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Der Labortag

Der Labortag zur Neurobiologie beschaftigt sich mit der strukturellen und funktionellen
Organisation von Nervenzellen im Verbund. Alle Versuche werden mit isolierten
Segmentalganglien des medizinischen Blutegels (Hirudo medicinalis) durchgefiihrt. Ziel der
Versuche ist es, mit modernen optischen Verfahren, GroRenverhaltnisse und die strukturelle
und funktionelle Entwicklung von Nervenzellverbanden zu erforschen und nachzuvollziehen
zu kénnen.

Praparat

e Isolierte Segmentalganglien von Hirudo medicinalis
Methoden

e Durchlichtmikroskopie, Fluoreszenzmikroskopie
e Computergestitzte Datenerfassung und Datenauswertung

Stationsiibersicht

Station 3:
Vitalfarbung / Mikroskopie

Station 1:

Blutegelbeobachtung
Pause

Gruppe 1 Gruppe 3

Gruppe 2 ﬁ Z «« [l»» Gruppe 4
Station 2: Station 4:

Binokular Fluoreszenzfarbung, -mikroskopie

S2

Station 5:
Auswertung / Prasentation

e
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Station 1: Blutegelbeobachtung & :Staﬁonl

Aufgabe: Ordnen Sie den medizinischen Blutegel einem der angegebenen Tierstamme zu.

e Fangen Sie zwei Egel aus dem Aquarium und uberfiihren Sie diese in die
bereitgestellten Becherglaser.
Bitte jeweils nur ein Tier pro Becherglas mit Wasser gefiillt!

X Tierstamm Korperbau Beispielarten

) - kl. und gr. Leberegel
Plathelminthes - abgeplattet

- Saugwirmer

Plattwirmer - unsegmentiert
( ) 8 - Bandwirmer
] - drehrund - Rund- und
Nemathelminthes _ .
. - unsegmentiert Fadenwirmer
(Schlauchwiirmer) L ) .
- fadenformig - Saitenwurmer
) - segmentiert - Regenwurm
Annelida )
- besitzt - Wattwurm

Ringelwirmer
(Ring ) Korperringe - Tubifex

X = Kreuzen Sie in dieser Spalte den richtigen Tierstamm an.

e Betrachten Sie den Blutegel genau und fertigen sie eine Skizze an.

Skizze: [ I
1
\_ ‘m )
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Aufgabe

e Beobachten Sie die Tiere in den Bechergldasern und tragen Sie lhre Beobachtungen in
die Tabelle ein.

Ergebnisse ihrer Beobachtung:

Koérperlange (in cm)

Riickenfirbung

Bauchfarbung

Anzahl der Saugnapfe

Wo befindet sich die Mundoffnung?

Beschreibung der Schwimmbewegung

weitere Verhaltensbeobachtungen

Station 2: Binokular station 2 B
- 3

Aufgabe: Beurteilen Sie die GroRe der Segmentalganglien des Blutegelnervensystems
zunachst mit bloRem Auge.

e Betrachten Sie das Segmentalganglion zundchst mit bloRem Auge und fertigen Sie eine
Skizze auf der nachsten Seite an. (Stellen Sie dazu das Blockglaschen auf einen dunklen

Hintergrund)
e Geben Sie in Ihrer Skizze einen MaRstab an (rechts unten z.B. 1cm).

Beschriften Sie ihre Skizze mit den Strukturen, die Sie schon zuordnen kénnen.
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Station 2

&3

Skizze: [~ )

—
- J

Aufgabe: Betrachten Sie das Segmentalganglion unter dem Binokular und fertigen Sie
erneut eine Skizze an.

e Betrachten Sie das Ganglion bei verschiedenen VergroRerungsstufen unter dem
Binokular

e Greifen Sie dazu das Ganglion mit einer Pinzette und versuchen Sie die Lage des
Ganglions zu variieren.

e Skizzieren Sie das Ganglion erneut in verschiedenen Lagen und geben Sie wiederum
einen MalSstab an.

e Beschriften Sie ihre Skizzen mit den Ihnen schon bekannten Strukturen.

Skizze: [ )
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Station 3 Vitalfarbung / Mikroskopie Station 3 ‘

Ein Segmentalganglion wird mit dem Vitalfarbstoff Neutralrot gefarbt und unter dem
Mikroskop betrachtet. Das Praparat muss dazu in einen Spezialtrager Uberfiihrt werden
(Betreuer fragen). Die Mikroskope sind mit Kameras versehen und mit Tablets verbunden, so

dass die Bilder in der Gruppe besprochen, Fotos erstellt und ausgedruckt werden kdnnen.

Herstellung der Vital-Versuchsl6sungen

Aufgabe: Im Blockschilchen werden zwei Segmentalganglion mit einer 500uM bzw.
100uM Neutralrotlosung eingefarbt.

e Stellen Sie aus einer 1 mM Neutralrotstammlésung und einer NSL eine 500 uM und
eine 100 uM Versuchslosung her. Verwenden Sie dazu das Mischungskreuz:

— et

Mischungsanteile:

Anteil Stammlosung = Ziel-Konz - NSL-Konz.
Anteile NSL = Stamml6sung-Konz - Ziel-Konz

Wie viel Volumen der einzelnen Lésungen werden eingesetzt?

S~ ~—"
TN TN
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Station 3

Die Herstellung der Neutralrotversuchslosung erfolgt mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette in
bereitgestellten Blockglaschen.

Pipettenspitze Pipettenspitze
mit Ihrem mit Ihrem
berechneten berechneten
Anteil der Anteil der NSL
Stamml6sung

Blockgldschen Neutralrotversuchslésung

Farbung des Segmentalganglions mit Neutralrot

Aufgabe

e Vor der Einfarbung des Praparats muss ein Zeitnehmer aus der Gruppe bestimmt
werden, der die Einhaltung der 3-minitigen Inkubationszeit (bei 100 uM) bzw.
1-mindtigen Inkubationszeit (bei 500 uM) Gberwacht.

Farbeanleitung:

Pinzette

Segmental- / Uberfiihren Nach Ablauf der
ganglion Inkubationszeit
in NSL in NSL iiberfithren

N
<)

Blockglaschen Neutralrotversuchslésung
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Betrachtung des gefarbten Segmentalganglions unter dem Mikroskop Station 3

e Betrachten Sie das gefarbte Praparat unter einem der bereitstehenden Mikroskope
und fertige Sie Fotos an.
e Welche und wie viele Strukturen wurden eingefarbt? Zeichnen sie ein!

Gefarbte Strukturen:

Se® S Wahow o

100 um
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Station 4 ﬂ

In diesem Versuch wird ein Segmentalganglion (pro Gruppe) mit dem Fluoreszenzfarbstoff

Station 4: Fluoreszenzfarbung / Fluoreszenzmikroskopie

Propidiumiodid gefarbt. Mit unterschiedlichen Fluoreszenzfiltern wird das Segmentalganglion

unter dem Mikroskop betrachtet und die Bilder miteinander verglichen.

Informationen zum Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid
Propidiumiodid (PI) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der DNA farbt. Es lagert sich zwischen zwei

gestapelte Basenpaare der DNA-Doppelhelix ein (interkaliert) und verdandert dadurch seine
Fluoreszenzeigenschaften. Das Absorptionsmaximum von Propidiumiodid liegt im
interkalierten Zustand bei einer Wellenldange von 535 nm, das Emissionsmaximum bei 617 nm.
Pl ist membranimpermeabel (nicht membrangangig), sodass es nicht ohne weiteres von
auBen in Zellen eindringen kann. Um dies zu gewahrleisten, ist es noétig die Zellmembranen

vorher zu perforieren — hierzu dient Triton X 100.

Informationen zu Triton X 100
Triton X 100 wird eingesetzt, um integrale Membranproteine komplett aus der

Zellmembranen zu 16sen und die Membran dadurch zu perforieren.

Sicherheitshinweis Fluoreszenzfarbung

Wahrend des Arbeitens mit Triton X 100 und Propidiumiodid ist unbedingt
Sicherheitskleidung (Kittel, Schutzbrille und Handschuhe) zu tragen. Mit Triton X 100 und

Propidiumiodid wird nur an dem dafiir vorgesehenen Arbeitsplatz gearbeitet!
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Station 4 ﬂ I

Aufgabe: Fihren Sie die Fluoreszenzfarbung durch und bereiten Sie das Praparat fir das
Fluoreszenzmikroskop vor.

Durchfiihrung der Fluoreszenzfarbung

e Bestimmen Sie eine Person aus der Gruppe als Zeitnehmer zur Einhaltung der
Inkubationszeiten und eine Person, welche die Farbung durchfiihrt
(Sicherheitskleidung).

e Bereiten Sie zwei Blockglaschen mit den Versuchslésungen vor. Ein Glaschen wird mit
1 ml Triton X 100, das andere mit 1ml Propidiumiodid gefuillt.

e Entnehmen Sie danach ein Segmentalganglion mit einer Pinzette und tiberfiihren Sie
es in das Blockschdlchen mit Triton X 100. Die Inkubationszeit betragt 20-30
Sekunden (genaue Parameter beim Versuchsleiter erfragen).

e Unmittelbar danach wird das Segmentalganglion in das Blockschdlchen mit
Propidiumiodid Gberfiihrt. Die Inkubationszeit in der Farbeldsung betragt ca. 5 min.

e AbschlieRend wird das Segmentalganglion in einen Spezialhalter der mit
Neutralsalzlosung (NSL) gefillt ist Gberfihrt.

e Das Fluoreszenzpraparat wird von einem Versuchsleiter in dem Spezialhalter fiir die
Mikroskopie fixiert.

Pinzette
Segmentalganglion 20 30 sec Segmentalganglion 5 min Nach Ablauf der
iberfithren iberfithren Inkubationszeit
in NSL tiberfiihren

Blockglaschen Blockglaschen Spezialhalter
mit Triton X 100 mit Propidiumiodid mit NSL
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Fluoreszenzmikroskopie station 4 ﬂ

Das Fluoreszenzmikroskop kann als Fluoreszenzmikroskop sowie als normales Durchlicht-
mikroskop verwendet werden. Im Durchlichtmodus werden zunachst Bilder, die spater zur

Vermessung der Ganglienstrukturen dienen, angefertigt.

Aufgabe: Betrachten Sie das gefarbte Segmentalganglion unterm Mikroskop. Variieren
Sie dabei Parameter wie Belichtung, VergroRerung und Fluoreszenz-
bedingungen (Filterwechsel). Dokumentieren Sie ihr Vorgehen mithilfe von
Fotos.

Durchfiihrung der Fluoreszenzmikroskopie

Ein Versuchsleiter gibt Ihnen eine Einweisung in die Handhabung des Mikroskops und hilft bei
der Erstellung der Fotodokumentation.

e Folgende Bilder werden vom Praparat im Durchlicht-Modus angefertigt:
1. Ubersicht des Segmentalganglions
2. Aufnahme der Konnektive des Segmentalganglions
3. Aufnahme der Retzius-Neuronen

4. (zusdtzlich méglich) weitere Fotos mit interessanten Details in unterschiedlichen
VergroRerungsstufen, Fokusebenen und Belichtung

e Folgende Bilder werden vom Praparat im Fluoreszenz-Modus angefertigt:
5. Ubersicht Segmentalganglion mit , GFP-Filter"

6. Ubersicht Segmentalganglion mit , TexasRed-Filter’

7. Ubersicht Segmentalganglion mit , DapiBlue-Filter”
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Station 5

Station 5: Auswertung / Prasentation

Die Fotos werden mittels der Analysesoftware ,BZ-Analyser” vermessen. Die
Datendarstellung erfolgt in Mikrosoft PowerPoint.

Aufgabe: Vermessen Sie das Segmentalganglion und tragen Sie ihre Ergebnisse in die zur
Verfligung gestellte Excel-Datei ein. Fertigen Sie zum Abschluss eine ppt-
Prasentationen an, in der Sie ihre Ergebnisse prasentieren.

Durchfiihrung - Auswertung

e Ein Versuchsleiter gibt |hnen eine Einweisung in die Handhabung der Analyse-
Software.

e Ubertragen Sie lhre Daten via USB-Stick auf den Auswertrechner.

e Starten Sie das Programm "BZ-Analyser”.

e Vermessen Sie folgende Strukturen und notieren Sie lhre Messergebnisse in der
nachfolgenden Tabelle.

Tabelle: Vermessung der neuronalen Strukturen

Struktur Ergebnis in um

Durchmesser des Segmentalganglions

Durchmesser des Retzius-Neuron (1)

Durchmesser des Retzius-Neuron (2)

Breite eines Konnektivs

Durchfiihrung-Prasentation
Fligen Sie folgende Ergebnisse in die zur Verfiigung gestellte ppt-Maske ein:

e Ubersichtsbild des gesamten Segmentalganglions
e Messwerte und Diagramme aus der Excel-Datei

e Foto der Vitalfarbung (vom Tablet)

e Fotos der Vermessung

e Fluoreszenzbilder
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Sicherheitshinweise (AppliChem, 2008)

Propidiumiodid (Pl)
e Mogliche Gefahren:

o Reizt die Augen, die Atmungsorgane und die Haut
e SchutzmaRRnahmen und Verhaltensregeln:

o Vorsichtige Handhabung

o Handschuhe
o Schutzbrille
o Kittel

e Erste — Hilfe — MaRnhahmen:

o Nach Einatmen:
o Nach Hautkontakt:

o Nach Augenkontakt:

o Nach Verschlucken:

Frischluft. Arzt hinzuziehen.
Mit reichlich Wasser abwaschen. Kontaminierte
Kleidung entfernen.

Mit reichlich Wasser bei ge6ffnetem Lidspalt
ausspulen. Augenarzt hinzuziehen.

Viel Wasser trinken lassen, Erbrechen auslosen.
Arzt hinzuziehen.

. Tr|ton X 10 0 ............................................................................................................................... ._

e Mogliche Gefahren:

o Gesundheitsschadlich beim Verschlucken. Gefahr ernster Augenschaden.

e SchutzmaBRnahmen und Verhaltensregeln:

o Vorsichtige Handhabung

o Handschuhe

o Schutzbrille

o Kittel

e Erste — Hilfe — MaRnahmen:

o Nach Einatmen: Frischluft. Bei Unwohlsein Arzt hinzuziehen.

o Nach Hautkontakt: Mit reichlich Wasser abwaschen. Kontaminierte

Kleidung entfernen.

o Nach Augenkontakt: Mit reichlich Wasser bei ge6ffnetem Lidspalt

ausspllen. Augenarzt hinzuziehen.

o Nach Verschlucken: Vorsicht bei Erbrechen. Aspirationsgefahr!
Lerniabor 13

Biolosgie



% TECHNISCHE
(G/)=\ UNIVERSITAT
J7~° DARMSTADT

Merck - TU Darmstadt

Lerniabor
Biolosgie

Name:
Schule:
Gruppe:

Anmeldung unter:
lernlabor@bio.tu-darmstadt.de

Homepage:
https://www.biolernlabtudarmstadt.de

Kontakt: Dr. Guido Klees - klees@bio.tu-darmstadt.de




