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Einleitung

1 Einleitung

Die decapoden Crustaceen besitzen ein Kreislaufsystem, das aus drei Komponenten
besteht: Dem Herzen, dem Verteilungssystem und der Himolymphe (Wilkens, 1999). Im Ver-
gleich mit dem Kreislauf der Vertebraten wird es traditionell als offener Blutkreislauf be-
schrieben (Maynard, 1960; Martin und Hose, 1995; McMahon, 1995), da die von dem Herzen
ausgehenden Gefdlle offen im Gewebe enden und somit letzteres direkt von der Himolymphe
umspiilt wird. Es fehlen Venen, tiber welche die Himolymphe zuriick zum Herzen geleitet
werden kann. Bisher wurde davon ausgegangen, dafl das offene Kreislaufsystem dem ge-
schlossenen der Vertebraten unterlegen sei. Neuere Arbeiten beschreiben jedoch das offene
Kreislaufsystem der decapoden Crustaceen als ein komplexes, effizientes sowie regulierbares
Organ, das dem System der Vertebraten ebenbiirtig ist (McMahon und Burnett, 1990; Reiber
und McMahon, 1998). McGaw (2005) bezeichnet das Kreislaufsystem sogar als ein teilweise
geschlossenes System, da er fiir verschiedene Brachyuren zeigen konnte, dafl die meisten Si-
nus mit Membranen ausgekleidet sind.

Das muskulére, einkammerige Herz des Amerikanischen Hummers, Homarus ameri-
canus, (Milne Edwards H., 1837) ist iiber drei Paar fliigelartige Ligamente im Perikardialsi-
nus aufgehingt. Durch die rhythmische Kontraktion des Myocardiums wird die sauerstoffrei-
che Hamolymphe in ein komplexes, arterielles System gepumpt, das sieben Hauptverteilungs-
wege umfasst, die sich im Gewebe immer feiner verzweigen und schlieBlich offen enden. Sie
entsprechen laut Maynard (1960) morphologisch und funktionell den Kapillaren eines ge-
schlossenen Blutkreislaufsystems. Da sie aber bevorzugt die Hamolymphe verteilen, statt dem
Gasaustausch zu dienen, dhneln sie laut Martin und Hose (1995) eher Arteriolen. Von ihrem
Ende aus flie3t die Himolymphe weiter in Lakunen, in denen die Hamolymphe direkt das Ge-
webe umspiilt und somit dem offenen Blutkreislaufsystem seinen Namen gibt. Vom Gewebe
kommend, sammelt sich die desoxygenierte Himolymphe im Peribranchialsinus. Von hier
kann sie entweder iiber die Kiemen und die Branchioperikardialkanéle oder aber {iber den
Branchiostegitenkreislauf, der sich dorsolateral in den Perikardialsinus erdffnet, zurtick zum
Herzen flieen. Die mit Sauerstoff angereicherte Himolymphe gelangt dann, ausgehend vom
Perikardialsinus, durch drei Paar muskulédre Ostien in das Herz. Bei der Fiillung des Herzens,
die durch die elastischen Ligamente unterstiitz wird, fallt wahrend der Diastole der ventrikula-
re Druck unter den Druck des Perikardialsinus. Die Ostien 6ffnen sich und die Himolymphe
stromt ein. Der Grad der Fiillung variiert dabei mit dem Druckgradienten iiber den Ostien.

Wihrend der Systole steigt der Druck, die Ostien schlieen sich und die Himolymphe wird
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tiber die sieben HauptgefiBe im Korper verteilt (McMahon und Burnett, 1990; McMahon,
1995a).

Abb. 1.1 Schematische Darstellung des offenen Blutkreislaufsystems des Amerikanischen Hummers,
Homarus americanus. 1. Herz mit Ostien, 2. Bulbus arteriosus, 3. Aorta posterior, 4. kaudale Arteria subneuralis,
5. Arteria descendens, 6. linke Arteria hepatica, 7. rostrale Arteria subneuralis, 8. Cor frontale, 9. Aorta anterior,
10. linke Arteria lateralis. (verdndert nach McLaughlin, 1983)

Von diesen verlaufen (Abbildung 1.1) fiinf in anteriorer Richtung (Aorta anterior [9],
Arteriae laterales [10], Arteriae hepaticae [6]). Ein weiteres Gefdl3 verlduft nach ventral (Ar-
teria descendens [5]) und eines zum posterioren Pol (Aorta posterior [3]). Augen, Augenmus-
kulatur, Antennen und Oberschlundganglion werden {iber die Aorta anterior, die sich dorsal,
median unter dem Carapax befindet, mit Himolymphe versorgt. Oberhalb des Magens erwei-
tert sich das Gefda3 zum Cor frontale [8], einem akzessorischen Herzen, das die Verteilung der
Hamolymphe unterstiitzt. Durch die paarige Arteria lateralis werden beide Antennenpaare, die
Antennendriisen, der Magen und das Gastrolithenfeld in der anterioren Korperregion umspiilt.
Neben dem Hepatopankreas erhalten die Gonaden tiber die paarige Arteria hepatica sauer-
stoffreiche Himolymphe. Der kaudale Bereich des Hummers wird zum Teil tiber die Aorta
posterior versorgt, die aus dem sogenannten Bulbus arteriosus [2] entspringt und dorsal zum
distalen Pol zieht. Im Bereich des Abdomens gehen segmentale, paarige Verzweigungen von
diesem Gefill ab. Dadurch werden teilweise die Gonaden, der Darm, die Abdominalmuskula-
tur, die Pleopoden, Uropoden und das Telson mit Himolymphe beliefert. Ebenfalls aus dem
Bulbus entspringt die Arteria descendens, die nach ventral verlduft und sich in die rostrale Ar-

teria subneuralis und die kaudale Arteria subneuralis verzweigt. Uber diese werden die Sche-
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ren, Schreitbeine, MundgliedmaBlen, Scaphognathiten, die Abdominalmuskulatur und das
Bauchmark (ZNS) mit Himolymphe versorgt (Maynard, 1960; McLaughlin, 1983).

An den Urspriingen der Gefille, dicht am Herzen, befinden sich semilunare, musku-
lare und innervierte Klappen (Alexandrowicz, 1932). Nur die A. posterior besitzt an ihrem
Ursprung keine kardioarteriellen Klappen, sie befinden sich erst an jedem Verzweigungs-
punkt der Segmentalédste (Wilkens, 1997). Die Klappen verhindern zum einen den Riickfluf3
der Himolymphe wihrend der Diastole, zum anderen stellen sie eine wichtige Kontrollstelle
in der Verteilung der Hamolymphe unter verschiedenen physiologischen Bedingungen dar
(McMahon und Burnett, 1990). Eine der Situation entsprechende Verteilung kann durch neu-
ronale (Fujiwara-Tsukomoto et al., 1992; Kuramoto et al., 1992, 1995) und hormonelle Ein-
flisse (Kuramoto und Ebara, 1984a; Kuramoto et al., 1992; Wilkens, 1997; Wilkens und Ku-
ramoto, 1998) erfolgen.

Die Gefille besitzen elastische Eigenschaften (Shadwick et al., 1990). Die wihrend
der Systole durch die Dehnung der GefédlBwénde erhaltene Energie kann zur Weiterleitung der
Hamolymphe genutzt und der durch die Kontraktion entstandene Puls gleichzeitig geglattet
werden, vergleichbar dem Windkesseleffekt der Vertebraten. Eine aktive Regulation des Ge-
faBdurchmessers und damit eine Erh6hung des Widerstandes werden nicht angenommen, da
die GefiBle im Gegensatz zu den Vertebraten keine Muskelzellschicht besitzen. Eine Ausnah-
me bildet hier erneut die A. posterior, die als einziges Gefidl in die Gefilwand eingestreute
Muskelzellen besitzt (Martin und Hose, 1995; Wilkens et al., 1997a). Diese lose orientierten
Zellen konnen durch elektrische Stimulation und durch Proctolin zur Kontraktion gebracht
werden (Wilkens et al., 1997b). Eine weitere Moglichkeit zur Regulation des GefaBBwiderstan-
des wire durch die Stellung des Abdomens gegeben (Wilkens, 1997). Neuere Untersuchung-
en an den Arteriae laterales deuten darauf hin, dal} es, trotz der fehlenden Muskelzellschich-
ten, durch Stressfasern zu einer Verringerung des GefdaBdurchmessers kommen kann (Chan et
al., 2006). Demnach wire eine Regulation des Widerstandes liber den Gefilldurchmesser
denkbar, bleibt aber weiterhin strittig.

Zur Kontrolle des Herzminutenvolumens durch den arteriellen Widerstand tragt somit
weniger der GefaBdurchmesser als der durch die arteriellen Klappen verursachte Widerstand
bei. Hauptsichlich wird das Herzminutenvolumen (mL min™) iiber die Herzfrequenz (Schlag
min™) und das Schlagvolumen (mL Schlag™) moduliert. Beide Faktoren koénnen unabhingig
voneinander reguliert werden (Wilkens, 1987).

Das Schlagvolumen ist abhéngig von der diastolischen Fiillung und dem systolischen

Auswurf (McMahon und Burnett, 1990). Variationen im diastolischen Endvolumen entstehen



Einleitung

durch Modifikation in der Druckdifferenz zwischen Ventrikel und Perikardialsinus. Die
Druckdifferenz kann durch Variation der Ostien6ffnung und der Ventrikeldehnung vergrofert
werden. Anderungen der Ostienweite wurden bisher nicht untersucht. Der Ventrikel kann hin-
gegen durch die Spannung, die wéihrend der Systole in den Ligamenten gespeichert wird, ge-
dehnt werden. Die Ligamente funktionieren nicht nur als elastische Gummibinder, die das
Herz in seine urspriingliche Position zuriickversetzen, sondern sie konnen eventuell auch ak-
tiv kontrahieren (McMahon und Wilkens, 1983). Des weiteren konnte das Ventrikelvolumen
durch das ebenfalls innervierte Perikardialseptum vergréfert werden (Alexandrowicz, 1932).
Beide Moglichkeiten wurden aber bisher nicht eingehend untersucht.

Variationen im Hdmolymphauswurf wéhrend der Systole sind abhidngig von der Kon-
traktionskraft des Herzens und dem Widerstand des GefidBBsystems (McMahon und Burnett,
1990). Fiir den Widerstand im arteriellen System sind hauptsichlich die oben erwéhnten arter-
iellen Klappen verantwortlich. Die Kontraktionskraft kann unter anderem iiber das Herzgang-
lion reguliert werden.

Der Herzschlag des neurogenen Herzens wird durch eine kurzdauernde, hochfrequente
Folge von Aktionspotentialen, die durch das Y-formige, semiautonome Herzganglion gener-
iert werden, initiiert (Alexandrowicz, 1932; Anderson und Cooke, 1971; Cooke, 1988, 2002).
Des weiteren kontrolliert das Herzganglion die Herzfrequenz und die Kontraktionskraft des
Herzmuskels. Das aus neun Nervenzellen bestehende Herzganglion liegt an der inneren dor-
salen Wand des Herzens. Vier kleinere posterior gelegene Zellen, die als Schrittmacher die-
nen, erzeugen in den fiinf grofen anterior gelegenen Zellen excitatorische postsynaptische Po-
tentiale (EPSP’s). Uber die fiinf groBen Zellen werden dann die Herzmuskelfasern polyneuro-
nal innerviert, so dafl das gesamte Myocardium synchron kontrahiert (Alexandrowicz, 1932;
Maynard, 1953; Anderson und Cooke, 1971; Kuramoto und Kuwasawa, 1980; Cooke, 1988;
Berlind, 1989). Eine Variation der Kontraktion des Myocardiums ist moglich, da das Herz
nicht nach dem ,,Alles-oder-nichts-Prinzip* wie das der Vertebraten schldgt. Abstufungen ent-
stehen durch die Dauer oder die Intensitit der ,,bursts® und durch die Anzahl der feuernden
Neurone bzw. durch die Muskeleinheiten, die innerviert werden. (Florey, 1960; Maynard,
1960; McMahon und Burnett, 1990).

Neben den autoregulatorischen Mechanismen des Herzens kann die Herzaktivitdt
durch weitere externe Einfliisse modifiziert werden. Kardioregulatorische Nerven, welche die
Verbindung zum zentralen Nervensystem herstellen, innervieren das Herzganglion und kon-
nen die Herzaktivitdt positiv wie negativ chronotrop und auch inotrop beeinflussen. Sie be-

stehen aus zwei Paar excitatorischen und einem Paar inhibitorischen Fasern und haben ihren



Einleitung

Ursprung im Unterschlundganglion (Alexandrowicz, 1932). Im Bereich des Herzens verlau-
fen sie tiber die dorsolateralen Ligamente, durchqueren die dorsale Wand des Herzens und
stechen dann iiber Synapsen mit dem Herzganglion in Verbindung. Wilkens und Walker
(1992) konnten fiir semi-isolierte Herzen zeigen, da3 eine Stimulation der hemmenden Fasern
zu einer Bradykardie bzw. sogar zu einem Herzstillstand fiihrt, wohingegen die Stimulation
der excitatorischen Fasern in einer Zunahme der Herzfrequenz und der Kontraktilitdt des Her-
zens resultiert.

Neben dem Herzganglion werden auch die Ligamente und das Perikardialorgan durch
die dorsalen Nerven innerviert (Alexandrowicz, 1932, Alexandrowicz und Carlisle, 1953).
Das Perikardialorgan ist ein Plexus von neurosekretorischen Neuronen und Endigungen, die
im Perikardialsinus angesiedelt sind und lateral zum Herzen liegen (Alexandrowicz, 1953).
Das Perikardialorgan enthilt Amine wie Dopamin, 5-Hydroxytryptamine, Octopamin und die
Peptide Proctolin, CCAP (Crustacean cardio active peptide) und verschiedene FMRFamide-
dhnlichen Peptide (F1 und F2) (Cooke und Sullivan, 1982). Die genannten Neurohormone
spielen neben den dorsalen Nerven eine wichtige Rolle in der Modulation der Herzaktivitit.
Werden sie in die Himolymphe freigesetzt, konnen sie zum einen direkt auf das Herzganglion
einwirken, zum anderen das Myocardium direkt beeinflussen (Cooke und Sullivan, 1982). In
zahlreichen Untersuchungen wurden fiir die durch das Herz perfundierten oder in den Perikar-
dialsinus infundierten Neurohormone positiv chronotrope und inotrope Wirkungen nachge-
wiesen. (Wilkens und McMahon, 1992; Yazawa und Kuwasawa, 1992; Wilkens und Mercier,
1993; Wilkens et al., 1996; 2005; Saver und Wilkens, 1998; Saver et al., 1998).

Auch negativ chronotrope und inotrope Einfliisse wurden in neueren Untersuchungen
an H. americanus durch Stickstoffmonoxid beschrieben (Mahadevan et al., 2004). NO ist ein
ubiquitdres Signalmolekiil in Vertebraten und Invertebraten (Hanafy et al., 2001; Palumbo,
2005). Neben seinen vasodilatatorischen Eigenschaften (Ignarro, 1999) beeinflusst NO die
Herzfunktion (Balligand et al., 1993; Gyurko et al., 2000) und synaptische Transmission
(Schuman und Madison, 1994). In H. americanus iibt NO seine hemmenden Wirkungen
durch eine Beeinflussung des Herzganglions, nicht aber des Herzmuskels aus. Mahadevan
und Mitarbeiter (2004) stellten daher die Hypothese auf, daB NO als inhibitorischer Neuro-
transmitter fungiert. Einen Einfluf3 auf das isolierte Herzganglion wurde auch fiir Cancer pro-
ductus durch Scholz, et al. (2002) gezeigt.

Neben den oben genannten Modulatoren der Herzaktivitdt spielen externe Umweltein-
fliisse ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Modulation der Herzaktivitét. Insbesondere der

Transfer von Sauerstoff und Kohlendioxid zwischen Kiemen und Gewebe muf in angepasster
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Weise aufrechterhalten werden. Diese Funktion sollte, um einen moglichst aeroben Metabo-
lismus zu garantieren bzw. eine bereits eingegangene Sauerstoffschuld auszugleichen, auch
unter funktionsbedingter und biotopbedingter Hypoxie gewdahrleistet sein. Aus diesem Grund
miissen die Herzaktivitit, das GefiBBsystem, die Sauerstofftransportkapazitit der Himolymphe
und die damit verbundene Ventilation den gegebenen Bedingungen angepasst werden.

Aktivitaten wie ,,Laufen® (H. americanus) und ,,Eingraben* (Cancer magister) fithren
in erster Linie zu einer gesteigerten Herzrate und einem gesteigerten Schlagvolumen, was
wiederum ein gesteigertes Herzminutenvolumen zur Folge hat. Des weiteren erfolgt eine Zu-
nahme der Ventilationsfrequenz und damit verbunden ein erhohter Wasserstrom iiber die Kie-
men (DeWachter und McMahon, 1996; Rose et al., 1998, 2001; McGaw, 2004). DeWachter
und McMahon (1996) und McGaw (2004) beobachteten zusitzlich eine Umverteilung der Ha-
molymphe, weg von den inneren Organen, hin zur Laufmuskulatur und den Kiemen. Starkes,
exzessives Schwanzschlagen, das wihrend einer Fluchtreaktion beobachtet wird, fiihrte eben-
so zu einem erhohten HamolymphfluB3 und einer gesteigerter Herzfrequenz wie zu einer Zu-
nahme der Scaphognathitenfrequenz (Stegen, Maurer und Grieshaber, in Vorbereitung).

Werden Crustaceen sinkenden Sauerstoffpartialdriicken ausgesetzt, wie es wihrend ei-
ner biotopbedingter Hypoxie der Fall ist, nimmt die Herzrate kontinuierlich ab. Im Gegensatz
dazu erhoht sich die Scaphognathitenfrequenz bis zu einer Sauerstoffspannung von 30 - 40
mmHg und fillt erst dann ab (McMahon und Wilkens, 1975). Dabei wird das Herzminutenvo-
lumen, bedingt durch die Zunahme des Schlagvolumens, beibehalten (McMahon, 1992) oder
sogar gesteigert (Airriess und McMahon, 1994 (Cancer magister), Reiber und McMahon,
1998 (Procamberus clarkii und Homarus americanus). Die genannten Autoren beobachteten
ebenfalls eine regionale Umverteilung der Himolymphe. Diese wurde ausgehend von den
Eingeweiden zu den Kiemen, zur Gliedmafenmuskulatur, zum zentralen Nervensystem und
zu den sensorischen Anhéngen im Kopfbereich hin neu verteilt.

Das gesteigert Herzminutenvolumen und die Verteilung der Hamolymphe ermoglich-
en eine bessere Durchblutung der Kiemen. Verbunden mit der erhohten Ventilationsfrequenz,
fithrt dies zu einer besseren Beladung der Himolymphe mit Sauerstoff. Eine weitere Anpas-
sung betrifft die verbesserte Sauerstofftransportkapazitdt der Himolymphe. Bridges und Mor-
ris (1986) sowie Mangum (1983) zeigten, daB8 anorganische Ionen wie Mg>", Ca* und CI" die
Sauerstoffaffinitdt des Himocyanins erh6hen. Des weiteren fithren L-Laktat (Truchot, 1980)
und Urat (Morris et al., 1985; Bridges und Morris, 1986; Lallier et al., 1987; Zeis et al., 1992;
Zeis und Grieshaber, 1993) ebenfalls zu einer Verbesserung des Sauerstofftransportes durch

Héamocyanin unter hypoxischen Bedingungen. Eine Akkumulation von Urat konnte wiahrend
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biotopbedingter Hypoxie in der Himolymphe von Astacus leptodactylus (Czytrich, 1990; van
de Meer, 2004) und Carcinus maenas (Lallier et al., 1987) nachgewiesen werden. Urat kann
dann in der Hamolymphe akkumulieren, wenn die sauerstoffabhingige Uricase durch
Sauerstoffmangel gehemmt ist und Urat daher nicht weiter abgebaut werden kann. Urat selbst
ist ein Zwischenprodukt des ATP-Katabolismus. Ein weiteres Zwischenprodukt des ATP-Ab-
baus, dem eine Rolle in der Verbesserung der Sauerstoffversorgung zugesprochen wird, ist
Adenosin.

In vivo infundiertes Adenosin steigert in H. americanus die Herzfrequenz und die
FlieBgeschwindigkeit in der A. descendens, A. anterior sowie A. posterior und erhoht die
Ventilationsfrequenz des Scaphognathiten (Stegen und Grieshaber, 2001). Van de Meer
(2004) konnte in Astacus leptodactylus, ebenfalls wihrend einer Adenosininfusion, eine Zu-
nahme der Herzfrequenz und der FlieBgeschwindigkeit beobachten. Neben Adenosin fiihrten
ebenfalls ATP, ADP und AMP zu gesteigerten Herzraten und FlieBgeschwindigkeiten in bei-
den Crustaceen.

1929 beschrieben Drury und Szent-Gyo6rgyi zum ersten Mal die kardiovaskuldren Ei-
genschaften von Adenosin. In ihren Experimenten riefen sie durch die Infusion dieses Nu-
kleosids eine Bradykardie und eine Vasodilatation der Coronargeféf3e in Hundeherzen hervor.
Seitdem galt der Wirkung des Adenosins auf das Herzkreislaufsystem ein besonderes Inter-
esse. Adenosin ist ein potenter, extrazellulirer Mediator im Herzen (Berne, 1963; Dobson,
1983, Dobson und Fenton, 1983; Dobson und Schrader, 1984; Berne et al., 1987; Fredholm
und Dunwiddie, 1988; Belardinelli et al., 1989, 1991; Pelleg et al., 1990). Die durch Adenosin
vermittelten Effekte konnen Gewebezellen direkt oder tiber das Nervensystem indirekt
beeinflussen. Adenosin kann so zu vasodilatatorischen, negativ chronotropen, inotropen, dro-
motropen und anti-adrenergen Wirkungen fithren. Auf diese Weise unterstiitzt Adenosin, in
der Regel, die Aufrechterhaltung der Balance zwischen Sauerstoffversorgung und Sauerstoff-
bedarf unter hypoxischen und ischdmischen Bedingungen. Dariiber hinaus dienen diese Ef-
fekte dem Zell bzw. dem Gewebeschutz (Schrader, 1990; Bruns, 1991).

Drury und Szent-Gyorgyi (1929) untersuchten nicht nur die Wirkung von Adenosin
auf das Herzkreislaufsystem, sondern sie entdeckten auch die kardiovaskuldren Eigenschaften
von ATP. Die von ATP verursachten direkten und indirekten Effekte auf das Herz sind in Ta-
belle 1.1 vergleichend mit Adenosin, dargestellt. So fithrt ATP unter anderem iiber die Stimu-
lation sympathischer und parasympathischer afferenter Nerven zu einer Verlangsamung des
Herzschlags (Pelleg et al., 1997). Bereits 1959 gab es erste Hinweise, dal ATP als Neuro-
transmitter fungiert (Holton, 1959) und Burnstock et al. lieferten 1970 den Beweis dafiir.
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Weitere Untersuchungen bestétigten die Rolle als Neurotransmitter, unter anderem in Form
der Cotransmission. ATP vermittelt mit Katecholaminen im peripheren und zentralen Nerven-
system wichtige Funktionen (Burnstock, 1976, 1999; 2004; 2006a, b). Freigesetzt aus perivas-
kuldren sympathischen Nerven fiihrt ATP, z. B. durch Bindung an seinen Rezeptor, zur Kon-

traktion der glatten Muskulatur und damit zu einer Vasokonstriktion.

Tabelle 1.1: Effekte von Adenosin und ATP auf das Herz

Adenosin ATP
Koronare Vasodilatation + +
Koronare Vasokonstriktion - +
Negativ chronotrop + +
Negativ dromotrop + +
Negativ inotrop + +
Direkte elektrophysiologische Effekte auf Myocyten + ?
Anti-adrenerg + ?

Aus: Drury und Szent-Gyorgyi, 1929; Berne, 1963; Gerlach et al., 1963; Burnstock und Meghji, 1983;
Burnstock und Kennedy, 1985; Ribeiro und Lima, 1985; White und Angus, 1987; Berne et al., 1987; Hopwood
und Burnstock, 1987

ATP kann aber auch iiber nicht-neuronale Zellen seine Wirkung vermitteln (Abbra-
chio und Burnstock 1998; Burnstock und Knight, 2004). So zeigten neuere Untersuchungen,
daf} die von Berne 1963 postulierte Hypothese, dal Adenosin der alleinige, lokale Regulator
des Blutflusses sei, revidiert werden muf3. Es wird angenommen, da3 ATP, das wihrend Hy-
poxie aus Endothelzellen und aus aggregierten Blutplattchen freigesetzt wird, tiber spezifische
Rezeptoren zur Ausschiittung von NO fiihrt, das nachfolgend eine Vasodilatation auslost. Das
freigesetzte ATP wird dann tiber eine Kaskade zu Adenosin abgebaut, das durch eine direkte
Wirkungsvermittlung auf die glatte Muskulatur iiber Oberflichenrezeptoren die durch NO
ausgeloste Vasodilatation unterstiitzt. (Kelm und Schrader, 1988; Ralevic und Burnstock,
1998, Burnstock, 2002, 2006a;).

Sowohl Adenosin als auch ATP, ADP und AMP vermitteln ihre Wirkung tiber ver-
schiedene Oberflachenrezeptoren, die entweder auf Nervenzellen oder aber auf anderen Ziel-
zellen lokalisiert sind. Unterteilt werden diese in den P1- fiir Adenosin und AMP und den P2-
Rezeptor fiir ATP und ADP (Burnstock, 1978). Mittlerweile wurden von den G-Protein-ge-
koppelten P1-Rezeptoren vier Subtypen cloniert. Diese sind molekular, biochemisch und

pharmakologisch charakterisiert und nach ihren Eigenschaften in A1, A2A, A2B und A3 un-
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terteilt (Ralevic und Burnstock, 1998). Die P2-Rezeptoren wurden 1985 von Burnstock und
Kennedy in zwei Hauptfamilien unterteilt: Die P2Y-Familie, bestehend aus acht Subtypen, ist
ebenfalls G-Protein-gekoppelt, wihrend die P2X-Familie, bestehend aus sieben Subtypen, li-
gandenkontrollierte Ionenkanal-Rezeptoren darstellt (Burnstock 2004b Illes, 2000). Die ver-
schiedenen Rezeptortypen sind auf unterschiedlichen Zellen lokalisiert und vermitteln, je
nach Zielzelle und Organ, verschiedenartigste Effekte (Shryock und Belardinelli, 1997;
Mubagwa und Fleming, 2001; Burnstock, 2006c¢).

Da fiir Invertebraten ebenfalls rezeptorvermittelte Effekte beschrieben wurden (Cox
und Walker, 1987; Hoyle und Greenberg, 1988; Burnstock, 1996), ist davon auszugehen, daf}
die von Stegen und Grieshaber (2001) untersuchten Wirkungen von Adenosin und seinen Nu-
kleotiden auf das Herzkreislaufsystem des Amerikanischen Hummers ebenfalls rezeptorver-
mittelt sind. In die Himolymphe infundiertes Adenosin steigerte die Herzfrequenz und FlieB3-
geschwindigkeit der Hidmolymphe in verschiedenen Geféflen. Van de Meer (2004) konnte
diese Befunde auch fiir den Galizischen Flusskrebs, Astacus leptodactylus, bestitigen.

Adenosin, zusammen mit den Nukleotiden und Urat, fiihrt also auf zwei verschieden-
en Ebenen des Kreislaufsystems zu einer verbesserten Sauerstoffversorgung wihrend hypox-
ischer Bedingungen. Adenosin und die Purine vermitteln auf der Ebene des Herzens (Zunah-
me der Herzfrequenz) sowie des Kreislaufsystems (gesteigerte FlieBgeschwindigkeit) und be-
schleunigen so den Transport der Himolymphe, wéhrend Urat auf Ebene der Hamolymphe
fiir einen verbesserten Sauerstofftransport durch eine erhohte Sauerstoffaffinitit des Himo-
cyanins sorgt. Beide Regulationsmechanismen kénnen auf diesem Weg zu einer verbesserten
Sauerstoffversorgung unter Sauerstoffmangelsituationen beitragen.

Es stellt sich nun die Frage nach dem Ursprung bzw. der Bildung der Purine im Orga-
nismus. ATP wird zum einen als Neurotransmitter im peripheren und zentralen Nervensystem
freigesetzt. Zum anderen kann es durch mechanische Beanspruchung aus gesunden Zellen so-
wie wihrend Hypoxie aus Endothelzellen iiber einen ABC-Transporter freigesetzt werden
(Bodin und Burnstock, 2001; Zimmermann, 2001).

Adenosin kann unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen sowohl intrazellu-
lar als auch extrazelluldr gebildet werden. Unter normoxischen Bedingungen entsteht intrazel-
luldr ein Grundgehalt an Adenosin aus S-Adenosylhomocystein (SAH) (Daly, 1982; Lloyd, et
al., 1988). Dabei handelt es sich um ein Seitenprodukt, das wéhrend der Methylierung durch
S-Adenosylmethionin entsteht. Da Methylierungen in der Regel nicht mit dem Energiestatus
der Zelle gekoppelt sind (Bruns, 1991), spielt dieser Weg der Adenosinbildung unter hypox-
ischen Bedingungen keine Rolle (Deussen et al., 1988; Lloyd et al., 1988).
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Extrazelluldr entsteht Adenosin durch die Aktivitdt einer ecto-5’-Nukleotidase. ATP,
das z.B. als Neurotransmitter aus Nervenendigungen freigesetzt worden ist, wird iiber eine
Kaskade von Reaktionsschritten, an denen Nukleosidtriphosphat-Diphosphohydrolasen, Nuk-
leotid-Pyrophosphatasen, eine alkalische Phosphatase und eine 5°-Nukleotidase beteiligt sind,
zu Adenosin abgebaut (Zimmermann, 2001). Adenosin kann dann iiber einen Feedback-
Kreislauf als Neuromodulator wirken und eine weitere Ausschiittung von ATP und einem Ka-
techolamin (Dopamin, Acetylcholin u. a.) regulieren (Burnstock, 2004a, 2006a, b).

Wihrend hypoxischer Bedingungen sowie wihrend exzessiver Muskelaktivitét, falls
das Gleichgewicht zwischen Energie-Versorgung und -Verbrauch verschoben ist, entstehen
Adenosin und Urat durch den ATP-Katabolismus (Daly, 1982; Sparks und Bardenheuer,
1986; Bruns, 1991). Dabei wird ATP iiber ADP zu AMP dephosphoryliert. AMP wird auf
zwei Wegen abgebaut, die zum einen tiber Adenosin, zum anderen tiber IMP zum Inosin fiih-
ren. Der erste Weg wird durch eine 5’-Nukleotidase katalysiert, von der verschiedene intra-
und extrazelluldre Isoformen existieren (Zimmermann, 1992, 2000, 2001). Dabei ist die Kon-
zentration des Adenosins abhéngig von den Aktivititen der 5’-Nukleotidase, der Adenosin-
kinase und der Adenosindesaminase. Die Adenosinkinase rephosphoryliert Adenosin unter
Verbrauch von ATP zu AMP und die Adenosindesaminase fiihrt zur Bildung von Inosin. Er-
hoht sich die Aktivitit der 5°-Nukleotidase, aktiviert durch Mg®", das durch die Hydrolyse
von ATP freigesetzt wird (Darvish und Mattig, 1993), und wird die Aktivitdt der
Adenosinkinase durch Substrat gehemmt, kann geniigend Adenosin entstehen (Arch und
Newsholm, 1978), dall dann aus der Zelle ausgeschleust werden kann.

Der zweite Weg zum Inosin wird durch die AMP-Desaminase und eine IMP-spezifi-
sche 5’-Nukleotidase katalysiert. Die Riickreaktion verlduft hier unter Verbrauch von Aspartat
tiber Adenylosuccinat (Urich, 1990). IMP ist bei der de novo-Purinsynthese das primére Pro-
dukt, wenn es nicht neben AMP und GMP bei der weniger aufwendigen Wiederverwertungs-
reaktion (salvage pathway) unter PRPP-Verbrauch entsteht. Nach Claybrook (1983) fehlt
Crustaceen aber die Fahigkeit zur de novo-Purinbiosynthese.

In Vertebraten (Gerlach, 1963; Fjisawa und Yoshino, 1987) und Invertebraten schei-
nen beide Wege beschritten zu werden. Stankiewicz (1982) sowie Raffin und Thebault (1987)
zeigten den Weg von AMP tiiber IMP durch die Aktivitdt der AMP-Desaminase in der Abdo-
minalmuskulatur von Orconectus limosus und Palaemon serratus. Der Weg iiber die 5'-Nu-
kleotidase wurde ebenfalls in der Abdominalmuskulatur verschiedener decapoder Crustaceen
durch Lazou (1989) und in Homarus durch Stegen, Maurer und Grieshaber (in Vorbereitung)

nachgewiesen. Die Adenosindesaminase-Aktivitidt wurde fiir den Flusskrebs und Hummer so-
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wohl im Gewebe als auch in der Himolymphe gefunden (Arch und Newsholm, 1978; Roush
und Betz, 1956; Stegen, Maurer und Grieshaber, in Vorbereitung). Somit ist der Abbau von
AMP tiber Adenosin zum Inosin moglich. Das erkldrt auch die signifikante Zunahme des
Adenosingehaltes in der Abdominalmuskulatur des Amerikanischen Hummers (Stegen, Mau-
rer und Grieshaber, in Vorbereitung) und des Galizischen Flusskrebses (van de Meer, 2004)
wihrend exzessiven Schwanzschlagens. Bis zum Urat wird Inosin iiber Hypoxanthin und
Xanthin abgebaut. Unter normoxischen Bedingungen entsteht dann aus Urat iiber Allantoin,
Allantoinsdure und Harnstoff, Ammoniak und Kohlendioxid (Claybrook, 1983). Unter Sauer-
stoffmangel kann Urat akkumulieren, da die Uricase sauerstoffabhéngig ist (Dykens, 1991).
Czytrich (1990) und van de Meer (2004) konnten eine Akkumulation in der Himolymphe von
Astacus leptodactylus unter biotopbedingter Hypoxie nachweisen.

Freies Adenosin und freie Adeninnukleotide sind in der Himolymphe des Hummers
durchaus moglich und konnten als metabole Regulatoren einige vegetative Leistungen des
Hummers beeinflussen. Ziel dieser Arbeit war es deshalb zu kléren, tiber welchen Weg Ade-
nosin, AMP, ADP und ATP zu einer verbesserten Sauerstoffversorgung von Homarus ameri-
canus beitragen konnen. Durch eine semi-isolierte (in situ) Herzpraparation, in der hormonel-
le und neuronale Einfliisse ausgeschlossen sind, sollte der Einflu von Adenosin und seiner
Nukleotide untersucht werden. In weiteren Priparationen wurde die Wirkung von Adenosin
und den Adeninnukleotiden in vivo sowohl in intakten als auch in Tieren, denen die kardiore-
gulatorischen Nerven durchtrennt wurden (im weiteren als denervierte Tiere bezeichnet), be-
stimmt und verglichen. Da die Purine ihre Wirkung eventuell iiber Hormone auslosen, sollte
zusdtzlich der Gehalt dreier Neurohormone in der Himolymphe unter Adenosineinflul be-
stimmt werden.

Insbesondere sollten folgende Fragen geklért werden:
- Vermitteln Adenosin und seine Vorldufersubstanzen direkte Effekte auf das Herz des

Amerikanischen Hummer, Homarus americanus?

- Werden die Effekte indirekt {iber das zentrale Nervensystem oder iiber Neurohormone
auf das Herz tibertragen?
- Verdndern sich unter Adenosineinflul die Konzentrationen von Dopamin, Octopamin

und Serotonin in der Himolymphe des Amerikanischen Hummers?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fiir Versuche, die am Department of Biological Science der University of Calgary,
Kanada durchgefiihrt wurden, sind Amerikanische Hummer (Homarus americanus) tiber ein-
en ortsansdssigen FischgroBhindler (City Fish) bezogen worden. Die Tiere, deren Gewicht
zwischen 500 und 600 g lagen, wurden entweder sofort fiir die Versuche eingesetzt oder kurz-
zeitig, maximal bis zu einer Woche, in einer Seewasseranlage bei 12 °C und einer Salinitét
von 32 %o gehéltert. Innerhalb dieses Zeitraumes wurden die Tiere nicht gefiittert.

Fiir die in Diisseldorf durchgefiihrten Versuche wurden Amerikanische Hummer iiber
die Metro (Diisseldorf) bezogen. Die zwischen 500 und 700 g schweren Tiere wurden in be-
liiftetem kiinstlichen Seewasser bei einer Temperatur von 15 £ 2 °C, einer Salinitit von 35 +
1%o und einem pH-Wert von 7,8 £ 0,3 gehiltert. Der Nitritwert wurde regelmiBig kontrolliert
und so eingestellt, daf er nicht mehr als 0,25 mg L' betrug. Einmal wochentlich wurden die
Tiere mit Kalmar oder Sardinen gefiittert.

Fiir die jeweiligen Versuche wurden nur Tiere eingesetzt, die sich in einem Zwischen-

hiutungsstadium befanden.

2.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Acros (Geel, Belgien), Appli-
Chem (Darmstadt), Baker (Deventer, Niederlande), BDH Inc. (Tonronto, Kanada), Calbio-
chem (San Diego, USA), Fischer Scientific (New Jersey; USA), Fluka (Buchs, Schweiz),
Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) bezogen.

2.3 Untersuchungen am semi-isolierten (in situ) Herzen

Die semi-isolierte (in situ) Herzpraparation, basierend auf der Methode von Wilkens
und Mercier (1993), ermoglicht es, direkte Effekte unabhdngig von nervosen und hormonel-
len Einfliissen auf das Herz decapoder Crustaceen zu untersuchen. Die Methode erlaubt es,
den ventrikuldren Druck [Pyen, kPa], das Herzminutenvolumen [mL min'l], die Herzfrequenz
[bpm] und das Schlagvolumen [mL Schlag '] zu bestimmen (Wilkens und McMahon, 1994).
Sie wird von Wilkens und Mercier (1993) als in sifu Praparation bezeichnet, um diese Metho-

de deutlich von isolierten Herzpréparationen abzugrenzen.
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