auf
Super-Frost-Plus-Objekttrager aufgebracht. Fir die Rontgenstrahl-Messungen wurden die
Proben ebenfalls in 10-12 um dicke Schnitte geschnitten, von denen aber nur jeder zweite
fur die Berliner-Blau-Farbung auf Objekttrager aufgebracht wurde. Der jeweils dazwischen-
liegende Schnitt wurde zur Lagerung auf trockenes Filterpapier gelegt und spater zur
Topologie im Gewebe und Messung der Eisenmenge (U-XRF) und -zusammensetzung (u-
XANES) verwendet (s. u.).

** Die Haltung der Hiihner wurde unter VV54-19¢-20/15-S104/51 vom Regierungspréasidium Darmstadt
genehmigt
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Tab. 3.1 Verwendete Proben, Fixierung und Einbettung

Proben Nr.  Alter des Tieres Fixierung Einbettung Methoden?

GGAS1 1% Jahre Perf. 4% PFA Paraffin LM, p-XRF, p-XANES
GG AS 2 9 Monate Perf. 4% PFA Technovit 7100 LM, p-XRF

GG AS 3 1% Jahre Imm. 4% PFA Technovit 7100 LM

GG AS 4 1 % Jahre Imm. 4% PFA Paraffin LM, Immun

GG ASS5 1% Jahre Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG AS 6 1Y% Jahre Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG AS7 1 % Jahre Imm. 4% Glutardialdehyd Araldit LM, TEM

GGOS1 1 Tag Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG OS2 1 Tag Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG 0OS 3 1 Tag Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG 0S4 5 Tage Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG 0S5 5 Tage Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG 0OS 6 5 Tage Imm. 4% Glutardialdehyd Araldit LM, TEM

GG OSs7 5 Tage Perf. 4% PFA Paraffin LM, u-XRF, u-XANES
GG 0S8 5 Tage Perf. 4% PFA Paraffin LM, p-XRF, p-XANES
GG 0OS 9 10 Tage Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG O0OS10 12Tage Imm. 4% PFA Paraffin LM

GGOS11 12Tage Perf. 4% PFA Paraffin LM, p-XRF, p-XANES
GG O0S 12 15Tage Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG 0OS 13 21 Tage Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG OS 14 21Tage Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG OS15 21 Tage Perf. 4% PFA Paraffin LM, p-XRF, p-XANES
GG OS 16 29 Tage Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG OS 17 30Tage Imm. 4% PFA Paraffin LM

GG = Gallus gallus, A = Adult, O= Ontogenie/Entwicklung, S = Schnabel Perf. = Perfusionsfixierung, Imm. =
Immersionsfixierung, PFA = Paraformaldehyd, LM = Lichtmikroskopie, TEM = Transmissions-Elektronen-
Mikroskopie, Immun = Immunhistologische Markierung von Neurofilament, u-XRF (X-ray fluorescence analysis p-
XANES (microscopic X-ray absorption near-edge structure).

3.2.2 Berliner Blau und Lichtmikroskopie

Um Eisen nachzuweisen (Berliner-Blau-Farbung), mussen die in Paraffin eingebetteten
Proben durch Xylol und Alkohole vom Einbettmittel befreit werden. Bei Kunststoff und
Kunstharz entfallen diese Schritte. Fir die Berliner-Blau-Reaktion werden die Proben in
5%-igem Kaliumhexacyanoferrat I (KCF |l; Morphisto, Frankfurt) vorbehandelt.
AnschlieBend werden sie fiir 2 x 30 Minuten bei 40°C, Kunststoffproben bei 60°C in KCF Il
und 5%-ige Salzsaure (HCI, Morphisto, Frankfurt) im Verhaltnis 1:1 gegeben. Darauffolgend
werden die Proben in Aqua Bidest gewaschen, getrocknet und eingedeckt. Als
Gegenfarbung eignet sich Kernechtrot. Hierfir werden die Proben vor dem Eindecken flr
30 sec in 0,1%-ige Kernechtrot-Lésung (Morphisto, Frankfurt) gegeben und anschlieRend in

Aqua Bidest gewaschen.

>> Alle Huhner wurden unabhangig von der Fixierung oder Einbettung fiir die Lokalisation der Felder,
fur den Verlauf der Dendriten und fir die lichtmikroskopischen Untersuchungen der Strukturdetails
verwendet.
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Die Auswertung erfolgte mit einem Reichert-Polyvar-Mikroskop (Reichert, Osterreich). Fir
die Auswertung der Lage der eisenhaltigen Strukturen bei adulten HUhnern wurden nur

Berliner-Blau markierte Strukturen gewertet,

e die langlich sind und einen intrazellularen Vesikel haben, ein Teil, der von der
Farbung ausgespart bleibt;

e die in einem Feld lagen, das heil3t, Strukturen, die in einem Abstand von 40-60 pm
zueinander vorkommen;

e und die in mehreren Schnitten hintereinander auftauchen.

Fur die Auswertung der eisenhaltigen Strukturen der juvenilen Hihner wurden zusatzlich bei
jeweils 2 Schnébeln der Stadien 5. Tag, 12. Tag und 21. Tag in allen Schnitten alle eisen-

haltigen Strukturen dokumentiert.

3.2.3 Immunbhistologie

Fur die immunhistologische Markierung wurden hier nur Proben verwendet, die vorher in
Paraffin eingebettet waren. Hierfir wurde zun&chst nur jeder zweite Schnitt mit der oben
beschriebenen Berliner-Blau-Reaktion behandelt und ausgewertet. In Bereichen, in denen
eisenhaltige langliche Strukturen vorkommen, wurden die dazwischenliegenden Schnitte
dann sowohl gemal dem immunhistologischen Protokoll als auch anschlie@end mit der

Berliner-Blau-Reaktion behandelt.

Fur das immunhistologische Protokoll muss das Einbettmaterial bei den verwendeten
Schnitten durch Xylol und unterschiedlich konzentrierte Alkohole herausgelést werden. Die

Proben wurden anschlieRend prainkubiert:

1. 15 minin 0,03% H,O, und nach dem Waschen in PBS,
2. fur 1 h in 8% Normal-Horse-Serum (NHS) in 0.25% Triton X-100 und 2% Bovine-
Serum-Albumin (BSA) in PBS.

Der primare Antikorper (s. u.) inkubierte tber Nacht in einer Konzentration von 1:200 (in 3%
NHS, 0.25% Triton X-100, 2% BSA, in PBS). Als sekundarer Antikdérper wurde ein
biotinylierter Anti-Mouse-IgG (Vector laboratories, Burlingame, CA, USA, in 3% NHS, 0.25%
Triton X-100, 2% BSA, in PBS) fir 1h eingesetzt. Zur Visualisierung wurde ein auf
Peroxidase basierendes enzymatisches System (Vectastain Elite ABC Kit; Vector)

eingesetzt, das mit 0.025% Diaminobenzidin als Substrat fur 5 Minuten umgesetzt wurde.
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o Primarer Antikorper: Antiserum aus Mouse gegen Neurofilament MAB 1621 (gegen
die letzten 84 Aminoséuren des Ratten-Neurofilaments-M (145K); Millipore GmbH,

Deutschland). Charakterisiert in Fleissner et al. (2003).

3.2.4 Elektronenmikroskopie

Von der in Araldit eingebetteten Schnabelhaut wurden mit einer Polycut-Ultrafrése (Reichert-
Jung, Depew, NY, USA) Schnitte einer Dicke von 5 ym angefertigt und auf Objekttrager (im
Wechsel beschichtete Super-Frost-Plus-Objekttrager und unbeschichtete Star-Frost-
Objekttrager) gebracht. Die Schnitte auf den Super-Frost-Plus-Objekttragern wurden
anschlieBend mit Berliner-Blau (Rezept wie Kunststoffschnitte, siehe oben) gefarbt und am
Reichert-Polyvar-Mikroskop ausgewertet. In Bereichen mit eisenhaltigen Il&nglichen
Strukturen, wie oben beschrieben, konnten die ungefarbten Zwischenschnitte mit Araldit
umgebettet und in Ultradinnschnitte einer Dicke von 50-60 nm geschnitten werden. Diese
wurden dann in einem Transmissions-Elektronenmikroskop (CM12, Philips, Hamburg)
ausgewertet und den in der Lichtmikroskopie identifizierten Stellen zugeordnet. Sehr dunkle
Teile sind vermutlich Eisen. Nach der ersten Dokumentation wurden manche Schnitte noch

mit Uranylacetat kontrastiert und erneut dokumentiert.

Auf die Verwendung von Cacodylatpuffer und Osmiumtetroxid wurde hier verzichtet, da
bereits Fleissner et al. (2003) gezeigt haben, dass die Analyse der gesuchten Strukturen
wegen des Schwermetallgehalts dieser Lésungen nicht mehr mdoglich ist, da diese sich

dadurch vermutlich auflosen.

3.2.5 Rontgenstrahlmessungen (U1-XRF und p-XANES)

Fur die Rontgenstrahlanalysen wurden parallel Test- und Kontrollschnitte hergestellt. Die
Kontrollschnitte wurden auf Objekttrager aufgezogen, mit Berliner-Blau gefarbt und wie oben
beschrieben im Lichtmikroskop ausgewertet. AnschlieBend wurden die dazwischenliegenden
Schnitte, die auf Filterpapier zwischengelagert waren und in deren Nachbarschnitten
eisenhaltige Strukturen identifiziert werden konnten, auf Ultralenfolie (SPEX Certiprep Inc.)
aufgebracht. An diesen Testschnitten wiederum wurden bei DESY, dem Deutschen
Elektronen-Synchrotron (Hamburg), an Beamline L in HASYLAB die entsprechenden
Bereiche analysiert. Um die genaue Lokalisation und Menge des Eisens in den
ausgewahlten Schnitten zu bestimmen, wurde als Erstes eine p-XRF-(X-ray fluorescence
analysis)-Kartierung erstellt. uy-XRF ermdglicht eine hochauflésende Lagebestimmung der in
der Probe enthaltenen Elemente und deren quantitative Analyse. In meiner Arbeit zeige ich

nur u-XRF-Daten von Eisen. Die Angabe der Eisenmenge erfolgt hier in AU (arbitrary units,
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willkurliche Einheit). Die Eisenmenge in den verschiedenen Proben ist durch Umrechnung
der verwendeten Referenzstandards miteinander vergleichbar. Die Messzeit pro Punkt
betrug 0,5 sec. Die Messungen erfolgten unter der Leitung von Dr. Gerald Falkenberg
(Hasylab am DESY, Hamburg). Genauere Angaben Uber die verwendeten Parameter wie

Kapillare und Energie sind in Falkenberg et al. (2010) veroffentlicht.

An den Stellen mit der gréf3ten Eisenanreicherung kann man mit u-XANES (microscopic X-
ray absorption near-edge structure) die Eisenverbindungen bestimmen. Bei diesem
Messverfahren wird die Energie des Rontgenstrahls, der auf die Probe trifft, immer weiter
erhoht. Reicht die Energie fir das jeweilige Element aus, werden dabei Elektronen aus der
Probe geldst, und die Rontgenabsorption der Probe steigt an. Diese Elektronen werden von
einem separaten Detektor aufgefangen. Aus der so entstehenden Kurve (Energie zu
Absorption) kann auf den Oxidationszustand und die Verbindung mit anderen Elementen
geschlossen werden (Wilke et al. 2001). Die Details der fur die Huhnerschnébel
angewendeten p-XANES-Messungen entsprechen denen in Falkenberg et al. (2010)
beschriebenen. Fir die Auswertung wurden die Messungen von mehreren Schnitten der
beiden 5 Tage alten Huhner, die von mehreren Schnitten des 12 Tage alten Huhns und auch

die von mehreren Schnitten eines adulten Huhns zusammengefasst.

Die p-XANES-Messung allein gibt nur Aufschluss Uber die Zusammensetzung der
Eisenoxide, wenn sie mit verschiedenen Referenzmaterialien verglichen wird. In meiner
Arbeit ist hier als Beispiel die Kurve der Rdntgenabsorption von Magnetitpulver gezeigt
(Abb. 3.21 rote Linie). Die Zusammensetzung der Eisenoxide der eisenhaltigen
Magnetrezeptoren wurde bereits von Falkenberg et al. (2010) ausfuhrlich diskutiert. In
meiner Arbeit werden dazu die eisenhaltigen Strukturen der juvenilen Hihner und die
eisenhaltigen Magnetosomen der Magnetbakterien (M. gryphiswaldense) in Bezug gesetzt.
Fir die y-XANES-Messung der Magnetosomen wurde eine Suspension (109 Zellen/ml) von
M. gryphiswaldense mit ein paar Tropfen Formaldehyd fixiert und anschlieend durch

Zentrifugation konzentriert. Die Messung selbst erfolgte in einer Glaskapillare.
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3.3 Feinstrukturelle und immunhistologische Studie zur
Lokalisation und Charakterisierung eisenhaltiger Strukturen in

Dendriten im Oberschnabel von adulten Hihnern

3.3.1 Ergebnisse

Im Oberschnabel kommen — wie in allen Organsystemen — Eiseneinlagerungen in Zellen
unterschiedlicher Gewebe vor, wie z. B. rote oder weil3e Blutkérperchen, die mit Berliner-
Blau sichtbar gemacht werden konnen. Zum Auffinden moglicher Rezeptorstrukturen fir die
Magnetfeldwahrnehmung habe ich mich speziell auf die Identifizierung von Eisen in

nervosen Strukturen konzentriert.

L.
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Abb. 3.2 Bereiche, in denen die eisenhaltigen Strukturen im Oberschnabel von adulten
Hihnern zu finden sind. Schema der Horizontalansicht der Schnabelhaut des Oberschnabels
eines adulten Huhns. Der gesamte Oberschnabel ist bei Hihnern circa 2,5 cm lang. In Blau sind
die Regionen gekennzeichnet, in denen sich die eisenhaltigen Strukturen bei adulten Hihnern
befinden. Es ist zu beachten, dass in einem Bereich mehr als nur ein Feld vorkommen kann und so
Hihner mehr als nur sechs Felder haben. Die Ausrichtung der Felder ist nicht erkennbar
festgelegt. Im frontalen Bereich habe ich mehr Felder in dorso-ventraler Ausrichtung identifiziert als
in anderen Bereichen (Schnabelanatomie verandert nach King & McLelland 1978).
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3.3.1.1 Lage und Verteilung der eisenhaltigen Strukturen

Adulte Huhner haben sechs Regionen in der Oberschnabelhaut, in denen eisenhaltige
Strukturen vorkommen, die der Morphologie der eisenhaltigen Dendriten der Tauben
entsprechen (Abb. 3.2). Von diesen eisenhaltigen Strukturen liegen immer mehrere in
Gruppen hinter- und nebeneinander, in Langsrichtung aber immer in einem bestimmten
Abstand (20-50 um) zueinander (Abb. 3.3 A). Dies wird bei Tauben als Feld bezeichnet und
soll auch hier so bezeichnet werden.

Die Regionen, in denen sich die Felder dieser eisenhaltigen Strukturen befinden, sind
(Abb. 3.2):

im kaudalen Bereich des Schnabels, zwischen den Rachen-Speicheldrisen,
2. im Bereich der medialen Gaumenspeicheldrisen, die sich nheben dem Choanen-Spalt
befinden, und

3. im mittleren bis frontalen Bereich des Schnabels.

Die Schnabelspitze ist meist frei von eisenhaltigen Strukturen dieser bestimmten
Morphologie (siehe unten). Innerhalb einer der sechs Regionen kdnnen mehrere Felder
hintereinander oder auch in verschiedener Tiefe in der Schnabelhaut liegen, allerdings nur
innerhalb der Subkutis. Demzufolge haben adulte Hihner mehr, meistens deutlich mehr, als
nur sechs Felder. Die Anzahl der Felder und die genaue Lage sind aber individuell
verschieden. Auch die Abgrenzung der Felder zueinander ist nicht immer klar erkennbar.
Das Feld im Bereich der Rachenspeicheldriisen scheint allerdings in seiner Lokalisierung
eine hohere Konstanz zu haben, da es bei mehreren Schnabeln an derselben Stelle
vorkommt und dieses Feld auch bei 21 Tage alten Hihnern bereits angelegt ist (siehe auch
Abschnitt 3.4.1.1 und Abb. 3.18). Oftmals liegen die Felder dieser eisenhaltigen Strukturen
entlang von Drisen oder Blutgefalden oder auch entlang anderer Nervenstrdnge innerhalb
des Gewebes, z.B. neben Bindegewebsstrangen. Die einzelnen Felder sind nicht
automatisch auf bestimmte Gewebeteile beschrankt, ein einziges Feld kann sich
beispielsweise an Drisen und an einem Blutgefal befinden oder an einem Blutgefal? und
anschlieBenden Versteifungselementen. Dies wurde besonders im Bereich neben der

Gaumenspalte beobachtet.

Diese eisenhaltigen Strukturen sind langlich und haben dadurch immer eine individuelle
Ausrichtung. In der Regel liegen sie innerhalb eines Feldes parallel zueinander (Abb. 3.3 A).
Insgesamt findet man in allen Feldern zusammengenommen eine Reprasentation aller
Raumrichtungen, aber anders als bei Tauben beschrieben, sind die Hauptrichtungen der

eisenhaltigen Strukturen in den entsprechenden Feldern bei den unterschiedlichen Tieren
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Abb. 3.3 Anordnung der eisenhaltigen Strukturen innerhalb eines Feldes im Oberschnabel
von adulten Hiuhnern. (A-C) Mikroskopische Aufnahmen (mit unterschiedlichen MaRstaben) von
Paraffin (A) und Kunststoffschnitten (B, C), in denen mit Berliner-Blau Eisenpartikel sichtbar gemacht
wurden. (A) ein Feld eisenhaltiger langlicher Strukturen (mit Pfeilen gekennzeichnet), die in einem
bestimmten Abstand (circa 40 um) zueinander und in einer Raumrichtung liegen. Die Abweichung
der Richtung kommt durch die Komprimierung des Gewebes wéahrend der Fixierung, Einbettung und
vor allem des Schneidens zustande. (B) Mehrere eisenhaltige langliche Strukturen zwischen drei
Speicheldrusen, die in einem Dreieck ausgerichtet sind. (C) Ein kleinerer Bereich (hier ist der
Mafstab zu beachten), in dem ein Blutgefa? quer durchschnitten wurde und die langlichen
eisenhaltigen Strukturen ebenfalls in unterschiedlichen Richtungen ausgerichtet sind. SG — Speichel-
drise.
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individuell angeordnet. In der Regel liegt die Feldrichtung im Bereich der frontalen
Gaumenspeicheldriisen des Schnabels haufiger in dorso-ventraler Ausrichtung als in den
anderen beiden Bereichen, es kommen aber auch dort Felder in fronto-kaudaler Ausrichtung
vor. Insgesamt sind alle drei Raumrichtungen (dorso-ventral, fronto-kaudal und medio-
lateral) in den Achsen der Felder reprasentiert. Es gibt aber auch Felder, in denen diese
bestimmten eisenhaltigen Strukturen nicht in einer Achse, sondern in verschiedenen
Raumrichtungen ausgerichtet sind. Dies ist vermehrt im Bereich von Speicheldrisen
(Abb. 3.3 B) und auch im Bereich von kleineren quer angeschnittenen Blutgefal3en
(Abb. 3.3 C) der Fall. Hier bilden die Raumrichtungen der einzelnen eisenhaltigen Strukturen

sogar Dreiecke.

Ich konnte Hinweise darauf finden, dass altere Hiihner (1 %2 Jahre) noch mehr eisenhaltige
Strukturen pro Feld und auch mehr Felder haben als Huhner, die unter einem Jahr alt sind.
Insgesamt sind in Schnabeln, die in Kunststoff (Technovit) eingebettet sind, mehr Felder
dieser eisenhaltigen Strukturen und auch mehr dieser Strukturen innerhalb des Feldes zu

erkennen als in Schnabeln, die in Paraffin eingebettet sind.

3.3.1.2 Lichtmikroskopischer Aufbau der eisenhaltigen Strukturen

Der lichtmikroskopische Aufbau dieser eisenhaltigen Strukturen der adulten Huhner ist
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Abb. 3.4 Lichtmikroskopischer Aufbau der eisenhaltigen langlichen Strukturen im
Huhnerschnabel. (A) Kunststoffschnitt mit Berliner-Blau-Farbung. Als Strukturmerkmal enthalten
sie in der Mitte einen Teil, der kein Eisen enthalt (mit Pfeil gekennzeichnet), zu erkennen an der
fehlenden Berliner-Blau-Reaktion. Rechts neben diesem Bereich sind die Kigelchen (Cluster)
des Reaktionsproduktes zu sehen. Die gesamte Struktur ist circa 30 um lang. (B) Paraffinschnitt
mit Berliner-Blau-Farbung und Kernechtrot. Eisenreaktion und Vesikel sind mit einem Pfeil
gekennzeichnet. Der Vesikel bleibt durch die Farbung ausgespart. Die eisenhaltige Struktur ist
kleiner, da nur ein Teil davon in der Schnittebene liegt. In Magenta sind Zellkerne der Zellen zu
sehen — ebenfalls im Bild beispielhaft markiert. Zu erkennen ist deutlich, dass der Vesikel kein
Zellkern ist.
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langlich, circa 20-30 um lang, und enthalt in der Mitte einen Bereich, der von der Berliner-
Blau-Reaktion ausgespart bleibt, den Vesikel (in Abb. 3.4 mit Pfeilen gekennzeichnet).
Insgesamt konnten bei den in Paraffin eingebetteten Schndbeln Kigelchen des Reaktions-
produktes des Eisennachweises identifiziert werden. Bei den in Kunststoff eingebetteten
Schnabeln sind diese Cluster schlechter zu sehen, sind aber auch vorhanden (Abb. 3.4 A
rechts vom Vesikel). In der Gegenfarbung mit Kernechtrot ist zu erkennen, dass der Vesikel
kein Zellkern ist (Abb. 3.4 B).
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Abb. 3.5 Immunhistologische Markierung der Nervenfaser und Berliner-Blau-Reaktion des
Eisennachweises in der Haut des Oberschnabels eines adulten Huhns. Das Reaktionsprodukt
der immunhistologischen Markierung (Diaminobenzidin als Substrat) ist braun, blau ist der
Eisennachweis in einem Paraffinschnitt zu erkennen. (A) und (B) sind zwei aufeinanderfolgende
Stellen auf einer Seite eines grofRen BlutgefalRes. (C) liegt in gleicher Ausrichtung (wurde nur fur die
Abbildung gedreht) auf der anderen Seite dieses Gefal3es. Der dunkle blaue Fleck in der Mitte des
Bildes ist vermutlich ein Artefakt. Die Immunreaktion ist zum Teil schwacher, wenn dort auch eine
Berliner-Blau-Reaktion vorliegt. Beide Farbungen kolokalisieren (durch Pfeile beispielhaft gekenn-
zeichnet), das bedeutet, die eisenhaltigen langlichen Strukturen liegen in oder an Nerven.
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Die Kontrolle zur Spezifitat der immunhistologischen Markierung des Neurofilaments war
negativ und ist im Anhang (Abb. A 3.1) dargestellt. Die immunhistologische Markierung zeigt,
dass diese langlichen eisenhaltigen Strukturen bestimmter Morphologie in Nervengewebe
liegen (Abb. 3.5). Das hier gezeigte Bild stammt aus dem Bereich der Choanen-Spalte
neben den medialen Gaumenspeicheldriisen. Die eisenhaltigen Strukturen liegen hier
entlang einem Blutgefal3 (Abb. 3.5). Die Berliner-Blau-Reaktion und der immunhistologische
Nachweis des Neurofilaments kolokalisieren allerdings auch in anderen Bereichen. Die
eisenhaltigen Strukturen liegen in gleicher Richtung wie die markierten Nervenstrange. Die
Markierung der Nervenstrange ist allerdings meist schwéacher, wenn auch eine Berliner-Blau-
Reaktion vorliegt (Abb. 3.5 A, B). Vermutlich behindern die beiden Reaktionsprodukte sich
gegenseitig. Ob sich das Eisen innerhalb des Nervs oder direkt daran befindet, ist mit dieser
Methode nicht zu erkennen und ebenso nicht, ob es sich um afferente oder efferente Fasern
handelt.

3.3.1.3 Ultrastruktur der eisenhaltigen Strukturen in Dendriten

Die elektronenoptischen Aufnahmen in Abb. 3.6 - 3.9 stammen aus einem Feld von eisen-
haltigen Strukturen in Nerven aus dem mittleren Bereich des Schnabels. Dieses wurde in
einem Parallelschnitt vorab lichtmikroskopisch mit der Berliner-Blau-Reaktion identifiziert.
Der Vergleich der Strukturen der beiden Parallelschnitte (lichtmikroskopisch und elektronen-
optisch) ist in Abb. 3.6 dargestellt.

Stellen aus Material mit hoher Elektronendichte bestehen vermutlich aus Eisen (Abb. 3.7 -

3.9). Die hier identifizierte Struktur besteht aus drei verschiedenen Teilstrukturen:

e Eine circa 2 ym breite und 5 um lange Struktur, die von einzelnen, langlichen
‘Schuppen’ bedeckt ist (Abb. 3.7 und 3.8). Sie wird im Folgenden wie bei Tauben
(Fleissner et al. 2007a) als Vesikel bezeichnet.

e Mehrere langliche Strukturen aus einem optisch einheitlichen Material, die an der
einen Seite glatt abgegrenzt sind und an der anderen Seite nicht (Abb. 3.7 und 3.9 A,
C). Diese Teile sind circa 1 ym lang und 50 nm breit und werden als Plattchen
bezeichnet.

e Die dritte Struktur sind wenige runde Teile, Kugeln, aus fast einheitlichem Material mit
ungeféhr 1 ym Durchmesser (Abb. 3.7 und 3.9 B, C).

Die Nachkontrastierung zeigt, dass vermutlich alle Teile, aber sicherlich die Kugeln und der
Vesikel von einer Matrix umgeben sind (Abb. 3.8 C und 3.9 C). Es lasst sich auch eine
Verbindung zwischen den Plattchen und den Kugeln erahnen, die aus Filamenten oder
Fasern bestehen kdnnte (Abb. 3.9 C).
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Abb. 3.6 Korrelation zwischen der lichtmikroskopischen Berliner-Blau-Reaktion in einem
Semidunnschnitt im Vergleich zu einem parallelen ungefarbten Ultradinnschnitt aus
derselben Region. (A) Ausschnitt eines Feldes von langlichen eisenhaltigen Strukturen, durch
Berliner-Blau sichtbar gemacht. (B) zeigt dieselbe Stelle in niedrigerer VergroRerung. Der
Ausschnitt von (A) ist markiert. (C) Elektronenmikroskopische Aufnahme der gleichen Stelle des
Ultradiinnschnittes. In dem Rahmen markiert ist die Stelle, an der eisenhaltige Teilstrukturen
gefunden wurden (siehe Abb. 3.7, 3.8 und 3.9). Der helle Streifen, der sich von links nach rechts
Uber das Bild zieht, ruhrt von der unterschiedlichen Dicke des Aralditschnittes her, die vom
Schneiden bedingt wird. In (B) und (C) ist ein Blutgefa? durch einen lila Pfeil zur besseren
Orientierung im Bild gekennzeichnet.
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Abb. 3.7 Ubersicht ber die subzellulare Struktur der eisenhaltigen Dendriten der Hiihner.
Gekennzeichnet sind der Vesikel, mit schmalen Pfeilen die Kugeln und mit breiten
Dreieckspfeilen die Plattchen. Die Kugeln liegen in dieser Ebene der Struktur in einem Abstand
von circa 5 um zueinander. Die Plattchen liegen in deutlich dichterem Abstand und sind

zahlreicher. Einige Strukturen sind durch den mechanischen Druck beim Schneiden
zusammengeschoben worden.
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100nm

Abb. 3.8 Vesikel der eisenhaltigen Dendriten der adulten Hihner im Elektronenmikroskop im
Detail. (A) und (B) Vesikel, dessen Hille aus ‘Schuppen’ von Eisen besteht, in zwei
unkontrastierten Parallelschnitten. An den unterschiedlichen Ebenen ist zu erkennen, dass der
Vesikel innen nicht aus Eisen besteht. Die gesamte Struktur ist circa 5 um lang und 2-3 um breit.

(C) Kontrastierter Schnitt derselben Stelle. Durch die Kontrastierung wird eine umgebende Matrix
sichtbar (mit Pfeilen gekennzeichnet).
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Abb. 3.9 Plattchen und Kugeln der eisenhaltigen Dendriten der adulten Hihner im
Elektronenmikroskop im Detail. (A) Mehrere hintereinander und nebeneinander aufgereihte
Plattchen, die circa 1 um lang sind. (B) Eine Kugel, die kompakt aus Eisen besteht. Sie ist etwas
kleiner als 1 um, der Durchmesser variiert aber mit der Schnittebene und ist hier nicht maximal.
(C) Kontrastierter Schnitt. Links ist ein Plattchen, das dicht bei einer Kugel (rechts) liegt. Das
Plattchen ist auf einer Seite glatt. Auf der der Kugel zugewandten Seite lasst sich durch die
Kontrastierung schleierartig eine Verbindung zwischen den beiden Teilen erahnen (mit Pfeilen
gekennzeichnet).
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3.3.2 Diskussion

Adulte Huhner haben sechs Regionen in der Subkutis im Schnabel, in denen allerdings
insgesamt mehr als sechs Felder von eisenhaltigen Strukturen liegen, die der Morphologie
der eisenhaltigen Dendriten der Tauben entsprechen. Diese Strukturen haben keinen
Zellkern und kolokalisieren mit Nervenfasern. Lichtmikroskopisch sind sie langlich und haben
in der Mitte einen Vesikel, der in der Farbung ausgespart bleibt. Durch die Kernechtrot,
Farbung wird klar, dass der Vesikel kein Zellkern ist. In der elektronenmikroskopischen

Analyse konnten drei verschiedene Teilstrukturen identifiziert werden:

der durch ‘Schuppen’ besetzte Vesikel (2-5 pm),
Kugeln (1 pm)
3. und langliche Plattchen (1 um lang und ca. 50-100 nm breit).

Abb. 3.10 Vergleich der Loka-
lisation und Ausrichtung der
eisenhaltigen  Dendriten  bei
Tauben und bei Huhnern. (A)
Rontgenbild des Oberschnabels
einer Taube. Die Punkte zeigen die
Stellen an denen die 6 Felder
lokalisiert sind, die Pfeile markieren
die Ausrichtungen der einzelnen
Felder. ¢ — caudal, d — dorsal, f—
frontal, | — lateral, m — median, r —
3 rostral, v — ventral (aus Fleissner et

GEUme ) Infudibular-Spalt al. 2007a). (B) Schema der
Spe'heldrusen o Schnabelhaut des Oberschnabels
eines Huhns aus Abb. 3.2. Die

frontal Median
S Y

Mundungen der
Oberkieferspeicheldriisen
\ ~

!
’

W,
I

”; blauen Bereiche sind die Regionen,
. Z Speise- in der sich die eisenhaltigen
§ e Strukturen bei Huhnern befinden.
i E\, Es kommt in einem Bereich mehr
" Rachen.  als nur ein Feld vor, so dass
ol - N speicheldriisen H{lhner mehr als_ nur sechs Felder
) NChoanen-Spalt haben. Die Ausrichtung der Felder
mediale Gaumen- N -~ . .
speicheldriisen =< ist nicht erkennbar festgelegt.

(Schnabelanatomie verandert nach
King & McLelland 1978).
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3.3.2.1 Vergleich der eisenhaltigen Dendriten von Hihnern mit denen von

Tauben

Bei Tauben sind die eisenhaltigen Dendriten in 6 Feldern angeordnet. Alle Felder sind lateral
im Oberschnabel lokalisiert und liegen innerhalb der Subkutis. Sie sind von Fettzellen
umgeben (Holtkamp-Ro6tzler 1999). Zwei dieser eisenhaltigen Dendriten-Felder befinden sich
nahe der Schnabelspitze, zwei vor den Drisen des Schnabels, und zwei liegen dazwischen.
In den jeweils bilateral angeordneten Feldern sind die einzelnen Dendriten gleich, in den 3
Felderpaaren aber in unterschiedlichen Richtungen ausgerichtet (Abb. 3.10). Innerhalb eines
Feldes laufen die Einzeldendriten weitgehend parallel (Fleissner et al. 2003, 2007a). Der
Aufbau der einzelnen eisenhaltigen Dendriten der Tauben konnte lichtmikroskopisch so wie
in einer elektronenmikroskopischen Studie wie folgt beschrieben werden: Die eisenhaltigen
Teile dieser Dendriten bestehen aus einem Vesikel von 3-5 pm, 10-15 Kugeln (,bullets®), die
an die Zellmembran gebunden sind, und mehreren Plattchen (,platelets®), die 1 um breit und
lang sind und nur 0,1 um dick (Abb. 3.11). In ihrer Elementzusammensetzung bestehen die
Dendriten insgesamt aus 10% Magnetit und 90% Maghemit; auf Grund von bio-
physikalischen Messungen wird vermutet, dass der Vesikel und die Plattchen aus Maghemit
und nur die Kugeln aus Magnetit bestehen. Die Kugeln sind mit der Zellmembran und durch

bestimmte Fasern mit den Plattchen verbunden (Fleissner et al. 2003, 2007a).

Plattchen Vesikel

Abb. 3.11 Schematisches Modell des Aufbaus eines eisenhaltigen Dendriten. In der Mitte ist
der circa 3-5 pm groR3e Vesikel zu sehen. Daneben liegen die Plattchen (1 um x 0,1 um) und die
mit ihnen verbundenen Kugeln (1 um Durchmesser). Die Plattchen bestehen vermutlich aus
Maghemit, die Kugeln aus Magnetit. Fleissner et al. (2007a) gehen davon aus, dass die Plattchen
insgesamt magnetisiert werden, wenn sie parallel zum Magnetfeldvektor ausgerichtet sind. Sie
Ubertragen dann die Kraft auf die Kugeln, die ihrerseits deformieren. Durch diese Deformation
werden durch Fasern lonenkanale in der Zellmembran gedffnet, und ein Rezeptorpotential
entsteht (Falkenberg et al. 2010).

Der Vergleich des Aufbaus der einzelnen eisenhaltigen Dendriten von Hihnern und Tauben
zeigt sowohl lichtmikroskopisch wie auch elektronenmikroskopisch eindeutig, dass sich diese

entsprechen. Beide haben den Vesikel, die Plattchen und die Kugeln, die sich in Gréfl3e und
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Aufbau gleichen (Abb. 3.12). Dies lasst darauf schlieen, dass der subzellulare Aufbau
dieser Strukturen relevant fiir deren Funktion ist, da er innerhalb der Evolution nicht
abgewandelt wurde (siehe auch 3.3.2.2). Auch die Zusammensetzung der Eisenoxide dieser
Strukturen ist bei Tauben und Hihnern identisch (Falkenberg et al. 2010). Bei beiden
Vogelarten liegen die eisenhaltigen Dendriten in der Subkutis der Schnabelhaut. Vermutlich

ist diese Lokalisierung fur die Funktion der Rezeptoren ebenfalls relevant, da auch sie nicht

Eisenhaltige Dendriten der Tauben Eisenh

- L3

altige Dendriten der Hlhner

Abb. 3.12 Vergleich der Ultrastruktur der eisenhaltigen Magnetrezeptoren der Tauben mit
denen der Hiuhner. Die linke Spalte (mit 1 gekennzeichnet) zeigt die ultrastrukturellen Details der
eisenhaltigen Dendriten der Tauben (Teilabbildungen ausgeschnitten aus Fleissner et al. 2003), die
rechte Spalte (mit 2 gekennzeichnet) die der Hihner. Ultrastruktur (A) des Vesikels, (B) der Kugeln
und (C) der Plattchen. Die Details der Strukturen entsprechen einander, und auch die GréRen-
verhéltnisse stimmen (berein.
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durch die verschiedene evolutionare Entwicklung verandert wurde. Die Subkutis liegt in einer
Tiefe von circa zwei Dritteln der gesamten Oberschnabelhaut. Bei Tauben wurde das
Vorkommen der eisenhaltigen Magnetrezeptoren in der Subkutis, der Schnabelhaut, als
Schutz vor mechanischer Reizung der Rezeptoren diskutiert (Fleissner et al. 2003). Das
halte ich fur durchaus plausibel. Bei Tauben wurden die eisenhaltigen Strukturen in
Dendriten des Nervus ophthalmicus beschrieben. Bei Hiihnern kann ich bestétigen, dass es
sich um eisenhaltige Strukturen in oder an Nervenstrdngen handelt.®® Da es sich bei
Huhnern meiner Ansicht nach um die gleichen Strukturen handelt wie bei Tauben, gehe ich
davon aus, dass es sich auch bei Huhnern um Dendriten des ophthalmischen Asts der
trigeminalen Nerven handelt, in denen sich die eisenhaltigen Strukturen befinden. Die
Kolokalisation dieser eisenhaltigen Strukturen mit den Nerven bzw. Dendriten legt nahe,
dass es sich hierbei bei Hihnern wie bei Tauben um sensible Nervenenden handelt, die als
Rezeptoren geeignet wéaren. Dass es sich bei diesen Strukturen um Magnetrezeptoren
handelt, ist indirekt bewiesen: Elektrophysiologische Ableitungen von Semm und Beason
zeigen, dass der ophthalmische Nerv Informationen des Magnetfeldes Ubertragt (Beason &
Semm 1987, Semm & Beason 1990). Elektromagnetische Pulse, die nur auf einen magnetit-
basierten Rezeptor wirken, zeigen eine Beeinflussung der magnetischen Orientierung (siehe
auch Abschnitt 3.1.3; W. Wiltschko et al. 1994, 1998). Die Betaubung der Schnabelhaut
hindert Vogel in verschiedenen Versuchen, magnetische Parameter zu benutzen (siehe auch
Abschnitt 3.1.4; R. Wiltschko et al. 2010a, Zfg. 2010b).

Die gréRten morphologischen Unterschiede der eisenhaltigen Magnetrezeptoren von

Huhnern und Tauben liegen in

e der Lokalisation der Felder der eisenhaltigen Strukturen; bei Hihnern sind es mehr
als 6 Felder, und diese liegen eher im kaudalen und medianen Bereich der
Schnabelhaut und nicht, wie bei Tauben, im frontalen Bereich (Abb. 3.10);

e der Struktur der einzelnen Felder bzw. der Lage der eisenhaltigen Dendriten
innerhalb eines Feldes zueinander. Hierbei kdnnen bei Hihnern noch mal zwei
Besonderheiten unterschieden werden:

o In den meisten Feldern sind die eisenhaltigen Dendriten parallel ausgerichtet,
die Ausrichtung in der Achse in Bezug zum Schnabel kann aber nicht so
konstant bestimmten Bereichen zugeordnet werden wie bei Tauben. Die drei

Raumrichtungen sind allerdings auch bei Hilhnern abgedeckt.

* Die Unterscheidung, ob die eisenhaltigen Strukturen in oder an Dendriten liegen ist

lichtmikroskopisch in der Doppelfarbung zwischen Neurofilament und Berliner-Blau nicht méglich. Ich
denke, in beiden Fallen wirde es sich als Rezeptorstruktur eignen, allerdings ware es fir die
Funktionsweise eventuell ein Unterschied.
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o In manchen Feldern sind die eisenhaltigen Dendriten nicht parallel
ausgerichtet, sondern nehmen verschiedene Richtungen ein, bis zu einer

Dreiecksformation.

Es stellt sich nun die Frage, wie relevant diese Unterschiede fir die Funktion des

Magnetrezeptor-Systems sind.

3.3.2.2 Modell der Funktionsweise der eisenhaltigen Magnetrezeptoren

der Vogel

Fleissner et al. (2007a, 2007b) spekulieren, dass der einzelne Magnetrezeptor wie folgt
funktioniert: die Kraft des Magnetfeldvektors wirkt auf die Plattchen, die diese ihrerseits an
die Kugeln weitergeben. Die Kugeln sind laut Modell mit der Zellmembran verbunden, in der
sie durch Verformung ihrer eigenen Gestalt und dadurch ausgelést mit Hilfe von Fasern,
mechanisch sensible lonenkanéle 6ffnen. Geschieht dies durch mehrere Kugeln, werden
diese primaren Membranpotentialdnderungen aufaddiert und so zum Rezeptorpotential.
Auch physikalischen Berechnungen zufolge wirde so ein ausreichend sensitives
Magnetometer entstehen (Solovyov & Greiner 2007). Es ist unklar, welche Funktion der
Vesikel hat. Es wird diskutiert, ob er den magnetischen Fluss konzentrieren kénnte. Zu
diesem Modell kann ich durch meine hier gewonnenen Erkenntnisse der subzelluldren
Struktur der Magnetrezeptoren der Huhner nichts beitragen, allerdings scheinen die
subzellularen Einzelkomponenten der eisenhaltigen Dendriten mit allen Details ihres Aufbaus
fur die Funktionsweise relevant zu sein, da sich die Komponenten der Rezeptoren von Huhn
und Taube selbst auf elektronenmikroskopischer Ebene nicht erkennbar unterscheiden. Es
lieBen sich auch bei Hihnern Fasern zwischen den Plattchen und Kugeln erahnen, die fur
das Modell sprechen koénnten, da Fasern eine Mdglichkeit wéren, die Kraft des

Magnetfeldvektors, der auf die Plattchen wirkt, auf die Kugeln zu Ubertragen.

Wie aber wird nun das Magnetfeld oder Komponenten davon durch diese Rezeptoren in ihrer
Gesamtheit wahrgenommen, bzw. welche Information wird Ubertragen? Fleissner et al.
(2007a, 2007b) vermuten, dass die Anordnung der Dendriten in drei Raumrichtungen es dem
Vogel ermoglicht, den gesamten lokalen Magnetfeldvektor zu messen. Dreht der Vogel
seinen Kopf, &ndern sich die Komponenten in den einzelnen Richtungen, der Gesamtvektor
bleibt allerdings gleich. Jedes Feld (oder auch jeder eisenhaltige Einzeldendrit) kann allein
nur eine Feldausrichtung bevorzugt wahrnehmen, so dass die Anordnung in mehreren
Achsen fir dieses System entscheidend ist. Von dem auf diese Weise ermittelten
Magnetfeldvektor kann die Richtung (Inklination und Deklination), aber auch die Intensitat

abgeleitet werden. Sowohl Tauben (Fleissner et al. 2003, 2007a) als auch Hihner besitzen
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die fur das Modell erforderlichen Ausrichtungen der Felder in mehrere Raumrichtungen,
allerdings haben Fleissner et al. (2003, 2007a) der Anzahl der Felder und deren Ausrichtung
in den zugeordneten Regionen in den Taubenschnabeln eine groRe Bedeutung
zugemessen. Bei Hihnern dagegen scheint die Festlegung der Raumrichtung der Felder auf
bestimmte Regionen nicht so deutlich und auch individuell verschieden zu sein. Ich vermute,
dass die Anordnung der Felder der Magnetrezeptoren eine untergeordnete Rolle spielt, da
die nervésen Anbindungen der Dendriten in der Peripherie an die verarbeitenden Strukturen
im Gehirn entscheidend sind. An welcher zentralnervésen Stelle dann individuell eine
Raumrichtung reprasentiert ist, sollte fir das Gesamtsystem nicht relevant sein. In jedem Fall
sind verarbeitende Strukturen im Gehirn notwendig, die zu einer solchen vom Modell

geforderten Verrechnung der Einzelkomponenten des Magnetfeldes in der Lage sind.

84



Struktur der Magnetrezeptoren im Schnabel: Ergebnisse Entwicklung

3.4 Entwicklung der eisenhaltigen Magnetrezeptoren

schnabel von juvenilen Hihnern

3.4.1 Ergebnisse?’

im Ober-

3.4.1.1 Lichtmikroskopische Struktur und p-XRF-Analysen

Abgesehen von Blutkérperchen in BlutgefaRen sind am Tag des Schlupfes noch keinerlei

eisenhaltige Strukturen in der Schnabelhaut der Kiken mit der Berliner-Blau-Reaktion

nachweisbar (Abb. 3.13). Daraus kann man ableiten, dass die eisenhaltigen Dendriten der

Huhner noch nicht im Ei, sondern erst nach dem Schlupf angelegt werden.
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Abb. 3.13 Eisennachweis in
der Schnabelhaut am Schlupf-
tag. (A) Schema der Schnabel-
haut des Oberschnabels eines
Huhns in Aufsicht (verandert
nach King & McLelland 1978).
Bei frisch geschlupften Kuken
sind alle Strukturen des adulten
Huhnerschnabels bereits ange-
legt. Der Schnabel ist lediglich
kleiner, circa 0,9 cm lang. Es gibt
in diesem Altersstadium noch
keine eisenhaltigen Strukturen
aulBer natdrlich  rote  Blut-
korperchen. (B) Mikroskopische
Aufnahme eines Dberliner-blau-
gefarbten Paraffinschnittes. Es
ist kein Reaktionsprodukt sicht-
bar. Als Beispiel wurde hier der
frontale Bereich des Schnabels
gewahlt, da dort bei 5 Tage alten
Huhnern die meisten eisen-
haltigen Strukturen zu finden
sind (siehe Abb. 3.14).

" Die Daten dieser Studie wurden von Susanne Denzau und mir gemeinsam erhoben und werden
ebenfalls in ihrer Dissertation, dort im Kontext mit Verhaltensversuchen, Eingang finden.
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Abb. 3.14 Eisennachweis am 5. Tag nach Schlupf. (A) Schematische Skizze des Oberschnabels
(Schnabelanatomie verandert nach King & McLelland 1978). Der gesamte Schnabel eines 5 Tage
alten Huhns ist circa 1,1 cm lang. Im frontalen Bereich des Schnabels (in rot markiert) haben
Huhner verhaltnismaiig viele runde eisenhaltige Strukturen. (B) und (C) Mikroskopische
Aufnahmen eines berliner-blau-gefarbten Paraffinschnittes (in verschiedenen Vergréerungen,
siehe Mal3stab). In (B) ist zu erkennen, dass diese Strukturen rundlich sind und nur zum Teil einen
eisenfreien Bereich enthalten. In (D) ist im Parallelschnitt durch die Gegenfarbung mit Kernechtrot
zu erkennen, dass dieser eisenfreie Bereich ein Zellkern ist.
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Am 5. Tag nach dem Schlupf zeigten sich bei drei Hihnern verhaltnisméaRig viele
eisenhaltige runde Strukturen im frontalen Bereich des Schnabels (Abb. 3.14 und 3.15), bei
den anderen zwei Huhnern waren es weniger von diesen Strukturen. In der p-XRF-
Kartierung sind diese Strukturen ebenfalls zu erkennen, und es ist abzulesen, dass die

Einzelpunkte bis zu 300 oder mehr AU (AU = arbitrary units, willkiirliche Einheit) an Eisen
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A Pz % V4 Eisens der eisenhaltigen
ok , s Makrophagen der 5 Tage
fa : TR alten Huhner. (A) Berliner-
& s blau-gefarbter Paraffin-
> S AR A schnitt ~ (bekannt  aus
; A Abb.3.14) im  selben
71 P MaRstab wie die p-XRF-
- YA Bl Messung in (B). Der Schnitt
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S Positionierung  auf  der
o/ ' ; »-:~71001];n”" Messfolie nicht gestre.ckt
7 ) ———} worden, so dass der Bereich
1200 4= /PP W e Lo AU rgal groBer ist als in (A).
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enthalten (Abb. 3.15 B). Diese Strukturen liegen im Bindegewebe, haben zum Teil auch
einen Bereich, der von der Farbung ausgespart bleibt, und bestehen, wie die eisenhaltigen
Magnetrezeptoren der adulten Huhner, aus einzelnen Clustern. Dartber hinaus weisen sie

morphologisch keine Gemeinsamkeiten mit den langlichen eisenhaltigen Magnetrezeptoren
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Abb. 3.16 Eisennachweis in der Schnabelhaut am 12. Tag nach Schlupf. (A) Schema der
Schnabelhaut (Schnabelanatomie verandert nach King & McLelland 1978). Der gesamte Schnabel
eines 12 Tage alten Huhns ist circa 1,3 cm lang. Die Bereiche, in denen bei 12 Tage alten Hilhnern
eisenhaltige Makrophagen gefunden wurden, sind rot markiert. Da im frontalen Bereich nur noch
wenige dieser Makrophagen vorhanden sind, wurde der Bereich gestrichelt dargestellt. (B) und (C)
Mikroskopische Aufnahmen der lateralen, medianen Region des Schnabels in einem berliner-blau-
gefarbten Paraffinschnitt (in verschiedenen VergréRerungen). In (B) ist zu erkennen, dass diese
Strukturen in der Morphologie den eisenhaltigen Makrophagen der 5 Tage alten Huhner
entsprechen. Insgesamt sind es aber nicht so viele eisenhaltige Makrophagen wie bei 5 Tage alten
Huhnern.
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der adulten Hiahner auf (Abb. 3.14 B und 3.4). Die Farbung mit Kernechtrot zeigt, dass der
von der Berliner-Blau-Reaktion ausgesparte Bereich ein Zellkern ist (Abb. 3.14 D). Dies legt

nahe, dass es sich hier um eisenhaltige Makrophagen handelt.

Diese eisenhaltigen Makrophagen waren dann bei allen untersuchten Tieren in den nachsten
7 Tagen, also bis zum 12. Tag nach Schlupf, sowohl in der Anzahl als auch in der Intensitét
der Farbung deutlich vermindert (Abb. 3.16 C). Sie befinden sich weiterhin in der
Schnabelspitze, aber auch im lateralen Bereich des Schnabels im Bindegewebe
(Abb. 3.16 A). Sie entsprechen in ihrer Morphologie denen der 5 Tage alten Hihner
(Abb. 3.16 B und 3.14 B). Allerdings haben auch 12 Tage alte Hihner allenfalls einzelne
langliche eisenhaltige Strukturen, wie sie bei adulten Hihnern zu beobachten sind. Wenn es
diese Strukturen gibt, sind sie im basalen Bereich des Schnabels zu finden. Das p-XRF
bestétigt den Eindruck der Berliner-Blau-Reaktion: die eisenhaltigen Makrophagen sind

deutlich seltener und enthalten deutlich weniger Eisen (Abb. 3.17 B).
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Abb. 3.18 Eisennachweis am 21. Tag nach Schlupf. (A) Skizze des Oberschnabels des Huhns
(Schnabelanatomie verédndert nach King & McLelland 1978); Der gesamte Schnabel ist bei 21
Tage alten Hihnern circa 1,5 cm lang. In Rot sind die Stellen markiert, an denen eisenhaltige
Makrophagen gefunden wurden. Da es nur noch sehr wenige sind, wurde der Bereich gestrichelt
dargestellt. Im basalen Bereich sind in Blau die Stellen eigezeichnet, an denen eisenhaltige
Dendriten gefunden wurden. (B) - (E) Mikroskopische Aufnahmen in verschiedener Vergrof3erung
von berliner-blau-gefarbten Paraffinschnitten. In (B) und vergréRert in (D) finden sich die von
juvenilen Huhnern bekannten runden Strukturen. Es sind nur noch sehr wenige, hier aus dem
lateralen Bereich gezeigt. In (C), und in (E) vergrofRert, ist aus dem kaudalen Bereich des
Schnabels ein Feld von eisenhaltigen Dendriten dargestellt, wie sie bei adulten Hihnern zu finden
sind. In (E) ist zu sehen, dass diese eisenhaltigen Dendriten in eine Richtung (von kaudal nach
frontal) ausgerichtet sind, und in (D), dass sie die charakteristische eisenfreie Zone (Vesikel)
haben.

Bei 21 Tage alten Hihnern kommen so gut wie keine eisenhaltigen Makrophagen in der
Schnabelspitze mehr vor. Auch im lateralen Bereich sind sie weiter reduziert, aber noch
vorhanden (Abb. 3.18 A, B, D). Das p-XRF zeigt nur in einer Messung einen deutlichen
Eisennachweis von ca. 250 AU, an den meisten Stellen ist das Eisen kaum Uber dem
Hintergrund messbar (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19 Mikroréntgenanalyse (u-XRF) der Menge des vorhandenen Eisens der
eisenhaltigen Makrophagen der 21 Tage alten Huhner. (A) Berliner-blau-gefarbter
Paraffinschnitt (bekannt aus Abb. 3.18). Blaue Stellen sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Der
MafRstab entspricht dem der p-XRF-Messung in (B). In (B) sind keine eisenhaltigen Strukturen
sichtbar, die den eisenhaltigen Strukturen in (A) entsprechen. Vermutlich enthalten sie zu wenig
Eisen, um sie mit u-XRF darstellen zu kénnen. AU — arbitrary units, willkiirliche Einheit.

Bei 3 Wochen alten Hilhnern und ebenso bei 4 Wochen alten Hihnern konnte ich allerdings
ein erstes Feld von langlichen eisenhaltigen Strukturen im basalen Bereich identifizieren, die
der Morphologie der eisenhaltigen Dendriten der adulten Hihner entsprechen
(Abb. 3.18 A, C, E). Bei adulten Huhnern sind auch noch vereinzelte eisenhaltige
Makrophagen in denselben lateralen Bereichen wie bei juvenilen HlUhnern nachweisbar.
Diese sind oftmals in direkter Nachbarschaft zu eisenhaltigen Dendriten zu finden (Anhang
Abb. A 3.2).
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3.4.1.2 Immunhistologische Charakterisierung

Der immunbhistologische Nachweis von Neurofilament (Abb. 3.20) zeigt, dass in dem Bereich,
in dem die eisenhaltigen Makrophagen im frontalen Teil des Schnabels bei 5 Tage alten
Huhnern liegen, keine Nerven vorhanden sind. Auch im lateralen Bereich, in dem spater
dieselben eisenhaltigen Strukturen gebildet werden, wurden keine Nerven sichtbar. Die
Doppelfarbung zeigt deutlich, dass diese eisenhaltigen Strukturen nicht mit Nervengewebe
kolokalisieren (Abb. 3.20). Auch bei adulten Hihnern konnten im Bindegewebe keine
Nervenstréange identifiziert werden (siehe Anhang Abb. A 3.3).
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Abb. 3.20 Immunhistologische Markierung der Nervenfaser und Berliner-Blau-Reaktion des
Eisens im Oberschnabel eines 5 Tage alten Huhns. Das Reaktionsprodukt der immun-
histologischen Markierung (Diaminobenzidin als Substrat) ist braun, in Blau ist der Eisennachweis
in einem Paraffinschnitt zu erkennen. Beide Farbungen kolokalisieren nicht. In (A) und (B) sind
zwei unterschiedliche Stellen gezeigt, beide aus dem frontalen Bereich des Schnabels. In (A) ist
der Nerv quer angeschnitten (mit NF markiert), und die Berliner-Blau-Reaktion liegt nicht im
Nervengewebe (mit BB gekennzeichnet). In (B) ist der Nerv langs getroffen, die Berliner-Blau-
Reaktion liegt darunter und ist in (C) vergroRert dargestellt. NF — Neurofilament, BB — Berliner-
Blau-Reaktion.

3.4.1.3 Charakterisierung der Eisenoxid-Zusammensetzung mit p-XANES
Um die Eisenoxid-Zusammensetzung der oben gezeigten eisenhaltigen Makrophagen
charakterisieren zu koénnen, wurde als Referenz der P-XANES-Messungen hier das
Summenspektrum der Messdaten aus Falkenberg et al. (2010) (Abb. 3.21: schwarze Linie)
aufgetragen. Dazu wurde noch eine Probe von Magnetbakterien (Magnetospirillum

gryphiswaldense) ebenfalls als Referenz gemessen.
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Abb. 3.21 Charakterisierung der Eisenoxid-Zusammensetzung (U-XANES-Spektren) der
Magnetosomen vom Magnetbakterium M. gryphiswaldense im Vergleich zu der der
eisenhaltigen Magnetrezeptoren der Vdgel. In (A) und (B) ist der Vergleich der p-XANES-
Spektren von M. gryphiswaldense (grine Linie) und dem Summenspektrum aus verschiedenen
Vogelarten, namlich Tauben, Gartengrasmiicken, Rotkehlchen und Hihner (schwarze Linie, aus
Falkenberg et al. 2010), dargestellt. In (B) wurde der Bereich von 115 eV und 135 eV vergréRert.
Die rote Linie ist Magnetitpulver als Referenz. In beiden Kurven wurde die Absorption gegen die
Anregungsenergie aufgetragen. Die Eisenoxid-Zusammensetzung der Magnetosomen
M. gryphiswaldense (Bild aus Schiler 2008) entspricht reinem Magnetit. Die Abweichung der
Spektren der Magnetbakterien zu den eisenhaltigen potenziellen Magnetrezeptoren der Vogel
betragt etwa 2eV. Somit unterscheidet sich die Eisenoxid-Zusammensetzung der eisenhaltigen
Dendriten der untersuchten Végel von der von M. gryphiswaldense.
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Abb. 3.22 Rontgen-Fluoreszenz-Analyse (U-XANES) der eisenhaltigen Makrophagen und
der eisenhaltigen Dendriten der Huhner verschiedenen Alters. In (A) und (B) ist ein
Vergleich der pu-XANES-Spektren der eisenhaltigen Makrophagen von 5 Tage (rote Linie) und
12 Tage (gelbe Linie) alten Hihnern mit den eisenhaltigen Dendriten der adulten Huhner
(schwarze Linie) und der von 23 Tage alten Huhner (blaue Linie aus Falkenberg et al. 2010)
dargestellt. In (B) ist der Bereich von 115 eV und 135 eV vergrof3ert gezeigt. In beiden Kurven
wurde die Absorption gegen die Anregungsenergie aufgetragen. Die Abweichung der Spektren
der eisenhaltigen Makrophagen der jungen Huhner zeigt eine Abweichung von 0,4 eV zu
denen der eisenhaltigen Magnetrezeptoren der Aalteren und adulten Hihner. Somit
unterscheidet sich die Eisenoxid-Zusammensetzung der eisenhaltigen Makrophagen der
unterschiedlich alten Huhner untereinander nicht, allerdings ist sie anders als die eisenhaltigen
Dendriten der adulten Hiihner.
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Die Eisenoxid-Zusammensetzung von M. gryphiswaldense entspricht dem kristallinen
Magnetitpulver, das hier als Referenz verwendet wurde. Das bedeutet, das Eisen der
Magnetbakterien besteht aus reinem Magnetit und ist somit signifikant verschieden von den
eisenhaltigen Dendriten der Huhner. Die Verschiebung der Spektren betragt etwa 2eV
(Abb. 3.21).

Die Messungen der Eisenoxid-Zusammensetzung der eisenhaltigen Makrophagen der
juvenilen Huhner verschiedenen Alters entsprechen sich. Dies schlie3t auch die
eisenhaltigen Makrophagen aus den verschiedenen Bereichen der Schnabelhaut ein,
namlich aus dem frontalen Bereich des Schnabels bei 5 Tage alten Hilhnern oder aus dem
lateralen Bereich des Schnabels bei 12 Tage alten Hihnern. Die langlichen eisenhaltigen
Dendriten eines 23 Tage alten Huhns von Falkenberg et al. (2010) und die Messung der
eisenhaltigen Dendriten des adulten Huhns von mir zeigen zwar eine Abweichung, die
allerdings auf die geringe Zahl der Messungen beim adulten Huhn zurtickzufthren ist und
somit als irrelevant eingestuft werden kann. Das zugehdrige p-XRF des adulten Huhns ist im
Anhang (Abb. A 3.4) dargestellt. Die eisenhaltigen Dendriten haben die gleiche Eisenoxid-
Zusammensetzung, unabhangig davon, ob das Tier adult oder erst 3 Wochen alt ist. Die
eisenhaltigen  Makrophagen unterscheiden sich allerdings in ihrer Eisenoxid-
Zusammensetzung von den eisenhaltigen Dendriten — so betrégt die Energieverschiebung
etwa 0.4 eV (Abb. 3.22). Dies unterstiitzt die histologischen Befunde. Es handelt sich hierbei
offensichtlich um unterschiedliche Zelltypen, da auch die Eisenoxid-Zusammensetzung

unterschiedlich ist.
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3.4.2 Diskussion

Die eisenhaltigen Strukturen in Dendriten werden erst deutlich nach dem Schlupf angelegt.
Bei Kilken am ersten Tag nach dem Schlupf gibt es in der Schnabelhaut keine eisenhaltigen
Strukturen in Nervengewebe, die durch den Berliner-Blau-Eisennachweis sichtbar werden. 5
Tage alte Hihner haben viele eisenhaltige Makrophagen in der Nahe der Schnabelspitze,
die in den nachsten 7 Tagen reduziert werden. Es wird sowohl die Eisenmenge in diesen
Makrophagen als auch die Anzahl dieser Strukturen selbst verringert. Bei 12 Tage alten
Huhnern kommen noch vereinzelte dieser speziellen Makrophagen in der Schnabelspitze vor
und aul3erdem einige im lateralen Bereich in der Mitte des Schnabels. Bei 21 Tage alten
Hihnern gibt es ein erstes Feld von eisenhaltigen Dendriten. Die Eisenoxid-
Zusammensetzung der eisenhaltigen Makrophagen ist immer gleich, unabhéngig von deren
Lokalisation oder dem Alter des Kikens, unterscheidet sich aber von der der eisenhaltigen

Dendriten der adulten Huhner.

3.4.2.1 Méglicher Zusammenhang zwischen eisenhaltigen Makrophagen
und eisenhaltigen Magnetrezeptoren

Es stellt sich die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen dem Aufbau der eisenhaltigen
Dendriten und dem Abbau der eisenhaltigen Makrophagen besteht. Ein Zusammenhang
kénnte durch den zeitlichen Ablauf der beiden Vorgange vermutet werden. Die Eisenoxid-
Zusammensetzung unterscheidet sich bei diesen beiden eisenhaltigen Strukturen zwar, sie
kénnte jedoch durch eine erneute Biomineralisation verdndert werden. Makrophagen bauen
Eisen nicht nur ab, sondern sind insgesamt Teil des Eisenstoffwechsels (Ganz 2012). Es ist
bemerkenswert, dass die Eisenzusammensetzung der Makrophagen in der Réntgenanalyse
nicht starker variiert, da in Makrophagen verschiedene Bestandteile abgebaut werden.
Allerdings wird das Eisen vermutlich in einer bestimmten Form an Proteine (Hamosiderin,

Ferritin etc.) gebunden, um es in der Zelle nicht toxisch wirken zu lassen.

Warum allerdings sollte das Eisen erst in Makrophagen eingelagert und nicht direkt in die
eisenhaltigen Dendriten eingebaut werden? Die Ausbildung der Nerven des trigeminalen
Nervensystems sollte bei Schlupf abgeschlossen sein. Bei Wirbeltieren wird die Entwicklung
des trigeminalen Nervensystems in bestimmte Stadien?® eigeteilt, die aber alle im
embryonalen Zustand abgeschlossen werden (Zfg. Davies 1988). Bei Hihnerembryonen

wurde in einer Studie der Aufbau des trigeminalen Systems in grol3en Teilen im Stadium 25

*® Erst werden die Axone ausgebildet. Wenn diese ihre Zielregion erreicht haben, werden bestimmte
Neurone wieder zurtickgebildet. Dieser Vorgang dauert an, bis das letzte Axon das Zielgebiet erreicht
hat. AnschlieBend werden noch weitere Verbindungen zwischen den einzelnen Nervenzellen
aufgebaut (Zfg. Davies 1988).
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der Embryonalentwicklung als abgeschlossen gefunden. Nur ganz periphere Hautpartien
waren noch nicht von Nerven innerviert. Da die gesamte Embryonalentwicklung in 46
Stadien eingeteilt ist (Hamburger & Hamilton 1951)*, soliten auch diese Regionen deutlich
vor Schlupf vollsténdig innerviert sein (Moody et al. 1989). Auch treten die eisenhaltigen
Makrophagen zuerst in der Schnabelspitze geballt auf, in der spater bei Hihnern keine
Felder der eisenhaltigen Magnetrezeptoren vorkommen. Spater gibt es jedoch im lateralen

Bereich auch einen lokalen Zusammenhang.

Ein Hinweis auf den Bildungsprozess ergibt sich eventuell aus einer Verhaltensstudie, in der
Huhner, deren Schnébel direkt nach dem Schlupf kupiert wurden, auf eine magnetische
Anomalie trainiert wurden (Freire et al. 2011). Obwohl die Kiirzung des Schnabels nur die
Schnabelspitze betraf, suchten diese Tiere die magnetische Anomalie deutlich seltener auf
als die Kontrollgruppe. Ich vermute, dass die Schnabelspitze als frilher Syntheseort flr
eisenhaltige Makrophagen nicht mehr zur Verfiigung stand und so die Bildung von

eisenhaltigen Dendriten beeintrachtigt war.

Ich habe oben bereits vermutet, dass auch adulte Hihner noch eisenhaltige Strukturen in
Dendriten bilden kdnnen. Auch adulte Hihner haben eisenhaltige Makrophagen, und dies
haufig in der Nahe der eisenhaltigen Dendriten. Dies kdnnte als Hinweis darauf gewertet
werden, dass eisenhaltige Makrophagen auch spéater noch, wenn fiir den Organismus
ausreichend Eisen zur Verfligung steht, den Aufbau der eisenhaltigen Magnetrezeptoren
unterstitzen. Eisen wird in Zellen nie frei belassen, da es fur den Organismus extrem toxisch
ist. So ergibt eine Speicherung des Eisens in Zellen und in daflir vorgesehenen Proteinen
durchaus Sinn, wenn spéater groRere Mengen von Eisen benétigt werden. AufRerdem sind
Makrophagen in der Lage, sich im Gewebe zu bewegen und so das Eisen an die

entsprechende Stelle zu transportieren.

3.4.2.2 Biomineralisation

Im Zusammenhang mit der Entwicklung der eisenhaltigen Magnetrezeptoren steht die
Biomineralisation der einzelnen Komponenten dieser eisenhaltigen Strukturen. Zurzeit sind
noch keine potenziell beteiligten Proteine bekannt, die mit dem Eisenstoffwechsel bzw. mit
der Bildung der eisenhaltigen Magnetrezeptoren in Zusammenhang stehen. Bei den
Magnetosomen der magnetotaktischen Bakterien sind die Biomineralisation und somit die
beteiligten Gene und Proteine von allen biologischen Systemen am besten untersucht (Zfg.
Schiler 2008). Die Magnetosomen sind der Zellbestandteil der magnetotaktischen Bakterien,

der es ihnen ermdglicht, sich am Magnetfeld der Erde auszurichten. In einem Abgleich

¥ Zumindest in der Einteilung, an der sich Moody et al. (1989) orientiert haben.
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(BLAST) zwischen dem mittlerweile vollstandig entschlisselten Genom und somit den
Proteinen des Huhns mit denen bei dem Magnetbakterium M. gryphiswaldense fir die
Biomineralisation identifizierten Proteinen/Genen ergeben sich zwar signifikante Treffer, die
sich allerdings bei genauerer Betrachtung durch allgemeine funktionelle Doménen dieser
Proteinfamilien erklaren lassen (siehe Anhang A 3.2). Bei diesen Treffern handelt es sich
erstens um verschiedenen Serin-Proteasen, die zu den Hitze-Schock-Proteinen gehéren und
in ihrer enzymatischen Eigenschaft bestimmte geschadigte Proteine im Zytoplasma abbauen
(Zfg. Pallen & Wren 1997). Zweitens um ein P-Protein, welches Teil der Glycin-Aufspaltung
ist (Fujiwara et al. 1987), und drittens um Slc30a9-prov-Protein, welches vermutlich ein
Zinktransporter ist (siehe Anhang A 3.2). Es handelt sich offensichtlich nicht um Proteine, die

an der Biomineralisation der eisenhaltigen Dendriten der Végel beteiligt sind.

Unabhangig von den Diskussionen der Phylogenie der Organismen (z. B. Ciccarelli et al.
2006) gibt es Proteine, die funktionell verwandt sind, wie beispielsweise ATP und die
Enzyme ATP-Synthase, Replicase etc. Diese kommen sowohl bei Bakterien als auch bei
Pflanzen und Tieren vor, dort in den Mitochondrien und Chloroplasten (Agarwal 2011). Dabei
handelt es sich jedoch um Proteine, die fur die grundlegenden Lebensvorgange notwendig
sind, so dass ein starker Selektionsdruck besteht, sie funktionsfahig zu halten. Diese
Argumentation gilt in dem Sinne nicht fir Magnetit. Magnetit besteht aus Eisen Il und Eisen
lll, dies sind bei héheren Tieren Ubliche Produkte des Eisenstoffwechsels (Zfg. Kosman
2013). So kann es zur Ausrichtung am Magnetfeld wie in Magnetosomen oder in einem
Magnetrezeptor wie bei Vogeln eingebaut werden, ohne dass es sich hierbei um eine
homologe Entwicklung handelt. Allerdings bendétigt auch die Synthese von Magnetit,
unabhangig vom Organismus, in dem sie stattfindet, bestimmte Bedingungen, die von
Proteinen und Enzymen hergestellt und konstant gehalten werden missen. Magnetit kommt
aufBer bei Magnetbakterien und Vogeln unter anderem bei Honigbienen (Apis mellifera),
Lachsen (Oncorhynchus nerka) und als metabolisches Nebenprodukt in den Radula-Zahnen
der Kaferschnecke (Acanthopleura hirtosa) vor (Frankel 1991). Insgesamt ist Uber Proteine,
die an der Biomineralisation beteiligten sind, in diesen Systemen aber wenig bekannt. Das
neben Hamoglobin vielleicht bekannteste Protein des Eisenstoffwechsels ist Ferritin.* Es
kommt bei Pflanzen und Tieren vor und ist ein Protein zur Speicherung, aber auch zum
Transport von Eisen. Ferritin ist beispielsweise an der Bildung der Radula-Zahne der

Kaferschnecke beteiligt (Webb et al. 1991). Auch ist bekannt, dass es einen Zusammenhang

% Ferritin ist zwischen 8-12 nm groR und kann bis zu 4500 Eisenatome aufnehmen und auch wieder
abgeben. Das geschieht Uber eigene Kandle innerhalb des Proteins (Pierre et al. 1991).
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mit der Zahnschmelzbildung bei Ratten gibt (Mataki et al. 1991).*! Bei der Bildung von den
magnetithaltigen Trophocyten in Honigbienen konnten Aktin, Myosin, Ferritin und ATP-
Synthase als beteiligte Proteine identifiziert werden (Hsu & Chan 2011). Es wéare durchaus
vorstellbar, dass die Magnetrezeptoren im Schnabel der Végel auch durch Ferritin mit Eisen
gespeist werden. Dies erklart jedoch nicht, wie die Biomineralisation innerhalb der
eisenhaltigen Magnetrezeptoren vonstattengeht. Die Synthese von Magnetit (und Maghemit)
benttigt neben Eisen Il und Eisen Illl gemaligte Temperatur und neutrale bis basische
Bedingungen (Zfg. Schiler 2008). Diese Bedingungen konnten &hnlich wie in den
Magnetbakterien durch bestimmte lonenkanale oder auch aktive Pumpen hergestellt und
konstant gehalten werden. Wie in Magnetbakterien koénnten separate membran-
umschlossene Syntheseorte die Einzelteile der Magnetrezeptoren synthetisieren. Dies
stimmt auch mit dem Ergebnis Uberein, dass die einzelnen Komponenten der
Magnetrezeptoren membranumschlossen sind. Auch ist wahrscheinlich, dass die Form
dieser fertigen Rezeptoren wie bei Honigbienen durch verschiedene Zytoskelett-Bestandteile
wie beispielsweise Aktin stabilisiert wird. Fir weitere Spekulationen Uber Proteine, die an der
Biomineralisation der eisenhaltigen Magnetrezeptoren beteiligt sein kénnen, fehlt momentan

meiner Einschétzung nach die Basis.

3.4.2.3 Zeitpunkt des Aufbaus der eisenhaltigen Magnetrezeptoren bei

Hihnern

Dass der Schnabel am Tag des Schlupfes noch keinerlei eisenhaltige Strukturen enthalt
aul3er naturlich in roten Blutkorperchen, kdnnte dadurch erklart werden, dass das gesamte
Eisen, welches innerhalb des Eies vorhanden ist, z. B. fur die Erythrozyten im Blut gebraucht
wird. Voraussetzung fir die Notwendigkeit zur Orientierung ist auRerdem auch bei
Nestflichtern ein gewisser Bewegungsradius. In den ersten Tagen kénnen Hihner keine
weiten Strecken bewadltigen. Sie sind ab dem 10. Tag in der Lage, ihre Koérpertemperatur
selbst konstant zu halten. Erst dann verlassen sie ihre Mutter zeitweise, da sie nicht mehr
darauf angewiesen sind, sich in der Nahe der warmenden Mutter aufzuhalten (Rogers 1995).
In Versuchen mit kiinstlichen kleinen, lokalen magnetischen Anomalien, in denen sowohl die
Richtung als auch die Intensitdt des Magnetfeldes manipuliert wurde, ist eine Orientierung
nach dem Magnetfeld ab diesem 10. Tag moglich (Denzau et al. 2011). In diesem Zeitraum
beginnt allerdings erst die Synthese der eisenhaltigen Dendriten, die ich als
Magnetrezeptoren betrachte. Dies fuhrt zu der Frage, ob sich die Huhnerkiken in diesem

Versuch mit dem Schnabel magnetisch orientieren. Ich halte das fir unwahrscheinlich, da in

* Hier wird Eisen uber das Blutplasma in Transferritin transportiert und anschlieend in Ferritin oder
Hemosiderin, einem weiteren Protein mit Eisendepot, in den Zellen gespeichert. Daraufhin wird
Ferritin mit speziellen Ferritin-Rezeptoren in den Zahnschmelz gebracht (Mataki et al. 1991).
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diesem Alter nur eine geringe Zahl von eisenhaltigen Magnetrezeptoren angelegt ist. In dem
Versuch von Denzau et al. (2011) kdnnte die gestellte Aufgabe auch mit dem
Magnetkompass im Auge geldst werden, da in dem Versuch auch zwangslaufig die Richtung
des Magnetfelds verandert wird. Cryla, das potenzielle Rezeptormolekil des Magnet-
kompasses, ist bereits am 5. Tag in den Violett-Zapfen der Huhner vorhanden, und sie
koénnen den Kompass ab Tag 8 verwenden (Denzau et al. 2013). Juvenile Enten (Anas
platyrhynchos domestica) im Alter von 5-20 Tagen konnten in Versuchen das Magnetfeld
weiterhin zur Orientierung nutzen, obwohl ihnen der Schnabel betdubt wurde (Freire & Birch
2010). In denselben Versuchen konnten sie das Magnetfeld allerdings auch noch
wahrnehmen, wenn das rechte Auge abgedeckt wurde. Es ist nicht untersucht, ab welchem
Alter die Verarbeitung des Magnetkompasses bei Enten lateralisiert ist. Bei Hihnern ist der
Magnetkompass am 12. Tag bereits lateralisiert (Rogers et al. 2008), bei Rotkehlchen dauert
dies bedeutend langer (Gehring et al. 2012). Ich kdénnte mir vorstellen, dass die Tiere im
Versuch von Freire & Birch (2010) die ihnen gestellte Aufgabe vielleicht doch mit dem

Magnetkompass im Auge losten.

Weshalb werden die eisenhaltigen Magnetrezeptoren so spat angelegt, obwohl die
Ausbildung des trigeminalen Nervensystems bei Schlupf abgeschlossen ist (Zfg. Davies
1988, Moody et al. 1989)? Und warum sollte das Eisen erst gespeichert und nicht gleich in
die Magnetrezeptoren eingebaut werden? Das Gehirn ist noch bis zum 12. Tag nach Schlupf
grol3en Veradnderungen unterworfen (Rogers 1995). Ab diesem Zeitpunkt wird erstes Eisen in
die Magnetrezeptoren eingelagert. Cryla ist hingegen bereits ab dem 5. Tag in den UV/V-
Rezeptoren enthalten (Denzau et al. 2013). Die Lage bzw. Anordnung ist fur die
Verarbeitung jedes Rezeptorsystems von ausschlaggebender Bedeutung. Beim
cryptochrom-basierten Magnetkompass sind die cry-positiven UV/V-Rezeptoren gleichmafig
Uber das Auge verteilt, und die genaue Lage und somit Ausrichtung der einzelnen
Rezeptorzelle ergibt sich durch die visuelle Verarbeitung. Visuelle Vorgange, beispielsweise
bei der Futtererkennung, sind erst ab dem 8 Tag lateralisiert (Rashid & Andrew 1989,
Vallortigara & Andrew 1991), folglich werden bis dahin auch noch verarbeitende Vorgange
im Gehirn modifiziert. Beim eisenmineral-basierten System hingegen gibt es kein bekanntes
Referenzsystem, welches die Lage der einzelnen Strukturen miteinander in Beziehung setzt.
Fur mich ist vorstellbar, dass ein frlheres Anlegen der eisenhaltigen Magnetrezeptoren
deshalb nicht von Nutzen ist, da das Gehirn zu diesem Zeitpunkt noch zu sehr im Umbau
begriffen ist und die Information der einzelnen Rezeptoren nicht sinnvoll miteinander
verrechnet, da sie noch nicht in Beziehung zueinander gesetzt werden kdnnen. Kiken, die
am 5. Tag auf eine magnetische Richtung trainiert werden, kdnnen nach einem erneuten

Training an Tag 12 die Aufgabe immer noch nicht I6sen. Hingegen Huhner, die an Tag 12
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das erste Mal damit konfrontiert werden, kbnnen sowohl an Tag 12 als auch an Tag 19 sich
das Magnetfeld zu Nutze machen (Denzau et al. 2013). Diese Aufgabe ist eine
Richtungsdressur und wird so vermutlich mit dem Magnetkompass geldst, der Versuch zeigt

aber, dass der Lernvorgang selbst langfristige Folgen hat.

Huhner erkunden ab dem 10. Tag ihre Umgebung, und die Karte wird vermutlich ab dieser
Zeit angelegt. Erst ab jetzt braucht das Kilken seine eisenhaltigen Magnetrezeptoren. Fir
mich ware vorstellbar, dass bereits im Vorfeld ein Depot aus Eisen in Form der eisenhaltigen
Makrophagen im Schnabel angelegt wird, um ab dem 10. Tag die Bildung der eisenhaltigen
Magnetrezeptoren zu beschleunigen. Mdéglicherweise ware eine frihere Bildung bei dem
oben beschriebenen Lernvorgang fir die Entwicklung der verarbeitenden Strukturen im

Gehirn von Nachteil.
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3.5 Diskussion der eisenmineral-basierten Magnetrezeption

3.5.1 Gibt es wirklich eisenhaltige Dendriten?

2012 wurde von Treiber und Kollegen angezweifelt, dass es eisenhaltige Dendriten im
Schnabel von Tauben gibt. Sie konnten ausschliel3lich eisenhaltige Makrophagen finden und
schlossen daraus, dass es sich bei der Beschreibung der eisenhaltigen Dendriten von
Fleissner et al. (z. B. 2003) um einen Irrtum handelt. Fur ihre Studie haben Treiber et al.
(2012) eine sehr grof3e Anzahl von Tauben auf alle eisenhaltigen Zellen hin untersucht, die
im Gewebe des Oberschnabels vorliegen. Sie haben (1) grof3e individuelle Unterschiede in
der Anzahl von eisenhaltigen Zellen oder Zellbestandteilen ausmachen kénnen, konnten
aber keine Anreicherung von eisenhaltigen Zellbestandteilen im Bereich der sechs Felder
finden, die bilateral im Schnabel bei Tauben beschrieben wurden. (2) Sie konnten keine
Kolokalisation von berliner-blau-gefarbten Zellbestandteilen und Neurofilament nachweisen
und hielten zudem fest, dass eine Vielzahl von den eisenhaltigen Strukturen einen Zellkern
besallen. Hiermit scheiden diese als Dendriten aus, da der Dendrit als Plasmafortsatz der
Zelle anatomisch keinen Zellkern enthalt. (3) Sie konnten auch im Elektronenmikroskop nicht
die von Fleissner et al. (2003) beschriebenen ultrastrukturellen Details der eisenhaltigen
Magnetrezeptoren beobachten. Sie zogen daraus den Schluss, dass es keine eisenhaltigen
Dendriten im Schnabel gibt und es sich bei den in der Literatur als solche beschriebenen

Zellbestandteilen um eisenhaltige Makrophagen handelt.

Ich habe in meiner Arbeit zwar keine Tauben untersucht, konnte jedoch bei Hihnern die
gleichen eisenhaltigen Dendriten finden, wie sie bereits von Fleissner et al. (2003, 2007a) fur
Tauben beschrieben wurden. Auch habe ich dieselben Techniken verwendet wie Fleissner et
al. (2003, 2007a) und mit geringen Modifikationen auch wie Treiber et al. (2012).

Zu Punkt (1): Ich konnte bei Hilhnern keine sechs bilateral angeordneten Felder ausmachen,
wie sie bei Tauben gefunden wurden, sondern nur Bereiche eingrenzen, in denen Felder von
eisenhaltigen Dendriten vorkommen. Ich kann nicht sagen, ob es sich hierbei um einen
Artunterschied zwischen Tauben und Hihnern handelt, ob die von Fleissner et al. (2003,
2007a) untersuchten Tauben genetisch eine Festlegung auf diese Felder haben oder ob
Treiber et al. (2012) die Felder Ubersehen haben. Auch die Anzahl der eisenhaltigen
Dendriten ist bei Huhnern individuell verschieden, allerdings nicht in dem von Treiber et al.
(2012) beschriebenem MalRe. Auch habe ich keine so hohe Streuung innerhalb des
gesamten Schnabels ausmachen kénnen, sondern die eisenhaltigen Dendriten auf die
Subkutis beschrankt gefunden. Ich denke, dass die extrem hohe Streuung in der Anzahl der

eisenhaltigen Zellen bei Treiber et al. (2012) von der Anzahl der Makrophagen abhangt, die
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natdrlich auf Grund ihrer Eigenschaft als Teil des Immunsystems stark variiert. Ich habe
keine Strukturen mit in die Auswertung einbezogen, die nicht in Nervengewebe liegen, so
auch keine Makrophagen. Ich habe Makrophagen immer im Bindegewebe gefunden,
welches durch seine ‘schwammartige’ Struktur auch ohne eine entsprechende Gegen-
farbung deutlich zu erkennen ist. Treiber et al. (2012) unterscheiden keinerlei Gewebetypen,

was eine Auswertung im Schnabel sehr erschwert.

Ein zweites Problem kdnnte sich daraus ergeben, dass Treiber et al. (2012) versucht haben,
die Felder der eisenhaltigen Dendriten mittels einer automatischen Dokumentation zu finden.
Dies hat offensichtlich aber nicht funktioniert. Ich denke, das ist unter anderem darauf
zurlckzufuhren, dass Treiber et al. vorab nicht zwischen eisenhaltigen Dendriten und
eisenhaltigen Makrophagen unterschieden haben und so auch keine Kriterien dafir
aufgestellt haben, welche eisenhaltigen Strukturen sie in ihrer Endauswertung betrachten.
Eine automatische Dokumentation ist prinzipiell sehr anféllig fir Fehler, da Artefakte und
andere Zelltypen wie Makrophagen erst einmal nicht als solche erkannt werden. Treiber et
al. verwendeten fur die automatische Dokumentation Schnébel, die vorher in Paraffin
eingebettet waren. Auch ich habe versucht, die Felder mittels einer automatischen
Dokumentation aufzufinden, bin aber ebenso auf technische Schwierigkeiten gestoRen, da
eisenhaltige Artefakte oder Makrophagen leichter erkannt werden kdnnen als die feinen
eisenhaltigen Dendriten. Ich habe hierfiir neben in Paraffin auch welche verarbeitet, die in
Kunststoff (Technovit 7100) eingebettet waren. Dieser Kunststoff erméglicht es, die
eisenhaltigen Strukturen nach der Berliner-Blau-Farbung leichter zu erkennen, da weniger
Kontrast im eigentlichen Gewebe besteht und sich so die Blaufarbung besser hervorhebt.
Auch enthalten die Proben weniger Artefakte der Berliner-Blau-Reaktion, eventuell deshalb,
weil bei dieser Einbettungs-Methode die Chemikalien, die beispielsweise die fur die
Einbettung notwendige Dehydrierung bewirken, nicht mehrfach verwendet werden. Ich
denke, so kénnte dieses Verfahren eher zum Ziel fihren, bin aber nicht sicher, ob es mdglich
ist, zwischen Magnetrezeptoren und Artefakten oder eisenhaltigen Makrophagen zu
unterscheiden. Kriterium fur eine solche Unterscheidung kann meines Erachtens nur die

Kolokalisation mit einer Neurofilamentfarbung sein.

Zu Punkt 2: Ich konnte die Existenz von eisenhaltigen Bestandteilen in Nerven, also
kolokalisiert mit Neurofilament, und ohne Zellkern, also nicht kolokalisiert mit Kernechtrot, bei
Huhnern bestatigen. Ich komme aber auch zu dem Schluss, dass die Untersuchungen an
diesen Dendriten technisch sehr schwierig sind. Die Neurofilament-Immunfarbung wird
schwacher, wenn auch eine Berliner-Blau-Reaktion vorliegt. AuRerdem sind Dendriten von
Natur aus die feinsten Nervenfasern und lassen sich so am schwersten anfarben. Ebenso ist

die Darstellung einer Struktur ohne Zellkern im Gewebe eine Herausforderung, da sich
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Uberall Zellkerne befinden und Kernechtrot eine nicht sehr hoch differenzierte klassische
histologische Farbung ist. Ebenso habe ich beschrieben, dass auch bei adulten Hihnern
oOfter eisenhaltige Makrophagen neben eisenhaltigem Nervengewebe vorkommen. Hierbei ist
die histologische Kenntnis des Gewebes ein unabdingbarer Faktor fir die Auswertung.
Fleissner et al. (2003) beschreiben als ein Unterscheidungsmerkmal eine gekdrnte Struktur
der eisenhaltigen Dendriten, die die Kugeln der eisenhaltigen Magnetrezeptoren abbilden.
Allerdings muss beachtet werden, dass das Reaktionsprodukt der Berliner-Blau-Farbung
prinzipiell Eisen in Cluster einbaut (Buser et al. 1977) und dass dies allein kein sicheres
Unterscheidungsmerkmal darstellt. Auch hier ist wieder festzustellen, dass sich eisenhaltige
Makrophagen von eisenhaltigen Dendriten nur durch die elektronenmikroskopische und/oder

immunhistologische Identifizierung von Nervengewebe und Zellkernen unterscheiden lassen.

Zu Punkt (3): Treiber et al. (2010) haben eine etwas andere Technik angewendet, um
Schnitte fur das Elektronenmikroskop zu bekommen: Sie haben abwechseind
Ultradiinnschnitte und Semidiinnschnitte hergestellt und sich die Ultradinnschnitte
angesehen, wenn sie im benachbarten Semidiinnschnitt eine Berliner-Blau-Reaktion
bekommen haben. Problematisch daran ist, dass die Schnitte dann maximal eine Flache von
1 x 1 mm haben kénnen, was, wenn man den ganzen Schnabel betrachtet, nicht viel ist. Ich
habe ebenfalls in Semidlinnschnitten eine Region ausgesucht, in der ich eisenhaltige
Dendriten gefunden habe, habe aber die Semidinnschnitte von der gesamten Schnabelhaut
gemacht. Dies erhoht die Chance erheblich, eisenhaltige Dendriten zu treffen. Ich habe dann
einen ungefarbten Semidinnschnitt der entsprechenden Region wieder aufgenommen und
in Ultradlnnschnitte zerteilt. Ich hatte dann ca. 100 Ultradlinnschnitte pro Semidiinnschnitt
von der entsprechenden Region, und es war trotzdem immer noch ein betrachtlicher
Aufwand, die Strukturen zu finden. Ich denke, eisenhaltige Dendriten im Elektronen-
mikroskop zu finden, ohne vorab den gesamten Schnabel betrachtet zu haben, ist fast

unmaglich.

Da ich bei Huhnern die von Fleissner et al. (2003) flr Tauben beschriebenen eisenhaltigen
Dendriten im Schnabel finden konnte, schliel3e ich, dass sie auch bei Tauben existieren und
Treiber et al. (2012) sie Ubersehen haben. Obwohl ich einige technische Schwierigkeiten
beim Auffinden dieser Strukturen sehe (s.0.), habe ich keine befriedigende Erklarung,
warum Treiber et al. (2012) zu dem Schluss kommen, dass die von Fleissner et al. (2003)
beschriebenen Strukturen eisenhaltige Makrophagen seien. Meiner Meinung nach héatten
Treiber et al. ihre Farbe- und vor allem Auswerttechniken weiter an das bestehende Problem

anpassen mussen, sie waren dann sicherlich zu einem anderen Schluss gelangt.
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3.5.2 Woflr nutzen Huhner eisenhaltige Magnetrezeptoren?

Eine andere generelle Frage ist allerdings, woflir Huhner Uberhaupt -eisenhaltige
Magnetrezeptoren brauchen. Es wird angenommen, dass die eisenhaltigen Dendriten im
Schnabel die Intensitat des Magnetfeldes messen, die ein Faktor der Gradientenkarte ist (R.
Wiltschko et al. 2010a). Die Intensitat des Magnetfeldes stellt eine Komponente der Karte da,
die bei Tauben zur Navigation Uber weitere Strecken verwendet wird (Zfg. R. Wiltschko &
Wiltschko 2012). Allerdings konnen Tauben mit eingeschrankter Sicht eventuell mit
magnetischen Faktoren in die direkte N&ahe ihres Schlags fliegen (Zfg. R. Wiltschko &
Wiltschko 2003). Aber wofiir nutzen Hihner diese Karte und somit den Magnetrezeptor im
Schnabel, sie legen ja gewdhnlich keine so groRen Strecken zurtick? Der Schwerpunkt in
der Orientierung bei Huhnern bezieht sich auf ihren Heimbereich, fur den bei Tauben
angenommen wird, dass sie hier die Mosaikkarte verwenden (bei Tauben ca. 6 km - 10 km
um den Heimschlag, Schiffner 2010). Wenn Huhner auch in ihrem Heimbereich magnetische
Faktoren in einer Karte fir die Orientierung verwenden, sollten kleinste Anderungen des
lokalen Magnetfeldes wahrgenommen werden kénnen. Fir mich ware denkbar, dass die
groRe Anzahl der Felder der eisenhaltigen Dendriten und auch die grol3e Anzahl der
eisenhaltigen Dendriten pro Feld einen Einfluss auf die Sensitivitat dieses Systems haben.
Auch stellt sich die Frage, ob die Besonderheit bei den Hihnern, dass es Felder von
eisenhaltigen Magnetrezeptoren gibt, innerhalb deren verschiedene Raumrichtungen
abgedeckt sind (triangelférmige Anordnung der einzelnen Dendriten), in &hnlicher Weise
interpretiert werden kann. Es ist unklar, wie diese besondere Anordnung der eisenhaltigen
Magnetrezeptoren untereinander verschaltet ist. Fur die Felder, die jeweils in einer der drei
Achsen angeordnet sind, wird angenommen, dass sie in der jeweiligen Ebene den
Magnetfeldvektor messen und durch die Verrechnung der Ergebnisse der verschieden
ausgerichteten Felder der gesamte Magnetfeldvektor wahrgenommen wird. Das kénnte auch
fur ein einzelnes Feld gelten, in dem alle Raumrichtungen abgedeckt sind. Allerdings bleibt
unklar, inwieweit es vorteilhaft ware, diese Informationen innerhalb eines Feldes zu
verrechnen, da dies ja laut Modell (Fleissner et al. 2007a) bereits aus den anderen Feldern

zusammengenommen abgeleitet werden kann.
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3.6 Ausblick

3.6.1 Methodische Erweiterungsvorschlage zur Analyse der Funktions-

weise des eisenhaltigen Magnetrezeptors

Es gibt mehrere Schwierigkeiten beim Nachweis der eisenhaltigen Magnetrezeptoren. So
reagiert z. B. das DAB, welches als Substrat zur Visualisierung der Immunmarkierung dient,
mit der Berliner-Blau-Reaktion, und die beiden Farbungen sind nicht mehr klar abgegrenzt
(sieche z.B. Abb. 3.5). Ich schlage vor, die Immunfarbung durch einen sekundéren
Antikérper, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, zu visualisieren, so dass es hier
nicht mehr zu einer weiteren chemischen Reaktion kommt. Als ein weiteres Problem sehe
ich die mangelnde Spezifitat der Kernechtrotfarbung zum Nachweis von Zellkernen. Es
werden immer auch andere Strukturen rot angefarbt. Eine sehr spezifische Farbung der
Zellkerne kann durch den DNA-Fluoreszenzmarker DAPI (Diamidin-Phenylindol) erzielt
werden, der auch bei Vogeln funktioniert. Diese Gegenfarbungen wirden sich auch nicht
stérend auf die Auswertung der Berliner-Blau-Reaktion auswirken, da sie erst durch
Fluoreszenz mit bestimmten Filtern sichtbar werden und das Blau des Eisennachweises

nicht tiberdecken.

Attraktiv ware ein direkter Nachweis, dass es sich bei den dargestellten Strukturen um
afferente sensorische Dendriten handelt. Dies kénnte prinzipiell mit guten Antikérpern gegen
Neurofilament und deren elektronenmikroskopischem Nachweis gelingen. Allerdings sind
Immunfarbungen fir das Elektronenmikroskop sehr aufwendig und schwierig umzusetzen.
Speziell in diesem Fall sollte man eine Farbung nach der Einbettung machen, da die
eisenhaltigen Dendriten vorab identifiziert werden mussten. Diese Methode fiihrt allerdings

haufig nicht zum Erfolg.

Eine Kartierung der Felder der eisenhaltigen Dendriten kénnte Aufschluss (ber die
Verarbeitung geben, und interessant wéare auch zu wissen, wie genau sie dann an das

zentralnervose System angebunden sind.

3.6.2 Korrelation zwischen der Wahrnehmung des Magnetfeldes bel

juvenilen Hihnern im Verhalten und dem Aufbau der Magnetrezeptoren

In Hinblick auf juvenile Hilhner wére es interessant zu testen, ob 10 Tage alte Hihner die
ihnen gestellte magnetische Aufgabe im Verhaltensversuch (Denzau et al. 2011) mit den
Magnetrezeptoren im Schnabel oder denen im Auge lésen. Cryla ist bereits am 5. Tag in

den violetten Zapfen der Hihner nachweisbar. Im Schnabel sind in dieser Entwicklungs-
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phase allerdings nur einzelne eisenhaltige Dendriten zu finden. Bei beiden Systemen ist
nicht bekannt, ab wann die neuronalen Strukturen im Gehirn, die fur die Verarbeitung
zustandig sind, funktionsfahig sind. Im Verhaltensversuch kann man eine Stérung des
Magnetkompasses mittels einer Behandlung mit Hochfrequenzfeldern oder alternativ eine
Stérung des ‘Magnetometers’ durch Betduben der Schnabelhaut erzeugen. Kénnen die
Huhner unter einer der zwei Bedingungen die magnetische Aufgabe nicht mehr l6sen, wirde
klar, auf welchen Rezeptor sie dabei zurlckgreifen. Benutzen sie dafur wirklich die
Rezeptoren im Schnabel, sollten die individuell getesteten Hihner histologisch auf die
Anzahl der eisenhaltigen Magnetrezeptoren untersucht werden. Die Korrelation der Anzahl
der eisenhaltigen Magnetrezeptoren mit einem Funktionieren des Rezeptorsystems,
erkennbar an der Verhaltensantwort der Tiere, kdnnte Aufschluss Uber die Funktionsweise
der eisenhaltigen Magnetrezeptoren liefern. Wird das System durch mehr eisenhaltige

Dendriten genauer?

Daran anknipfend stellt sich mir die Frage, wann bei juvenilen Tauben eisenhaltige
Magnetrezeptoren angelegt werden. Huhner sind Nestflichter, Tauben dagegen Nesthocker.
Der Vergleich der beiden Arten kdnnte zeigen, ob der Zeitpunkt der Entwicklung dieser
Magnetrezeptoren etwas mit den duReren Bedingungen bzw. mit der Lebensweise zu tun
hat. Allerdings werden die eisenhaltigen Magnetrezeptoren meines Erachtens bei Hihnern
eher spat angelegt (ab dem 10.Tag); deswegen erwarte ich keine Unterschiede in der
Entwicklung.

107



Allgemeine Diskussion

4 Allgemeine Diskussion

4.1 Die zwei Magnetrezeptoren der Vogel

Die Klasse der Vogel ist mit circa 9600 Arten die artenreichste innerhalb der Landwirbeltiere.
In den letzten 60 Jahren konnte bei Uber 20 Arten aus 4 Ordnungen nachgewiesen werden,
dass sie Uber einen Magnetkompass verfiigen. Hierzu gehdren Vogelarten verschiedener
Kontinente wie Rotkehlchen und australische Brillenvégel, aber auch Zugvogel, die zu
unterschiedlichen Tageszeiten ziehen, und nichtziehende Vogelarten wie Tauben oder
Huhner. Dies zeigt, dass Végel unabhangig von ihrer Lebensweise und unabhéngig vom Zug
unter anderem Uber einen Magnetkompass zur Orientierung verfligen (Zfg. W. Wiltschko &
Wiltschko 2007; siehe auch Abb. 4.1). Bei Tauben und Singvégeln konnten dazu auch
verhaltensbiologische Hinweise auf das ‘Magnetometer’ der Vogel erbracht werden, mit dem
die Vogel vermutlich die Intensitat des Magnetfeldes wahrnehmen und deren Verlauf Teil der
Karte ist (W. Wiltschko et al. 1994, Munro et al. 1997, W. Wiltschko et al. 1998, R. Wiltschko
et al. 2010a). Unter dem Begriff der Karte stellt man sich eine innere mentale Reprasentation
von aul3eren Faktoren vor, durch die ein Bezug vom aktuellen Standort zum jeweiligen Ziel
hergestellt werden kann (Zfg. R. Wiltschko & Wiltschko 1999b). Sowohl Tauben als auch
Rotkehlchen gehéren systematisch zu den Neoaves; sie haben sich in der spaten Kreide,
also vor circa 75 Millionen Jahren, von einander abgespalten. Die Neoaves und die
Galloanseres, zu denen unter anderem die Hihner gehéren, sind unter den Voégeln nur
weitlaufig miteinander verwandt; sie haben sich bereits vor 95 Millionen Jahren voneinander
getrennt (Abb. 4.1; Ericson et al. 2006).

4.1.1 Struktur der Magnetrezeptoren bei verschiedenen Vogelarten

Den Magnetkompass der Vogel charakterisiert, dass es sich um einen Inklinationskompass
handelt, dass er nur in einem bestimmten Fenster bezuglich der Intensitat funktioniert und
dass er einem Radikalpaar-Mechanismus unterliegt. Getestet wurden bei den verschiedenen
Vogelarten selten alle dieser Charakteristika, allerdings gibt es bislang keine Vogel, die
andere Funktionsweisen des Magnetkompasses zeigen (Zfg. W. Wiltschko & Wiltschko
2007). Rotkehlchen und Hihner sind die beiden Vogelarten, die ich in meiner Arbeit auf das
Vorkommen von Cryla untersucht habe. Fur beide Arten ist nachgewiesen, dass ihr
Magnetkompass ein funktionales Fenster beziiglich der Intensitat hat und auf einem
Radikalpaar-Mechanismus basiert (Zfg. W. Wiltschko & Wiltschko 2007, W. Wiltschko et al.
2007a). Das potenzielle Rezeptormolekil des Magnetkompasses Cryla ist bei den beiden

untersuchten Vogelarten, Rotkehlchen und Huhnern, an die Diskmembranen der UV/V-
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Zapfen gebunden. Die Dichte der UV-Zapfen der Rotkehlchen ist hoher als die der V-Zapfen
der Huhner, die Verteilung innerhalb der Retina ist aber bei beiden Arten gleichmé&Rig. Somit
gibt es zwischen den beiden untersuchten Vogelarten keine Unterschiede in der Lokalisation,

Verteilung und Ultrastruktur des cry-basierten potenziellen Magnetrezeptors.
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Abb. 4.1 Stammbaum der rezenten neognathen Vdégel. Unten sind die verschiedenen
erdgeschichtlichen Zeitalter aufgetragen, und oben ist dazu die Abspaltung der verschiedenen
taxonomischen Gruppen der Vogel in Bezug gesetzt. Die Vogel teilen sich systematisch in die
Palaeognathae und die Neognathae. Zu den Palaeognathae gehdren beispielsweise die
StrauBenvogel und die Emus (Rheidae) so wie die Kiwis (Apterygidae, nicht gezeigt). Die
Neognathae teilen sich wiederum in die Galloanseres mit den Hiihnervogeln (Galliformes) und den
Géansevogeln (Anseriformes) und die Neoaves, zu denen 95% aller zurzeit lebenden Vogelarten
gehoren. Die Neoaves teilen sich ihrerseits in die Metaves und die Cornaves. Zu den Metaves
gehoren zwei Gruppen, der einen sind systematisch die Tauben (Columbidae) zuzuordnen, der
zweiten unter anderem die Kolibris (Trochilidae). Die Cornaves beinhalten die Gruppe der
Watvdgel, die Gruppe der aquatischen und semiaquatischen Voégel und die Gruppe der
terrestrischen und baumbewohnenden Voégel, zu denen dann auch die Sperlingsvégel gehéren
(Abbildung aus Ericson et al. 2006, mit Erganzungen von R. Wiltschko). Die Bilder der Végel
zeigen von links nach rechts und von oben nach unten Rotkehlchen, Gartengrasmiicke,
australischer Brillenvogel, Zebrafink, Sanderling (Calidris alba), Taube und Huhn. Bei diesen Arten
wurde ein Magnetkompass nachgewiesen (Zfg. W. Wiltschko & Wiltschko 2007).
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Der Magnetrezeptor des ‘Magnetometers’ ist dadurch charakterisiert, dass er eisenmineral-
basiert ist, durch den ophthalmischen Ast des Trigeminus Ubertragen wird und die so
gewonnene Information Eingang in die Karte findet (Zfg. R. Wiltschko & Wiltschko 2012).
Diese Charakteristika lassen sich (1) durch einen magnetischen Puls testen, der
Eisenmineralteilchen ummagnetisiert, (2) durch Betauben oder Durchtrennen des
ophthalmischen Nervs oder (3) indirekt durch Verhaltensversuche in kinstlichen oder
naturlichen magnetischen Anomalien. Gepulst wurden Singvogel, wie australische
Brillenvdgel und Reisstérlinge, und auch Tauben. Bei denselben Vogelarten gelangen durch
Betduben oder Durchtrennen des Nervs auch Nachweise, dass der ophthalmische Nerv
beteiligt ist und dass diese Information in die Karte Eingang findet (Zfg. R. Wiltschko &
Wiltschko 2012). Bei der von mir untersuchten Vogelart, namlich Hihnern, gibt es
verhaltensbiologisch lediglich Versuche, die zeigen, dass Hiihner magnetische Anomalien
wahrnehmen kénnen (Denzau et al. 2011), auf welche Weise, ist aber nicht untersucht.
Allerdings weisen auch beim 'Magnetometer’ wie beim Magnetkompass keine Ergebnisse
darauf hin, dass es Unterschiede in der Funktionsweise dieses Sinnesorgans gibt; diese
Aussage stitzt sich jedoch auf deutlich weniger Versuche als beim Magnetkompass (Zfg. R.
Wiltschko & Wiltschko 2012). Die Struktur der eisenhaltigen Magnetrezeptoren unterscheidet
sich in der Ultrastruktur zwischen Tauben (Fleissner et al. 2003) und Huhnern nicht. So
haben beide den gleichen Aufbau mit einem Vesikel, Plattchen und Kugeln. In der
Anordnung der Strukturen im Schnabel gibt es wie beim Cryla im Auge gewisse
Abweichungen in der Zahl, allerdings beim eisenhaltigen Magnetrezeptor auch in der
Anordnung. Die Eisenoxid-Zusammensetzung ist bei Singvdgeln, Tauben und Hihnern

dieselbe (siehe auch Falkenberg et al. 2010).

Die strukturellen Details so wie die funktionellen Merkmale beider Magnetrezeptoren
stimmen zwischen den verschiedenen getesteten Vogelarten tUberein. Tauben und Singvdgel
haben sich ja bereits vor 95 Millionen Jahren von den Hihnern abgespalten und sind so nur
noch weitlaufig mit ihnen verwandt (Ericson et al. 2006). Dies deutet darauf hin, dass es sich

bei beiden Magnetrezeptoren um sehr einheitliche und alte Rezeptor-Systeme handelt.

4.1.2 Mogliche Interaktionen der beiden Magnetrezeptoren

Es stellt sich die Frage, ob die beiden Magnetrezeptoren der Vogel in ihrer Verarbeitung
miteinander interagieren. Der chemische Kompass kann die Intensitat des Magnetfeldes
vermutlich nicht genau genug ermitteln, obwohl wahrscheinlich je nach Intensitat des
Magnetfeldes unterschiedliche Muster auf der Retina entstehen (Ritz et al. 2000). Tauben
kénnen Intensitatsunterschiede des Magnetfeldes von circa 20 nT wahrnehmen (Keeton et

al. 1974, Schiffner & Wiltschko 2011), und das biologische Fenster des Magnetkompasses,

110



Allgemeine Diskussion

in dem die Differenzen im entstehenden Muster nicht zu Unterschieden in der Interpretation
fuhren, dehnt sich auf 20% - 30% Abweichung aus, also beispielsweise in Frankfurt auf bis
zu = 6900 nT (Zfg. W. Wiltschko & Wiltschko 2005). Es bleibt folglich unklar, ob dazwischen-
liegende Mustertypen auch auf Intensitéatsunterschiede ausgewertet werden kdnnten, darauf

gibt es allerdings bislang keine Hinweise.

Der eisenmineral-basierte Magnetrezeptor konnte theoretisch auch Richtungen des
Magnetfelds messen (Fleissner et al. 2007a, Solovyov & Greiner 2007). In einer sehr
unnatirlichen Situation passiert das auch, namlich bei den sogenannten Fixrichtungen, die
durch verschiedene monochromatische oder bichromatische  Lichtbedingungen bei
Rotkehichen in Laborversuchen ausgelost werden (siehe auch Abschnitt 2.1.1.3). Diese
Fixrichtungen kdnnten Hinweise darauf liefern, ob Magnetkompass und ‘Magnetometer’,
obwohl sie zwei unterschiedliche, voneinander unabhéangige Funktionen haben, eventuell
miteinander interagieren. Die Fixrichtungen unterscheiden sich in ihrer Richtung, je
nachdem, von welcher monochromatischen bzw. bichromatischen Lichtbedingung sie
ausgeldst wurden (Zfg. R. Wiltschko et al. 2010b). Da es im Moment keine Hinweise darauf
gibt, dass das ‘Magnetometer’ im Schnabel selbst lichtempfindlich ist, gehe ich davon aus,
dass diese Unterschiede durch das cryptochrom-basierte System im Auge oder dem
Sehprozess an sich bedingt werden. Allerdings gibt es kein erkennbares Muster, wie die
Verarbeitung der Systeme zusammenh&ngen konnten. Desorientierung beispielsweise
kommt unter gelbem und rotem Licht niedriger Intensitat zustande (Zfg. R. Wiltschko et al.
2010b). Unter rotem Licht ist kein lichtaktiviertes Cryla vorhanden, unter Gelb allerdings
schon. Eventuell ist die Verarbeitung des Signals unter Gelb anders als unter anderen
Wellenldngen des Lichts, da sich gelbes Licht in Verbindung mit anderen Lichtern stérend
auswirkt, aber unter Gelb allein sich Rotkehlchen nicht orientieren (Zfg. R. Wiltschko et al.
2010b). Eine Sonderstellung von gelbem Licht erklart jedoch nicht, warum im Dunkeln
wiederum eine Fixrichtung und keine Desorientierung zustande kommt (Zfg. R. Wiltschko et
al. 2010b), obwohl hier wie in Rot kein lichtaktiviertes Cryla vorliegt. Vielleicht kommen
Fixrichtungen zustande, wenn das zentrale Nervensystem oder die entsprechenden Areale
im Gehirn erkennen, dass vom cryptochrom-basierten System kein auswertbares Signal
mehr kommt, und Desorientierung, wenn zwar theoretisch der Radikalpaar-Mechanismus
funktionieren sollte, aber beispielsweise durch oszillierende Felder gestort wird. Fir mich ist
aber im Moment nicht ableitbar, welche Faktoren dazu fuhren, dass eine Stérung erkannt
wird, und welche nicht. Eventuell hat dies auch nichts mit dem Cryptochrom selbst zu tun,
sondern mit dem Sehprozess an sich, da Fixrichtungen zwar in ihrer Richtung variieren, sich

aber nicht durch die Zugabe von oszillierenden Feldern verandern. Allerdings ist unklar, wie
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der Sehprozess die Verarbeitung des magnetischen Signals beeinflusst, da ein visuelles

Signal allgemein unter allen monochromatischen Bedingen zustande kommt.

Insgesamt scheint die Verarbeitung von Information aus dem eisenmineral-basierten System
keine Information bereitzustellen, die zum Auffinden der Zugrichtung verwendet werden
kann. Allerdings beeinflusst Licht diese Verarbeitung, und bei der Auswertung von
Richtungen aus dem eisenmineral-basierten System kommt es zu Interaktionen mit der
Auswertung von Information aus dem Auge. Keine Hinweise gibt es darauf, ob es eine
Interaktion der Systeme gibt, wenn vom eisenmineral-basierten System Informationen uber
die Intensitat des Magnetfeldes abgerufen werden. Aus Versuchen mit juvenilen Végeln kann
man schliel3en, dass der Magnetkompass nicht gestért wird, wenn der eisenmineral-basierte
Rezeptor gepulst ist, also veranderte Informationen liefert, da diese Vdgel, die noch keine
Karte besitzen, keine Abweichung von ihrer Zugrichtung zeigen (siehe auch Abschnitt 3.1.3,
Zfg. R. Wiltschko & Wiltschko 2012). Daraus kann man schlie3en, dass es keinen Einfluss
des eisenmineral-basierten Systems auf die Verarbeitung des Magnetkompasses gibt,
obwohl der eisenmineral-basierte Magnetrezeptor theoretisch Richtungen wahrnehmen
kénnte (Solovyov & Greiner 2007).

4.1.3 Evolution der Magnetrezeptoren

Weder das Magnetometer noch der Magnetkompass sind in ihrer Spezialisierung und
Funktionsweise bei anderen Wirbeltieren verbreitet, auch nicht bei den Reptilien, den
nachsten Verwandten der Vogel (siehe unten). Bellrose (1972) ging davon aus, dass sich die
Orientierungs-Mechanismen der Vogel zusammen mit dem Zug entwickelt haben. Es gibt
mehrere Thesen, wie der Vogelzug entstand (Zfg. Salewski & Bruderer 2007). Jedoch
unabhangig davon, ob der Vogelzug durch eine Erweiterung des Brutgebietes in glnstiger
gelegene Areale oder durch eine hohere Uberlebenschance auRRerhalb der Brutsaison durch
die Uberwinterung in besser geschiitzten Gebieten entstand, stellt sich die Frage, wie
Magnetkompass und Karte sich hierbei entwickelt haben kdnnten. Gegen die These, dass
diese Mechanismen Uberhaupt eine Anpassung an den Vogelzug sind, spricht, dass auch
Standvogel wie Huihner, Tauben und Zebrafinken (Uber dieselben Orientierungs-
Mechanismen verfigen wie Zugvogel (Zfg. W. Wiltschko & Wiltschko 2007). Auch sind die
Orientierungs-Mechanismen unter den Végeln so einheitlich, dass davon auszugehen ist,
dass sie bereits von den Vorfahren der Vdgel ibernommen wurden und so schon vor dem
Vogelzug existierten. Es ist zum einen vorstellbar, dass friihe Orientierung im Heimbereich
durch Wegumkehr mit dem Magnetkompass bewerkstelligt wurde, woraus sich die
Mosaikkarte und spater auch die Gradientenkarte abgeleitet hatten (Zfg. R. Wiltschko &

Wiltschko 1999d). Fir mich wéare allerdings auch vorstellbar, dass anfanglich im Heimbereich
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die Orientierung an Landmarken zur Orientierung geniigte und sich daraus die Mosaikkarte
entwickelte. Erst als diese durch Gradienten erweitert wurde, wurde ein Kompass notig, da
die Gradientenkarte auch in Gebieten funktioniert, die dem Vogel unbekannt sind. Sollte das
eisenmineral-basierte ‘Magnetometer’ das altere System sein, stellt sich mir die Frage,
warum damit dann heute keine Richtungen sinnvoll abgeleitet werden, wenn dies doch
theoretisch moglich ist, und warum sich dann Uberhaupt noch der Magnetkompass
entwickelte. Dies fuhrt mich zu meiner Hypothese, dass der Magnetkompass das dltere
System ist und dann erst der eisenmineral-basierte Rezeptor entstand. Vielleicht gibt hier
eine Betrachtung der bei anderen Tieren bekannten Funktionsmechanismen von

Magnetorientierung Aufschluss.

4.2 Magnetrezeption bei anderen Tieren

Magnetrezeption ist bei Vogeln am besten untersucht, allerdings gibt es bei recht vielen
Tiergruppen Versuche, die zeigen, das Voégel nicht die einzigen Tiere/Organismen sind, die
sich am Magnetfeld orientieren. So besitzen auch Bakterien Magnetotaxis, um sich in der
Sedimentschicht zu positionieren, die ihren Lebensansprichen genigt. Allerdings handelt es
sich hierbei um einen passiven Vorgang, der nicht mit Magnetrezeption zu verwechseln ist.
Selbst tote magnetotaktische Bakterien richten sich noch am Magnetfeld aus (Zfg. Schuler
2008). Meine Versuche zur Zusammensetzung des Eisenoxids der Magnetosomen im
Vergleich zur Eisenoxid-Zusammensetzung der eisenhaltigen Dendriten im Schnabel von
Hihnern haben gezeigt, dass es sich hierbei um unterschiedliche Eisenoxid-
Zusammensetzungen handelt (siehe auch Abschnitt 3.4.1.3). Auch gibt es keine Proteine bei
der Biomineralisation, die sich bei den beiden Organismen entsprechen (siehe auch
Abschnitt 3.4.2.2 und Anhang 3.2). Es gibt also neben der fehlenden Verwandtschaft
(Ciccarelli et al. 2006) vermutlich auch keine funktionellen Gemeinsamkeiten in der Synthese

und Verwendung von Magnetit zur ‘Magnetfeldmessung’ zwischen Bakterien und Vogeln.

4.2.1 Magnetrezeption bei Reptilien

Mit den Voégeln am nachsten verwandt sind von den noch heute lebenden Arten die
Krokodile. Vogel und Krokodile gehoren zu den Archosaurieren, zu denen unter anderem
auch die ausgestorbenen Dinosaurier gehdren. Rodda (1984) verfrachtete junge Krokodile
(Alligator mississipiensis) aus unterschiedlichen Gebieten und untersuchte anschlieBend in
einer Arena, welche bevorzugte Richtung sie einschlagen. Er testete zwei Gruppen, namlich
juvenile Tiere im ersten Lebensjahr und juvenile Tiere im zweiten Lebensjahr. Sie wurden auf
unterschiedlich langen Wegen vom Ort, an dem sie gefangen genommen wurden, zum

Versuchsort gebracht. Krokodile im ersten Lebensjahr bevorzugen die individuelle
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Heimrichtung nur, wenn sie vorher auf einem relativ direkten Weg verfrachtet wurden.
Wurden bei der Verfrachtung diverse Umwege eingebaut, wahlten sie eine Richtung, die sie
zum Wasser bringen wirde. Dies wurde als einfache Kompassorientierung interpretiert, die
vermutlich nicht magnetisch bedingt ist, da die Tiere den Himmel sehen konnten. Juvenile
Krokodile im zweiten Jahr waren unter allen Bedingungen heimwarts gerichtet. Hierbei waren
allerdings geringe Abweichungen von der Heimrichtung korreliert mit Schwankungen des
Magnetfeldes, was meines Erachtens die Interpretation zulasst, dass Krokodile wie Voégel
eine Karte besitzen, die vom Magnetfeld Informationen erhélt. Bei den einjahrigen Tieren,
auch bei denen, die heimwarts gerichtet waren, konnte keine Korrelation von
Magnetfeldschwankungen und Abweichungen von der Richtung gefunden werden, vielleicht

weil diese wie junge Vdgel noch keine Karte besitzen.

Neben den Krokodilen sind die Meeresschildkroten die einzigen Reptilien, bei denen
Magnetorientierung bekannt und untersucht ist. In Florida schwimmen junge
Meeresschildkroten (Caretta caretta) nach dem Schlupf in den Golfstrom. In diesem
durchqueren sie den Nordatlantik und die Sargassosee und gelangen vorbei an Afrika wieder
zurick nach Florida, wo sie geschlipft sind. Um diesen Strom nicht versehentlich zu
verlassen, bendtigen sie ein geeignetes Orientierungssystem. Eine Karte, um Informationen
Uber ihre Position in diesem Gewasser abzuleiten, aber auch ein Kompass, um Richtungen
anzustreben, scheinen unerldsslich. In Studien wurden frisch geschlipfte Schildkréten
verschiedenen Magnetbedingungen ausgesetzt, die verschiedene Stellen auf ihrer
Wanderung simulieren, die als Trigger fungieren. Diese Trigger wirken hier als
Orientierungspunkte, an denen sie eine andere Richtung als davor anstreben, um auf ihrer
Route zu bleiben. Im Experiment strebten sie ebenfalls verschiedene Richtungen an, die
jeweils aquivalent zu denen waren, die sie in der Natur hatten einschlagen mussen (Zfg.
Lohmann et al. 2012). Auf ihrer Wanderung gibt es alle mdglichen Kombinationen aus
unterschiedlichen Richtungen und Intensitaten des Magnetfeldes. Allerdings gibt es Punkte,
die die gleiche Intensitat, aber andere Richtungen aufweisen, und ebenso Stellen mit
unterschiedlichen Intensitaten, aber identischer Richtung. Dies konnte im Versuch genutzt
werden, um zu zeigen, dass Meeresschildkroten sowohl die Richtung als auch die Intensitéat
des Magnetfeldes als Orientierungsfaktor benutzen (Lohmann & Lohmann 1994, 1996).
Bekannt ist, dass ihr Magnetkompass ein Inklinationskompass ist, der allerdings kein Licht
bendtigt (Lohmann 1991). Pulsversuche zeigen, dass Magnetit an der Magnetrezeption der
Schildkdten beteiligt ist; unklar ist allerdings, ob damit sowohl Richtung als auch Intensitat

wahrgenommen wird oder nur einer der Parameter wie bei Végeln (Irvine & Lohmann 2005).
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4.2.2 Magnetrezeption bei Saugetieren

Die Saugetiere stammen wie die Voégel von den Reptilien ab. Sambische Graumulle
(Fukomys amatus) bauen ihr Nest in einer runden Arena bevorzugt im Sidosten. Dieses
Verhalten kann in Versuchen genutzt werden. So konnte gezeigt werden, dass der
Magnetkompass der Sambischen Graumulle ein Polaritatskompass ist (Marhold et al.
1997a). Bei einem Polaritditskompass wird die Polaritdt des Magnetfeldes wahrgenommen
und nicht die Achse der Feldlinien wie beim Inklinationskompass. Der Polaritditskompass der
Mulle ist nicht lichtabh&ngig, und Verhaltensversuche mit einem starken magnetischen Puls
legen nahe, dass er auf Magnetit basiert. Der Effekt des Pulses hielt Uber drei Monate an,
deutlich langer als bei Vogeln, was auf einen Mechanismus hindeutet, der auf SD-Magnetit
basiert (Marhold et al. 1997b). Versuche mit oszillierenden Feldern bestatigen, dass dem
Magnetkompass der Mulle kein Radikalpaar-Mechanismus zu Grunde liegt, da die Tiere von
diesen magnetischen Feldern nicht beeintrdchtigen werden (Thalau et al. 2006). Des
Weiteren konnten bestimmte Zellen im superior colliculus, ein Teil des Mittelhirns,

charakterisiert werden, die auf magnetische Reizung reagieren (Nemec et al. 2001).

Bei Saugetieren sind noch diverse andere Phanomene bekannt, in denen sie sich am
Magnetfeld ausrichten. Beispielsweise grasen Kiihe und Rotwild signifikant 6fter in Nord-
Siud-Richtung als in anderen Richtungen (Begall et al. 2008, Begall et al. 2011). Fichse
springen beim Jagen hoch, um ihre Beute zu uberraschen. Dies fuhrt ofters zum Erflog,
wenn dieser Sprung in nord-éstlicher Richtung vollzogen wird (Cerveny et al. 2011). Ob von
diesem Verhalten automatisch auf die Fahigkeit zur Magnetrezeption geschlossen werden
kann, ist unklar, da hier auch andere Faktoren genutzt werden koénnten, die durch das

Magnetfeld beeinflusst werden.

Selbst bei Menschen gibt es Hinweise auf Magnetrezeption. In Manchester, in England
wurden Studenten mit verbundenen Augen in einem Minibus auf unterschiedlichsten Wegen
an verschiedene Versuchsorte gebracht. Anschlie3end waren sie trotzdem in der Lage, die
Richtung zu nennen, in der die Universitdt lag (Baker 1980). Erst kirzlich wurde
menschliches Cry2 in einer Studie in Drosophila exprimiert und war hier magnetsensitiv
(Foley et al. 2011). Allerdings ist zu beachten, dass Cryptochrome immer Radikalpaare
bilden, die prinzipiell zur Magnetfeldwahrnehmung genutzt werden kdnnen, sofern es einen
entsprechenden reizleitenden Apparat gibt. Drosophila besitzt die erforderlichen Proteine
und Nervenanbindungen die dafiir notwendig sind. Es ist jedoch nicht sicher, ob auch

Menschen sie haben und, wenn ja, ebenso auf diese Weise nutzen.
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4.2.3 Magnetrezeption bei Amphibien

Auch bei Amphibien ist Magnetrezeption bekannt. So ist fir den Wassermolch
Notophthalmus viridescens ein lichtabhéngiger Inklinationskompass nachgewiesen (Phillips
& Borland 1992), der allerdings sowohl in kurzen als auch in langen Wellenldngen des
Lichtes funktioniert. Lange Wellenlangen des Lichtes (= 500 nm) fuihren allerdings zu einer
Drehung um 90° gegenuber kiirzeren Wellenlangen oder weil3em Licht (Phillips et al. 2010).
Vermutlich ist der Magnetrezeptor dieses Wassermolches im Pineal lokalisiert und nicht in
der Retina wie bei Vdgeln (Deutschlander et al. 1999). Auch amerikanische Ochsenfrosche
(Rana catesbeiana) zeigen die gleiche 90°-Abweichung der Richtung bei Wellenlangen von
2500 nm (Freake & Phillips 2005). Dies lasst vermuten, dass mdglicherweise auch bei
Amphibien ein einheitlicher Mechanismus eines Magnetkompasses zu Grunde liegt, der sich
aber von dem der Vogel unterscheidet. Es gibt aber auch Hinweise auf eine magnetit-
abhangige Magnetrezeption bei Molchen. Bei Tests mit Molchen, die von ihren Laichplatzen
verfrachtet wurden, wurde die Abweichung der Richtung in langen Wellenléangen des Lichts
nicht beobachtet, sondern es kam zu Desorientierung. Dies wurde als zweiter
magnetsensitiver Mechanismus interpretiert (Phillips & Borland 1994). Brassart et al. (1999)
konnten Magnetit im Korper der Molche messen, und Philipps et al. (2002) konnten
eingrenzen, dass es sich dabei wohl um einen magnetit-basierten Mechanismus handelt, der

in der Karte Eingang findet.

4.2.4 Magnetrezeption bei Fischen

Auch bei Fischen gibt es verschiedene Hinweise auf Magnetrezeption. So konnte gezeigt
werden, dass beispielsweise Gelbflossenthune (Thunnus albacares) (Walker 1984) ebenso
wie Aale (Anguilla anguilla und Anguilla japonica) (Tesch 1974, Nishi et al. 2004), Lachse
(Oncorhynchus nerka) (Quinn & Brannon 1982), Forellen (Oncorhynchus mykiss) (Walker et
al. 1997), Zebrafische (Danio rerio) (Shcherbakov et al. 2005) und Karpfen (Cyprinus carpio)
(Hart et al. 2012) sich am Magnetfeld orientieren.

Bei wandernden Fischen wie Lachsen oder Aalen kann dieses Verhalten wie bei ziehenden
Vogeln fur Versuche genutzt werden. Junge Lachse, die auf ihrer Wanderung ins Meer
gefangen und in Tanks getestet wurden, drehten ihre Richtung nur mit dem veranderten
Magnetfeld, wenn ihnen die Sicht auf den Himmel genommen war. Konnten sie den Himmel
sehen, hielten sie die Richtung zum Ort ihrer Gefangennahme ein, unabhéngig davon ob das
Magnetfeld gedreht war oder nicht (Quinn & Brannon 1982). Fische scheinen also visuelle
Faktoren zur Orientierung zu bevorzugen. Vogel reagieren unterschiedlich auf eine solche
Konfliktsituation. Langfristig scheinen aber alle getesteten Arten den Magnetkompass dem

Sonnen- oder Sternenkompass vorzuziehen (R. Wiltschko & Wiltschko 1999a). In der Elbe in
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der N&he von Hamburg gefangen Aale (Anguilla anguilla) wurden in verschiedenen
magnetischen Bedingungen, aber auch in Meer- und SufRwasser auf ihre Richtungs-
bevorzugung getestet. Hierbei verdnderte sich die bevorzugte Richtung nicht nur durch das
veranderte Magnetfeld, sondern auch durch unterschiedliche Salinitdt des Wassers. Der
Autor schloss daraus, dass die eingeschlagene Richtung durch das Magnetfeld, aber auch
durch den Salzgehalt des Wassers beeinflusst wird (Tesch 1974). Andere Versuche mit
Aalen zeigten einen Zusammenhang zwischen der Richtung und der Temperatur des
Wassers, in dem der Versuch stattfand. Vermutlich ist dies eine Reaktion der Tiere auf
verdnderte Umweltbedingungen wahrend ihrer Wanderungen. Die Richtungsabweichung der
Tiere nach Veranderungen der magnetischen Richtung im Experiment zeigt, dass die Tiere
Uber einen Magnetkompass verfigen (Durif et al. 2013). Ob es sich dabei um einen

Polaritditskompass oder einen Inklinationskompass wie bei Végeln handelt, ist jedoch unklar.

Eine andere experimentelle Moglichkeit ist auch bei Fischen eine Konditionierung auf
bestimmte magnetische Reize. Diese kann entweder durch ein bestimmtes Verhalten der
Tiere (z.B. Walker 1984) oder auch durch Messung der Herzfrequenzen in einem
Elektrokardiogramm (z. B. Nishi et al. 2004, Shcherbakov et al. 2005) uberprift werden.
Aale, (Anguilla japonica) die auf Magnetfelder verschiedener Intensitat, aber gleicher
Richtung, namlich in Ost-West-Achse und parallel zum Fisch konditioniert wurden, zeigten
eine Erniedrigung der Herzfrequenz bei Zugabe dieser Magnetfelder (Nishi et al. 2004). So
konnen Aale wohl sowohl die Richtung als auch die Intensitat des Magnetfeld wahrnehmen.

Ob sie die Intensitat auch wie Vogel in einer Karte nutzen, ist unklar.

Eine dritte Moglichkeit ist die Beobachtung von Ausrichtreaktionen, wie bereits fur Kiihe und
Rotwild beschrieben (Begall et al. 2008, Begall et al. 2011). So richten sich Karpfen in
Fassern auf Weihnachtsmarkten in Tschechien signifikant 6fter in Nord-Sud-Richtung aus als
in Ost-West-Richtung (Hart et al. 2012). Jedoch ist auch hier unklar, wie diese

Ausrichtreaktion zu bewerten ist.

Allerdings gibt es bei Fischen auch histologische und elektrophysiologische Befunde,
namlich bei Forellen (Walker et al. 1997). Vorab wurde getestet, auf welche magnetischen
Reize die Tiere reagieren. Hierfir wurden sie darauf trainiert, Futter mit einer
Magnetanomalie zu assoziieren. Forellen nehmen die Intensitdt des Magnetfeldes wahr.
AnschlielBend konnten die Autoren zeigen, dass die Reaktionen auf Intensitatsénderungen
aus dem trigeminalen System kommen, und fanden Magnetit in der Basallamina des
olfaktorischen Systems. Bei diesem Magnetit handelt es sich um SD-Magnetit (Diebel et al.
2000), welches in Zellen im Riechepithel an Membranen assoziiert ist und sich somit

prinzipiell als Magnetrezeptor eignen wirde (Eder et al. 2012). Auch Hellinger und Hoffmann
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(2012) bestatigen eine Beteiligung des trigeminalen Systems in der Magnetrezeption von
Forellen. Sie testeten die Tiere auf Veranderungen der Richtung wie auch der Intensitat
mittels eines Elektrokardiogramms. Nach der Betdubung des ophthalmischen Asts des
Trigeminus reagierten die Tiere nur noch auf die Veranderungen der Richtung des
Magnetfeldes, die Veradnderung der Intensitdit wurde offensichtlich nicht mehr
wahrgenommen. Sie testeten ebenfalls die Reaktion auf die verschiedenen Magnetfeld-
bedingungen unter rotem Licht und im Dunkeln. Die Tiere konnten sowohl die Intensitats-
anderung wie auch die Richtungsanderung im Dunkeln wie im roten Licht noch
wahrnehmen. Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass bei Forellen das trigeminale System
bei der Wahrnehmung der Intensitat des Magnetfeldes beteiligt ist und es einen zweiten
Mechanismus geben muss, der die Richtung des Magnetfeldes misst, dieser ist allerdings
lichtunabhangig. Auch bei Lachsen sind Ketten von SD-Magnetit aus dem Riechepithel
beschrieben (Mann et al. 1988). Somit kann man vermuten, dass Fische einen oder auch
zwei durchaus einheitliche Mechanismen der Magnetrezeption besitzen, wovon aber

mindestens einer auf SD-Magnetit beruht.

4.2.5 Magnetrezeption bei Arthropoden und Mollusken
Auch bei Tieren, die nicht zu den Wirbeltieren gehotren, gibt es Nachweise von
Magnetrezeption, namlich bei Arthropoden, wie Insekten und Krebsen, und Mollusken, wie

Schnecken.

Eine Art der Monarchfalter (Aphrissa statira) orientiert sich auf ihrer Wanderung wohl unter
anderem magnetisch. Im Experiment wurden die Tiere gefangen und dann einem starken
magnetischen Feld ausgesetzt. Wurden sie dann wieder freigelassen, zeigten sie mehr
Streuung und eine abweichende Richtung gegenuber den unbehandelten Kontrollen. Wurde
im Laborexperiment das Magnetfeld hinsichtlich der Richtung manipuliert, zeigten aber auch
die Kontrollen eine abweichende bevorzugte Richtung, die sich jedoch trotzdem noch von
der Richtung der behandelten Tiere unterschied. Die Autoren schlossen aus diesem
Unterschied, dass Monarchfalter das Magnetfeld wahrnehmen kénnen (Srygley et al. 2006).
Aber auch eusoziale Insekten wie Ameisen und Honigbienen nutzen das Magnetfeld zur
Orientierung. Bienen fuhren ihren Schwénzeltanz in einem bestimmten Winkel zum
Magnetfeld aus. Dies kann sowohl durch Veranderungen der Intensitat, der Polaritat als auch
der Wellenlange des Lichtes beeinflusst werden (Zfg. Wajnberg et al. 2010). Sowohl bei
Bienen als auch bei Ameisen wurde in diversen Korperpartien Magnetit nachgewiesen,
allerdings wird vermutet, dass eine Anreicherung im Abdomen und in den Antennen als
Magnetrezeptoren dienen kdnnte (Zfg. Wajnberg et al. 2010). Auch Termiten (Amitermes

meridionalis) scheinen das Magnetfeld wahrzunehmen, denn sie richten ihren Galerien-Bau
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in einer Richtung am Magnetfeld aus (z. B. Becker 1964, von Frisch 1974 zitiert nach Zfg.
R. Wiltschko & Wiltschko 1995). Studien mit Fliegen (Drosophila) sowie mit Mehlkafern
(Tenebrio) zeigen in Verhaltensexperimenten, dass ihr Magnetkompass lichtabhangig ist.
Beide zeigen eine Verschiebung um 90°, wenn sich die Wellenlange des Lichtes veréndert.
Die Autoren schlieBen auf eine mdgliche Beteiligung von Cryptochrom bei der

Magnetrezeption dieser beiden Insektenarten (Zfg. Phillips et al. 2010).

Auch Langusten (Panulirus argus) sind in der Lage, bestimmte magnetische Positionen im
Ozean zu erkennen und danach zu navigieren (Zfg. Cain et al. 2005). Nach Verfrachtung in
Gefangenschaft schlagen sie einen Kurs ein, der sie zum Ort der Gefangennahme zurtick-
bringen wirde (Boles & Lohmann 2003). In Tests mit Spulensystemen im Meer konnte
gezeigt werden, dass diese Tiere Uber einen Polaritatskompass verfigen (Lohmann et al.
1995).

Bei der zu den Nudibranchia gehoérenden Tritonia diomedea konnte friilh nachgewiesen
werden, dass sich auch Schnecken am Erdmagnetfeld orientieren. Hierbei gibt es
Variationen in der eingeschlagenen magnetischen Richtung, die sich mit einem circa-lunaren
Rhythmus korrelieren lassen. Bei diesen Tieren gibt es also einen Zusammenhang zwischen
Magnetrezeption und Mondphasen (Lohmann & Willows 1987). Diese Schnecken haben mit
circa 7000 Neuronen ein relativ einfaches Nervensystem und eignen sich dadurch gut, um
bestimmte Neurone ausfindig zu machen. Es konnten zwei Paar Neurone identifiziert
werden, die auf Richtungsdnderungen, und ein Paar, das auf Intensitdtsanderungen des

Magnetfeldes reagiert (Zfg. Cain et al. 2005).

4.3 Schlussfolgerungen

Magnetrezeption scheint also im Tierreich keinem einheitlichen Mechanismus zu unterliegen.
Es gibt aber immer wieder Hinweise auf eine Beteiligung von Magnetit, aber auch von
Cryptochromen an Prozessen der Magnetorientierung. Cryptochrome kommen im gesamten
Tier- und Pflanzenreich vor, sogar bei Bakterien (Zfg. Chaves et al. 2011). Allerdings
scheinen jeweils andere Cryptochrome als Rezeptormolekiil zu dienen (Ahmad et al. 2007,
Yoshii et al. 2009, Niel3ner et al. 2011). Ich denke, Magnetrezeption ist eher ein
Nebenprodukt des Cryptochrom-Zyklus, da vermutlich nicht der eigentliche Weg der
Signaltransduktion, namlich die Konformationsanderung, genutzt wird, sondern ein Radikal-
paar, das in jedem Fall entsteht (siehe auch 2.6.5). Somit kdnnte theoretisch in jeder Zelle, in
der sich Cryptochrome befinden, auch das Magnetfeld gemessen werden. Allerdings

bendtigt es auch einen reizleitenden Apparat mit einer Signaltransduktionskaskade und den

119



Allgemeine Diskussion

zugehorigen Proteinen, die die Uber das Magnetfeld gewonnene Information weiterleiten

koénnen.

Auch Magnetit ist aus dem gesamten Tierreich und von Bakterien bekannt. Eisen Il und
Eisen Il sind gangige Bestandteile des Eisenstoffwechsels (Zfg. Wang & Pantopoulos 2011).
Bei magnetithaltigen Systemen wurde selten die genaue Zusammensetzung der Eisenoxide
bestimmt, allerdings die Lokalisation der Zellen oder Zellbestandteile, in denen sie
vorkommen. Diese Lokalisation stimmt bei bislang untersuchten Tieren nicht Uberein. Ich
denke, auch Magnetit eignet sich auf Grund seiner Eigenschaften in biologischen Systemen
gut, um damit das Magnetfeld zu messen. Meiner Einschatzung nach handelt es sich bei
beiden magnetsensitiven Systemen und den dazugehdrigen Magnetrezeptoren — im ganzen

Tierreich betrachtet — um voneinander unabhangige, also analog entstandene Sinnesorgane.

Unter den Vogeln sind die beiden magnetsensitiven Systeme allerdings sehr einheitlich. Alle
bis heute untersuchten Vogelarten weisen dieselben funktionellen Mechanismen und
strukturellen Details der Magnetrezeptoren auf. Meines Erachtens gehen sie auf denselben
Ursprung zurtick, es handelt sich um homolog entstandene Rezeptoren. Hierbei finde ich
bemerkenswert, dass sogar Hihner noch dieselben Strukturen aufweisen; sie sind nicht nur
evolutiondr gesehen eher fern mit den anderen untersuchten Vogeln wie z. B. Singvogeln
verwandt, sondern werden auch schon sehr lange domestiziert. Auch wenn sie bis vor circa
100 Jahren noch naturnah auf Bauernhdfen gehalten wurden, brauchen sie sicherlich
verglichen mit anderen Vogeln ihre Orientierungsfahigkeit eher weniger. Dass auch sie die
Fahigkeit zur Magnetorientierung behalten haben, macht deutlich, dass Magnetorientierung

fir Vogel ein elementarer Bestandteil inrer Lebensweise ist.
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5 Zusammenfassung

Es gibt fur die Orientierung von Voégel ein allgemeinglltiges Konzept, das Karte-Kompass-
Prinzip (Kramer 1953, 1957): Der Karten-Schritt besteht darin, den eigenen Standort zu
ermitteln und mit dem Ziel in Beziehung zu setzten. Damit wird die geografische Richtung
bestimmt, die im Kompass-Schritt in eine konkrete Richtung umgesetzt wird. Fir Beides
nutzen Vogel auch das Magnetfeld der Erde; in der Karte als einen Faktor den Verlauf der
Intensitat, im Magnetkompass die Achse der Feldlinien. Der Magnetrezeptor, der die Karte
mit Informationen versorgt, ist im Schnabel lokalisiert, der des Kompasses im Auge. Ich habe
mich in meiner Arbeit darauf konzentriert, die zwei potenziellen Magnetrezeptoren der Vogel

feinstrukturell und immunhistologisch weiter zu charakterisieren.

Fur den Magnetkompass wird auf Grund des Radikalpaar-Modells angenommen, dass
Cryptochrome die Rezeptormolekile sein konnten (Ritz et al. 2000). Bei Vdgeln sind vier
Cryptochrome bekannt, allerdings muss das Rezeptormolekil des Magnetkompasses auch
in seiner Lokalisation bestimmte Kriterien erfullen. Die fur meine Arbeit bedeutsamen
Kriterien sind: (1) die gleiche Ausrichtung der Proteine in einer Rezeptorzelle und (2), dass
die einzelnen Rezeptorzellen alle Raumrichtungen abdecken. Ich habe in meiner Arbeit
Cryptochrom 1a (Cryla) und Cryptochrom 1b (Crylb) auf ihr Vorkommen in der Retina von
Rotkehlchen (Erithacus rubecula) und Hihnern (Gallus gallus) untersucht. Crylb befindet
sich bei Rotkehlchen wahrend der Zugzeit in den Ganglienzellen, in denen es teilweise an
Membranen gebunden vorliegt, die jedoch keine bevorzugte Richtung haben. Somit
erscheint mir Crylb als Rezeptormolekil fir den Magnetkompass als eher ungeeignet.
Crylb konnte, wie viele Cryptochrome, an der Steuerung von circadianen Rhythmen beteiligt
sein. Cryla hingegen ist bei beiden untersuchten Vogelarten in den UV/V-Zapfen an die
Diskmembranen gebunden, was eine Ausrichtung ermdglicht. Die UV/V-Zapfen sind tber die
gesamte Retina gleichméaRig verteilt, und durch die spharische Form des Auges decken die
einzelnen Rezeptoren jede Raumrichtung ab. Somit erfullt Cryla die Bedingungen des
Radikalpaar-Modells, und ich schliel3e daraus, dass es sich hierbei um das Rezeptormolekil
des Magnetkompasses handeln kdnnte. Cryla andert nach Lichtabsorption wie viele
Cryptochrome seine Konformation. Der von mir verwendete Antikdrper bindet nur die
lichtaktivierte Form des Proteins. In Versuchen, in denen Hihner verschiedenen
monochromatischen Lichtern ausgesetzt wurden, zeigt sich, dass sich Cryla in UV bis Gelb
in lichtaktiviertem Zustand befindet. Dies stimmt sowohl mit der spektralen Empfindlichkeit
des Magnetkompasses der Vdgel als auch mit der des Flavins, des lichtsensitiven Teils des
Cryptochroms, Uberein. Versuche mit griinem Licht lassen vorsichtige Rickschlisse auf das
fur den Magnetkompass relevante Radikalpaar zu: so ist das Flavin erst im zweiten

Oxidationsschritt griinlicht-sensitiv, und Cryla ist nur nachweisbar, also lichtaktiviert, wenn
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der erste Schritt bereits im Hellen abgelaufen ist. Versuche in denen die Tiere vorab im
Dunkeln waren, fuhren nicht zur erneuten Lichtaktivierung unter grinem Licht. Dies macht
nur eines der beiden im Flavinzyklus entstehenden Radikalpaare wahrscheinlich, namlich
das in der Reoxidation entstehende, da das Radikalpaar im ersten Schritt der Oxidation unter

Grln nicht entsteht.

In Bezug auf den Magnetrezeptor im Schnabel konnte bereits bei Tauben eine detaillierte
Struktur beschrieben werden, die als Magnetrezeptor geeignet ist, namlich Magnetit- bzw.
Maghemit-Teilchen in Dendriten der Nerven (Fleissner et al. 2003). Auch Huhner haben
eisenhaltige Strukturen im Oberschnabel, die in ihrer Eisenoxid-Zusammensetzung denen
der Tauben entsprechen (Falkenberg et al. 2010). Ich konnte in meiner Arbeit zeigen, dass
die eisenhaltigen Strukturen im Oberschnabel der adulten Hihner an oder in Nervenfasern
liegen. Elektronenoptisch bestehen diese eisenhaltigen Strukturen im Nervengewebe bei
Hahnern, wie bei Tauben beschrieben, aus einem 3-5um groBen Vesikel, der von
eisenhaltigen ‘Schuppen’ besetzt ist, aus circa 1 pm langen Plattchen und Kugeln mit einem
Durchmesser von etwa 1 um. Sie sind in Feldern angeordnet, in denen diese Zellstrukturen
gleich ausgerichtet sind. In der Anzahl und Lokalisation der Felder der eisenhaltigen
Dendriten gibt es Unterschiede zwischen Hihnern und Tauben, allerdings ist unklar, inwie-
weit dies zu Unterschieden in der Verarbeitung im Gehirn fuhrt. Die Entwicklung der
eisenhaltigen Dendriten der Hihner beginnt erst nach dem Schlupf, am Tag des Schlupfes
haben Kiken noch keine eisenhaltigen Strukturen, abgesehen von roten Blutkdrperchen. In
den ersten 5 Tagen werden eisenhaltige Makrophagen im frontalen Bereich des Schnabels
gebildet, die anschlielend wieder reduziert werden. Bei 12 Tage alten Hiuhnern werden
diese auch im lateralen Bereich des Oberschnabels angelegt und ebenfalls dort bis Tag 21
wieder reduziert. 21 Tage alte Hihner haben nur noch wenige eisenhaltige Makrophagen,
allerdings ein erstes Feld von eisenhaltigen Dendriten. Die Réntgenabsorption zeigt einen
Unterschied in der Eisenoxid-Zusammensetzung zwischen eisenhaltigen Makrophagen und
eisenhaltigen Dendriten. Es koénnte sein, dass die eisenhaltigen Makrophagen an der
Synthese der eisenhaltigen Dendriten beteiligt sind, da sie Eisen aufnehmen, aber auch
wieder abgeben kdnnen und in demselben Zeitraum reduziert werden, wie die eisenhaltigen

Dendriten aufgebaut werden.

Sowohl Tauben als auch Rotkehlchen haben sich phylogenetisch bereits vor 95 Millionen
Jahren von den Hihnern abgespalten. Es gibt sowohl in der Lokalisation von Cryla als auch
in der Struktur der einzelnen eisenhaltigen Dendriten keine Unterschiede, so dass es sich bei
den beiden Magnetrezeptoren der Végel vermutlich um sehr alte Mechanismen handelt, die
sich in der Evolution kaum verandert haben. Vermutlich sind sie vogelspezifisch, da es in

dieser Hinsicht keine erkennbare Gemeinsamkeit mit anderen Wirbeltieren gibt.
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Anhang

Anhang

A.1 Allgemeiner Anhang

A. 1.1 Materialien und Gerate

Tab. A.1.1 Primare Antikorper

Antikorper/Pra-Immunserum/ Spezies Herkunft der Antikdrper

Peptid

Cryla-Antiserum Guinea pig GENOVAC GmbH, Freiburg, D’

Pra-Immunserum zu Anti-Cryla Guinea pig GENOVAC GmbH, Freiburg, D

Peptid (Antigen) zu Anti-Cryla GENOVAC GmbH, Freiburg, D’

Crylb-Antiserum (GEN) Rabbit BioScience, Géttingen, D

Pra-lmmunserum zu Rabbit BioScience, Gottingen, D

Anti-Crylb (Bio)

Crylb-Antiserum (Bio) Rabbit GENOVAC GmbH, Freiburg, D’

Pra-Immunserum zu Rabbit GENOVAC GmbH, Freiburg, D

Anti-Crylb (GEN) X

Peptid von Anti-Cry1b (GEN) GENOVAC GmbH, Freiburg, D

Antiserum sc-14363 Goat Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
USA

Antiserum JH492 Rabbit Hergestellt von J. Nathans, Johns Hopkins
University School of Medicine, Baltimore; USA

Antiserum Protein-Kinase C Rabbit Santa Cruz Biotechnology Inc. CA, USA

Antiserum E-cadherin Mouse BD Transduction Laboratories, Los Angeles,
CA, USA

Antiserum RARalpha Mouse Abcam, Cambridge, UK

Antiserum Histon H3 Mouse Sigma, St. Louis, MO, USA

Antiserum Aktin Rabbit Sigma, St. Louis, MO, USA

Mouse Millipore GmbH, D

Antiserum MAB 1621

Auf Bestellung produziert

Tab. A.1.2 Sekundéare Antikdrper und Normal-Seren

Antikorper

Konjugation

Spezies Firma

Anti-Guinea pig-IgG H+L
Anti-Guinea pig-lgG H+L
Anti-Guinea pig-IgG H+L
Anti-Guinea pig-IgG H+L
Anti-Guinea pig-IlgG H+L
Anti-Rabbit-1gG H+L
Anti-Rabbit-IgG H+L
Anti-Rabbit-1gG H+L
Anti-Rabbit-1gG H+L
Anti-Goat-IgG H+L
Anti-Mouse-1gG H+L
Normal-Goat-Serum (NGS)
Normal-Donkey-Serum (NDS)
Normal-Horse-Serum (NHS)

Cy3
Cy5

Dylight 649

Biotin

Meerrettichperoxidase

Rhodamin Red X

Cy5

Alexa 488

Biotin
Cy3
Biotin

Goat Dianova, Hamburg, D
Donkey Dianova, Hamburg, D
Donkey Dianova, Hamburg, D
Goat Vector laboratories, Servion, CH
Goat Dianova, Hamburg, D
Donkey Dianova, Hamburg, D
Donkey Dianova, Hamburg, D
Donkey Dianova, Hamburg, D
Goat Vector laboratories, Servion, CH
Donkey Dianova, Hamburg, D
Horse Vector laboratories, Servion, CH

Vector laboratories, Servion, CH
Dianova, Hamburg, D
Vector laboratories, Servion, CH
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Tab. A.1.3 Verwendete Chemikalien und Puffer

Name

Firma oder Zusammensetzung

Agar

Agar Low Viscosity Resin
Ammoniumchlorid

Aqua-Poly-Mount

Araldit

Bleicitrat

Bovine-Serum-Albumin (BSA, 2%)
Cacodylatpuffer

Diaminobenzidin (0.025%)
di-Natriumtertraborat (2,5%)
Glutardialdehyd (0,1%)
Gold-lll-Chlorid-Chlorwasserstoffsaure
H202

Heparin-Natrium-5000
Hexamethylentetramin (3%)
Kaliumhexacyanoferrat Il (5% KCF II)
Kupfergrids

Luminol (2,5 mM)

Narcoren

Natriumthiosulfat

Osmiumtetroxid

Paraffin

Paraformaldehyd (PFA, 4%)
p-Coumarinsaure (0.4 mM)

Phosphat Puffer saline (PBS, 0.1 M, pH 7.4)
Pioloform

ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction
Kit manual

RIPA-Puffer

Saccharose

Salzsaure (HCI 5%)
Silbernitrat
Star-Frost-Objekttrager
Super-Frost-Plus-Objekttrager
Technovit 7100

Tissue Freezing Medium
Tris-HCI (100 mM)
Triton X-100 (0.25%)
Ultraclear

Ultralenfolie
Uranylacetat

Vectastain Elite ABC kit
Xylol

Merck, Darmstadt, D

Plano, Marburg, D

Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D
Polysciences Eppelheim, D

Merck, Darmstadt, D

Serva, Heidelberg, D

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, D
Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, D
Merck, Darmstadt, D

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, D
Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D

Merck, Darmstadt, D

Ratiopharm, Ulm, D

Merck, Darmstadt, D

Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D

Plano, Marburg, D

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, D
Merial GmbH, Hallbergmoos, D

Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, D
Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D
Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, D
Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D

Plano, Marburg, D

Calbiochem, La Jolla, USA

0.5% Natriumdesoxycholat, 1% Nonidet P 40,
0.1% SDS, 1 mM EDTA in PBS mit Protease
Inhibitor (Roche, Grenzach-Wyhlen, D)

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, D
Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D

Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D

Menzel-Glaser, Thermo Scientific, Waltham, USA
Menzel-Glaser, Thermo Scientific, Waltham, USA
Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D

Sakura, Berlin, D

Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D

Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, D
Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D

SPEX Certiprep Inc., Metuchen, NJ, USA.

Serva, Heidelberg, D

Vector Laboratories Servion, CH

Morphisto GmbH, Frankfurt/M, D
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Tab. A.1.4 Verwendete Gerate und Software

Name Firma
Vibratom Lancer, Bridgeton, MO, USA
Konfokales Laserscanmikroskop (Typ 510 META) Zeiss, Jena, D

Ultra S-Mikrotom
Transmissions-Elektronenmikroskop (CM12)

LED UV 373 nm (HR 370F)

LED Tirkis 502 nm (HLMP-CE 30)
LED Griin 565 nm (HLMP-3950HP)

LED Rot 645 nm (182249)

Optometer, P9719
Zugehdoriger Messkopf, RW-3703-2
LUX-Messkopf, L-3702-2
UV-Messkopf, UV 3701-2
Schlittenmikrotom
Rotationsmikrotom
Polycut-Ultrafrase

Kryostat

Mikroskop Reichert-Polyvar

Application Suite Version 3.5.0
IMARIS Software

BLAST

Reichert-Jung, A und Leica, Wetzlar, D
Philips, Hamburg, D
Lasertechnik, Diren, D
Lasertechnik, Diren, D
Mutron, Achim, D
Conrad, Hirschau, D
Gigahertz Optik, Turkenfeld, D
Gigahertz Optik, Turkenfeld, D
Gigahertz Optik, Turkenfeld, D
Gigahertz Optik, Turkenfeld, D
Leica, Wetzlar, D

Leica, Wetzlar, D
Reichert-Jung, A

Leica, Wetzlar, D
Reichert-Jung, A

Leica, Wetzlar, D
Bitplane AG, Zrich, CH
National Center for Biotechnology Information (NCBI)

Tab. A.1.5 Proben fir die Lokalisation von Cryla und Crylb

Tier R/L Datum und Fixierung Einbettmedium Farbungen Bemerkung
Uhrzeit
RKA1lR 29.09.2006, 4% PFA - - -
19:30 natirlicher Herbstzug
L  29.09.2006, 4% PFA  Agarose Cryla, Crylb (GEN) eingeschlafert wegen
19:30 TEM gebrochenem Bein
RKA2 R 06.04.2008, 0,25% GA - - nicht mehr zugunruhig*
20:00 + 2% PFA
L  06.04.2008, 0,25% GA Agarose Cryla, Crylb (GEN) eingeschléfert wegen
20:00 + 2% PFA TEM Mauserschwierigkeiten
RKA3 R 21.04.2008, 4% PFA  Tissue Tec Cryla, Crylb (bio), natdrlicher
14:45 Crylb (GEN) Frihjahrszug
0 : .
L 5411;2451.2008, 4% PFA  Tissue Tec gﬁg(gréﬁ? (bio), Unfall, gegen Scheibe
RKA4 R 09.01.2009, - - - zugunruhig, kiinstlich
17:30 induziert*
L  09.01.2009, 4% PFA Tissue Tec Cryla, sc-14363, Unfall im Trichter,
17:30 JN 492,Crylb (bio),  Praparationsprobleme
Crylb (GEN) bei L
RKA5 R 03.10.2009, 4% PFA Tissue Tec Crylb (Bio), Cryla, natirlicher Herbstzug
12:00 Crylb (GEN)
L  03.10.2009, 4% PFA Tissue Tec Crylb (Bio), Cry1la,
12:00 Crylb (GEN)
RKA6 R 06.04.2010, 4% PFA  Tissue Tec Cryla, sc-14363, nicht mehr zugunruhig*
13:00 JN492, Crylb (GEN)
L 06.04.2010, 4% PFA  Tissue Tec Cryla, sc-14363, Unfall, in Hand
13:00 JN492, Crylb (GEN) gestorben
RKA7 R  18.10.2010, - Zell- Cryla, Crylb (GEN), natiirlicher Herbstzug
08:00 Fraktionierung
L 18.10.2010, 4% PFA  Whole Mount Cryla, sc-14363
08:00
Z 08:00 Ripa Cryla, Crylb

RK — Rotkehlchen (Erithacus rubecula), A — Auge, L — linkes Auge, R — rechtes Auge, Z — Zunge, PFA — Paraformaldehyd,
GA - Glutardialdehyd. Augen ohne Farbung sind bei 4°C im Kihlschrank unter Zugabe von Natriumazid aufbewahrt. *Hier
wurde die Zugunruhe bereits Anfang Januar kiinstlich ausgeltst. Tiere ohne besondere Bemerkung wurden abgetotet.
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Tier Alter R/L Datum und Fixierung Einbettmedium Farbungen Bemerkung
Uhrzeit
GG Al 19.Tag 18.04.2008, 0,25% GA Tissue Tec Cryla, Crylb
14:30 + 2% PFA
18.04.2008, 0,25% GA Tissue Tec Cryla, Crylb
14:30 + 2% PFA
GG A2 19.Tag 18.04.2008, 0,25% GA Tissue Tec Cryla, Crylb
21:00 + 2% PFA
18.04.2008, 0,25% GA Tissue Tec Cryla, Crylb
21:00 + 2% PFA
GG A3 21.Tag 19.04.2008, 0,25% GA Tissue Tec Cryla, Crylb
02:30 + 2% PFA
19.04.2008, 0,25% GA Tissue Tec Cryla, Crylb
02:30 + 2% PFA
GG A4 21.Tag 19.04.2008, 0,25% GA Tissue Tec Cryla, Crylb
08:00 + 2% PFA
19.04.2008, 0,25% GA Tissue Tec Cryla, Crylb
08:00 + 2% PFA
GG A5 24 Tage 29.10.2008, 0,25% GA Tissue Tec Crylb (Bio)
08:30 + 2% PFA
GG A6 25Tage 09.12.2008, Ripa Cryla, Crylb
11:00
09.12.2008, Ripa Cryla, Crylb
11:00
09.12.2008, Ripa Cryla, Crylb
11:00
GG A7 25Tage 09.12.2008, Ripa Cryla, Crylb
11:00
09.12.2008, Ripa Cryla, Crylb
11:00
09.12.2008, Ripa Cryla, Crylb
11:00
GG A8 5 Monate 01.04.2009, 4% PFA - - Landwirtschaftliche
09:00 Schlachtung
01.04.2009, 4% PFA  Tissue Tec Cryla, sc-
09:00 14363, IN492,
Crylb
GG A9 5 Monate 01.04.2009, 4% PFA  Tissue Tec Cryla, Crylb Landwirtschaftliche
09:00 (Bio) Schlachtung
01.04.2009, 4% PFA  Tissue Tec Cryla, Crylb
09:00 (Bio)
GG A10 5 Monate 01.04.2009, 4% PFA - - Landwirtschaftliche
09:00 Schlachtung
01.04.2009, 4% PFA  Tissue Tec Cryla, Crylb
09:00 (Bio)
GG All 5 Monate 01.04.2009, Zell-Fraktionierung Landwirtschaftliche
09:00 Schlachtung
01.04.2009, Zell-Fraktionierung
09:00
GG Al2 5 Monate 01.04.2009, Zell-Fraktionierung Landwirtschaftliche
09:00 Schlachtung
01.04.2009, Zell-Fraktionierung
09:00
GG A13 1.5 Jahre 08.07.2009, 4% PFA - Cryla, sc- Landwirtschaftliche
09:00 14363 Schlachtung
08.07.2009, 4% PFA - -
09:00
GG Al4 21 Tage 21.10.2009, 4% PFA  Tissue Tec Crylb(GEN),
11:00 Crylb (Bio)
21.10.2009, 4% PFA  Tissue Tec Crylb(GEN),
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GG Al5

GG Al6

GG Al7

GG A18

GG Al19

GG A20

21 Tage

1.5 Jahre

1.5 Jahre

1.5 Jahre

26 Tage

26 Tage

11:00

R 21.10.2009,
11:30

L 21.10.2009,
11:30

R 24.03.2010,
09:00

L 24.03.2010,
09:00

R 24.03.2010,
09:00

L 24.03.2010,
09:00

R 24.03.2010,
09:00

L 24.03.2010,
09:00

R 30.01.2010,
12:30

L 30.01.2010,
12:30

R 30.01.2010,
12:30

L 30.01.2010,
12:30

4% PFA
4% PFA

4% PFA

4% PFA
4% PFA
4% PFA
4% PFA
4% PFA

0,25% GA
+ 2% PFA
0,25% GA
+ 2% PFA
0,25% GA
+ 2% PFA
0,25% GA
+ 2% PFA

Tissue Tec
Tissue Tec

Tissue Tec

Whole Mount

Whole Mount

Whole Mount
Agarose
Agarose
Agarose

Agarose

Crylb (Bio)
Crylb(GEN),
Crylb (Bio)
Crylb(GEN),
Crylb (Bio)
Cryla, sc-

Landwirtschaftliche

14363, JN492, Schlachtung

Crylb (GEN)

Cryla, sc-
14363
Cryla, sc-
14363

Cryla, sc-
14363
Cryla, Crylb
(GEN)

Cryla, Crylb
(GEN)

Landwirtschaftliche
Schlachtung

Landwirtschaftliche
Schlachtung

Landwirtschaftliche
Schlachtung

Landwirtschaftliche
Schlachtung

GG - Huhn (Gallus gallus), A — Auge, L — linkes Auge, R — rechtes Auge, Z — Zunge, PFA — Paraformaldehyd, GA —
Glutardialdehyd. Augen ohne Farbung sind bei 4°C im Kuhlschrank unter Zugabe von Natriumazid aufbewahrt. GG A14 und GG
A15 entsprechen GG UV® und GG G> (siehe unten). Tiere ohne besondere Bemerkung wurden mit einer Uberdosis Narcoren
(Merial GmbH) abgetétet.

Tab. A.1.6 Proben fur die Untersuchungen zur Lichtaktivierung von Cryla

Tier Alter Auge Datum und Uhrzeit Schnitt oder Whole Mount
GG UV® 21Tage R 21.10.2009, 11:00 Kryostatschnitte
L 21.10.2009, 11:00 Kryostatschnitte
GG G® 21Tage R 21.10.2009, 11:30 Kryostatschnitte
L 21.10.2009, 11:30 Kryostatschnitte
GG UV® 26 Tage R 30.01.2010, 10:30 Kryostatschnitte, SW 1
L 30.01.2010, 10:30 Kryostatschnitte, SW 2
GG T® 26 Tage R 30.01.2010, 10:50 Kryostatschnitte, SW 3
L 30.01.2010, 10:50 Kryostatschnitte, SW 4
GG UV*® 26 Tage R 30.01.2010, 11:20 Kryostatschnitte, SW 3
L 30.01.2010, 11:20 Kryostatschnitte, SW 4
GGT" 26 Tage R 30.01.2010, 11:35 Kryostatschnitte, SW 1
L 30.01.2010, 11:35 Kryostatschnitte, SW 2
GG G® 26 Tage R 30.01.2010, 11:50 Kryostatschnitte, SW 1
L 30.01.2010, 11:50 Kryostatschnitte, SW 2
GG G" 26 Tage R 30.01.2010, 12:05 Kryostatschnitte, SW 3
L 30.01.2010, 12:05 Kryostatschnitte, SW 4
GG R® 26 Tage R 30.01.2010, 12:20 Kryostatschnitte, SW 1
L 30.01.2010, 12:20 Kryostatschnitte, SW 2
GG R® 23Tage R 09.02.2011, 12:15 Whole Mount
L 09.02.2011, 12:15 Whole Mount
GG UV*® 23Tage R 09.02.2011, 12:25 Whole Mount
L 09.02.2011, 12:25 Whole Mount
GG UV® 23Tage R 09.02.2011, 12:35 Whole Mount
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GG D
GG G"
GGT®

GG G®

GG T-

GG S

GG G™
GG D

GG UV*®
GG D/IUV*®
GG 1huv*®
GG UV®
GG UV
GG R®

GG G®
GGT®

GG DIG®
GG DIT®
GG 1hG®
GG 1hT®
GG G"

GG B®

GG T-

GG G™
GG T
GG 1hB®

GG S

23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage
23 Tage

23 Tage

xrroxrr xoxyrrxyrr x>y x>y x>y x>y x> 3y 3y 3y oy D O o o o

09.02.2011, 12:35
09.02.2011, 12:45
09.02.2011, 12:45
09.02.2011, 13:40
09.02.2011, 13:40
09.02.2011, 13:50
09.02.2011, 13:50
09.02.2011, 14:00
09.02.2011, 14:00
09.02.2011, 14:10
09.02.2011, 14:10
09.02.2011, 14:20
09.02.2011, 14:20
09.02.2011, 14:30
09.02.2011, 14:30
04.04.2012, 10:30
04.04.2012, 10:30
04.04.2012, 10:50
04.04.2012, 10:50
04.04.2012, 11:05
04.04.2012, 11:05
04.04.2012, 11:25
04.04.2012, 11:25
04.04.2012, 11:30
04.04.2012, 11:30
04.04.2012, 11:50
04.04.2012, 11:50
04.04.2012, 12:10
04.04.2012, 12:10
04.04.2012, 14:00
04.04.2012, 14:00
04.04.2012, 14:05
04.04.2012, 14:05
04.04.2012, 14:20
04.04.2012, 14:20
04.04.2012, 14:40
04.04.2012, 14:40
04.04.2012, 14:50
04.04.2012, 14:50
04.04.2012, 15:10
04.04.2012, 15:10
04.04.2012, 15:20
04.04.2012, 15:20
04.04.2012, 15:40
04.04.2012, 15:40
04.04.2012, 15:50
04.04.2012, 15:50
04.04.2012, 16:05
04.04.2012, 16:05
04.04.2012, 16:30
04.04.2012, 16:30
04.04.2012, 16:40
04.04.2012, 16:40
04.04.2012, 17:45

Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount
Whole Mount

Vi
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L 04.04.2012, 17:45 Whole Mount
GGD 17 Tage R 26.08.2012, 14:00 Whole Mount
L 26.08.2012, 14:00 Whole Mount
GG Y® 18 Tage R 27.08.2012, 10:10 Whole Mount
L 27.08.2012, 10:10 Whole Mount
GG 1huv*® 18 Tage R 27.08.2012, 10:20 Whole Mount
L 27.08.2012, 10:20 Whole Mount
GG Y® 18 Tage R 27.08.2012, 10:30 Whole Mount
L 27.08.2012, 10:30 Whole Mount
GG D/UV*® 18 Tage R 27.08.2012, 10:55 Whole Mount
L 27.08.2012, 10:55 Whole Mount
GG 1hB® 18 Tage R 27.08.2012, 11:10 Whole Mount
L 27.08.2012, 11:10 Whole Mount
GG B® 18 Tage R 27.08.2012, 11:25 Whole Mount
L 27.08.2012, 11:25 Whole Mount
GG D/B® 18 Tage R 27.08.2012, 11:40 Whole Mount
L 27.08.2012, 11:40 Whole Mount
GG D/B® 18 Tage R 27.08.2012, 11:50 Whole Mount
L 27.08.2012, 11:50 Whole Mount
GG 1hG® 18 Tage R 27.08.2012, 12:10 Whole Mount
L 27.08.2012, 12:10 Whole Mount
GG 1hT® 18 Tage R 27.08.2012, 12:20 Whole Mount
L 27.08.2012, 12:20 Whole Mount
GG DIG® 18 Tage R 27.08.2012, 12:40 Whole Mount
L 27.08.2012, 12:40 Whole Mount
GG D/T® 18 Tage R 27.08.2012, 12:50 Whole Mount
L 27.08.2012, 12:50 Whole Mount
GG B" 18 Tage R 27.08.2012, 13:10 Whole Mount
L 27.08.2012, 13:10 Whole Mount
GG B 18 Tage R 27.08.2012, 13:20 Whole Mount
L 27.08.2012, 13:20 Whole Mount
GG B* 18 Tage R 27.08.2012, 13:30 Whole Mount
L 27.08.2012, 13:30 Whole Mount
GGT" 18 Tage R 27.08.2012, 13:50 Whole Mount
L 27.08.2012, 13:50 Whole Mount
GG D/5sminUV*® 18 Tage R 27.08.2012, 14:10 Whole Mount
L 27.08.2012, 14:10 Whole Mount
GG D/5minUV*® 18 Tage R 27.08.2012, 14:25 Whole Mount
L 27.08.2012, 14:25 Whole Mount
GG S 18 Tage R 27.08.2012, 15:00 Whole Mount
L 27.08.2012, 15:00 Whole Mount

Die Fixierung aller Proben erfolgte in 4% PFA. Zum Schneiden wurden die Proben in Tissue Tec eingebettet. SW — Sandwich.
Hierfir wurden immer drei bzw. vier Proben auf einmal geschnitten und demzufolge auch auf einem Objekttrager gefarbt. GG —
Huhn (Gallus gallus), UV — Ultraviolett, B — Blau, T — Turkis, G — Griin, Y — Gelb, R (in Spalte Tier) — Rot, D — Dunkel, S —
Sonne, 1h — Zeitverlangerung von 30 min auf 1 h, D/ - im Dunkeln fir 30 min vorbehandelt, R (in Spalte Auge) — rechtes Auge,
L — linkes Auge, *® — 0,8 x 10" quanta s'm?, ° — 8 x 10" quanta s'm?, " — 20 x 10" quanta s'm?, " — 54 x 10"® quanta s'm?,
XL > 200 x 10™ quanta s™m™. Zu Abkiirzungen und Versuchsbedingungen siehe auch Tab. 2.1.

Vil
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Tab. A.1.7 Proben fir die Untersuchungen an adulten Schnabeln

Tier Alter Datum und Uhrzeit Fixierung Einbettung Methode

GG AS1 1,5Jahre 01.04.2009, 13:00 Perf. 4% PFA Paraffin BB/ u-XRF, u-XANES
GG AS2 9 Monate 21.07.2009, 11:00 Perf. 4% PFA Technovit 7100 BB/ p-XRF, p-XANES
GG AS 3 1,5Jahre 27.05.2009, 09:00 Imm. 4% PFA Technovit 7100 BB,

GG AS 4 1,5Jahre 27.05.2009, 09:00 Imm. 4% PFA Paraffin BB/ MAB 1621

GG AS5 1,5Jahre 27.05.2009, 09:00 Imm. 4% PFA Paraffin BB

GG AS6 1,5Jahre 27.05.2009, 09:00 Imm. 4% PFA Paraffin BB, Kern

GG AS7 1,5Jahre 07.04.2010, 09:00 Imm. 4% GA  Araldit TEM

GG - Huhn (Gallus gallus), A — Adult, S — Schnabel, PFA — Paraformaldehyd, GA — Glutardialdehyd, Perf — Perfusionsfixiert,
Imm — Immersionsfixiert, BB — Berliner-Blau-Farbung, p-XRF — X-ray fluorescence analysis, p-XANES — X-ray fluorescence

analysis, Kern — Kernechtrot.

Tab. A.1.8 Proben fir die Untersuchungen an juvenilen Schnébeln

Tier Alter Datum und Uhrzeit Fixierung Einbettung Methode

GGOS1 1Tag 18.01.2011, 12:00 Imm. 4% PFA Paraffin BB

GGOS2 1Tag 18.01.2011, 12:00 Imm. 4% PFA Paraffin BB

GGO0OS3 1Tag 18.01.2011, 12:00 Imm. 4% PFA Paraffin BB

GG 0S4 b5Tage 06.04.2008, 08:30 Imm. 4% PFA Paraffin BB, dok

GG OS5 b5Tage 27.10.2008, 08:00 Imm. 4% PFA Paraffin BB, immun

GG OS6 5Tage 31.10.2008, 13:30 Perf. 4% PFA Paraffin BB, dok, u-XRF, u-XANES,
Kern

GGOS7 5Tage 12.10.2010, 12:00 Perf. 4% PFA Paraffin BB, u-XRF, u-XANES

GG 0S8 5Tage 22.01.2011, 11:00 Imm. 4% GA  Araldit TEM

GGO0OS9 10Tage 08.04.2008, 08:00 Imm. 4% PFA Paraffin BB

GG OS 10 12Tage 10.04.2008, 08:00 Imm. 4% PFA Paraffin BB, dok

GG OS11 12Tage 31.10.2008, 16:00 Perf. 4% PFA Paraffin BB, dok, p-XRF, p-XANES

GG 0OS 12 15Tage 13.04.2008, 21:30 Imm. 4% PFA Paraffin BB

GG 0OS 13 21 Tage 19.04.2008, 08:00 Imm. 4% PFA Paraffin BB

GG 0OS14 21Tage 20.10.2008, 16:30 Perf. 4% PFA Paraffin BB, dok, p-XRF, p-XANES

GG OS 15 21Tage 19.04.2008, 02:30 Imm. 4% PFA Paraffin BB

GG O0OS 16 29Tage 07.11.2007,18:00 Imm. 4% PFA Paraffin BB

GG OS 17 30Tage 07.11.2007,17:30 Imm. 4% PFA Paraffin BB

GG - Huhn (Gallus gallus), O— Ontogenie/Entwicklung, S — Schnabel, PFA — Paraformaldehyd, GA — Glutardialdehyd, Perf —
Perfusionsfixiert, Imm — Immersionsfixiert, BB — Berliner-Blau-Farbung, dok — vollstdndig dokumentiert, p-XRF — X-ray
fluorescence analysis, p-XANES — X-ray fluorescence analysis, Kern — Kernechtrot.

Vil
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A.1.2 Beschreibung der Versuchstierarten

A.1.2.1 Das Rotkehlchen (Erithacus rubecula)
Das Rotkehlchen gehdrt systematisch in
die Ordnung der Passeriformes
(Sperlingsvogel), in die Familie der
Turnidae (Drosselviégel) und dort in die
Unterfamilie der Erithacinae (Schmatzer).
Hauptmerkmal ist die orangfarbene Brust
(Abb. A 1.1). Es wird ca. 14 cm grof3 und
erreicht ein Gewicht von 9,59 -25g. Bei

Rotkehichen gibt es keinen Geschlechts- =
dimorphismus. Die Jungvégel sind auf der Abb. A 1.1 Das Rotkehlchen (Foto: K. Stapput).
Oberseite hell gefleckt, die Brust ist ingwerfarben mit dunkler Querfleckung (Glutz v.

Blotzheim 1988; Hayman & Hume 2003).

Rotkehlchen sind in ganz Europa bis nach
Westsibirien  hinein  und bis nach
Nordafrika verbreitet. In Mittel-, West-,
und Nordeuropa gehdren sie zu den
haufigsten Brutvogeln. Das Brutgebiet
zieht sich von Fennoskandien bis
Nordafrika, Tunesien und Marokko und
auf der Ost-West-Achse von Westeuropa
bis Westsibirien (sieche Abb. A 1.2).

nach Glutz v. Blotzheim 1988).

Rotkehlchen sind Zugvogel, allerdings sogenannte Teilzieher. In den warmeren Teilen des
Verbreitungsgebietes ziehen Rotkehlchen nicht und bleiben ihren Revieren oft Uber mehrere
Jahre treu. (Drost & Schitz 1932, Lack 1946). Nordliche und héher gelegene Teile des Brut-
areals werden allerdings im Herbst Richtung Sid-West und Sid-Sid-West weitgehend
verlassen. So ziehen Rotkehilchen der Brutpopulation aus Sudnorwegen, Sud- und
Mittelschweden und Sudwestfinnland beispielsweise bis Portugal, bis zur Nordkiste Afrikas
und nach Sizilien (Glutz v. Blotzheim 1988). Der Herbstzug beginnt im August, der Hauptzug
ist im September und Oktober. Anfang November lasst die Zugunruhe dann nach. Der
Frihjahrszug beginnt Februar bis Marz und endet je nach zuriickzulegender Zugstrecke.
Rotkehichen ziehen abends und in der Nacht. Das Zugprogramm wird durch

Umwelteinflisse, aber auch durch endogene Rhythmen gesteuert (Berthold 1990). In der
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Bundesrepublik Deutschland sind Rotkehlchen in tieferen Lagen verbreitet und weitgehend

ein Standvogel.

A.1.2.2 Das Huhn (Gallus gallus)

Huhner gehdren in die Ordnung der
Galliformes (Huhnervogel) und in die
Familie der Phasianidae (Fasanenartigen),
der gréBten innerhalb der Galliformes.
Huhnervogel sind Bodenvdgel, und nahezu
alle Arten sind Standvégel. Sie haben
kurze, etwas gebogene Schnabel, die es

ermdoglichen Nahrung aus dem Boden zu

scharren. Auch die FiRe sind hierfir ‘» ; Y %
ausgelegt, sie sind groR und Kkraftig . L .
(Abb.A1.3). Sie sind Samen- und Abb. A 1.3 Das Huhn (Foto P. Munck).
Griunpflanzenfresser, erganzen dies aber auch durch tierische Nahrung. Die Kiken aller
Arten sind ausgesprochene Nestfliichter, deren gesamte Entwicklung (beispielsweise die
Gefiederentwicklung) hieran angepasst ist. Es gibt bei den Galliformes einen deutlichen
Sexualdimorphismus in GroRRe, Farbung und Ausbildung besonderer Gefieder- und
Hautstrukturen (Glutz von Blotzheim 1981).

Das Haushuhn (Gallus gallus domesticus) stammt urspriinglich vom Bankivahuhn ab,
dessen rezentes Verbreitungsgebiet von Sidostasien bis Sidchina reicht. Bereits
500 v. Chr. berichteten griechische Schriftsteller Gber verschiedene Hihnerrassen, und auch
die Romer (50 n. Chr.) hielten schon neun Rassen in ihren Schriften fest. Schon friih wurden
Hihner auf Farben, Gestalt oder Verhaltensweisen geziichtet. Heute wird zwischen
Ausstellungsrassen und Wirtschaftsrassen unterschieden. Ausstellungsrassen werden nach
dem Rassestandard des Bundes Deutscher Rassegefligelziichter nach Mittelmeerrassen,
Rassen mit Hauben, Rassen im Kampfhuhntypus, Rassen mit massiger Wurfelform (auch
asiatische Rasse genannt), moderne Rassen mit asiatischem Blut und Zwergrassen
eingeteilt. Bei Wirtschaftsrassen gibt es die mit hoher Legeleistung, Rassen mit
Doppelleistung Eier und Fleisch und Mastrassen. Diese konnen nach Farb- oder
Formbesonderheiten unterschieden und benannt werden (Hein 1961). In meiner Arbeit habe
ich ausschlieBlich Wirtschaftsrassen verwendet, nédmlich auf Legeleistung geziichtete

Huhner wie die Rassen Lohmann Brown und White Leghorn.
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A.2 Anhang zur Struktur der Magnetrezeptoren im Auge
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## Animal cryptochroms

» DASH-related cryptochrome
# DASH cryptochrome

@ [PD photolase class I

® Additional bacterial protein

o PD photolase class |
# CPD photolase dlass I
& Plant cryptochrome

» 64 photolase

» Dual-type

Abb. A 2.1 Phylogenetischer

Stammbaum der Cryptochrome und Photolyasen. Die
Cryptochrom/Photolyase-Familie besteht aus pflanzlichen Cryptochromen (griin), zwei Gruppen

von tierischen Cryptochromen (pink und violett), DASH-Cryptochromen (hellblau) und &hnlichen
Proteinen (dunkelblau), CPD-Photolyasen der Klassen | (rot), Il (braun) und Il (grau), (6-4)
Photolyasen (orange) und bakteriellen Proteinen, die vermutlich eine eigene Gruppe bilden
(turkis). Die tierischen Cryptochrome sind am nachsten mit den (6-4)-Photolyasen verwandt. Die in
dieser Arbeit untersuchten Cryptochrom 1 Splice-Formen, Cryla und Crylb, von Hihnern und
Rotkehlchen gehdren in die Gruppe der tierischen Cryptochrome in Pink (aus Chaves et al. 2011).
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Abb. A 2.2 Kontrolle fir Anti-Crylb (GEN) zur Spezifitat des sekundaren Antikérpers und
Kontrolle mit Pra-Immunserum an einer Rotkehlchenretina. (Al, Bl) Phasenkontrast-
mikroskopie mit den verschiedenen Schichten der Retina: 1 Auf3en- und Innensegment des
Fotorezeptors mit den Oltropfchen in der Mitte; 2 duRere Kornerschicht; 3 duRere plexiforme
Schicht; 4 innere Kornerschicht; 5 innere plexiforme Schicht; 6 Ganglienzellschicht; 7 Sehnerv.
(A2) Kontrolle ohne Inkubation des Gewebes des primaren Antikérpers, um unspezifische
Bindungen der sekundéren Antikérper (Anti-rabbit gebunden an Rhodamin Red X) ausschlieRen
zu koénnen. (B2) Kontrolle mit dem Pra-Serum, das dem Tier vor der Immunisierung mit dem
Antigen entnommen wurde, um unspezifische Bindungen von vorher bereits vorhandenen
Antikdrpern aus dem Serum auszuschlieen. Beide Kontrollen zeigen keinerlei unspezifische
Bindungen.
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Abb. A 2.3 Kontrollen zur Spezifizitdt von Anti-Crylb (Bio) an einer Huhnerretina. (A)
Kontrolle der Spezifitdét der sekundéren Antikorper. Hierfur entfallt die Inkubation mit dem
primaren Antikorper in der Immunférbung, um unspezifische Bindungen des sekundaren
Antikorpers auszuschlieBen. (B) Kontrolle mit dem Pra-Serum, das dem Tier vor der
Immunisierung mit dem Antigen entnommen wurde, um unspezifische Bindungen von vorher
bereits vorhandenen Antikdrpern aus dem Serum auszuschlieRen. Beide Kontrollen zeigen keine
unspezifischen Bindungen.

Abb. A 2.4 Markierung der Retina eines Rotkehlchens, das ca. 4 Wochen nach der Zugzeit
entnommen wurde, mit Anti-Crylb (GEN). (A) Immunmarkierung mit Anti-Crylb (GEN) und (B)
Kontrolle mit Pra-Serum. Fur diese Kontrolle wird der primdre Antikérper durch Serum des
entsprechenden Tieres, das vor der Immunisierung entnommen wurde, ersetzt. Dies dient der
Kontrolle von unspezifischen Bindungen durch bereits bestehende Antikdrper des Tieres. Bei
diesem Rotkehlchen liegt Crylb nur noch sehr schwach in den Ganglienzellen vor. Das Signal in
den Innensegmenten der Fotorezeptoren ist unspezifisch (siehe auch Kontrolle). Das etwas
starkere Signal der Fotorezeptor-lInnensegmente in der Kontrolle ist auf die Aufreinigung des
Antikérpers zurtuckzufuhren. Die Aufreinigung, bei der unspezifische Antikérper ausgefiltert werden,
wird ausschlieRlich mit dem Antikdrper und nicht mit dem Pra-Serum durchgefiihrt. Verschiedenen
Schichten der Retina: 1 Fotorezeptoren; 2 aufl3ere Kornerschicht; 3 aul3ere plexiforme Schicht;
4 innere Kornerschicht; 5 innere plexiforme Schicht; 6 Ganglienzellschicht.
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Abb. A 2.5 Lokalisation von Crylb in der
Retina von Huhnern. Die Hihnerretina
enthalt keine erkennbare Immunmarkierung,
allerdings stimmt die Aminosiuresequenz
von Crylb im Huhn nicht mit dem Antigen
des Antikérpers Uberein. Die Zellschichten
der Retina sind mit Zahlen gekennzeichnet: 1
Fotorezeptoren; 2 AuRere Kdrnerschicht; 3
AuRere plexiforme Schicht; 4 Innere Korner-
schicht; 5 Innere plexiforme Schicht; 6
Ganglienzellschicht; 7 Sehnerv.
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Abb. A 2.6 Immunhistologische Markierung der Retina vom Huhn (lichtmikroskopisch) und
der Retina vom Rotkehlchen (elektronenmikroskopisch) mit Anti-Crylb (Bio). Dot Blots zum
Vergleich der Bindungseigenschaften von Anti-Crylb (Bio) und Anti-Crylb (GEN). (A)
lichtmikroskopisches Bild einer Hihnerretina mit Anti-Crylb (Bio) markiert. Crylb ist in den
Innensegmenten vieler Fotorezeptoren lokalisiert. Dot Blots von (B) Anti-Crylb (GEN) und durch
(C) Anti-Cry1b (Bio) gegen das Peptid von Anti-Crylb (GEN) und gegen das lysierte Retinagewebe
(Ripa); beides in verschiedenen Verdunnungen aufgetragen. Die beiden Antikdrper weisen das
Antigen nach, zu erkennen am dunklen Farbniederschlag. (D) und (E) elektronenmikroskopische
Immunfarbung der Retina eines Rotkehlchen mit Anti-Crylb (Bio) aus meiner Diplomarbeit. Die
dunklen Punkte bestehen aus Diaminobenzidin und einer Silberintensivierung und markieren
Crylb. (D) Innensegment eines Fotorezeptors; (E) Ganglienzelle. Crylb liegt in beiden Zellen
zytosolisch, aber auch membran-assoziiert vor.
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Abb. A 2.7 Pra-Immunserum und Peptid-Kontrolle fiir Cryla am Beispiel einer Rotkehlchen-
retina. (Al, B1) Phasenkontrastmikroskopie mit den verschiedenen Schichten der Retina, die in
Abb. A 2.2 beschrieben sind. (A2) Kontrolle mit dem Pra-Serum, das dem Tier vor der
Immunisierung mit dem Antigen entnommen wurde, um unspezifische Bindungen von vorher
bereits vorhandenen Antikdrpern aus dem Serum auszuschlieRen. (B2) Kontrolle, bei der der
primare Antikdrper mit dem spezifischen Peptid gebunden wurde. In dieser Kontrolle wird gezeigt,
dass keine weiteren Antikorper im Serum an die Retina binden. Beide Kontrollen zeigen keinerlei
unspezifische Bindungen.
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Abb. A 2.8 Kontrolle der Spezifitdt der sekundaren Antikérper am Beispiel einer Rot-
kehlchenretina. Das Gewebe wurde in der Immunfarbung ohne die primaren Antikorper gefarbt,
um unspezifische Bindungen der sekundaren Antikorper ausschlieBen zu kénnen. (Al, B1)
Phasenkontrastmikroskopie mit den verschiedenen Schichten der Retina, die in Abb. A 2.2
beschrieben wurden; (A2) Anti-goat (CY3) und (B2) Anti-guinea pig (CY5). Beide sekundare
Antikorper zeigen keine unspezifischen Bindungseigenschaften.

Abb. A 2.9 Kontrolle, dass keine Kreuzreaktionen zwischen den priméren Antikdrpern und
den jeweils anderen sekundéaren Antikérpern in der Doppelfarbung bestehen, am Beispiel
einer Rotkehlchenretina. (Al, B1) Phasenkontrastmikroskopie mit den verschiedenen Schichten
der Retina, beschrieben in Abb. A 2.2. (A2) Kombination aus dem priméaren Antikorper Anti-Cryla
aus guinea pig mit dem anti-goat-sekundéren Antikoérper. (B2) Kombination aus dem primaren
Antikorper sc-14363 aus Goat mit dem anti-guinea pig-sekundaren Antikérper. Die Kontrollen
zeigen, dass die Antikdrper nicht kreuzreagieren.
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Abb. A 2.10 Elektronenoptische Aufnahmen der Immunmarkierung von Cryla an einer Rot-
kehlchenretina. (A) zeigt zwei AuRensegmente im Vergleich. Das untere AulRensegment enthélt
Cryla an den Diskmembranen, durch dunkle Punkte gekennzeichnet, die das Reaktionsprodukt
der Immunfarbung sind. In dieser Immunmarkierung sind deutlich mehr Membranen Cryla positiv
als in allen anderen. Ich vermute, dass dies an einer Desynchronisierung des Tagesrhythmus bei
diesem Rotkehlchen liegt, da vorher im Verhaltensversuch mehrfach die Tageslange kiinstlich
verandert wurde. Das oben liegende AuRensegment zeigt keine Immunmarkierung und fungiert als
indirekte Kontrolle. In (B) ist ein Innensegment der Immunfarbung mit Anti-Cryla abgebildet. In den
Innensegmenten konnte Cryla auch elektronenmikroskopisch nicht nachgewiesen werden.
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Abb. A 2.11 Lichtaktivierung von Cryla nach der Behandlung mit verschiedenen mono-
chromatischen Lichtern, erganzt durch Bilder der UV-Opsin-Farbung. Die Lichtbedingungen
sind jeweils in der oberen linken Ecke markiert. UV — Ultraviolet, B — Blau, T — Turkis, G — Grln,
Y — Gelb, R — Rot, *® = 0,8 x 10™° quanta/s m?, ® — 8 x 10" quanta/s m”. Diese Abbildung entspricht
Abb. 2.16. Sie wurde um die entsprechenden UV-Opsin-Bilder (in Blau) erganzt. Sie dienen der
Kontrolle, dass keine Fehler im immunhistologischen Protokoll oder in der Praparation vorliegen.
Die Retinastellen der Cryla-Farbung sind mit denen der UV-Opsin-Farbung identisch.
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A.3 Anhang zur Struktur der Magnetrezeptoren im Schnabel

A.3.1 Erganzende Abbildungen

Abb. A 3.1 Kontrolle der Spezifitat des Neurofilament-Antikérpers im Schnabel eines adulten
Huhns. In dieser Kontrolle wurde das Gewebe in der Immunfarbung ohne den priméren Antikorper
gefarbt, um unspezifische Bindungen des sekundaren Antikdrpers ausschlieRen zu kdnnen. Zu
erkennen sind leichte Niederschlage des Diaminobenzidins (Substrat des Immunnachweises) an
manchen Strukturen, die in ihrer Intensitat allerdings deutlich schwécher sind als die spezifische
Immunreaktion des primaren Antikdrpers (siehe auch Abb. 3.5 und Abb. A 3.3 A).
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Abb. A 3.2 Eisenhaltige Makrophagen und eisenhaltige Dendriten in direkter Nachbarschaft
beim adulten Huhn. Mit schmalen Pfeilen sind eisenhaltige Strukturen gekennzeichnet, die die
Morphologie von eisenhaltigen Dendriten aufweisen und erkennbar auf Nervenstrangen
verlaufen. Mit Dreieckspfeilen sind Strukturen gekennzeichnet, die wie eisenhaltige Makrophagen
aussehen. Sie liegen im oberen Bereich des Bildes nicht in Nervengewebe sondern im
Bindegewebe. Kunststoffschnitt mit Berliner-Blau. Bekannt aus Abb. 3.3 B.
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Abb. A 3.3 Immunmarkierung des Neurofilaments in der Schnabelhaut eines adulten
Huhns. In beiden Bildern ist der Bereich der Schnabelspitze dargestellt, in dem bei 5 Tage alten
Huhnern Berliner-Blau-Reaktionen beobachtet wurden. (A) oben links ist ein Nerv quer
angeschnitten, im Gewebe darunter sind keine Nerven sichtbar. In diesem Bindegewebe, auch in
(B) gezeigt, liegen bei 5 Tage alten Huhnern die rundlichen eisenhaltigen Strukturen.
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Abb. A 3.4 Mikroréntgen-Analyse (u-XRF) der Menge des vorhandenen Eisens der
eisenhaltigen Dendriten eines adulten Huhns. Ein Teil des berliner-blau-gefarbten
Parallelschnitts ist in Abb. 3.3 A zu sehen. Die dazugehorigen u-XANES-Spektren in Abb. 3.22.
Die Strukturen enthalten bis zu 500 AU an Eisen. AU — arbitrary units, willkirliche Einheit.
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A.3.2 Vergleich der Proteine der Magnetosomen der Magnetbakterien mit

denen des Huhns

A.3.2.1 Einleitung

Die Ultrastruktur, die Lokalisation, die Entwicklung und die Eisenoxid-Zusammensetzung der
eisenhaltigen Magnetrezeptoren der Vogel wurden bereits betrachtet. Neben Vdgeln gibt es
diverse andere Organismen, die eine auf Magnetit basierte Magnetsensitivitat besitzen
(siehe auch allgemeine Diskussion). Die magnetotaktischen Bakterien sind neben den
Wirbeltieren die am besten untersuchten magnetsensitiven Organismen. Bei der Forschung
an diesen Bakterien stehen zellulare und genetische Fragestellungen im Vordergrund, so
dass hier die Biomineralisation des Magnetits deutlich besser verstanden ist als bei den
eisenhaltigen Magnetrezeptoren der Vogel. Bis jetzt konnten bei den eisenhaltigen
Magnetrezeptoren der Vogel keine Proteine identifiziert werden, die an der Bildung und
Formation des MagnetittMaghemit-Verbundes beteiligt sind. Um mehr dber die
Biomineralisation der eisenhaltigen Magnetrezeptoren der Vogel zu erfahren, soll ein
Vergleich der Proteine des Huhns mit den Genen/Proteinen, die bei dem magnetotaktischen
Bakterium Magnetospirillum gryphiswaldense (Abb. A 3.5) als an der Biomineralisation

beteiligt identifiziert worden sind, vorgenommen werden.

A.3.2.1.1 Magnetotaktische Bakterien

Bei magnetotaktischen Bakterien handelt es sich um gramnegative Bakterien die sich in
unterschiedliche phylogenetische Gruppen wie Stabchen-, Vibrio-, Spirillen-, Kokken- und
Eiférmige Bakterien gliedern (Zfg. Faivre & Schiler 2008).

Abb. A 3.5 Magnetospirillum gryphiswaldense.
Elektronenmikroskopische Aufnahme des
Bakteriums. Der Pfeil markiert die Kette aus
Magnetit in den Magnetosomen (aus Schiler
2008).

Die Magnetosomen sind spezielle Organellen, die es den magnetotaktischen Bakterien
ermdglichen, sich am Erdmagnetfeld auszurichten. Dieser passive Vorgang ist nicht zu
verwechseln mit einem Magnetfeldrezeptor, welcher Art auch immer, in ho6heren

Organismen. Selbst tote magnetotaktische Bakterien richten sich hoch am Erdmagnetfeld
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aus® (Zfg. Schiiler 2008). Die Magnetosomen bestehen aus Ketten von Magnetit, seltener
auch Greigit, die von der sogenannten Magnetosomen-Membran umgeben sind*® (Zfg.
Schiler 2008). Es konnten eine Reihe von Genen und Genclustern identifiziert werden,
deren Proteine fur die Bildung und Anordnung der Magnetitkette mitverantwortlich sind. Die
meisten dieser Gene liegen auf der sogenannten magnetischen Magnetosomen-insel (MAI,
genomic magnetosome island), die in mehreren Gencluster mit verschiedenen Operons
organisiert ist. Der Verlust der MAI flhrt zu einem nicht-magnetischen Phénotyp. Da hier nur
die fur die Bildung und Organisation der Magnetitkette verantwortlichen Proteine relevant
sind, soll hier nicht weiter auf deren genetische Organisation eingegangen werden (Zfg.
Jogler & Schiiler 2009). Durch den Vergleich der Proteine der Magnetosomen-Membran®*
von M. gryphiswaldense mit den Proteinen der Zytoplasmamembran konnten mehr als 20
Proteine identifiziert werden, die fir die Magnetosomen-Membran spezifisch sind. Die
Funktion einiger dieser Proteine konnte durch natirlich vorkommende Mutanten untersucht
werden (Zfg. Faivre & Schuler 2008).

A.3.2.1.2 Die Proteine der Magnhetosomen-Membran

In der Biogenese werden zunéchst leere Vesikel aus Magnetosomen-Membran angelegt, in
denen dann die Magnetit-Kristalle synthetisiert bzw. mineralisiert werden. An der Aktivierung
dieser Vesikel im Sinne einer neun Bildung ist MamA beteiligt. Welche Aufgabe es dabei
genau erfillt, ist unklar, bekannt ist, dass immer am Ende der Kette neue Vesikel angelegt
werden. Fir die Synthese neuer Magnetit-Partikel in den Vesikeln der Magnetosomen-
Membran muss erst Eisen aufgenommen werden®. Dieser Vorgang ist ein streng
kontrollierter aktiver Prozess, da freies Eisen in einer Zelle immer toxisch ist. Der Transport

in die Magnetosomen hinein wird vermutlich von MamB und MamM gesteuert. Beide

> Diese Magnetotaxis in Kombination mit Chemotaxis, Aerotaxis und evtl. auch Phototaxis

ermdglichen es ihnen, sich in dem schmalen Bereich im Sediment im SiR- oder Salzwasser an der
Grenze zur sauerstofffreien Zone zu bewegen, der ihren Lebensanspriichen geniigt.

** Die Anzahl und GroRe der Magnetit-Kristalle ist artspezifisch und genetisch streng kontrolliert. Die
GrolRe der Einzelkristalle liegt im Bereich von 30-120 nm (und damit in der Mehrzahl aul3erhalb der
SPM-Teilchen), und die Anzahl kann mehr als als 100 Stiick pro Zelle betragen, im extremen Fall bis
zu 1000 Stuck.

** Die fir die Magnetosomen-Membran spezifischen Proteine wurden in folgende Gruppen eingeteilt:
Mam (magnetosomen membrane), Mms (magnetic particle membrane speciffic), Mtx (magnetotaxis)
und Mme (magnetosomen membrane). Diese lassen sich unterschiedlichen Proteinfamilien zuordnen,
wie zum Beispiel: TPR-Proteine, CDF-Transporter, HtrA-like-Serin-Proetasen, Actin-like-Proteine oder
Generic-Transporters. Die identifizierten Magnetosomen-Proteine haben Funktionen bei Protein-
Protein-Interaktion, magnetosomalem Eisentransport, Magnetit-Kristallisation und Aktivierung der
Magnetosomen. PDC- und TRP-Domanen sind durch Protein-Protein-Interaktion Gerlstproteine fir
Multisubunits. HtrA-ahnliche-Proteine arbeiten als molekulare Chaparone und Hitze-Schock-
Proteasen.

** Laut einem Modell wird Eisen Il und Eisen Il vom AuBenmedium in die Zelle eingeschleust, wonach
Eisen lll zu Eisen Il reduziert wird. AnschlieRend wird Eisen Il durch aktiven lonentransport spezieller
Proteine in die Magnetosomen eingeschleust und teilweise wieder zu Eisen Ill oxidiert.
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Proteine sind Teile der CDF-Familie (cation diffusion facilitator), die in der Funktion eines
Efflux-Transporters toxische Kationen wie Zink, Kadmium, Kobalt und andere Metalle
transportieren. Die grof3te Similaritst von MamB und MamM besteht zu der CDF3-

Superfamilie, die als Eisentransporter diskutiert wird.

= Magnetosome filament (MamK?)

- MamJ

3. Nucleation of magnetite within an = MamB+M
invaginated, activated MM vesicle & lMamA
=} Mms6

7 MamGFDC

4. Formation of a mature
organelle and growth of
magnetite

2. Formation of Fe(ll) and
ferritin at the CM

1. [Fe?luuwrassiiiar OF [FO**lamacanuia 5. Synthesis of a mature crystal

Abb. A 3.6 Schema der Synthese der Magnetitkette und der Funktion der bisher bekannten
daran beteiligten Proteine (aus Faivre & Schiiler 2008).

Der eigentliche Kristallisationsprozess ist noch nicht vollstandig verstanden. Allerdings
spielen hier MamG und MamD eine Rolle. Sie haben beide ein Leu-Gly-reiches Motiv wie
Mms6 eines anderen magnetotaktischen Bakteriums (M. Magneticum), bei dem ein Effekt
auf die Morphologie der wachsenden Eisenkristalle beobachtet wurde. Auch MamN und
MamT® kénnten an der Kristallisation beteiligt sein. Es wurde spekuliert, dass MamN aktiv
H'-lonen aus dem Magnetosomen-Kompartiment ausschleust. Damit konnte es den
Sauerstoffgehalt innerhalb der Magnetosomen regulieren. Der Gehalt an Sauerstoff*’, aber
auch der pH-Wert, die vorhandene Eisenmenge und andere chemische Parameter sind
ausschlaggebend fiir die Bildung der Magnetitkristalle bzw. flr die Biomineralisation. Die
GroRRe der einzelnen Kristalle wird von MamG, Mam F, MamD und MamC kontrolliert. Diese
Proteine sind alle auf einem Operon organisiert und deshalb schwer getrennt zu

untersuchen. Welche Funktion jedem einzelnen dieser Proteine zukommt ist unklar, fehlt das

** MamT enthalt zwei putative Cytochrom C heme-Bindungsstellen.
%7 Zu viel Sauerstoff wirkt als Supressor fiir die Magnetitbildung.
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entsprechende Operon, sind die Kristalle kleiner und unregelmalig. Als Letztes ist die
Anordnung in der Magnetitkette wichtig fir das magnetische Moment. Allerdings ist sie
immer bestrebt zu kollabieren, dies wird durch das Magnetosomen-Filament verhindert,
welches an die Zytoplasmamembran gebunden ist und aus dem aktin-dhnlichen Protein
MamK besteht. MamK bildet ein Netzwerk aus Filamenten (3-4 nm dick) an denen entlang
die Magnetosomen organisiert sind. MamJ® bindet die Magnetosomen-Vesikel an das
Magnetosomen-Filament (Abb. A 3.6, Zfg. Faivre & Schuler 2008, Zfg. Schiler 2008, Zfg.
Jogler & Schuler 2009).

A.3.2.2 Vergleich der Proteinsequenzen (BLAST)
Bei dem Vergleich®* der in der Einleitung beschriebenen Mam-Proteine von
M. gryphiswaldense mit den gesamten Proteinsequenzen des Huhns wurden folgende

Similaritaten erkannt:

e MamE — Serin-Protease HTRAS,
— Serin-Protease

e MamN — P-Protein

¢ MamB - Slc30a9-prov-Protein

¢ MamM - Slc30a9-prov-Protein

Diese Treffer konnten als signifikant eigeordnet werden. Allerdings gab es weitere nicht
signifikante Treffer: Es wurden fir MamE drei weitere Treffer erzielt. Fir MamA wurden 13
und fir MamK drei Treffer erzielt. Die drei Proteine, die MamK &hnlich sind, sind alle

verwandt mit Aktin.

Keine Treffer gab es bei den Proteinen mamC, mamD, mamF, MamG, mamH, maml, mamJ,

mamL, mamP, mamQ, mamR, mamS, mamT, mamU und Mms6.

A.3.2.2.1 Bewertung der Ergebnisse des Proteinvergleichs

Die Funktion von MamE in den magnetotaktischen Bakterien ist unklar, es wird lediglich
beschrieben, dass es sich um eine HtrA-dhnliche Serin-Protease handelt (Zfg. Schiuler
2008), wie es auch die Treffer in Gallus gallus bestatigen. HirA-Serin-Proteasen sind aus
E. coli bekannt. Sie kommen daruber hinaus in verschiedensten Bakterien, in

verschiedensten Vielzellern und auch dem Menschen vor. Eine der Hauptdom&anen vom

*® MamJ enthélt eine CAR (central acidic repetitive) Domane.

¥ BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) der Proteine von Gallus gallus mit den Proteinen von
M. gryphiswaldense, die an der Synthese der Magnetosomen beteiligten sind. Hierbei wurde auf die
Datenbank des NCBI (National Center for Biotechnology Information) zuriickgegriffen.
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MamE ist die PDZ-(post-synaptic density protein)-Doméne (Zfg. Pallen & Wren 1997), die im
BLAST zwischen M. gryphiswaldense und Gallus gallus gleich drei Treffer erbrachte. Einen
nicht signifikanten Treffer ergab ein glutamin-reiches-Motiv, das ebenfalls eine Hauptdoméne
der Htra-Serin-Proteasen ist. Htra-Serin-Proteasen gehdren zu den Hitze-Schock-Proteinen
und bauen in ihrer enzymatischen Eigenschaft bestimmte geschéadigte Proteine im
Zytoplasma ab (Zfg. Pallen & Wren 1997).

Uber MamN wurde spekuliert, dass es an der Kristallisation beteiligt sein kénnte, indem es
H*-lonen aus dem Magnetosomen-Kompartiment ausschleust. Die Funktion des P-Proteins,
welches Similaritdten zu MamN aufweist, ist bei Hihnern die Decarboxylierung von Glycin zu
CO; und einer Methylamin-Gruppe. Damit ist es mit dem T-Protein, L-Protein und dem H-
Protein Teil der Glycin-Aufspaltung (Fujiwara et al. 1987).

MamB und MamM gehdren wie oben beschrieben zur Familie der CDF-Proteine (cation
diffusion facilitator). Die Funktion von beiden ist vermutlich, auch in Magnetosomen als
Efflux-Transporter Eisen in die Magnetosomen zu transportieren. Hier wurde eine Similaritat
zu dem Slc30a9-prov-Protein gefunden. Dieses Protein ist in seiner Aminosauresequenz mit
einem Zinktransporter beim grof3en Krallenfrosch (X. laevis) mit einer Identitéat von 95.7%,
aber auch beim Zebrafisch (D. rerio), beim Menschen (H. sapiens) und der Hausmaus (M.
musculus) ahnlich, so dass davon auszugehen ist, dass es sich bei dem gefundenen
Slc30a9-prov-Protein um einen Zinktransporter handelt. Die Familie der CDF-Proteine
enthalt verschiedene Metall-Transporter, die eine histidinreiche Region enthalten, die hier
vermutlich den Treffer ergab. Der erzielte Treffer gehort wohl in die CDF1- oder CDF2-
Familie, die Zink und Kobalt transportieren. MamM und MamB gehdren in die CDF3-Familie,

die Eisen transportiert (Weltrowski 2006).

Insgesamt sind die erzielten Treffer zwar teilweise als signifikant einzuordnen, es handelt
sich aber immer um sehr verbreitete allgemeine Doménen, von denen nicht auf die genaue
Funktion des Proteins geschlossen werden kann. Dass die erzielten Treffer allgemeine
Ahnlichkeiten aufweisen, zeigt auch ein Vergleich mit den Proteinsequenzen des gesamten
Tier- und Bakterienreichs. Dieser Vergleich der als signifikant eingestuften Treffer in Gallus
gallus mit allen bekannten Proteinsequenzen ergibt sehr viele Treffer in diversen Tieren und
Bakterienstammen. Die Similaritdt der magnetotaktischen Bakterien zu den untersuchten
Proteinen ist durch diesen Vergleich als niedrig einzustufen. Dies bedeutet, dass es sich bei

den erzielten Treffern um allgemeine Ahnlichkeiten verschiedener Doméanen handelt.
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stellvertretend fir das Rotkehlchen denen des Kanarienvogels

Intensitaten der Lichter

Verwendete Proben, Fixierung und Einbettung

Primare Antikdrper

Sekundére Antikérper und Normal-Seren

Verwendete Chemikalien und Puffer

Verwendete Gerate und Software

Proben fir die Lokalisation von Cryla und Crylb

Proben flr die Untersuchungen zur Lichtaktivierung von Cryla

Proben fiir die Untersuchungen an adulten Schnéabeln

Proben fir die Untersuchungen an juvenilen Schnébeln
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