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Einleitung 1

1. Einleitung

»The heart of animals is the foundation of their life, the sovereign of everything within
them...from which all power proceeds.” Die AuBerung William Harveys (Willis 1910 zitiert
in Schultz 2002) stand im Einklang mit der Erkenntnis Claudius Galens, der schon um 150
n.Chr. die Pumpfunktion als wesentliche Aufgabe des Herzens sah (Teichmann 1992). Aller-
dings wurde erst 1628 die alte galenische Lehre von der Blutbewegung durch William Harvey
widerlegt, der mit seiner Berechnung des ,,Halbstundenvolumens* die Existenz des Blut-
kreislaufs bewies (Teichmann 1992): “...it is a matter of necessity that the blood performs a
circuit, that it returns to whence it set out” (Willis 1910 zitiert in Schultz 2002).

Die Zirkulation des Blutes verlduft bei Vertebraten, aber auch bei vielen Anneliden
und Cephalopoden in einem geschlossenen Gefdf3system, wéihrend bei Arthropoden und allen
anderen Mollusken ein offenes Herzkreislaufsystem vorliegt (Wehner und Gehring 1990). Da
innerhalb der Mollusken die Cephalopoden sekundir ein geschlossenes System entwickelt
haben, hat man das offene System unterhalb des geschlossenen Systems eingestuft (Bourne
und McMahon 1990). Inzwischen ist aber bekannt, dafl z.B. das offene Blutgefafisystem der
Crustaceen komplizierter gebaut und organisiert ist als angenommen wurde und funktionell
dem Vertebratensystem entspricht (McMahon und Burnett 1990; Reiber und McMahon
1998).

Das muskuldse, einkammrige Herz der Decapoden liegt median am dorsalen hinteren
Rand des Cephalothorax im Pericardialsinus, wo es durch hauptsidchlich sechs Ligamente
befestigt ist, die dem Herzen seine rhombische Gestalt verleihen (Baumann 1921; Kiikenthal
1984). Der Pericardialsinus ist gegen die anliegenden Organe durch ein Septum abgegrenzt,
so dal} die sauerstoffreiche Himolymphe aus den Kiemen nur iiber die gefdBartigen Branchi-
opericardialkanile eintreten kann. Uber drei Paar zweilippige Ostien, die einen muskelum-
sdaumten Rand besitzen, gelangt die Himolymphe ins Herz und wird von dort in Arterien ge-
pumpt, die offen im Mixocoel enden. Von einem groflen, ventral gelegenen Blutsinus aus,
flieBt die sauerstoffarme Hamolymphe iiber die Kiemen zuriick zu den Branchiopericardial-
kanélen.

Vom Herzen der Decapoden entspringen sieben Hauptgefide, darunter die Aorta ante-
rior und zwei Arteriae laterales an der vorderen Herzspitze (Abb. 1.1). Die Aorta anterior ver-
lauft unverzweigt rostral und erweitert sich ampullenartig zum Cor frontale, einem muskul6-
sen Nebenherzen, das die Pumpfunktion des Herzens durch aktive Blutbewegung unterstiitzt
und kurz vor der Aortengabelung sitzt, liber die das Cerebralganglion, die Augen und Anten-

nen versorgt werden. Beiderseits der Aorta anterior verlaufen die Arteriae laterales, die sich
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verzweigen und zu den Kopfanhidngen, Magenwénden und Exkretionsorganen fiihren. Teile
des Darms, des Hepatopancreas und die Gonaden werden iiber die ventral vom Herzen ab-
zweigenden Arteriae hepaticae versorgt. Am caudalen Ende des Herzens ist die Aorta poste-
rior zu einem Bulbus (Bulbus arteriosus) erweitert, von dem nach ventral die Arteria descen-
dens abzweigt, die sich dann in rostrale Arteria subneuralis (Versorgung der Bauchganglien-
kette, Mundwerkzeuge, Thoracalmuskulatur) und caudale Arteria subneuralis (Versorgung
der posterioren Ganglien und ventralen Anteile der Extremitédten) aufgliedert. Die Aorta pos-
terior versorgt iiber segmentale Aste die gesamte Abdominalmuskulatur, den posterioren
Darm, Pleopoden, Uropoden und Telson (Baumann 1921; McLaughlin 1983; Kiikenthal
1984).

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des offenen Kreislaufsystems eines FluBkrebses. 1. Cor frontale, 2. Aorta
anterior, 3. linke Arteria lateralis, 4. linke Arteria hepatica, 5. Herz mit einem lateralen und einem dorsalen Osti-
um, 6. Bulbus arteriosus, 7. eine der Arteriae laterales abdominales, 8. Aorta posterior, 9. caudale Arteria
subneuralis, 10. Arteria descendens, 11. rostrale Arteria subneuralis (verdandert nach McLaughlin 1983)

Semilunare Klappen trennen die Gefdlle vom Herzen und verhelfen zu einem unidi-
rektionalen Himolymphflu3 (Maynard 1960), da die Klappen wihrend der Diastole aneinan-
dergedriickt werden und somit ein Reflux verhindert wird (Baumann 1921; McMahon und
Burnett 1990). Die muskuldsen Klappen befinden sich an jedem Gefdvorsprung, mit Aus-
nahme der Aorta posterior: dort sind nur am Ursprung der lateralen abdominalen Arterien
Klappen vorhanden und mit Muskeln assoziiert (Maynard 1960). Alle Klappen werden neu-

ronal innerviert und kénnen rhythmisch kontrahieren, wodurch die Verteilung des Herzaus-
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stofes kontrolliert werden kann (Alexandrowicz 1932; McMahon und Burnett 1990). Bis auf
die zu den Klappen benachbarten Stellen (Martin und Hose 1995) sind die groflen Arterien
diinne Strukturen ohne Muskelschicht (von Buddenbrock-Hettersdorff 1967), wobei Burnett
(1984) und Wilkens et al. (1997a) die Aorta posterior davon ausnehmen.

Das Herzzeitvolumen (HZV) wird durch zwei Faktoren variiert, durch die Herzfre-
quenz und durch das Schlagvolumen. Das Schlagvolumen ist von der Fiillung des Herzens
wihrend der Diastole und von dem Auswurf der Himolymphe wéhrend der Systole abhéngig.
Dabei bestimmen Durchmesser der Ostienoffnung und Grad der Ventrikelausdehnung die
diastolische Fiillung, die Kontraktionskraft des Myocards und der Widerstand der arteriellen
Gefalle den systolischen Auswurf (McMahon und Burnett 1990). Die Regulation des Crusta-
ceenherzens ist neurogener Natur und beruht auf dem Zusammenspiel verschiedener Struktu-
ren: (1) dem Herzganglion, (2) den Dorsalnerven, (3) den Nerven der arteriellen Klappen und
(4) dem Pericardialorgan. Das Herzganglion ist ein y-formiger, autonomer Nervenapparat, der
an der inneren dorsalen Herzwand liegt und auf dem sich bei Astacus astacus 16 Zellen be-
finden (Alexandrowicz 1932). Die acht kleinen Zellen stellen den Schrittmacher dar, die acht
groBlen Zellen innervieren das Myocard. Zusammen bewirken sie die Initiation der Herzkon-
traktion, die Kontrolle der Herzrate und die Kontraktilitit des Herzmuskels. Die Dorsalner-
ven, die jeweils aus zwei regulatorischen Nerven und einem inhibitorischen Nerv bestehen,
verbinden das ZNS und das Herz miteinander. Dariiber kann die Herzaktivitét auf chronotro-
per als auch auf inotroper Ebene {iber Effekte auf den Schrittmacher oder direkt auf das Myo-
card reguliert werden. Nerven der Arterienklappen regulieren den Auswurfwiderstand und
sorgen fiir eine Muskelkontraktion wahrend der Diastole (Alexandrowicz 1932; Maynard
1960; von Buddenbrock-Hettersdorff 1967; McMahon und Burnett 1990). Am Ende der Tho-
racalnerven, die in die Pericardialhdhle eintreten, liegt auf den Ligamenten sowie an der dor-
salen Oberfldche des Herzens ein feines Netzwerk, das Pericardialorgan. 1953 entdeckten
Alexandrowicz und Carlisle die neurosekretorische Funktion des Pericardialorgans, dessen
freigesetzte Neurohormone cardioaktiv sind, da sie die Herzfrequenz regulieren (Alexandro-
wicz 1953), aber auch den Ventrikeldruck und die HimolymphflieBgeschwindigkeit in der A.
descendens verdndern (Wilkens et al. 1996). Zu den Neurohormonen des Pericardialorgans
gehoren Amine wie 5-HT, Octopamin und Dopamin (Cooke und Sullivan 1982) sowie die bei
Wilkens et al. (1996) aufgefiihrten Peptide Proctolin, CCAP und die FLRFamid &hnlichen.

Eine Anderung der cardiovasculiren Parameter wird hiufig im Zusammenhang mit
Sauerstoffmangelsituationen beschrieben. Solche Situationen treten auf, wenn sich das Sauer-

stoffangebot innerhalb des Biotops éndert oder sich durch die Aktivitdt des Tieres die Stoff-
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wechselrate erhoht und der Sauerstoffbedarf steigt. Um in diesen Fillen die Sauerstoffversor-
gung im Gewebe aufrechtzuerhalten, ist es notwendig, die physiologischen Systeme anzuglei-
chen (McMahon und Burnett 1990). Die Anpassung erfolgt sowohl auf zirkulatorischer und
respiratorischer Ebene, als auch auf sauerstofftransportierende Systeme (Cameron und Man-
gum 1982). So konnten McMahon und Wilkens (1975) in Homarus americanus ein vermin-
dertes Herzzeitvolumen durch Anderung der Herzfrequenz wihrend biotopbedingter Hypoxie
messen, im Gegensatz dazu stieg bei den Tieren die Scaphognathitenfrequenz an. Auch funk-
tionelle Hypoxie, wie starkes Schlagen des Abdomens, erhohte bei Homarus americanus den
arteriellen HamolymphfluB8 und die Herzrate. Auch die Scaphognathitenfrequenz und damit
die Ventilationsrate wird erhoht (Stegen 2001). Nicht nur die starke Flexion des Abdomens,
sondern allein die Lauftitigkeit bewirkte in Cancer magister (De Wachter und McMahon
1996b) und Homarus americanus (Rose et al. 2001) eine Verdnderung der gleichen Parame-
ter. Starkere Ventilation und FlieBgeschwindigkeit des Blutes bedingen einerseits eine hohere
Héamolymphzufuhr in die Kiemen, wodurch mehr Sauerstoff aufgenommen werden kann,
andererseits einen schnelleren Transport der respiratorischen Blutpigmente und eine Erho-
hung der Sauerstofftransportkapazitit (Cameron und Mangum 1983; McMahon und Burnett
1990). Die Sauerstoffversorgung der Gewebe wird jedoch nicht nur durch die Sauerstoff-
transportkapazitidt sondern auch durch die Modulation der Blutpigmente erreicht. Letztere
héngt von verschiedenen Faktoren ab. So zeigte sich am Hédmocyanin der Crustaceen, dal3
neben anorganischen Ionen wie Mg®", Ca*" und CI'(Mangum 1983; Bridges und Morris 1986)
auch L-Lactat (Truchot 1980) und vor allem Urat (Morris et al. 1985; Bridges und Morris
1986; Lallier et al. 1987; Zeis und Grieshaber 1993) wihrend Hypoxie die Sauerstoffaffinitét
des Himocyanins erhohen. Czytrich et al. (1989) und Lallier et al. (1987) konnten bei Astacus
leptodactylus und bei Carcinus maenas tatsdchlich nachweisen, dafl Urat wéhrend einer bio-
topbedingten Hypoxie signifikant in der Himolymphe ansteigt. Weiterhin ist bekannt, dal3 bei
Vertebraten wéhrend einer Hypoxie und Ischdmie das Purinderivat Adenosin aus Herz-, Ske-
lettmuskeln und Nervengewebe freigesetzt wird (Gerlach et al. 1963; Berne et al. 1987; Bohm
1987; Bruns und Fergus 1989; Nilsson und Lutz 1992; Darvish und Metting 1993; Haas und
Selbach 2000) und auch Muskelaktivitit zu einer Erhohung der Adenosinkonzentration fiihrt
(Langberg et al. 2002). Fiir Invertebraten wurde ein Adenosinanstieg im Nervengewebe von
Sipunculus nudus beschrieben (Reipschlédger et al. 1997).

Adenosin moduliert viele biologischen Funktionen, z.B. wirkt es als Neuromodulator,
inhibiert die prisynaptische Freisetzung von Transmittern wie Acetylcholin, Noradrenalin,

Dopamin, Glutamat und GABA, inhibiert die Lipolyse und die Catecholaminfreisetzung, stei-
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gert die Histaminfreisetzung, beeinflufit die Adenylatcyclase und vor allem sind die myocar-
dialen Effekte von Bedeutung (Burnstock 1978; Fredholm 1980; Schubert und Mager 1989;
Nilsson und Lutz 1992; Julien 1997). Bereits 1929 zeigten Drury und Szent-Gydrgyi einen
adenosininduzierten negativ chronotropen Effekt an Herzen von Siugetieren sowie eine arte-
rielle Dilatation im Bereich der Coronargefia3e. Im Laufe der Zeit wurde zunehmend iiber ne-
gativ chronotrope (Fredholm 1980; Deussen et al. 1988, Bohm 1987), negativ dromotrope
(Bohm 1987) und negativ inotrope Effekte (Chiba und Himori 1975; Fredholm 1980; Bohm
1987) bei Vertebraten berichtet, die durch Adenosin ausgeldst worden waren. Dabei konnten
sowohl eine Vasodilatation im Gewebe von Gehirn, Herz und Lunge (Gillespie 1934; Berne
1963; Burnstock 1978; Pearson und Gordon 1984; Julien 1997) gemessen werden, als auch
eine Vasokonstriktion bei der Nierenzirkulation (Burnstock 1978). Bei Invertebraten (Homa-
rus americanus) steigerte die Infusion von Adenosin die Herzfrequenz und die FlieBge-
schwindigkeit der Himolymphe in verschiedenen Arterien (Stegen und Grieshaber 2001).
Diese Ausfithrungen verdeutlichen, dall sowohl Urat als auch Adenosin eine entschei-
dende Rolle bei der Versorgung des Organismus mit Sauerstoff spielen, jedoch auf sehr unter-
schiedlichen Ebenen ansetzen. Es stellt sich deshalb die Frage nach der Entstehung beider
Purinmetabolite im Gewebe. Adenosin kann iiber den Methylierungsweg entstehen, indem S-
Adenosylhomocystein durch S-Adenosylhomocysteinase zu Adenosin und Homocystein um-
gesetzt wird. Dieser Weg dient nicht zur groBartigen Bildung von Adenosin, aber zur Auf-
rechterhaltung einer niedrigen intrazelluliren Adenosinkonzentration (Daly 1982). Haupt-
sdchlich werden Adenosin und Urat wéhrend des ATP-Katabolismus (Abb. 1.2) gebildet,
wenn die Energieversorgung abnimmt, oder die Energieanforderung die Versorgung iiber-
steigt und ein Energiedefizit entsteht (Daly 1982; Bruns und Fergus 1989; Bruns 1990; Fred-
holm et al. 2000). Dabei wird ATP iiber ADP zu AMP transphosphoryliert, das dann iiber
zwei mogliche Wege zum Inosin abgebaut werden kann. Ein Weg verlduft iber Adenosin und
wird mit Hilfe einer 5’-Nucleotidase katalysiert. Von der 5’-Nucleotidase existieren eine
membrangebundene, extrazellulire Form (e-N) und drei cytosolische Formen (e-Ns, c-N-I
und c-N-II), so da3 Adenosin sowohl intra-, als auch extrazellulédr gebildet werden kann. Zwei
der rein I6slichen, cytosolischen Formen unterscheiden sich in ihrer Affinitit gegeniiber dem
Substrat: ¢-N-I bevorzugt AMP und setzt dieses zu Adenosin um, wohingegen c-N-II eine
hohere Affinitdt fiir IMP besitzt und die Hydrolyse zu Inosin katalysiert (Zimmermann 1992;
Hu et al. 1993). Die Konzentration des Adenosins ist abhidngig von der Aktivitit der 5’-Nuc-
leotidase, der Adenosinkinase, die fiir die Riickreaktion zum AMP verantwortlich ist, und der

Adenosindesaminase, die aus Adenosin Inosin bildet.
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ATP
H,O
1
P
ADP

Adenosin

K’ Ribose-1-P

Hypoxanthin

NAD" H,O + O,
9 10
NADH +H" X H,0,
Xanthin
NAD"

9]10

Urat

H,O + O,

NADH +H" H,0,

O,
11
CO,

Allantoin

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des ATP-Katabolismus bis zur Stufe des Allantoins. 1+2: Kinasen, 3: AMP-
spezifische 5'-Nucleotidase 4: Adenosinkinase, 5: Adenosin-Desaminase, 6: AMP-Desaminase, 7: IMP-spezifi-
sche 5'-Nucleotidase, 8: Purinnucleosidphosphorylase, 9: Xanthin-Dehydrogenase, 10: Xanthin-Oxidase, 11:
Uricase

Da die Adenosinkinase substratgehemmt ist, kann das Gleichgewicht der Reaktionen
zum Adenosin verschoben werden, wenn sich die Aktivitit der 5’-Nucleotidase erhoht (Arch

und Newsholme 1978). Der andere Weg vom AMP zum Inosin verlduft iiber IMP und wird
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durch die AMP-Desaminase katalysiert. Hier existiert keine direkte Riickreaktion vom IMP
zum AMP, vielmehr verlduft der Umweg unter Verbrauch von Aspartat {iber das Adenylosuc-
cinat (Urich 1990; Stryer 1991). IMP ist auch das primdre Produkt bei der de novo-Purin-
synthese (Urich 1990), wenn es nicht neben AMP und GMP bei der weniger aufwendigen
Wiederverwertungsreaktion (salvage pathway) unter PRPP-Verbrauch entsteht (Stryer 1991).
Nach Claybrook (1983) fehlt Crustaceen allerdings die Fihigkeit zur de novo-Purinbio-
synthese, was Urich (1990) jedoch nicht bestétigt. In der Literatur finden sich kontroverse
Meinungen tiber den Weg, der vom AMP zum Inosin eingeschlagen wird. Gerlach et al.
(1963) zeigten in Vertebraten organspezifisch die Existenz beider Wege. Den Abbau zum
Adenosin wiesen Fijisawa und Yoshino (1987) bei Vertebraten in der Skelettmuskulatur und
dem Herzmuskel nach, aber auch bei Invertebraten ist der Weg nicht ausgeschlossen. Roush
und Betz (1956) fanden im Hepatopankreas von Hummer und Flusskrebs Adenosindesamina-
seaktivitidt und Arch und Newsholme (1978) konnten entsprechende Aktivitdt an Adenosinki-
nase und Adenosindesaminase im Muskel- und Nervengewebe von Homarus vulgaris nach-
weisen, allerdings keine fiir die 5’-Nucleotidase. Ebenso konnte der Weg tiber IMP in Fischen
(Dingle und Hines 1971) und in Herzmyocyten (Hu et al. 1993) bestitigt werden, zudem im
Abdominalmuskel von Orconectes limosus (Stankiewicz 1982) und von Palaemon serratus
(Raffin und Thebault 1987). Allerdings scheint sich die AMP-Desaminase bei den Inver-
tebraten strukturell und funktionell von der Vertebraten-Desaminase zu unterscheiden, deren
Aktivitdt wesentlich hoher ist (Dingle und Hines 1974; Stankiewicz 1982; Raffin und The-
bault 1987; Urich 1990). Der weitere Abbau des Inosins zum priméren Endprodukt Urat er-
folgt iiber Hypoxanthin und Xanthin. Fiir beide Reaktionen ist eine Xanthin-Oxidoreduktase
verantwortlich, die in zwei Formen vorliegt. Je nach Sauerstoffverfiigbarkeit werden die Ka-
talysen durch die Xanthin-Oxidase (XO), die molekularen Sauerstoff als Elektronenakzeptor
nutzt, oder durch die Xanthin-Dehydrogenase (XDH), die Elektronen auf NAD" iibertrigt,
durchgefiihrt (Olsson und Pearson 1990; Linton und Greenaway 1998). Lallier und Walsh
(1991) fanden beide Enzyme in terrestrischen und aquatischen Krabben, wobei die Aktivitét
der XDH im Vergleich zur XO meist hoher war. Durch beide Enzymformen ist unabhingig
vom Sauerstoff der Abbau bis zum Urat gewihrleistet. Urat kann je nach Organismus unter
normoxischen Bedingungen durch die Uricase zu Allantoin und weiter {iber Allantoinséure
und Harnstoff zu Ammoniak und Kohlendioxid abgebaut werden (Uricolyse) (Claybrook
1983). Da jedoch die Uricase sauerstoffabhéngig ist (Dykens 1991), kommt es unter Sauer-
stoffmangel z.B. bei Astacus leptodactylus zu einer Akkumulation von Urat (Czytrich 1990),

das dann an Hidmocyanin bindet und dessen Sauerstoffaffinitét erhoht.
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Im Gegensatz zum Urat werden die biologische Effekte der Purinderivate ATP, ADP

und Adenosin iiber Zelloberflachenrezeptoren, den Purinrezeptoren, vermittelt (Ralevic und

Burnstock 1998). Erste Hinweise auf die Existenz verschiedener Purinrezeptoren gab Gilles-

pie 1934, als er die unterschiedliche Wirkung von ATP und Adenosin auf den Blutdruck des

Kaninchens (Leporidae) und der Katze (Felis) zeigte. Eine formale Unterscheidung der Purin-

rezeptoren in die zwei Rezeptortypen P1 und P2 (Tab. 1.1) erfolgte dagegen erstmals 1978

von Burnstock.

Tab. 1.1: Einteilung der Purinrezeptoren in Nucleosidrezeptoren (P1) und Nucleotidrezeptoren (P2) nach unter-
schiedlicher Literatur (in Klammern)

P1-Rezeptor

P2-Rezeptor

alternative Be-

zeichnung

natiirliche
Liganden

Untergruppe

Rezeptortyp

Entwicklung
der Subtypen

aktuelle
Subtypen

nicht-selektive
Antagonisten

Einfluf} auf die
Herzaktivitat

Lokalisation

Calcium-
Permeabilitit

Adenosinrezeptor (1,2)

Adenosin (2)

G-Protein-gekoppelt (1,2,3)

A, A (4)
Ri, R, (5)
A3 (6,7)
A, Atv, A2a, Agp, Az (8)
Ata, Atb, Aza, A3z (9)
Ala, Atb, Aa, Aoy, Az, Aq (10)

A1, Aza, Adp, A3 (2,3)
Xanthinderivate, z.B.
Theophyllin, Koffein (2)
negativ inotrop (8)
préa- und postsynaptisch (8)

Abnahme (8)

ATP-Rezeptor (1)
ATP, ADP, UTP, UDP
Adenindinucleotide (2)

P2X (2) P2Y (2)

ligandenkontrollierter
Ionenkanal (1,2,3)

G-Protein-gekop-
pelt (1,2,3)

Pox, Pay, Par, Paz (11)
P2x, Pay, Pas, Par, Paz (8)

P2Y,, P2Y,, P2Y.,
P2Ys, P2Y 1,
P2Y app (2.,3)

P2X,.7, P2X, (2.,3)

z.B. Suramin (2)

positiv oder negativ inotrop (8)
vorwiegend postsynaptisch (8)

Zunahme (8)

Literatur: (1) Mutschler 1996, (2) Ralevic und Burnstock 1998, (3) Illes et al. 2000, (4) Van Calker et al. 1979,
(5) Londos et al. 1980, (6) Ribeiro und Sebastido 1986, (7) Zhou et al. 1992, (8) Stone 1991, (9) Tucker und
Linden 1993, (10) Abe et al. 1997, (11) Burnstock 1989
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Dabei verhalfen Kriterien, wie relative Potenz der Agonisten (ATP, ADP, AMP und
Adenosin), die selektive Wirkung von Antagonisten, die Aktivierung der Adenylatcyclase
durch Adenosin sowie die Induktion der Prostaglandinsynthese durch ATP, zur Klassifizie-
rung dieser beiden Rezeptorgruppen (Burnstock 1978, 1989). So war es im Laufe der Zeit
moglich, P1- und P2-Rezeptoren weiter zu unterteilen. Fiir den P1-Rezeptor wurden primér
zwei Subtypen beschrieben, die G-Protein-gekoppelt sind und sich in ihrer Eigenschaft der
Inhibierung (A/R;), bzw. der Aktivierung (A,/R,) der Adenylatcyclase und der damit verbun-
denen cAMP-Konzentration unterscheiden (Van Calker et al. 1979; Londos et al. 1980;
Burnstock 1989). Ein dritter P1-Subtyp (Aj3) wurde 1986 von Ribeiro und Sebastido postuliert
und 1992 von Zhou et al. nachgewiesen. Dieser Adenosinrezeptor scheint wie der A;-Rezep-
tor inhibierend auf die Adenylatcyclase zu wirken (Illes et al. 2000). In weiterfithrenden Un-
tersuchungen wurden neue Subtypen angegeben: Aj,, Ajp, (Stone 1991), Az, Az, (Stone 1991;
Olah und Stiles 1995), A4 (Abe et al. 1997).

Tab. 1.2: Einteilung der Adenosinrezeptoren/P1-Rezeptoren in die Subtypen nach unterschiedlicher Literatur (in
Klammern)

Ay Aza Azg Aj
G-Protein (1) Gy G, GG, GiG,
Transmitter- Inhibierung Aktivierung Aktivierung Inhibierung
freisetzung (1,2) cAMP | cAMP 1 cAMP 1 cAMP |
P 1
Effekte (1) K1 - IPs 1 IPs 1
Ca2+ l
selektive N°- substituierte 5’-substituierte
Agonisten (1,3) Analoga Analoga - z.B. IB-MECA
& ’ z.B. CPA, R-PIA z.B. APEC
selektive 2.B. XAC 2.B. CSC — 2.B. MRS 1067
Antagonisten (1)
prizfsnf;nst‘i’:lcﬁ' ua ZNS,PNS, ua glatteMusku-
Lokalisation (1,2) pu a I}\/Ieurr)one glatte GefaBmus-  latur der Atemor- p uZ Hpe 7
o ’ keln, Endothel gane, Gefille h
Herzmuskel
cardiovasculére neg. chronotrop evt. negativ
neg. inotrop Vasodilatation Vasodilatation - ee
Effekte (2,4) inotrop
neg. dromotrop
Adenosin-
affinitit (1) Ar> Agn> Agp > Ag

Literatur: (1) Ralevic und Burnstock 1998, (2) Stone 1991, (3) Burnstock 1989, (4) Shryock und Belardinelli

1997
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Heute geht man davon aus, da3 bei den Adenosin-P1-Rezeptoren nur vier Subtypen
A1, Aza, Asg und Aj existieren (Tab. 1.2) und die sich in ihren molekularen, biochemischen
sowie pharmakologischen Eigenschaften unterscheiden (Ralevic und Burnstock 1998). Ahn-
lich den Adenosin-P1-Rezeptoren wurden auch die endogenen P2-Rezeptoren aufgrund ihrer
pharmakologischen Eigenschaften in P2X- und P2Y-Rezeptoren eingeteilt. Dabei gehdren die
P2X- Rezeptoren zu den ligandenkontrollierten Ionenkanalrezeptoren, wahrend die P2Y-Re-
zeptoren wie die Adenosinrezeptoren G-Protein-gekoppelt sind (Burnstock 1989; Mutschler
1996). Bisher konnten fiir Mammalia sieben Subtypen der P2X-Familie (P2X;7) und fiinf
Subtypen der P2Y-Familie (P2Y,, P2Y,, P2Y4, P2Ys, P2Y;) geklont werden (Ralevic und
Burnstock 1998; Illes 2000). Die aktuelle Nomenklatur wurde aufgrund der Ubereinstimmung
des pharmakologischen Profils geklonter und endogener Rezeptoren entwickelt und ersetzte
die alten Rezeptorbezeichnungen P,x, Py, Pou, Por, Pz (Ralevic und Burnstock 1998). Bei
Invertebraten wurden ebenfalls Effekte beschrieben, die von Purinrezeptoren vermittelt wer-
den (Cox und Walker 1987; Hoyle und Greenberg 1988; Burnstock 1996). Daraus ergibt sich
die Moglichkeit, da3 die rezeptorvermittelten Wirkungen in diesen Tieren liber dhnliche Me-

chanismen ablaufen, wie sie fiir Vertebraten bekannt sind.

Vor dem Hintergrund dieser Fakten stellen sich nun fiir die vorliegende Arbeit Fragen
zur Modulation der Sauerstoffversorgung von Astacus leptodactylus durch die Purinderivate
Adenosin und Urat.

In einem Teil der Arbeit soll die Beeinflussung der cardiovasculidren Parameter durch
die Infusion der einzelnen ATP-Abbauprodukte in vivo untersucht werden und zeigen, ob die
Adenylate und das Adenosin bei Astacus leptodactylus Anderungen in der FlieBgeschwindig-
keit der Himolymphe und der Herzfrequenz bewirken. Auch sollen die Auswirkungen einer
biotopbedingten und funktionellen Hypoxie weiteren Aufschluf3 dariiber geben, wie sich das
Herzkreislaufsystem an Sauerstoffmangelsituationen anpafit und welche Regulationsmecha-
nismen dies ermoglichen.

Ein weiterer Teil beschiftigt sich mit der Konzentration der Purinderivate Adenosin,
Inosin und Urat in der Himolymphe und in verschiedenen Geweben von Astacus leptodacty-
lus. Hier sollen die Verschiebungen der Metabolitkonzentrationen in Abhingigkeit von der

Sauerstoffverfiigbarkeit ermittelt werden und zur Beantwortung folgender Fragen beitragen:

1. In welchen Konzentrationen liegen die drei Purinderivate in der Himolymphe

und im Gewebe in Abhingigkeit vom PO, vor?
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2. Findet eine Akkumulation der Purinderivate wihrend biotopbedingter und
funktioneller Hypoxie statt?

3. Wenn eine Anhdufung auftritt, sind die Akkumulationsorte der einzelnen Pu-
rinderivate unterschiedlich und geben dadurch Hinweise auf ihre jeweilige

physiologische Rolle?

Letztendlich soll mit Hilfe aller Ergebnisse erkldrt werden, wie die purininduzierten
Effekte vermittelt werden und wie moglicherweise eine rezeptorvermittelte Ubertragung aus-
sehen konnte. AbschlieBend sollte eine Aussage iiber die Anpassung von Astacus leptodacty-
lus an Sauerstoffmangelsituationen in seinem Lebensraum auf Ebene der zirkulatorischen und

sauerstofftransportierenden Systeme moglich sein.



12 Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Uberwiegend minnliche FluBkrebse der Art Astacus leptodactylus wurden iiber die
Firmen Crayfish Company (Diisseldorf) und Feinkost Langbein (Hamburg) bezogen. Die
Krebse wurden in Aquarien mit beliiftetem Leitungswasser gehéltert, dessen Temperatur mit
der Raumtemperatur schwankte. Der Tag-Nacht-Rhythmus folgte dem natiirlichen Lichtein-
fall in den Hélterungsraum. Durch regelmifigen Wasserwechsel sowie durch Wasserumwél-
zung mittels eines Filterpumpe (EHEIM professionel, Deizisau) betrug der Nitritgehalt des
Aquarienwassers < 0,1 mg L. Fiir die Versuche wurden Krebse verwendet, deren mittleres
Gewicht 122 + 24 g betrug und die sich im Zwischenhdutungsstadium befanden. Zweimal
wochentlich wurden die Tiere mit Erbsen, Krabben oder Hiithnerherzen gefiittert, wohingegen
kurz vor und wiéhrend der experimentellen Phase keine Fiitterung der verwendeten Ver-

suchstiere erfolgte.

2.2 Chemikalien

Die verwendeten Feinchemikalien wurden von den Firmen Acros (Geel, Belgien), Ba-
ker (Deventer, Niederlande), Bernd Kraft (Duisburg), Merck (Darmstadt), LGC Promochem
(Wesel), Roche Diagnostics (Mannheim) bezogen. Die Enzyme lieferten die Firmen Boehrin-
ger (Mannheim) und Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), die Gase, Stickstoff (4.0) und Sauer-
stoff (handelsiibliche Qualitit), die Firma Messer Griesheim (Krefeld).

2.3 Messungen mit dem Pulsed-Doppler-Flowmeter
2.3.1 Infusionslosungen

2.3.1.1 Ringer-Losung

Nach Van Harreveld (1936) wurde eine physiologische Salzlosung (Ringer) fiir Sti3-
wasserkrebse hergestellt, die als Grundlage fiir alle Infusionen diente. Fiir einen Liter Ringer-
Losung wurden 205,34 mmol L! NaCl, 13,50 mmol L' CaCl,-2 H,0, 5,36 mmol L KCl,
2,62 mmol Lt MgCl; - 6 H,O und 2,38 mmol L! NaHCOs; in einem Liter hochreinem Wasser
(Millipore, Bedford, USA) geldst und auf einen pH-Wert von 7,55 eingestellt. Diese Ringer-
Losung wird auch heute noch fiir verschiedene Krebsarten eingesetzt, so z.B. 1984 von Mas-
sabuau und Burtin flir Astacus leptodactylus, als auch 2001 von Aonuma und Newland fiir

Pacifastacus leniusculus.
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2.3.1.2 Purinderivatlosungen

Fiir die Infusionen wurden aus den jeweiligen Purinderivaten und der Ringer-Losung
Stammlosungen hergestellt, die entsprechend dem Gewicht der Versuchstiere verdiinnt wur-
den, um so bei gleicher Infusionsgeschwindigkeit die Applikation der gleichen Purinkon-
zentration in jedes Tier zu gewdhrleisten. Die Konzentration der Stammldsung betrug bei
ATP, ADP, AMP, IMP und Inosin 10 mmol L, bei Adenosin 10, 15 und 20 mmol L und
bei Hypoxanthin und Urat aufgrund der schlechten Loslichkeit beider Substanzen in Ringer-

Losung nur 2 mmol L™

2.3.2 Priparation der Versuchstiere fiir die Doppler-Messungen

Jedem Versuchstier wurde nach hypothermaler Anaesthesie auf Eis maximal drei pie-
zoelektrische Transducerkristalle (& 1 mm, 180°, 20 MHz; lowa Doppler Products, lowa Ci-
ty, USA) (Abb. 2.1) implantiert sowie fiir die Infusionsversuche zusétzlich ein Infusionska-
theter gelegt. Fiir die Katheterisierung wurde ein spitzes, mit Infusionslosung gefiilltes Stiick
PE-Schlauch (0,5/1,0 ID/AD; SIMS Portex Ltd., GB) zwischen dem dritten und vierten
Schreitbeinpaar durch das Gelenkhdutchen ca. 1 cm weit in den ventralen Blutsinus einge-
fiihrt. Die sofortige, bolusartige Injektion von Infusionslosung verhinderte das Verstopfen des
Schlauchendes durch mogliche Hamolmyphkoagel. Fixiert wurde der Katheter mit Gewebe-
band und Cyanoacrylat am seitlichen Cephalothorax des Krebses. Uber ein 3-Wege-Ventil
(Hamilton, Darmstadt) war der Katheter mit einer Spritze und einem Perfusor (Precidor Infors

AG, Basel, CH) verbunden.

Abb. 2.1: Dorsale (a) und ventrale (b) Ansicht eines fiir die Pulsed-Doppler-Flowmetrie praparierten Astacus
leptodactylus. Die mit Plastilin, Dentalwachs und Cyanoacrylat fixierten piezoelektrischen Transducerkristalle
wurden im Bereich der A. posterior (1), der A. lateralis (2) und der A. descendens (3) eingefiihrt

Um die piezoelektrischen Transducerkristalle in die Ndhe der Arterien einfithren zu

konnen, mufite mit einem Zahnarztbohrer (KaVo EWL, Leutkirch i.A.; 1 mm Bohrkopf: Mei-
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singer, USA) fiir die Aorta descendens auf der ventralen Seite zwischen dem dritten und vier-
ten Schreitbeinpaar der Carapax perforiert werden. Die Offnung fiir die Aorta posterior be-
fand sich in der Mitte des zweiten Abdominalsegments, das fiir die Arteria lateralis in Hohe
der Nackenfurche, ca. 1 cm neben der Meridianebene. Durch vorsichtige Drehbewegungen
wurde der Transducerkristall, der im unteren Kabelbereich durch ein Stiick PE-Schlauch sta-
bilisiert war, mit seiner breiteren Seite der entsprechenden Arterie in einem 45° Winkel ange-
ndhert. Dabei dienten sowohl akustische (hohes, lautes Zischen mit geringem Grundrau-
schen), als auch optische Signale (phasisches Signal auf dem Monitor) dazu, den Kristall op-
timal zu positionieren. Ein Stiick Plastilin hinter der jeweiligen Bohrung hielt den Kristall in
seiner Position. Zusétzlich diente eine dickere Schicht Dentalwachs auf Kristall und Plastilin,
liberzogen mit Cyanoacrylat, der Fixierung und dichtete die Perforation gegen auslaufende

Hamolymphe ab.

2.3.3 Versuchsaufbau

Am Vorabend der Dopplerversuche wurde ein einzelner, priparierter Astacus lepto-
dactylus zur Akklimatisierung an die Umgebungsbedingungen (20 °C, PO, < 20 kPa) in die
Versuchsapparatur (Abb. 2.2) eingesetzt.

13 12 |

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Messung der Herzkreislaufparameter von Astacus
leptodactylus mittels Pulsed-Doppler-Flowmetrie. 1: Gaszufuhr (Luft, N,), 2: Umwélzpumpe, 3: Kryothermostat
bzw. Raumkiihlung, 4: Faraday-Kéfig, 5: Versuchsbecken mit Abdeckung, gefiillt mit Leitungswasser, 6: Kaniile
mit 3-Wege-Ventil zur Wasserentnahme (P0O,-Bestimmung), 7: Styroporschwimmer, 8: Infusionsschlauch mit 3-
Wege-Ventil, 9: Perfusor, 10: Dopplerkabel mit Zuleitung zum Pulsed-Doppler-Flowmeter, 11: Pulsed-Doppler-
Flowmeter, 12: Screw Terminal Board, 13: Computer
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Das Versuchsbecken (20-39-29,5 cm) und die Abdeckung (kein gasdichter Ver-
schluB3) bestanden aus undurchsichtigem PVC, um visuelle Stimulationen der Versuchstiere
zu vermeiden. Es befand sich zur Abschirmung gegen ein dufleres elektrisches Feld innerhalb
eines geerdeten Faraday-Kifigs. Mit Hilfe einer Trennwand wurde das Versuchstier im Ver-
suchsbecken in seiner Bewegungsfreiheit eingeschriankt, um bewegungsabhédngige Stérungen
wihrend einer Messung auf ein Minimum zu reduzieren. Das im Versuchsbecken befindliche
Leitungswasser wurde je nach Versuchsanordnung kontinuierlich mit Luft oder Stickstoff
begast, wobei eine Umwélzpumpe fiir optimale Gasverteilung im gesamten Wasser sorgte.
Um den PO, mittels einer Sauerstoffelektrode (PHM 71, Radiometer, Copenhagen) bestim-
men zu koénnen, wurde eine Wasserprobe iiber eine im Deckel angebrachte, ins Ver-
suchsbecken hineinreichende Kaniile entnommen. Da temperaturabhéingige Effekte auf Kreis-
laufparameter bekannt sind (De Wachter und McMahon 1996a), wurde die Wassertemperatur
von 20 °C durch eine Kiihlschleife, die mit einem externen Thermokryostaten (RM6 Lauda,
Lauda-Kd6nigshofen) verbunden war, bzw. durch eine Raumkiihlung, konstant gehalten. Ein
Perfusor infundierte die entsprechend temperierten Infusionslosungen iiber den gelegten Ka-
theter ins Tier. Das dazwischengeschaltete 3-Wege-Ventil verkiirzte den Kathetertotraum zum
Tier hin, wodurch beim Wechsel der Infusionslosung (Zwischeninfusion) die Belastung fiir
das Tier verringert werden konnte. Sowohl Katheter als auch die Kabel der Transducerkristal-
le waren zum Schutz gegen Verwickeln und Herausreilen an einem Styroporschwimmer fi-
xiert. Die Herzkreislaufparameter wurden iiber die Transducerkristalle und ein angeschlosse-
nes 545C-4 Directional-Pulsed-Doppler-Flowmeter (Bioengineering, University of lowa,
USA) erfalit, die Signale durch ein Screw Terminal Board zusammengefiihrt (Keithley In-
struments, Cleveland, USA) und mit Hilfe einer speziellen Software (Viewdac®, Keithley
Asyst, Taunton, USA) aufgezeichnet.

2.3.4 Versuchsprotokolle

2.3.4.1 Infusionsversuche

Fiir die Infusionsversuche wurde ein MeBlzyklus von 60 Minuten ausgewahlt. Jede
Messung begann mit einem zehnminiitigen Vorlauf (t;-tjo), der die Herzfrequenz und die
FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe in Ruhe reprisentierte und als Kontrolle fiir die nach-
folgenden 40 MeBminuten diente. An den Vorlauf schlof sich eine zehnminiitige Infusions-
phase (tjj-tyo) an, in der dem Versuchstier eine definierte Menge Purinderivatldsung mit
gleichbleibender Geschwindigkeit von 0,046 mL/min infundiert wurde. Bolusartige, volumi-

nose Injektionen der Purinderivatldsungen wurden vermieden, um baroreflektorische Reakti-



16 Material und Methoden

onen auf den Kreislauf des Tieres auszuschlieBen (Burggren et al. 1990). Um bei gleichblei-
bender Infusionsgeschwindigkeit immer die gleiche, auf das Gewicht bezogene Purinderivat-
menge infundieren zu kénnen, muBlten alle Stammldsungen vor der Applikation entsprechend
mit Ringer-Losung verdiinnt werden. Reine Ringer-Infusionen dienten primér als Kontrolle
fiir die Purinderivatlosungen, sekundér gaben sie Aufschluf iiber Volumeneinfliisse.

Fiir einige Experimente wurden mehrere der beschriebenen Zyklen aneinandergereiht.
Die Pausen zwischen den jeweiligen Infusionen betrugen je nach Experiment entweder 55
oder 170 Minuten, die vorangegangene Erholungsphase und den nachfolgenden Vorlauf ein-
gerechnet.

Durch kurzzeitige Zwischeninfusionen, bei der die Purinderivatldsungen im Kathe-
tertotraum ausgetauscht wurden, war es moglich, an ein und demselben Tier unterschiedliche

Einzelinfusionsexperimente durchzufiihren.

2.3.4.2 Versuch zur funktionellen Hypoxie

Das Versuchsprotokoll der Versuche zur funktionellen Hypoxie unterscheidet sich zu
dem der Infusionsversuche nur dadurch, daf} anstelle der Infusionsphase (tjo-t29) das Tier wih-
rend dieses Zeitraums gestort und zur typischen Fluchtreaktion, dem Schwanzschlagen, ani-
miert wurde. Die Fluchtreaktion konnte ausgelost werden, indem man das Tier im Kopfbe-

reich berihrte oder auf den Riicken drehte.

2.3.4.3 Versuch zur biotopbedingten Hypoxie

Die Messung zur biotopbedingten Hypoxie bestand aus zwei Versuchsphasen, einer
hypoxischen (t;-t;20) und einer daran anschlieBenden Reoxigenierungsphase (t120-t210).

Die hypoxische Phase begann nach einem normoxischen Vorlauf von zehn Minuten
(ti-t10) mit der Einleitung von Stickstoff ins Versuchsbecken, bis der PO, zum Zeitpunkt tyg
unter 4 kPa lag. Wiahrend dieser stark hypoxischen Phase, die bis zum Zeitpunkt t;59 andau-
erte, wurde im Zeitraum tgo-tyg Adenosinldsung (3,5 nmol min’! g'l FG) infundiert. Nach 120
Minuten (t;29) wurde dann anstelle des Stickstoffs Luft in das Becken eingeleitet und inner-
halb der 90 miniitigen Reoxigenierungsphase abermals iiber zehn Minuten (t;g-t;90) Adeno-
sinlosung (3,5 nmol min"' g"' FG) infundiert. Zum Zeitpunkt dieser Adenosinapplikation la-
gen bereits normoxische PO,-Werte (> 20 kPa) im Wasser vor. Aus technischen Griinden
wurden die Herzkreislaufparameter zwischen beiden Phasen im Zeitraum t;o-t;29 nicht aufge-

zeichnet.
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2.3.5 Das Prinzip der Dopplermessungen

,Die Frequenz einer Wellenbewegung an einem Beobachtungsort dndert sich, wenn
der Beobachter und das Erregungszentrum der Welle gegeneinander bewegt werden* lautet
das 1841 von Christian Doppler entdeckte und nach ihm benannte Prinzip (Lecher 1973). Auf
dieser Frequenzdnderung basiert die Pulsed-Doppler-Flowmetrie. Eine verdnderte Frequenz
entsteht, wenn emittierte Ultraschallwellen von einem sich bewegenden Korper riickreflektiert
werden (Chauveau et al. 1985). Bewegt sich der Empfanger auf die Schallquelle zu, erhoht
sich die Frequenz, weil auf den Empfanger pro Zeiteinheit mehr Wellen auftreffen als in Ru-
he. Frequenzerniedrigung tritt auf, wenn sich der Empfanger von der Schallquelle entfernt
(Franke 1969).

Die Pulsed-Doppler-Flowmetrie ist eine kontinuierliche MeBmethode, die eine in vivo
Messung der cardiovasculdren Parameter auch in kleinen Tieren ermdglicht. Durch die Ver-
wendung kleiner piezoelektrischer Transducerkristalle, kann der Blutflul in GefdBen bis zu
einem Durchmesser von 1 mm bestimmt werden. Die Transducerkristalle werden entlang der
GefaBachse positioniert und konnen nach Implantation {iber einen ldngeren Zeitraum im Tier
verweilen, da sie gegeniiber Gewebsfliissigkeiten sehr tolerant sind. Durch Implantation meh-
rerer Kristalle lassen sich die Blutfliisse verschiedener Arterien gleichzeitig messen (Hartley
und Cole 1974; West 1989). Piezoelektrische Transducerkristalle kdnnen aufgrund ihres
kristallographischen Feinbaus zu hochfrequenten elastischen Schwingungen angeregt werden.
Entweder entstehen bei Zug- oder Druckbeanspruchung in bestimmten Richtungen auf der
Kristallflache elektrische Ladungen bzw. treten umgekehrt mechanische Verformungen des
Kristalls durch elektrische Beanspruchung auf (Lecher 1973).

Bei der Pulsed-Doppler-Flowmetrie agiert der einzelne Transducerkristall sowohl als
Sender, als auch als Empfanger von Ultraschallwellen. Wéahrend eines Funktionszyklus (FZ)
(Abb. 2.3) von 16 ps sendet er fiir 0,8 ps ein Signal mit einer Frequenz von 20 MHz in Rich-
tung des GefalBles aus, das dort auf die bewegten Hamocyten in einem definierten Probenvo-
lumen von 0,5 mm® trifft (West 1989) und von diesen zum Transducer zuriick reflektiert wird.
Durch die Geschwindigkeit der Himocyten entsteht bei der Reflexion des Signals eine Zeit-
verzogerung und damit eine Frequenzverdnderung. Nach Emission eines 0,8 ps langen Ultra-
schallsignals verbleiben dem Transducer fiir den Empfang des Echos 15,2 ps bis zum Beginn
des nédchsten Zyklus. Das ebenfalls 0,8 us lange Echo kann innerhalb dieser 15,2 ps zu jedem
Zeitpunkt auftreten (z.B. a2, b2, ¢2 in Abb. 2.3), je nach Position des Probenvolumens im
Gefaldurchmesser (al, bl, cl in Abb. 2.3). Mit Hilfe der ,,RANGE”-Funktion des Dopplers

wird der Abstand des Transducerkristalls zur Reflexionsflache des Probenvolumens auf einen
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bestimmten Punkt im GefdB3durchmesser (z.B. al, bl oder cl) festgelegt und damit auch der

Zeitpunkt des Echoempfangs.

—— FZ 16 ps ———m
U,Blps '

T 152 ]
i a2 b2 2|
Sy B B ) B
: ! ! l
! : : I
1 1 | 1
PT: 1 ! |
| ! |
I ! .
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Abb. 2.3: Prinzip der Pulsed-Doppler-Flowmetrie, dargestellt anhand eines schematisierten Funktionszyklus. Die
Erkldrung der Abbildung erfolgt im Text. FZ: Funktionszyklus; PT: piezoelektrischer Transducerkristall; AHF:
arterieller HimolymphfluB}; 8: Winkel zwischen Oberfldche des Transducerkristalls und dem Gefal3, im Optimal-
fall cos 45°; al, bl, cl: Reflexionsfliche des Probenvolumens an drei moglichen Positionen im GefaBdurchmes-
ser innerhalb der Reichweite des Transducerkristalls; a2, b2, c2: Zeitpunkte des 0,8 ps langen Echos der von den
Positionen al, b1, cl reflektierten Ultraschallwellen (verdndert nach Hartley et al. 1984).

Die Festlegung des Abstands ist jedoch von der maximalen Reichweite (Ry.x) des
Transducerkristalls abhidngig, die sich mit Hilfe der Schallgeschwindigkeit des Signals an-
hand des Funktionszyklus berechnen 14Bt. Aus Gleichung (2.1) ergibt sich eine maximale
Reichweite des Transducerkristalls von 1,13 cm fiir eine Richtung, innerhalb derer der Ha-

molymphflull noch gemessen werden kann

R el +ZE2))’C=1,13 cm @.1)
X

Ruax = maximale Reichweite des Transducerkristalls

trz = Zeitspanne des Funktionszyklus [16 ps]

tg1 = Zeitspanne der Ultraschallemission [0,8 us]

tE2 = Zeitspanne des Ultraschallempfangs [0,8 us]

c = Geschwindigkeit des Schalls in der Himolymphe [0,1565 cm ps™']

X = 2 (fiir die Hélfte der Wegstrecke)
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Die Geschwindigkeit der Himolymphe 146t sich nach Hartley und Cole (1974) sowie
Reiber (1992) mit Hilfe folgender Gleichung berechnen

Af -c
V=_—T"+ (2.2)
2. f,-cosb
\% = Geschwindigkeit der Himocyten [mm s™']
Af = Frequenzverschiebung/Doppler-Verschiebung [kHz]
c = Geschwindigkeit des Schalls in der Himolymphe [1565 m's™']
fo = emittierte Frequenz [20 Mhz]
0 = Winkel zwischen Schallrichtungsvektor und der Richtung des Himolymph-

flusses, im Optimalfall cos 45° = 0,7071

Der optimale Winkel zwischen Transduceroberfliche und Gefd3 betrdgt 45° in
BlutfluBrichtung (Hartley und Cole 1974; West 1989; Reiber 1992). Fiir den Fall, daB3 sich
dieser Winkel nicht éndert, ist die Frequenzénderung (die Doppler-Verschiebung Af) nur von
der Geschwindigkeit der Himolymphe abhingig, was sich in Gleichung (2.3) nach Einsetzen

der Konstanten c, f; und 0 zeigt
v[mm . S_I]I 55,33 [kHz‘l]- Af [kHz] (2.3)

Die Frequenzen der reflektierten Ultraschallwellen werden vom Transducer empfan-
gen und durch das verwendete 545C-4 Directional-Pulsed-Doppler-Flowmeter in elektrische
Spannungen umgewandelt. Bei der Umwandlung wird ein gerétespezifischer Faktor einge-
rechnet, der fiir das analoge Spannungssignal E [V] pro kHz Doppler-Verschiebung 0,5 be-
tragt. Pro kHz Doppler-Verschiebung entsteht ein doppelt so groes Spannungssignal, wie
den Gleichungen (2.4) und (2.5) zu entnehmen ist

£l
Az~ 4

Af [kHz]= % (2.5)

b
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Setzt man nun Gleichung (2.5) in Gleichung (2.3) ein, wird deutlich, da3 eine lineare
Beziehung zwischen der FlieBgeschwindigkeit v der Himolymphe und dem analogen Aus-

gangssignal E besteht

vlmm-s7|=110,66|kHz" | E[V] (2.6)

2.3.6 Datenaufzeichnung und Auswertung

Das Pulsed-Doppler-Flowmeter besitzt Anschliisse fiir vier Transducerkristalle, so daf3
gleichzeitig vier Arterien gemessen werden kdnnen. Uber den jeweiligen PHASIC-Ausgang
werden die gemessenen analogen Signale zu einem Screw Terminal Board (Keithley Instru-
ments, Cleveland, USA) geleitet, dort zusammengefiihrt und durch ein DAS-1600 Board
(Keithley MetraByte/Asyst, Taunton, USA) digitalisiert. Mit Hilfe der Software Viewdac®
(Keithley Asyst, Taunton, USA) konnen die digitalisierten Daten vom Computer aufgezeich-
net werden.

In den hier durchgefiihrten Versuchen betrug die vom Computer aufgezeichnete Da-
tenanzahl 20 dp s, die als Spannung E [V] in Abhingigkeit von der Zeit t [min] dargestellt
wurde. Da laut Gleichung (2.6) die FlieBgeschwindigkeit der Spannung proportional ist, las-
sen sich iiber die Spannungssignale die Herzfrequenz (Signalanzahl) und die aktuelle FlieB3ge-
schwindigkeit sowie FlieBrichtung (Amplitude der Signale) ermitteln. Durch Integration der
Flachen aller Signale einer Minute, 148t sich nach Einsetzen dieses Wertes in Gleichung (2.6)

die FlieBgeschwindigkeit [mm s'] fiir diesen Zeitraum berechnen.
2.4 Bestimmung der Konzentration von Purinderivaten

2.4.1 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau zur Pulsed-Doppler-Flowmetrie (s. 2.3.3) wurde in reduzierter
Form fiir die Experimente zur Konzentrationsbestimmung verschiedener Purinderivate ver-
wendet. Ubernommen wurden das Tierbecken sowie die Gerite zur Konstanthaltung der Ver-
suchsparameter (Abb. 2.4).

Das einzeln inkubierte Versuchstier wurde bei minimalem Lichteinfall sichtgeschiitzt
in 20 °C temperiertem Wasser gehdltert. Fiir einige Versuche wurden die bendtigten Gase
iber eine zwischengeschaltete Gasmischpumpe (Wosthoff, Bochum) in bestimmten Verhélt-
nissen gemischt und kontinuierlich eingeleitet. Der PO,-Gehalt wurde auch hier {iber eine aus

dem Versuchsbecken entnommene Wasserprobe kontrolliert. Im Gegensatz zur Pulsed-
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Doppler-Flowmetrie war das Versuchstier zur Himolymphabnahme frei beweglich auf einer
Halterung fixiert. So konnte die Himolymphe {iber die Perforation aus dem Pericard entnom-
men werden, ohne das Tier dafiir in die Hand nehmen zu miissen und aufzuregen. Fiir die
Gewebeversuche war das Tier auf einer Bank fixiert, die das Decapitieren und das Abtrennen

der Gewebestiicke erleichterte.

Abb. 2.4: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Bestimmung der Purinkonzentrationen aus der
Hamolymphe bzw. dem Gewebe von Astacus leptodactylus. 1: Gaszufuhr (Luft, N,, O,), teils mit zwischenge-
schalteter Gasmischpumpe, 2: Umwilzpumpe, 3: Kryothermostat bzw. Raumkiihlung, 4: Versuchsbecken mit
Abdeckung, gefiillt mit Leitungswasser, 5: Versuchstier auf einer Halterung fixiert, 6: Bohrloch im Carapax mit
Neopren abgedichtet, 7: Kaniile mit 3-Wege-Ventil zur Wasserentnahme (P0,-Bestimmung)

2.4.2 Versuchsprotokolle

Die Versuchstiere wurden am Vorabend der Experimente auf dem entsprechenden
Versuchsgestell fixiert und tiber Nacht (mindestens 12 Stunden) bei Normoxie und Dunkel-
heit vorinkubiert, damit sie sich beruhigen und an die Bedingungen akklimatisieren konnten.

Das Vorinkubationsbecken entsprach in seinem Aufbau dem Versuchsbecken.

2.4.2.1 Normoxie

Fiir die Versuche unter normoxischen Bedingungen wurde das Versuchstier, nach Ab-
nahme der Hdmolymphprobe zum Zeitpunkt ty, aus dem Vorinkubationsbecken in ein mit
Luft begastes Becken gesetzt. Von diesem Zeitpunkt an gerechnet, wurden Proben nach ein,

zwel, drei oder vier Stunden genommen. Gewebe wurde dagegen nur zum Zeitpunkt t, oder
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24 Stunden spiter entnommen und diente als Kontrollprobe fiir alle Gewebeversuche zur Hy-

poxie.

2.4.2.2 Hyperoxie

Unter hyperoxischer Inkubationsbedingung wurde nur die Konzentration von Urat in
der Himolymphe bestimmt. Das Wasser des Versuchsbeckens wurde dazu mit Sauerstoff und
Stickstoff iiber eine Gasmischpumpe begast, so dal der PO, im moderat hyperoxischen Be-
reich (28 kPa bis maximal 37 kPa) lag. Nach Abnahme des Kontrollwertes (ty) wurde das
Versuchstier aus dem normoxisch begasten Vorinkubationsbecken in das Becken mit hypero-
xischen Bedingungen gesetzt. Himolymphproben wurden stiindlich iiber einen Zeitraum von

insgesamt vier Stunden entnommen.

2.4.2.3 Biotopbedingte Hypoxie

Nach Einsetzen des Versuchstieres in die hypoxische Umgebung (PO, < 4 kPa) wur-
den die Himolymphproben zuerst stiindlich, ab t4;, bis tyo, alle vier Stunden abgezaptft.

Uratakkumulationsversuche wurden iiber 48 Stunden durchgefiihrt, die Proben jeweils
im Abstand von vier Stunden entnommen. Untersucht wurde die Akkumulationsrate bei ver-
schiedenen PO,-Werten, die sowohl einen moderat hypoxischen Bereich (13,6 kPa) als auch
einen stark hypoxischen Bereich (1,07 kPa) umfaften.

Im Gegensatz zu den Hamolymphproben wurden die Gewebeproben nach 6, 12, 18

und 24 Stunden genommen.

2.4.2.4 Funktionelle Hypoxie

Die Versuche zur funktionellen Hypoxie wurden im Vorinkubationsbecken unter
fortwihrender Begasung mit Luft durchgefiihrt.

Hamolymphproben wurden seriell iiber einen Zeitraum von zwei Stunden zu den Zeit-
punkten 0, 1, 2, 3, 4, 5, 7, 12, 30, 60 und 120 Minuten abgenommen. Nach Abnahme der
Kontrollprobe (ty), wurde das Tier fiir zwei Minuten (t;-t;) zum Schwanzschlagen animiert.
Fiir die Probennahme wéhrend der nachfolgenden Erholungszeit (t3-ti20) wurde das Tier wie-
der auf der Halterung fixiert und abgedeckt.

Fiir die Gewebeversuche wurde das Tier ebenfalls zum Schwanzschlagen angeregt und
nach ein bzw. zwei Minuten Aktivitit Gewebe entnommen. Proben aus der Erholungsphase
konnten 1, 5 bzw. 10 Minuten nach Beendigung der Aktivitdtsphase (maximal zwei Minuten)

gewonnen werden.
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2.4.3 Probenentnahme

2.4.3.1 Himolymphproben

Fiir die Himolymphabnahme muften die Tiere im Vorfeld prapariert werden. Dazu
wurde nach hypothermaler Anaesthesie auf Eis der Cephalothorax mit dem Zahnarztbohrer
auf der dorsalen Seite oberhalb des Pericards bis auf die Hypodermis perforiert und darauf ein
Stiick Neopren geklebt. So konnte z.T. mehrmals mit einer Kaniile (0,6 - 30 mm; Nr. 14)
durch die Perforation ins Pericard gestochen werden, ohne dal Himolymphe auslaufen bzw.

Wasser aus der Umgebung eindringen konnte.

2.4.3.2 Gewebeproben

Zur Gewebeentnahme wurde das Versuchstier durch Decapitieren moglichst schnell
getotet und dabei das Suboesophagealganglion in Hohe der Nackenfurche durchtrennt. Sofort
wurden der Schwanz und dann die linke Schere abgetrennt, im Anschlufl daran der Cepha-
lothorax dorsal eréffnet und der Hepatopancreas entnommen. Schwanz- und Scherenmuskel
wurden herausprépariert, kurz in Ringer-Losung abgespiilt und abgetupft. Mit Hilfe einer
Kiihlzange wurden alle drei Gewebestlicke in fliissigem Stickstoff schockgefroren (Wollen-
berger et al. 1960) und in diesem bis zur Extraktion aufbewahrt. Das Schockgefrieren der
Gewebestiicke erfolgte in gleicher Reihenfolge wie die Entnahme und dauerte ab Decapitieren

maximal 97 *+ 8 s.

2.4.4 Extraktion der Purinderivate

Eine tabellarische Ubersicht iiber Extraktion und Messung der Purinderivate Adeno-

sin, Inosin und Urat befindet sich im Anhang (Tab. 7.1, S.115).

2.4.4.1 Extraktion der Purinderivate aus der Hiimolymphe

Die Hiamolymphe wurde in eine vorgekiihlte Spritze, die mit 0,6 mol L eisgekiihlter
PCA (HCIO,4) gefiillt war, aufgezogen und beides sofort miteinander vermischt. Die abge-
nommene Menge Himolymphe wurde im Anschlul3 durch Differenzwégung ermittelt. Adeno-
sin und Inosin konnten aus einer Himolymphprobe bestimmt werden, fiir die es ausreichte,
die gleiche Menge PCA vorzulegen, wie Himolymphe aufgezogen werden sollte. Fiir die Be-
stimmung des Urats muflte mindestens die drei- bis vierfache Menge PCA vorgelegt werden,
damit bei der Proteinfdllung so wenig Urat wie moglich mitgerissen wurde. Vor der ersten
Zentrifugation (20 min, 4 °C, 47807 RCF) in einer Kiihlzentrifuge (Sorvall RC 28 S, Kendro

Laboratory Products, Hanau) war es nur bei den Uratproben notwendig, die ausgefillten Pro-
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teine zu homogenisieren, um das bei der Denaturierung eingeschlossene Urat mdglichst ganz
freizusetzen. Nach der Zentrifugation wurde der saure Uberstand der Uratproben sofort bei
-20 °C bis zur Messung eingefroren, wohingegen der Uberstand der Adenosin- und Ino-
sinproben mit 0,75 mol L! K,;HPOj auf einen pH-Wert zwischen 6 und 7 (Kontrolle mit Uni-
versalindikatorpapier, Merck, Darmstadt) eingestellt wurde. Das ausgefallene Perchlorat
(Cl04) wurde in einem erneuten Zentrifugationsschritt (20 min, 4 °C, 47807 RCF) pelletiert
und der Uberstand aliquotiert. Ein Aliquot wurde fiir die Inosinbestimmung bei -20 °C einge-
froren, der iiberwiegende Teil des Uberstandes aber fiir die Adenosinbestimmung genutzt und

in einer nachfolgenden Festphasenextraktion (SPE; s. 2.4.5) konzentriert.

2.4.4.2 Extraktion der Purinderivate aus dem Gewebe

Aus den verschiedenen Gewebestiicken wurden die Purinderivate in Anlehnung an
Beis und Newsholme (1975) extrahiert. Dazu wurden die gefrorenen Gewebestiicke im Mor-
ser mit fliissigem Stickstoff pulverisiert, in eisgekiihlte 0,6 mol L' PCA (mind. 3,5faches
Volumen) eingewogen und im Anschluf3 3 - 60 min bei maximaler Geschwindigkeit im Ultra-
Turrax (IKA, Janke und Kunkel, Staufen i.Br.) unter Kiihlung homogenisiert. Das pulveri-
sierte Gewebe taute auf diese Weise langsam in der kalten PCA auf, so dal} alle Enzyme so-
fort denaturiert wurden. Die nachfolgenden Extraktionsschritte sind mit den unter 2.4.4.1 fiir
die Himolymphe beschriebenen identisch. Einzige Ausnahme ist die Neutralisation des sau-

ren Uberstandes fiir die Adenosin- und Inosinbestimmung mit 1 mol L K>HPO,.

2.4.5 Konzentrierung der Extrakte mittels Festphasenextraktion (SPE)

Im Gegensatz zu Inosin und Urat war Adenosin in wesentlich geringeren Konzentra-
tion in den Proben enthalten und muflte fiir die HPLC-Messung konzentriert werden. Die An-
reicherung des Adenosins erfolgte iiber eine Festphasenextraktion, einem physikalischen
Extraktionsprozef3, der zwischen einer fliissigen und festen Phase stattfindet (Van Horne
1993). Fiir die Festphasenextraktion wurden Sep-Pak® Classic Cartridges (Waters GmbH,
Eschborn) verwendet, deren Sorbens aus oberflichenmodifiziertem Silicagel bestand, dessen
verbliebene Silanolgruppen deaktiviert (endcapped) waren und Octadecylsilane (C18) gebun-
den hatte. Ahnlich den Eigenschaften der RP-HPLC-S&ulen, absorbiert dieses stark hydro-
phobe Sorbens schwach hydrophobe Isolate aus wiéssrigen Losungen (Van Horne 1993).

Die Festphasenextraktion wurde in einem umgebauten Exsikkator durchgefiihrt, in
dem die Proben mit Hilfe eines Vakuums von einem Reservoir (Plastikspritzen) iiber die Sep-
Pak® Classic Cartridges geleitet und das Isolat (angereichertes Adenosin) aufgefangen wurde.

Im ersten Extraktionsschritt, der Solvatisierung, wurde das Sorbens mit 2 mL 70 % Methanol
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benetzt, wodurch sich die am Sorbens gebundenen C18-Ketten aufrichteten. Im Anschlufl
wurde das Sorbens in einem weiteren Vorkonditionierungsschritt mit 2 mL einer 5 mmol L™
KH,PO4-Losung (pH 6,5) dquilibriert. Sowohl Solvatisierung als auch Aquilibrierung ermog-
lichten eine optimale Retention des Adenosins an dieser vorbereiteten stationdren Phase (Van
Horne 1993). Danach wurden 4 bis 14 mL Probe aufgetragen und langsam tiber das Sorbens
geleitet. Ebenfalls zuriickgehaltene Interferenzen wurden mit 6 mL einer 5 mmol L
KH,PO4-Losung (pH 6,5) ausgewaschen. Erst im letzten Schritt erfolgte die Elution des Ade-
nosins mit 3 mL 70 % Methanol, das die Wechselwirkung zwischen stationédrer Phase und
Adenosin effizient authob. Das aufgefangene Eluat wurde iiber Nacht in einem Speed Vac
Concentrator (Savant/Saur, Reutlingen) eingetrocknet und fiir die Konzentrationsbestimmung

(2.4.6) verwendet.

2.4.6 Bestimmung der Purinkonzentrationen mittels RP-HPLC

Das Prinzip der RP-HPLC beruht auf einem Umkehrphasensystem, bei dem die statio-
nére Phase unpolar und die mobile Phase polar ist. Charakteristisch fiir diese Art von Adsorp-
tions-Chromatographie ist die Verzogerung von Substanzen mit zunehmend hydrophobem
Charakter. Die verwendeten RP-Sdulen (Merck, Darmstadt) bestehen wie die unter 2.4.5 be-
schriebenen Sep-Pak® Classic Cartridges aus oberflichenmodifiziertem Silicagel mit gebun-
denen C18-Ketten (Unger 1989).

Zur Bestimmung der Purinderivate wurden zwei HPLC-Anlagen der Firma
Merck/Hitachi (Darmstadt/Tokyo) verwendet, die jeweils aus einer Niederdruckgradienten-
pumpe (L-6200 bzw. L-6200A Intelligent Pump), einem Autosampler (AS-2000 bzw. L-7200
LaChrom) und einem UV-Detektor (L-4250 bzw. L-7400 LaChrom) bestanden. Die Daten-
aufnahme und Umwandlung {ibernahmen ein D-6000 Interface bzw. ein AID. Die Chroma-
togramme wurden anfanglich mit dem Software-Programm D-6000 HSM (Merck/Hitachi),
spater mit einer neueren HSM-Version (D-7000, Merck/Hitachi) als Spannungen [mV] pro
Zeiteinheit [min] aufgezeichnet und ausgewertet. Die Peakidentifizierung der zu bestimmen-
den Purinderivate erfolgte durch Abbau dieser mit den entsprechenden Enzymen (Adenosin:
ADA, Inosin: PNP, Urat: Uricase). Quantifiziert wurden die gemessenen Purinderivate mit

Hilfe eines Standardgemisches, mit dem regelméBig eine Kalibrierung durchgefiihrt wurde.

2.4.6.1 Bestimmung der Konzentrationen von Adenosin und Inosin
Die eingetrockneten Adenosinproben wurden in maximal 600 pL Laufmittelgemisch resu-
pendiert und gelost, wihrend die Inosinproben direkt im Anschluf3 an die Extraktion gemes-

sen werden konnten. Die Proben wurden auf einer LiChrospher® RP-18 Sdule (250 - 4 mm,
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Sum, ec) mit Vorsdule gleichen Materials (4 - 4 mm, Sum, ec) aufgetrennt. Nach einer Me-
thode von Deussen et al. (1988) dienten ein Gemisch aus 0,03 mol L™ Ammoniumacetat mit
0,025 mmol L' EDTA Na, - 2 H,0 und 5 % Methanol, pH 6,2 (LM A) sowie ein Methanol-
Wasser-Gemisch im Verhéltnis 2:1 (LM B) als Laufmittel fiir die Retention und Elution der
Purinderivate in den Proben. Die Analyse erfolgte bei einer DurchfluBrate von 1 mL min™
und dem in Tab. 2.1 dargestellten Gradienten. Detektiert wurde Adenosin bei 259 nm und

Inosin bei 248 nm.

Tab. 2.1: Gradient der Laufmittel A und B [%] iiber die gesamte Analysezeit von 40 min zur Bestimmung von
Adenosin und Inosin mittels RP-HPLC

t [min] 0 22 27 30,5 32 40
LM A [%] 95 82 0 0 95 95
LM B [%] 5 18 100 100 5 5

Trotz bestmoglicher Modifikation der MeBmethode konnte der Adenosinpeak in der chroma-
tographischen Auftrennung nur selten als Einzelpeak eluiert werden. Daher wurde im Falle
des Adenosins die Berechnung der Peakfliche iiber die Differenz vor und nach Abbau des
Purinderivats mit Adenosindesaminase (ADA) (4uL einer 1:200 Verdiinnung) in ein und der-

selben Probe durchgefiihrt und konnte so exakt bestimmt werden (Abb. 2.5).

2.4.6.2 Bestimmung der Konzentration von Urat

Die Uratkonzentration wurde in Anlehnung an Wynants et al. (1987) aus dem sauren
Extraktionsiiberstand bestimmt. Eine LiChrospher® RP-select B Sdule (125 - 4 mm, Spm) mit
Vorsdule gleichen Materials (4 - 4 mm, Sum) diente zur Auftrennung. Als Laufmittel wurde
0,3 mol L' Ammoniumdihydogenphosphatlésung mit 1 % Methanol, pH 2,2, verwendet, das
mit einer DurchfluBrate von 0,7 mL min™ isokratisch durch die Anlage gepumpt wurde. Die

Analysezeit betrug 13 min und die Detektion des Urats erfolgte bei 293 nm.
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Abb. 2.5: Bestimmung von Adenosin mittels RP-HPLC. Die Chromatogramme zeigen die Auftrennung einer
Probe aus Hepatopancreasgewebe nach 12 h biotopbedingter Hypoxie. Eingekreist ist der Zeitpunkt, zu dem
Adenosin eluiert. 1. Gewebeprobe unbehandelt 2. Gewebeprobe nach Behandlung mit 4 puL einer 1:200 ver-
diinnten ADA-L6sung, durch die Adenosin abgebaut wurde 3. Gewebeprobe mit 5 pM Adenosin-Standard im
Verhiltnis 1:1 versetzt.
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2.5 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten hinsichtlich statistischer Signifikanz erfolgte mit Hilfe des
Statistikprogramms Sigma Stat der Firma Sigma (Jandel Scientific, Erkrath). Alle Werte wur-
den auf Normalverteilung und Varianzgleichheit gepriift.

Die Ergebnisse der Dopplermessungen wurden mit Hilfe des One Way Repeated Mea-
sures ANOVA bzw. dem Friedman Repeated Measures ANOVA on Ranks getestet. Als Kon-
trollwerte dienten die ersten zehn MeBwerte (t; — t;o), die jeweils gegen alle anderen MelBwer-
te der Versuchsreihe getestet wurden. Signifikante Anderungen wurden mit Hilfe der para-
metrischen bzw. der unparametrischen Variante der SNK-Methode oder, bei ungleicher
StichprobengrdBe, mit der Dunn’s Methode ermittelt.

Die Ergebnisse der Himolymphmessungen wurden je nach Versuchsanordnung wahl-
weise einem unpaarigen t-Test oder einem One Way Repeated Measures ANOVA unterzo-
gen. Lagen Normalverteilung und Varianzgleichheit vor, wurde bei statistischer Signifikanz
gegen einen Kontrollwert (tp) nach der Dunnett’s Methode bzw. paarweise nach der para-
metrischen Variante der SNK-Methode getestet. Bei fehlender Normalverteilung und/oder
Varianzgleichheit wurden Rangvarianzanalysen, wie der Mann-Whitney Rank Sum Test oder
der Friedman Repeated Measures ANOVA on Ranks, durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der Gewebemessungen wurden einerseits mittels unpaarigem t-Test
(Normoxie), andererseits mittels One Way ANOVA (Hypoxie) untersucht. Lag statistische
Signifikanz vor, wurde bei Normalverteilung und Varianzgleichheit wie bei den Hamo-
lymphproben getestet, jedoch dienten hier der Mann-Whitney Rank Sum Test und der
Kruskal-Wallis ANOVA on Ranks als Rangvarianzanalysen. Im letztgenannten Test wurde
bei statistischer Signifikanz die Dunn’s Methode im Vergleich gegen einen Kontrollwert bzw.

bei paarweisem Vergleich durchgefiihrt, da nur ungleiche Stichprobengrof3en vorlagen.

Zwei Mittelwerte wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 als statis-

tisch signifikant voneinander angesehen. Mittelwerte, die voneinander statistisch signifikant
verschieden sind, werden in den Dopplerexperimenten mit einem * (signifikante Erh6hung)
bzw. mit einem } (signifikante Erniedrigung) gekennzeichnet. Die Zeichen *—* bzw. —%
stehen fiir einen groferen Signifikanzbereich. In den Hadmolymph- und Gewebeversuchen
wird statistische Signifikanz der Mittelwerte mit einem * (zum Kontrollwert ty) oder mit ei-

nem # (zum Vorwert) markiert.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern Purinderivate die Sauerstoffver-
sorgung von Astacus leptodactylus beeinflussen konnten. Von besonderem Interesse waren
vor allem die Purinderivate Adenosin und Urat, von denen aus bisheriger Literatur Effekte auf
Ebene des Herzkreislaufs bzw. auf Ebene der respiratorischen Pigmente in Crustaceen be-
kannt sind. Es sollte geklirt werden, ob diese Purinderivate wihrend normoxischer und hypo-
xischer Bedingungen die Herzkreislaufparameter so verdndern, dafl die Sauerstoffversorgung
des Tieres gewihrleistet wird. Zudem sollten ebenfalls in Abhdngigkeit von der Sauerstoff-
verfiigbarkeit die Konzentrationen dieser Substanzen in Hamolymphe und Gewebe von Asta-
cus leptodactylus untersucht werden, um Aufschlufl iiber die Wirkungsebene der einzelnen

Purinderivate zu bekommen.

3.1 Die Wiederfindung der Purinderivate in Himolymphe und Gewebe

Zur Konzentrationsbestimmung der Purinderivate aus der Himolymphe und den Ge-
weben' von Astacus leptodactylus muBite im Vorfeld untersucht werden, ob durch die Proben-
gewinnung und deren Aufbereitung Verluste bei der Quantifizierung auftreten. Sowohl fiir die
Hamolymphe als auch fiir das Gewebe, stellvertretend fiir alle am Schwanzmuskel untersucht,
wurden Proben mit standardversetzter PCA gewonnen und bis zur Analyse nach entsprechen-
den Extraktionsmethoden aufbereitet. Durch die Modifikation der urspriinglichen Methoden
konnten die Purinderivate Adenosin, Inosin und Urat in der Himolymphe zwischen 96 und
103 % wiedergefunden werden, wie Tab. 3.1 zu entnehmen ist. Im Gewebe lag die prozentu-
ale Wiederfindung fiir Adenosin und Inosin ebenfalls iiber 100 %, wohingegen Urat nur mit

85 + 12 % gefunden wurde.

Tab. 3.1: Prozentuale Wiederfindung der Purinderivate Adenosin, Inosin und Urat in Himolymphe und Gewebe
(X + SD; n = die Ziffern in den Klammern geben die Anzahl der Tiere an)

Wiederfindung [%]
Adenosin Inosin Urat
Héamolymphe 103 £2(8) 97+ 3 (4) 96 +£9(5)
Gewebe 105+ 3 (7) 103 £ 14 (7) 85+ 12 (7)

' Die Konzentrationsangaben fiir die Metabolite im Gewebe sind auf das gesamte Gewebewasser bezogen. Da-
bei wird von einem Gewebewasseranteil ausgegangen, der 80 % des gesamten Gewebes betréigt. Eine Metabolit-
konzentration von 100 nmol mL™' im Gewebewasser entspricht somit einem Gehalt von 80 nmol g ' FG im Ge-
webe.
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3.2 Die Effekte von Purinderivaten auf Herzkreislaufparameter und deren Konzentra-

tion in Himolymphe und Gewebe unter normoxischen Inkubationsbedingungen

3.2.1 Messung der arteriellen Fliegeschwindigkeit der Himolymphe sowie der Herz-

frequenz mit Hilfe der Pulsed-Doppler-Flowmetrie

3.2.1.1 EinfluB} des Infusionsvolumens

Zu Beginn der Purinderivatinfusionen in das Herzkreislaufsystem von Astacus lepto-
dactylus muBite tiberpriift werden, welches Fliissigkeitsvolumen infundiert werden kann, ohne
mogliche baroreflektorische Effekte hervorzurufen. Solche Reaktionen beschrieben Burggren
et al. (1990) fiir Cardisoma guanhumi, die durch bolusartige und zu grofle Infusionsvolumina
ausgelost worden waren. Daher wurde hier die Auswirkung dreier unterschiedlicher Infusi-
onsgeschwindigkeiten und die damit verbundenen Infusionsvolumina getestet, in denen Rin-
ger-Losung, die in allen anderen Versuchen als Basis fiir die Purinderivatlosungen diente,
iiber 10 Minuten infundiert wurde (Abb. 3.1). Sowohl ein Infusionsvolumen von 0,015 mL
min™' (a), als auch ein Volumen von 0,046 mL min™ (b) Ringer-L3sung, das 150 pL bzw. 460
uL iiber den gesamten Infusionszeitraum entspricht, fiihrte weder in der A. posterior (I), noch
in der A. descendens (II) zu einer statistisch signifikanten Anderung der FlieBgeschwindigkeit
der Himolymphe im Vergleich zu den Vorlaufwerten t;-tjo. Im Gegensatz dazu sank die
FlieBgeschwindigkeit in beiden GefdBen signifikant, wenn das Infusionsvolumen 0,088 mL
min™ betrug (880 pL in 10 min). Wihrend in der A. descendens schon beim Infundieren (t4
14,8 £ 15,9 und t16 16,0 = 18,2 mm s'l) signifikante Werte zum Vorlauf (t;-t;o, MW 18,1 £
19,1 mm s') auftraten und bis zum Ende der Erholungsphase bestehen blieben, verringerte
sich in der A. posterior die FlieBgeschwindigkeit erst in der Erholungsphase signifikant (ab ty4
mit 6,8 + 6,3 mm s'l; MWvyoraut: 9,8 £ 7,0 mm s'l). Die Herzfrequenz blieb bei allen infun-
dierten Volumina innerhalb der natiirlichen Schwankungsbreite. Auffillig ist jedoch, daf un-
abhingig vom Infusionsvolumen in jeder Versuchsreihe mit Beginn der Infusion die Herzfre-
quenz zum Zeitpunkt t;;, wenn auch nicht signifikant, abnahm. Durch die Ergebnisse dieser
Versuchsreihe wurde die Infusionsgeschwindigkeit der Losungen so festgelegt, dal bei jedem
Versuchstier 0,046 mL min™ infundiert wurden. Damit das Infusionsvolumen konstant blieb,
muBlten die Konzentrationen der Purinderivatldsungen fiir jedes Tier iiber entsprechende

Stammlosungen eingestellt werden.
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Abb. 3.1: Der EinfluB des Infusionsvolumens auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe [mm s™'] in der A.
posterior (I) und der A. descendens (II) sowie auf die Herzfrequenz (IV) [bpm] bei Astacus leptodactylus. Nach
einem zehnmintitigen Vorlauf (t;-t;9) wurde jeweils fiir weitere 10 Minuten Ringer-Ldsung mit einem Volumen
von a: 0,015 mL min™', b: 0,046 mL min™, ¢: 0,088 mL min' infundiert. (X = SD; die Ziffern in der linken obe-
ren Ecke jeder Graphik: Anzahl der Tiere (n) ohne Klammern; Anzahl der Versuche (N) in Klammern). =
signifikant erniedrigt zu allen zehn Werten des Vorlaufs.

3.2.1.2 Purinderivatkonzentration der Infusionen

Weiterhin muflite nach einer geeigneten Purinderivatkonzentration fiir die Infusionen
gesucht werden, die bei 0,046 mL min” Infusionsvolumen maximale Effekte auf das Herz-
kreislaufsystem von Astacus leptodactylus zeigt. Dafiir wurden am Beispiel des Adenosins
finf verschiedene Konzentrationen dieses Purinderivats im Bereich von 0,44 und 7,0 nmol
min” g FG fiir 10 Minuten infundiert. Abb. 3.2 zeigt zur besseren Ubersicht nur die Ergeb-
nisse fiir die A. descendens und die Herzfrequenz, wohingegen der gesamte Versuch dem

Anhang (Abb. 7.1, S. 116) zu entnehmen ist. Mit zunehmender Konzentration des infundier-
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ten Adenosins erhohte sich der geschwindigkeitssteigernde Effekt in allen Gefdafen. Die Infu-
sion niedriger Adenosinkonzentrationen (0,44 (a), 0,88 (b) und 1,75 (c) nmol min™ g'1 FG)
verdnderte die FlieBgeschwindigkeit in der A. posterior (I) und der A. lateralis (III) nur mini-
mal, wohingegen in der A. descendens (II) insgesamt stirkere Erhohungen zu beobachten

waren.

11
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Abb. 3.2: Der EinfluB} unterschiedlich konzentrierter Adenosinlosung auf die FlieBgeschwindigkeit der Hamo-
lymphe [mm s'] in der A. descendens (II) und auf die Herzfrequenz (IV) [bpm] bei Astacus leptodactylus. Nach
einem zehnminiitigen Vorlauf (t;-t;) wurde Adenosin in den Konzentrationen a: 0,44; b: 0,88; c: 1,75; d: 3,5 und
e: 7,0 nmol min™ g'1 FG tber einen Zeitraum von 10 Minuten infundiert. (X + SD; die Ziffern in der linken obe-
ren Ecke jeder Graphik geben die Anzahl der Tiere (n) an). * = signifikant erhoht zu allen zehn Werten des Vor-
laufs; § = signifikant erniedrigt zu allen zehn Werten des Vorlaufs.
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Erst bei 3,5 nmol min"' g FG Adenosin (d) war der Effekt durch das infundierte Pu-
rinderivat so hoch, dafl die FlieBgeschwindigkeit ab t;, signifikant gegeniiber den zehn Vor-
laufwerten erhoht wurde. Die maximalen Geschwindigkeiten waren hierbei um die Faktoren
2,8 (D), 3,2 (1), 2,6 (IIT) gegeniiber den Mittelwerten der jeweiligen Vorldufe (12,6 + 8,3 mm
s', 34,7 + 21 mm s, 10,1 + 8,4 mm s; gleiche Reihenfolge) gestiegen. Dagegen brachte
eine Verdopplung der Adenosinkonzentration auf 7,0 nmol min™ g"' FG (e) keine gesteigerten
Effekte. Lediglich in der A. descendens lieB sich die FlieBgeschwindigkeit nochmals gering-
fligig und signifikant (Faktor 3,5) gegeniiber dem Vorlauf erh6hen. Bei der Herzfrequenz (IV)
zeigten sich dquivalente Wirkungen. Hier nahm die Frequenz erst ab einer Konzentration von
1,75 nmol min' g"' FG geringfiigig zu, die jedoch nur bei Infusion von 3,5 nmol min™' g"' FG
Adenosin von t;; bis tg signifikant verschieden zu den Vorlaufwerten war. Ebenfalls fiihrte
eine Verdopplung der Adenosinkonzentration nicht zu einer weiteren Erhohung des Herz-
schlages, betrug der Faktor in beiden Fillen 1,2 (3,5 und 7,0 nmol min™ g FG).

Da mit 7,0 nmol min" g FG Adenosin keine stirkeren Effekte bei den gemessenen
Herzkreislaufparametern erzielt werden konnten als mit der halbkonzentrierten Losung, wur-
den die Infusionen der Purinderivatlésungen mit einer Konzentration von 3,5 nmol min™ g’

FG durchgefiihrt.

3.2.1.3 Dauer der Infusionen

Die Versuche zum Infusionsvolumen (3.2.1.1) zeigen deutlich, da3 die Geschwindig-
keit der Infusion die Herzkreislaufparameter beeinflufite. Die letztendlich fiir alle weiteren
Versuche gewihlte Infusionsgeschwindigkeit, die einem Infusionsvolumen von 0,046 mL
min” entspricht, wurde bisher in Anlehnung an Stegen und Grieshaber (2001) iiber einen
Zeitraum von 10 Minuten durchgefiihrt. Nun sollte im Speziellen untersucht werden, ob lin-
gere Infusionszeiten stirkere Effekte auf den Herzkreislauf hervorrufen, diese iiber eine ldn-
gere Infusionsphase bestehen bleiben und wiederholt in gleicher Stirke auftreten. Hierzu
wurden in fiinf aufeinanderfolgenden Versuchsreihen nach einem zehnminiitigen Vorlauf 3,5
nmol min™' g FG Adenosin iiber 5 (a), 10 (b), 15 (c), 20 (d) und 25 (¢) Minuten infundiert.
Abb. 3.3 zeigt wieder reprisentativ fiir alle GefdBle (Abb. 7.2, S. 117) die Ergebnisse fiir die
A. descendens und die Herzfrequenz. Unabhingig von der Dauer der Adenosininfusion wird
die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe in allen Gefiflen sowie die Herzfrequenz erhoht.
Signifikante Anderungen zum Vorlauf traten in der A. posterior (I) bei jeder Infusion auf, in
der A. descendens (II) und bei der Herzfrequenz (IV) erst ab einer Infusionszeit von 10 Mi-

nuten, in der A. lateralis (III) dagegen gar nicht. Interessanterweise fanden sich maximale
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FlieBgeschwindigkeiten in allen Versuchen innerhalb der dritten bis zehnten Minute einer
jeden Infusion (Tab. 3.2), unabhéngig davon, daB3 die Infusionszeit z.T. iiber die doppelte Zeit

hinausging.

Tab. 3.2: Ubersicht a) der Werte t,,, [min]: Zeiten, zu denen die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe und die
Herzschlagfrequenz nach Beginn der jeweiligen Adenosininfusion maximal erh6ht war; b) der Werte Frmghung:
Faktoren, um die sich die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe und die Herzschlagfrequenz gegeniiber dem
jeweiligen mittleren Vorlaufwert maximal durch die Adenosininfusion erhoht hat. Dargestellt ist jeder Wert fiir
die Infusionszeiten fiinf (a), 10 (b), 15 (c), 20 (d), 25 (e) Minuten in den Gefdllen A. posterior, A. descendens
und A. lateralis sowie fiir das Herz.

A. posterior A. descendens A. lateralis Herz
oo Feaown 2 Peaowns % Foaous % Faoune
a 7 1,1 6 2,1 6 1,6 8 1,2
b 6 1,5 5 3,2 6 2,2 13 1,2
c 4 1,98 7 4,1 3 2.4 14 1,3
d 10 2,2 6 4,9 6 1,9 23 1,3
e 8 2,0 10 4,0 3 1,6 24 1,3

Das Maximum der Herzfrequenz verschob sich mit zunehmender Infusionszeit zu spa-
teren Zeitpunkten (bis tp4). Betrachtet man in Tab. 3.2 die Faktoren, um die sich die gemesse-
nen Parameter maximal gegeniiber der mittleren Vorlaufwerte erhoht haben, féllt auf, daB die
maximale Anderung der Herzfrequenz (Ferhshung 1,2 - 1,3) unabhéngig von der Infusionsdauer
war. Dagegen stieg die FlieBgeschwindigkeit in der A. descendens mit ldnger andauernder
Infusion um den Faktor 2,0 (a) bis 4,9 (d), auch wenn sich die maximalen Geschwindigkeiten
in diesem GefiB von 167 + 49 (a) auf 151 + 40 mm s™' (d) reduzierten. Nahm die FlieBge-
schwindigkeit in der A. posterior und in der A. lateralis anfanglich ebenfalls mit der Infusi-
onsldnge zu, zeigte sich in jedem Gefdl3 eine geringere Erhohung nach 25 Minuten Infusion
im Vergleich zu 20 Minuten Infusion.

Da die maximalen Effekte auf die Herzkreislaufparameter innerhalb der ersten 10 In-
fusionsminuten auftraten, wurde die Infusionszeit fiir die nachfolgenden Versuche auf 10 Mi-
nuten festgelegt, unabhingig davon, dal3 die FlieBgeschwindigkeit in den Arterien mit zu-

nehmender Infusionsdauer tendenziell gestiegen waren.
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Abb. 3.3: Der EinfluB von 3,5 nmol min™ g”' FG Adenosinlosung auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe
[mm s'] in der A. descendens (II) und auf die Herzfrequenz (IV) [bpm] bei Astacus leptodactylus nach unter-
schiedlich langer Infusion. In dieser, aus fiinf Einzelversuchen bestehenden Versuchsreihe (a - €), wurde nach
einem jeweils zehnminiitigen Vorlauf Adenosin iiber a: 5, b: 10, c: 15, d: 20 und e: 25 Minuten infundiert. Die
Erholungszeit vom Ende einer Infusion bis zum Beginn der nichsten Infusion betrug zwischen 175 Minuten (a)
und 155 Minuten (e). (X = SD; die Ziffern in der linken oberen Ecke jeder Graphik geben die Anzahl der Tiere
(n) an). * = signifikant erh6ht zu allen zehn Werten des Vorlaufs; § = signifikant erniedrigt zu allen zehn Werten
des Vorlaufs.
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3.2.1.4 Kumulation der Infusionen

Die Einfliisse der Infusionsdauer (3.2.1.3) wurden in einer Versuchsserie untersucht,
die aus fiinf einzelnen Versuchen bestand, zwischen denen eine lingere Erholungszeit fiir die
wiederverwendeten Tiere lag. Zwischen dem Ende der vorherigen und dem Beginn der neuen
Infusion lagen je nach Infusionsdauer zwischen 175 (a) und 155 (e) Minuten. Wie wiirde sich
eine verkiirzte Erholungsphase zwischen den Adenosininfusionen auf die Herzkreislaufpara-
meter auswirken? Um eine Kumulation von Adenosininfusionen zu untersuchen, wurden
wiederum fiinf Versuchsserien hintereinander durchgefiihrt, wobei die Erholungsphasen zwi-
schen den Infusionen nur 55 Minuten betrugen. Zur iibersichtlicheren Darstellung wurde auch
in Abb. 3.4 nur die A. descendens und die Herzfrequenz dargestellt (Abb. 7.3, S.118). Die
wiederholte Applikation von 3,5 nmol min"' g FG Adenosin fiihrte in allen Arterien zu einer
Anderung der FlieBgeschwindigkeit, die in der A. descendens (II) bei den Versuchen a bis d,
bzw. in der A. posterior (I) bei Versuch e statistisch signifikant verschieden zu den jeweiligen
zehn Vorlaufwerten war. Bei allen fiinf Versuchen blieb die maximale Erhéhung der Fliege-
schwindigkeit in der A. posterior gegeniiber den Mittelwerten der Vorldufe sehr dhnlich (33,3
+20,2 bis 40,9 + 16,7 mm s™), so auch bei der Herzfrequenz (IV) (88,7 +17,0 bis 95,0 + 13,2
bpm). Einen stirkeren Einflul konnte auf die A. descendens und die A. lateralis (III) beo-
bachtet werden: Hier wurden die maximalen Erhéhungen wihrend der aufeinanderfolgenden
Infusionsphasen a bis e nicht wieder erreicht, erhdhten sich die FlieBgeschwindigkeiten in der
A. descendens in Versuch a um 59,1 auf 84,3 + 454 mm s (Faktor 3,3) und in Versuch e nur
noch um 42,5 auf 49,7 + 50,4 mm s (Faktor 6,8). Bei der A. lateralis stiegen die Werte in
Versuch a um 13,8 auf 15,0 £ 7,1 mm s (Faktor 12) und in Versuch e nur noch um 5,3 auf
5,6 + 3,4 mm s’ (Faktor 18,7) im Vergleich zu den jeweils mittleren Vorlaufwerten. Im Ge-
gensatz zu den Versuchen von 3.2.1.3 scheint die verkiirzte Erholungszeit die Aktivierung der
Herzkreislaufparameter stirker zu beeinflussen, da mit Ausnahme der A. posterior und der
Herzfrequenz die Differenzen zwischen Vorlaufmittelwert und maximaler Erhhung durch
die Infusion mit Haufigkeit der Versuche abnahmen, auch wenn die Faktoren der Erh6hung in
allen Parametern angestiegen waren. Daher sollte in den nachfolgenden Versuchen auf eine
ausreichend lange Erholungsphase zwischen verschiedenen Infusionen bei einem Tier geach-
tet werden.

Mogliche baroreflektorische Einfliisse aufgrund des erhdhten Gesamtinfusionsvolumens wur-
den durch eine Kontrollversuchsserie mit reiner Ringer-Losung ausgeschlossen. In dieser

Versuchsserie (Abb. 7.4, S. 119) traten keine statistisch signifikanten Anderungen auf.
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Abb. 3.4: Der EinfluB von 3,5 nmol min™ g FG Adenosinlésung auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe
[mm s'] in der A. descendens (II) und auf die Herzfrequenz (IV) [bpm] bei Astacus leptodactylus nach ver-
mehrter Infusion. In dieser, aus fiinf Einzelversuchen bestehenden Versuchsreihe (a - ¢), wurde jeweils nach
einem zehnminiitigen Vorlauf fir 10 Minuten Adenosin infundiert. Die Erholungszeit vom Ende einer Infusion
bis zum Beginn der nédchsten Infusion betrug immer 55 Minuten. (X + SD; die Ziffern in der linken oberen Ecke
jeder Graphik geben die Anzahl der Tiere (n) an). * = signifikant erh6ht zu allen zehn Werten des Vorlaufs.
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3.2.1.5 Infusion verschiedener Purinderivate des ATP-Katabolismus

Der Abbau des ATP bis zum primdren Endprodukt Urat verlduft iber mehrere Meta-
bolitstufen. Neben den bekannten kreislaufaktivierenden Purinderivaten ATP, ADP, AMP
und Adenosin (Stegen und Grieshaber 2001) sollten zudem IMP, Inosin, Hypoxanthin und
Urat unter normoxischen Inkubationsbedingungen hinsichtlich ihrer Wirkungen auf das Herz-
kreislaufsystem bei Astacus leptodactylus untersucht werden. Aufgrund der vorherigen Expe-
rimente wurden in den nachfolgenden Versuchen (A bis H in den Abb. 3.5 bis Abb. 3.8) die
einzelnen Purinderivate des ATP-Katabolismus nach einem Vorlauf (t;-t)o) fiir jeweils 10 Mi-
nuten in das Kreislaufsystem von Astacus leptodactylus infundiert. Die Konzentration der
infundierten Substanzen betrug 3,5 bzw. 0,5 nmol min” g'1 FG im Falle des Urats und des
Hypoxanthins, aufgrund ihrer schlechten Loslichkeit in Ringer-Losung. Ein separates Kon-
trollexperiment mit reiner Ringer-Losung (Anhang Abb. 7.5, S. 120) fiihrte zu keinerlei signi-
fikanten Anderungen der FlieBgeschwindigkeit in den Geféfen und der Herzfrequenz.

Abb. 3.5 zeigt die Anderung der Herzkreislaufparameter durch die Infusion von ATP
(A) und ADP (B). Beide Substanzen bewirkten in allen Geféllen (I - III) einen signifikanten
Anstieg der FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe, als auch eine signifikante Erhohung der
Herzfrequenz (IV). So stieg die Fliegeschwindigkeit durch ATP innerhalb der Infusionszeit
gegeniiber dem jeweils mittleren Vorlaufwert auf 64,4 + 13,7 (I), 202,4 + 38,3 (II) und 42,2 +
8,6 mm s (IIT) an (Faktor 3,0 (I), 2,6 (II), 0,7 (IIT)). Ahnliche Werte konnten durch die Infu-
sion von ADP erzielt werden: Hier erhohte sich die FlieBgeschwindigkeit auf 71,1 £ 16,8 (1),
215,5 + 55,4 (I) und 41,9 + 10,2 mm s™ (III) um die Faktoren 3,4 (), 2,4 (II) und 2,1 (III).
Auftillig war in beiden Versuchen der rapide Anstieg der FlieBgeschwindigkeit in der A. des-
cendens zu Beginn der Infusion, dem ein relativ schneller und kontinuierlicher Abfall schon
wéhrend der Infusion nach Erreichen der Maximalgeschwindigkeit (ATP t;4, ADP t;5) folgte.
Sowohl in der A. posterior als auch in der A. lateralis bewirkten die Metabolitinfusionen eine
langsamere Erhohung der FlieBgeschwindigkeit und einen verzdgerten Abfall dieser gegen
Ende der Infusion bis zum Zeitpunkt tsy, wobei die Geschwindigkeit in der A. posterior nach
der ADP-Infusion erst ca. 20 Minuten nach Infusionsende zu sinken begann. Insgesamt be-
trachtet wurde die Ausgangsgeschwindigkeit zum Ende der Versuche nur in der A. lateralis
nach ATP-Infusion wieder erreicht. Im Gegensatz zur FlieBgeschwindigkeit in der A. lateralis
sank auch die Herzfrequenz nicht wieder auf das Ausgangsniveau zuriick, erreichte maximale
Schlége erst in der Erholungsphase zu den Zeitpunkten ts9 (ATP) und t43 (ADP), die um 34,3
bpm auf 104,5 £ 5,6 bpm (ATP) bzw. um 33,1 bpm auf 100 £ 12,6 bpm (ADP) angestiegen

waren.
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Abb. 3.5: Der EinfluB von ATP- und ADP-Losung auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe [mm s'] in
der A. posterior (I), der A. descendens (II) und der A. lateralis (III) sowie auf die Herzfrequenz (IV) [bpm] bei
Astacus leptodactylus. Nach einem zehnminiitigen Vorlauf (t-t;o) wurden 3,5 nmol min" g’ FG ATP-L&sung
(A) bzw. ADP-Losung (B) iiber einen Zeitraum von 10 Minuten infundiert. (X + SD; die Ziffern in der linken
oberen Ecke jeder Graphik geben die Anzahl der Tiere (n) an). * = signifikant erhoht zu allen zehn Werten des

Vorlaufs.

Die Infusionen von AMP (C) und Adenosin (D) sind in Abb. 3.6 dargestellt. Sowohl
AMP als auch Adenosin erhohten wie ATP und ADP (Abb. 3.5) die FlieBgeschwindigkeit der

Héamolymphe in der A. posterior (I), der A. descendens (II) und der A. lateralis (III), als auch

die Herzfrequenz (IV) signifikant gegeniiber allen zehn Werten des jeweiligen Vorlaufs.
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Abb. 3.6: Der EinfluB von AMP- und Adenosinlésung auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe [mm s]
in der A. posterior (I), der A. descendens (II) und der A. lateralis (III) sowie auf die Herzfrequenz (IV) [bpm] bei
Astacus leptodactylus. Nach einem zehnminiitigen Vorlauf (t,-t;o) wurden 3,5 nmol min™' g FG AMP-Losung
(C) bzw. Adenosinldsung (D) iiber einen Zeitraum von 10 Minuten infundiert. (X + SD; die Ziffern in der linken
oberen Ecke jeder Graphik geben die Anzahl der Tiere (n) an). * = signifikant erhoht zu allen zehn Werten des
Vorlaufs; I = signifikant erniedrigt zu allen zehn Werten des Vorlaufs.

Ahnlich den Anderungen der Herzkreislaufparameter nach ATP- und ADP-Infusion, bewirkte
AMP ebenso kurz nach Infusionsbeginn eine maximale Erhohung der Hamolymphflie3-

geschwindigkeit in allen Arterien (um 32,1 (I), 55,0 (I) und 19,1 (IIl) mm s auf 51,1 + 23,3
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(D), 102,9 + 34,4 (IT) und 30,8 + 8,6 (III) mm s™'), die auch wihrend der Infusion kontinuier-
lich zu sinken begann. Gegen Ende des Versuches (ts0) wurden die FlieBgeschwindigkeiten
des Vorlaufs erreicht, was allerdings nicht fiir die Herzschlidge galt, die immer noch oberhalb
der Ruhefrequenzen lagen. Im Gegensatz zu ATP und ADP wurde die Maximalfrequenz von
102,1 £ 3,9 bpm (Erhéhung um 26,4 bpm) durch AMP-EinfluB3 knapp 10 Minuten friiher (t34)
erreicht, weshalb die Herzfrequenz bis zum Ende der Erholungsphase (ts) stirker abfiel. Ver-
gleicht man nun die Einfliisse des Adenosins mit denen der drei anderen Infusionen, fallen
stark verkiirzte Effekte auf (Abb. 3.6 D). Insgesamt wurden durch Adenosin iiberwiegend
niedrigere maximale Geschwindigkeiten erreicht (34,9 = 20,3 (I), 110,1 £ 62,0 (II), 26,5 £
13,6 (III) mm s) und zudem die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe meist geringfiigiger
erhéht (22,3 (1), 75,4 (1), 16,4 (IIT) mm s™'). Nach Infusionsende fiel die Geschwindigkeit in
allen drei Gefdllen innerhalb der ersten 10 Minuten der Erholungsphase (t2;-t39) unter den je-
weils mittleren Vorlaufwert zuriick, dagegen blieb die Herzfrequenz bis tg signifikant erhoht.
Nach der Adenosininfusion wurde die maximale Herzfrequenz, die um 17,1 auf 97,7 + 15,3
bpm gestiegen war, noch friiher (t;5) als bei der AMP-Infusion erreicht.

Da die Adenylate und das Adenosin den Herzkreislauf bei Astacus leptodactylus akti-
vierten, stellte sich die Frage, ob weitere Purinderivate des ATP-Katabolismus, wie z.B. IMP
und Inosin, ebenfalls wirksam sind. Der Weg vom AMP {iber das IMP zum Inosin stellt eine
zweite Moglichkeit zum dquivalenten Weg iiber Adenosin dar. Wére der Weg iiber IMP eine
mogliche Alternative zu Adenosin fiir den Fall, daB3 es auch cardioaktiv wirkt? Und wie konn-
te dann Inosin wirken, das sowohl aus IMP als auch aus Adenosin gebildet werden kann?
Spielt die schnelle Desaminierung des Adenosins zu Inosin fiir die Wirkung beider Metabolite
eine Rolle? Zur Klarung moglicher cardioaktiver Effekte wurden sowohl IMP als auch Inosin
fiir 10 Minuten in das Kreislaufsystem von Astacus leptodactylus infundiert. Abb. 3.7 zeigt
deutlich, dall weder IMP (E) noch Inosin (F) die FlieBgeschwindigkeit in den drei gemessenen
GefaBen erhohte. Auch die Herzfrequenz wurde nicht beeinflufit, wie es durch ATP, ADP,
AMP und Adenosin er Fall gewesen war. Durch die Infusion von IMP wurde in allen drei
Gefallen die FlieBgeschwindigkeit wihrend der Erholungsphase gegeniiber dem Vorlauf (t;-

t10) erniedrigt, wenn auch nicht signifikant.
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Abb. 3.7: Der EinfluB von IMP- und Inosinlsung auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe [mm s™] in der
A. posterior (I), der A. descendens (II) und der A. lateralis (III) sowie auf die Herzfrequenz (IV) [bpm] bei 4sta-
cus leptodactylus. Nach einem zehnminiitigen Vorlauf (t;-t;o) wurden 3,5 nmol min" g"' FG IMP-Losung (E)
bzw. Inosinlésung (F) iiber einen Zeitraum von 10 Minuten infundiert. (X £+ SD; die Ziffern in der linken oberen
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Ecke jeder Graphik geben die Anzahl der Tiere (n) an).

Aufgrund der Ergebnisse der IMP- und Inosininfusionen scheint es eher unwahr-
scheinlich, dafl weitere Purinderivate wie Hypoxanthin und Urat das Herzkreislaufsystem von

Astacus leptodactylus aktivierend beeinflussen. Eine Bestitigung dieser Vermutung ist der

Abb. 3.8 zu entnehmen.
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Abb. 3.8: Der EinfluB von Hypoxanthin- und Uratlosung auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe [mms']
in der A. posterior (I), der A. descendens (II) und der A. lateralis (III) sowie auf die Herzfrequenz (IV) [bpm] bei
Astacus leptodactylus. Nach einem zehnminiitigen Vorlauf (t;-t;o) wurden 0,5 nmol min™' g”' FG Hypoxanthinlg-
sung (G) bzw. Uratlosung (H) liber einen Zeitraum von 10 Minuten infundiert. (X = SD; die Ziffern in der linken
oberen Ecke jeder Graphik geben die Anzahl der Tiere (n) an). * = signifikant erhoht zu allen zehn Werten des
Vorlaufs.

Hier wurde wie in allen vorherigen Versuchen Hypoxanthin (G) und Urat (H) fiir 10
Minuten infundiert. Die niedrigere Konzentration von 0,5 nmol min™' g" FG wurde aufgrund
geringerer Loslichkeit beider Purinderivate in Ringer-Losung gewihlt. Wahrend Urat keiner-

lei Wirkung auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe und die Herzfrequenz zeigte, er-
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hohte sich durch Hypoxanthin die Herzfrequenz in der Erholungsphase signifikant und er-
reichte zum Zeitpunkt tspo maximale Frequenzen, die um 8,9 auf 73,2 £ 12,1 bpm gegeniiber
dem mittleren Vorlaufwert gestiegen waren. Die arterielle FlieBgeschwindigkeit dagegen ver-

anderte sich auch durch Hypoxanthin nicht.

3.2.2 Bestimmung der Konzentration von Adenosin, Inosin und Urat in der Himo-

lymphe

Mit Hilfe der Dopplerversuche konnte gezeigt werden, daB3 die infundierten, verschie-
denen Purinderivate des ATP-Katabolismus auf die gemessenen Herzkreislaufparameter bei
Astacus leptodactylus unterschiedlich wirkten. Daher stellt sich die Frage, wie hoch die in
vivo Konzentrationen der Purinderivate bei Astacus leptodactylus unter gleichen Bedingungen
sind? Um das zu kldren, wurden die Konzentrationen von Adenosin, Inosin und Urat sowohl
in der Himolymphe, als auch im Gewebe (3.2.3) von Astacus leptodactylus bestimmt. Ausge-
wéhlt wurden: a) Adenosin, da es einerseits das nach AMP letzte cardioaktive Purinderivat ist
und andererseits seine vielfdltigen Effekte auf biologische Funktionen, besonders auf cardio-
vasculdrer Ebene, bekannt sind (Fredholm 1980); b) Inosin, da es das direkte Abbauprodukt
des Adenosins ist und somit ein Indikator fiir vorhanden gewesenes Adenosin sein konnte; ¢)
Urat, da es das primire Endprodukt des ATP-Katabolismus ist und unter hypoxischen Bedin-
gungen die Sauerstoffaffinitit des Himocyanins bei Crustaceen moduliert (Morris et al. 1985;

Zeis et al. 1992).

Unter normoxischen Inkubationsbedingungen konnte in der Himolymphe von Astacus
leptodactylus keine signifikante Anderung der Purinderivatkonzentrationen iiber einen Zeit-
raum von vier Stunden gemessen werden (Abb. 3.9). Im Verlauf der vier Stunden nahm die
Adenosinkonzentration tendenziell zu, die Inosinkonzentration im Gegensatz dazu ab. Fiir die
Uratkonzentration konnte keine eindeutige Tendenz gezeigt werden. Wahrend die Konzentra-
tion von Adenosin zwischen 13,8 + 3,2 (o) und 19,4 + 7,5 nmol L™ (t4) lag, konnten fiir Ino-
sin und Urat Konzentrationen im pmolaren Bereich gemessen werden. Dabei war Urat mit
91,7 + 76,3 (t3) bis 141,5 + 133,9 umol L™ (t,) z.T. iiber 20fach héher konzentriert als Inosin
(3,0 + 0,9 (t;) bis 5,3 + 1,5 (t;) pmol L.
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Abb. 3.9: Konzentrationen von Adenosin @ [nmol L], Inosin m und Urat ¢ [umol L™'] in der Himolymphe von
Astacus leptodactylus wihrend einer vierstiindigen normoxischen Inkubation (X £+ SD; die Ziffern in der Abbil-
dung geben die Anzahl der Tiere (n) an).

3.2.3 Bestimmung der Konzentration von Adenosin, Inosin und Urat in verschiedenen

Geweben

Zum Vergleich wurden die Konzentrationen von Adenosin, Inosin und Urat nicht nur
in der Himolymphe, sondern auch im Muskelgewebe von Schwanz (P) und Schere (C) sowie
im Hepatopancreasgewebe (H) von Astacus leptodactylus bestimmt. Abb. 3.10 zeigt, daB sich
die Konzentrationen der drei Purinderivate innerhalb von 24 Stunden (A) unter normoxischen

Inkubationsbedingungen nicht signifikant &nderten. Ahnlich den Ergebnissen der Himo-
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lymphversuche war die Konzentration von Adenosin auch im Gewebe mit Werten unter 0,5
nmol g"' FG sehr viel niedriger, als die von Inosin (> 1 nmol g"' FG) und Urat, wobei Urat mit
bis zu 40,5 nmol g"' FG wieder in den hichsten Mengen vorzufinden war. Innerhalb der ein-
zelnen Gewebe lagen die Konzentrationen aller Purinderivate im Scherenmuskel und im He-

patopancreas iiber denen im Schwanzmuskel.
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Abb. 3.10: Konzentration von Adenosin, Inosin und Urat [nmol g"' FG] im Schwanzmuskel (P), Scherenmuskel
(C) und Hepatopancreas (H) von Astacus leptodactylus wéhrend normoxischer Inkubation. A: 0 h und 24 h
Normoxie, B: gemittelte Kontrollen aus den in A dargestellten Konzentrationen zu 0 h und 24 h Normoxie (X
SD; die Ziffern in der Abbildung geben die Anzahl der Tiere (n) an).

Nach 24 Stunden erhohten sich die Konzentrationen von Adenosin und Inosin im
Schwanzmuskel um 0,04 und 0,6 nmol g"' FG auf 0,12 + 0,07 bzw. 1,8 + 0,9 nmol g FG. Die
Uratkonzentration sank dagegen geringfiigig von 13,4 + 8,9 auf 11,8 + 8,3 nmol g FG. Im
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Scherenmuskel erniedrigten sich die Konzentrationen aller Purine, die des Urats um 52 % auf
21,0 + 2,2 nmol g”' FG. Auffillig ist, daB nur die Inosinkonzentration im Hepatopancreas sehr
stark um 9,6 nmol g"' FG auf 1,08 + 0,6 nmol g FG abfiel, was sich aber mit Hilfe der Ein-
zeldaten durch zwei sehr hohe Einzelwerte erkldren 146t. Da sich innerhalb von 24 Stunden
keine signifikanten Anderungen der Purinderivatkonzentrationen feststellen lieBen, wurden,
wie in Teil B der Abb. 3.10 gezeigt, die Konzentrationen fiir Schwanz-, Scherenmuskel und
Hepatopancreas zu den Zeitpunkten 0 und 24 Stunden gemittelt. In allen nachfolgenden Ge-

webeversuchen wurden diese Mittelwerte als Kontrollen verwendet.

3.3 Die Uratkonzentration in der Himolymphe unter moderater Hyperoxie

Wie bereits erwédhnt, akkumuliert Urat unter hypoxischen Bedingungen in Crustaceen
und moduliert die Sauerstoffaffinitidt der Himolymphe (Morris et al. 1985; Zeis et al. 1992).
Unter normoxischen Bedingungen lag die Konzentration von Urat in der Himolymphe von
Astacus leptodactylus (Abb. 3.9) meist iiber 110 umol L. Da bei Astacus leptodactylus
(Czytrich 1990) und Homarus americanus (Zeis et al. 1992) niedrigere Uratkonzentrationen
in der Himolymphe ermittelt worden waren, sollte anhand einer moderat hyperoxischen In-
kubation festgestellt werden, ob die hoheren Uratkonzentrationen der normoxischen Inkuba-

tion dieser Arbeit nicht auf akkumuliertes Urat zuriickzufiihren sind.
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Abb. 3.11: Uratkonzentration [pmol L] in der Himolymphe von Astacus leptodactylus wihrend einer hyperoxi-
schen Inkubation (PO, = 28 - 36,7 kPa) tiber 240 Minuten (X £ SD; die Ziffern in der Abbildung geben die An-
zahl der Tiere (n) an).
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Zur Uberpriifung wurde Astacus leptodactylus vier Stunden lang in einer moderat hy-
peroxischen Umgebung mit einem Sauerstoffpartialdruck zwischen 28 und 36,7 kPa inku-
biert. Abb. 3.11 zeigt, daf in der Himolymphe innerhalb dieses Zeitraums die Konzentration
des Urats tendenziell jedoch nicht signifikant abnahm. Sie schwankte zwischen 141,0 £ 68,8
und 105,9 + 36,3 pmol L™ nach vier Stunden. Unter moderat hyperoxischen Inkubationsbe-
dingungen lag Urat in Konzentrationen vor, die denen der normoxischen Inkubation entspra-

chen. Demnach war unter normoxischen Bedingungen kein Urat akkumuliert.

3.4 Die Auswirkung einer biotopbedingten Hypoxie auf die Herzkreislaufparameter

und die Purinkonzentrationen in Himolymphe und Gewebe

Viele Crustaceen konnen auch bei einer starken Absenkung des Sauerstoffangebotes
in threm Biotop leben. So vertrdgt Astacus leptodactylus eine Erniedrigung des Sauerstoffge-
haltes im Wasser bis zu 3,97 mg L™ (8,9 kPa bei 20 °C) (K6ksal 1988) und Austropotamobius
pallipes verweilt noch bis zu einem PO, von 42 + 5 Torr (5,6 £ 0,67 kPa) im Wasser, erst un-
terhalb dieses Grenzwertes geht er an Land (Taylor und Wheatley 1980). Wie konnen die Tie-
re dennoch die Sauerstoffversorgung ihres Organismus mit Absinken des PO, aufrecht erhal-
ten? Aus der Literatur (Morris et al. 1985; Zeis et al. 1992) ist bekannt, da3 unter Sauer-
stoffmangel in der Himolymphe von Crustaceen Urat akkumuliert wird. Urat moduliert auf
der Ebene des Hdmocyanins, indem es die Sauerstoffaffinitit des respiratorischen Pigments
erhoht. Damit kann auch bei einem niedrigen PO, im Lebensraum das Himocyanin verstérkt
mit Sauerstoff beladen werden. Es sollte daher untersucht werden, ob eine Erniedrigung des
PO, die Konzentrationen der verschiedenen Purinderivate in Himolymphe und Gewebe von
Astacus leptodactylus verandert, wobei besonders Adenosin von Interesse ist, da es den Herz-
kreislauf aktivierend beeinflufit (Abb. 3.6 D in dieser Arbeit; Stegen und Grieshaber 2001).
Die Akkumulation von Urat in Abhdngigkeit vom PO,, als auch die direkte Wirkung einer
akut hypoxischen Situation auf die Herzkreislaufparameter sollten ebenfalls fiir eine komple-

xere Gesamtdarstellung untersucht werden.

3.4.1 Messung der arteriellen Flieigeschwindigkeit der Himolymphe und der Herzfre-
quenz mit Hilfe der Pulsed-Doppler-Flowmetrie
Zur Messung der Herzkreislaufparameter unter hypoxischen Bedingungen wurden die
Tiere im ersten Teil des Experiments (Abb. 3.12 A) nach einer zehnminiitigen, normoxischen
Vorlaufphase mit Stickstoff begast. Der PO, (V) fiel innerhalb der ersten 10 Minuten nach

Beginn der Begasung unter 4 kPa und betrug bis zum Ende der hypoxischen Phase maximal 2
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kPa. Im zweiten Teil des Experiments wurde zum Zeitpunkt t;o anstelle von Stickstoff Luft
zur Reoxigenierung in das Versuchsbecken eingeleitet (Abb. 3.12 B), so daf} nach weiteren 30
Minuten anndhernd ein normoxischer Sauerstoffpartialdruck von 18,8 £ 0,9 kPa (t;s0) erreicht
wurde. Die Wirkung von 3,5 nmol min™' g FG Adenosin auf die arterielle FlieBgeschwindig-
keit und die Herzfrequenz wurde sowohl wihrend hypoxischer (A1) als auch normoxischer
(B1) Phase getestet.
Anhand der Ergebnisse sollten verschiedene Fragestellungen geklért werden:
e Wie verdndert sich die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe in den drei Arte-
rien und die Herzfrequenz in Abhéngigkeit vom PO,?
e Werden durch die Reoxigenierung wieder dhnliche FlieBgeschwindigkeiten der
Hamolymphe und eine dhnliche Herzfrequenz im Vergleich zur normoxischen
Kontrolle K1 (Abb. 3.12; t;-t;¢) erreicht?
e Sind die Effekte einer Adenosininfusion auf den Herzkreislauf unter Sauerstoff-
mangel sowie nach Reoxigenierung (Abb. 3.12; Al und B1) mit denen unter

normoxischen Bedingungen (Abb. 3.6 D, S. 40) vergleichbar?

Ein Vergleich der normoxischen Kontrolle K1 (t;-t;o) mit der Begasungsphase A (t;-
tso) in Abb. 3.12 zeigt, dall mit dem Eintreten der Hypoxie die Herzfrequenz (IV) signifikant
vom mittleren Kontrollwert mit 82,8 £ 10,1 auf 29,6 £ 5,8 bpm in der 80. Minute sank. Ent-
sprechend verringerte sich die HimolymphflieBgeschwindigkeit in der A. descendens (II) ab
te; signifikant und war bei tgo im Vergleich zur Kontrolle um 17,4 auf 37,4 £ 12,4 mm s! ge-
sunken. Die FlieBgeschwindigkeiten in der A. posterior (I) und der A. lateralis (IIT) ernied-
rigten sich geringfiigig, jedoch keinesfalls signifikant.

Die Reoxigenierung (Abb. 3.12 B) des Wassers auf einen normoxischen PO, erhdhte
die Herzfrequenz und die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe in allen Gefdfen. Im Ver-
gleich zur Kontrolle (K1) waren die Herzfrequenz (IV) und die FlieBgeschwindigkeit in der
A. posterior (I) bei t;go geringfligig um 9,7 auf 92,5 £ 6,6 bpm (IV), bzw. um 3,1 auf 22,0 +
8,1 mm s (I) iiber die Ausgangswerte angestiegen. Dagegen blieben zu diesem Zeitpunkt die
FlieBgeschwindigkeiten in der A. descendens (II) um 15,3 mm s™ und der A. lateralis (III) um
8,9 mm s unterhalb der mittleren Kontrollwerte (54,8 £ 19,2 mm s! (IT) und 24,3 £ 11,4 mm
s (IID)).
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Abb. 3.12: Po,-abhingige Anderung der FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe [mm s'] in der A. posterior (I),
der A. descendens (II) und der A. lateralis (III) sowie der Herzfrequenz (IV) [bpm] bei Astacus leptodactylus
iiber einen Zeitraum von 210 Minuten. Die hypoxische Phase A beginnt zum Zeitpunkt t;o mit dem Einleiten von
N,, woran sich ab t;5, die Reoxigenierungsphase B durch Begasen mit Luft anschlieft. Die iiber den gesamten
Zeitraum gemessenen Sauerstoffpartialdriicke [kPa] sind unter V in der Abbildung dargestellt. Die Intervalle Al
und B1 kennzeichnen die jeweils zehnminiitige Infusion von 3,5 nmol min" g FG Adenosinlésung. Aus techni-
schen Griinden wurden die Herzkreislaufparameter im Zeitraum t;(-t 5, nicht aufgezeichnet. Signifikante Ande-
rungen sind in Tab. 3.3 aufgefiihrt. (X = SD; die Anzahl der Tiere bei A: n=9 (I), 11 (II), 5 bzw.4 bei tg, (I1II), 8
(IV), 13 (V) und bei B: n =6 (1), 8 (ID), 5 (11I), 8 (IV), 13 (V)).
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Tab. 3.3: Tabellarische Ubersicht der Zeitpunkte aus Abb. 3.12, zu denen sich die FlieBgeschwindigkeit in den
gemessenen GefidBlen und die Herzfrequenz im Vergleich zu den drei Kontrollbereichen (K1-K3) signifikant
erniedrigt (kursiv) bzw. signifikant erhoht (fett) hatte. Es wurden die angegebenen Zeitintervalle gegen jeden
Wert aus dem Kontrollbereich (K) getestet: K1 = t;-t9, K2 = t71-tgo, K3 = t171-t150.

Vergleich von Gefille
Kontrollen mit | 11 111 1A%
Zeitintervallen A. posterior A. descendens A. lateralis Herz
K1 mit t;-tgo - ts1 — tso — tiy— 130
K2 mit tg;-ty10 tog— 110 tg3 — tog - -
tog— 1110
K1 mit t121-t150 - tior&tizr—tiss - tior— 1136
K3 mit K1 - - - -
K3 mit tigi-ta1o tig1 — tio4 t181 — t194 t183 — t192 t190 — t196

Unter Sauerstoffmangel war der cardioaktivierende Effekt, der durch die Infusion von Adeno-
sin unter normoxischen Bedingungen (Abb. 3.6 D) beobachtet werden konnte, vermindert.
Bei einem Sauerstoffpartialdruck unter 4 kPa dnderte sich die Herzfrequenz (IV) durch die
Applikation von Adenosin nicht. Trotzdem erhohte sich die FlieBgeschwindigkeit der Himo-
lymphe in der A. descendens (II) signifikant von 40,1 + 14,1 mm s™ (Mittelwert der Kontrolle
K2, t71-tgo) auf 54,2 £ 29,6 mm s in der 91. Minute. In der A. posterior (I) und in der A. late-
ralis (III) stiegen die FlieBgeschwindigkeiten geringfiigig, aber nicht signifikant an.

Nach vollstindiger Reoxigenierung (PO, > 20 kPa) konnte in allen drei Arterien die FlieBge-
schwindigkeit der Himolymphe sowie die Herzfrequenz durch Adenosin wieder signifikant
gegeniiber der Kontrolle (K3, t;7;-t;g0) erhoht werden. Die FlieBgeschwindigkeiten stiegen um
20,6 (1), 74,1 (IT), 10,1 (II)) mm s auf 42,4 + 12,6 (1), 113,5 + 35,4 (1), 34,5 + 21,2 (II[) mm
s7. Gegeniiber der Kontrolle war die Herzfrequenz erst nach Infusionsende (t;04) maximal um
14,6 auf 107,0 £ 7,0 bpm erhoht. Diese Werte sind in Tab. 3.4 den Erh6hungen der Herkreis-
laufparameter nach einer Adenosininfusion unter normoxischen Bedingungen aus Abb. 3.6 D
(3.2.1.5, S.40) gegeniibergestellt. Der Vergleich zeigt, dall die FlieBgeschwindigkeiten der
Hamolymphe und die Herzfrequenzen durch Adenosin in beiden Fillen um dhnliche Ge-
schwindigkeiten bzw. Frequenzen erhoht wurden. Nach einer Reoxigenierung ist es moglich,
durch die Applikation von Adenosin wieder positiv chronotrope Effekte bei Astacus lepto-

dactylus hervorzurufen und den Kreislauf zu aktivieren.



52 FErgebnisse

Tab. 3.4: Ubersicht der Differenzen der FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe in der A. posterior, der A. des-
cendens, der A. lateralis [mm s™'] und der Herzfrequenz [bpm], die aus dem Mittelwert des zehnminiitigen Vor-
laufs mit dem, durch Infusion von 3,5 nmol min” g' FG Adenosin erreichten Maximalwert gebildet wurden.
Vergleichend dargestellt sind die Differenzen aus Abschnitt 3.4.1 Abb. 3.12 und aus Abschnitt 3.2.1.5 Abb. 3.6.

A. posterior A. descendens A. lateralis Herz

[mms™] [mms™] [mms™] [bpm]

A Erhéhung Adenosi- 20,6 74,1 10,1 14,6
ninfusion aus 3.4.1

A Erhéhung Adenosi- 22.3 75,4 16,4 17,4

ninfusion aus 3.2.1.5

3.4.2 Bestimmung der Konzentration von Adenosin, Inosin und Urat in der Himo-

lymphe

3.4.2.1 Biotopbedingte Hypoxie iiber vier und iiber 20 Stunden

Abb. 3.13 A zeigt die Anderungen der Purinderivatkonzentrationen in der Himo-
lymphe wihrend einer vierstiindigen hypoxischen Inkubation bei einem PO, < 2,67 kPa. Die
Adenosinkonzentration sank nach einer Stunde von 24,3 + 34,5 auf 9,6 + 19,2 nmol L. Noch
niedrigere Konzentrationen lagen nach vier Stunden mit 6,0 = 8,8 nmol L! vor, wobei zwi-
schen der zweiten und vierten Stunde der Inkubation maximale Konzentrationen von 31,4 +
36,4 nmol L™ erreicht wurden. Die Konzentrationsunterschiede beim Inosin schwankten nicht
so stark, sie betrugen zwischen 7,9 £ 3,7 (ty) und 13,9 + 4,9 (t3) umol L. Die Uratkonzentra-
tion erhohte sich innerhalb der vier Stunden um 55,5 auf 147,6 £ 46,8 umol L', auch wenn
nach zwei Stunden ein Minimum von 88,1 + 45,8 pmol L™ gemessen wurde. Keine der Kon-
zentrationsdnderungen war jedoch statistisch signifikant verschieden zum jeweiligen Kon-
trollwert tyo. Da Czytrich (1990) in der Himolymphe von Astacus leptodactylus erst nach acht
Stunden signifikante Uratkonzentrationen messen konnte, wurde in einem zweiten Experi-
ment untersucht, ob die drei Purinderivate erst nach linger andauernder Hypoxie (PO, < 2,67
kPa) akkumulieren. Abb. 3.13 B gibt die Ergebnisse fiir eine 20stiindige hypoxische Inkuba-
tion wieder. Auch innerhalb dieser Zeit wurde Adenosin nicht signifikant erhoht und die Kon-
zentrationen schwankten ohne eindeutige Tendenz um dhnliche Werte zwischen 16,0 = 9,2

und 39,8 + 51,5 nmol L.
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Abb. 3.13: Konzentration von Adenosin  [nmol L], Inosin m und Urat ¢ [umol I"'] in der Himolymphe von
Astacus leptodactylus nach hypoxischer Inkubation (PO, < 2,67 kPa) iiber 4 h (A) und iiber 20 h (B). (X + SD;
die Ziffern in der Abbildung geben die Anzahl der Tiere (n) an). * = signifikant verschieden vom jeweiligen to-
Wert.

Die Inosinkonzentration war in diesem Experiment nach vier Stunden mit 20,2 + 16,3
umol L um 15,3 pmol L hoher gegeniiber to. Mit zunehmender Zeit stieg die Inosinkon-
zentration weiter an und erreichte nach 20 Stunden die hochsten Werte (35,0 £ 4,1 pmol L
fiir diesen Zeitraum. Die einzigen statistisch signifikanten Anderungen in der Konzentration
konnte bei Urat nach acht Stunden beobachtet werden. Innerhalb der ersten 12 Stunden stieg
die Uratkonzentration von 105,9 + 28,0 umol L fast linear auf 369,5 + 41,9 umol L' an und

nahm in den folgenden acht Stunden nur noch um 18,7 pmol L™ zu.
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3.4.2.2 Die Akkumulation von Urat in Abhingigkeit von unterschiedlichen Sauerstoff-

partialdriicken

Nachdem allein Urat in der Himolymphe von Astacus leptodactylus innerhalb von 20
Stunden hypoxischer Inkubation signifikant akkumulierte, sollte untersucht werden, welchen
Einflul der Sauerstoffpartialdruck auf die Uratbildung hat. Dazu wurde bei flinf verschiede-
nen Sauerstoffpartialdriicken (Abb. 3.14: a) 13,6 = 1,1 kPa; b) 6,9 £ 0,5 kPa; ¢) 3,6 £ 0,7 kPa;
d) 2,4 + 0,8 kPa; e) 1,1 £ 0,3 kPa) die Uratproduktion in der Himolymphe iiber 48 Stunden
bei 20 °C bestimmt. Das Ergebnis zeigt, dal eine Abhéngigkeit der Uratkonzentration vom
PO, besteht. Wihrend bei 13,6 kPa keine eindeutige Tendenz zu beobachten war und die Urat-
konzentrationen zwischen 130,8 £ 79,3 und 142,4 + 56,7 pmol L' schwankten, konnte bei
einem halb so hohen Partialdruck (6,9 kPa) eine leichte Zunahme von 117,6 auf 271,0 + 249.8
umol L' iiber den gesamten Zeitraum (to bis tsg) festgestellt werden. Bei 3,6 kPa traten erste
signifikante Anderungen in der Uratakkumulation auf. Nach 16 Stunden Inkubation war die
Konzentration von 155,1 + 135,2 auf 387,6 + 209,5 pmol L gestiegen. Insgesamt erhohte
sich Urat nach 48 Stunden um 294,4 auf 449,4 + 491,6 umol L', wobei noch hohere Werte
von 501,0 £ 319,6 umol L' zum Zeitpunkt t4 erreicht wurden. Die Uratkonzentrationen von
Tieren, die bei 3,6 kPa inkubiert worden waren, schwankten auffallig, was sich in den hohen
Standardabweichungen widerspiegelt. Signifikante Konzentrationsdnderungen konnten nach
16 Stunden hypoxischer Exposition gemessen werden. In den nachfolgenden hypoxischen
Versuchen (d und e) sind die Abweichungen geringer. Es wurden auch in einem kiirzeren
Zeitraum noch hohere, signifikante Uratkonzentrationen erreicht. So stieg bei 2,4 kPa inner-
halb von 32 Stunden die Uratkonzentration um 437,5 auf 553,7 pmol L'l, bei 1,1 kPa um
332,8 auf 431,5 pmol L an. Zum Vergleich lag die Konzentration zur gleichen Zeit bei 350,9
+ 246,1 (3,6 kPa), 166,8 £ 42,1 (6,9 kPa) bzw. 112,9 + 80,0 (13,6 kPa) umol L. Sauerstoff-
partialdriicke unter 2,4 kPa schafften eine fiir Astacus leptodactylus stark hypoxische Umge-
bung, in der die verwendeten Tiere dhnliche und vor allem sehr hohe und signifikante Urat-
konzentrationen akkumulierten, die Werte von iiber 500 pmol L™ erreichten. Der Sauerstoff-
anteil war so gering, da3 mit zunehmender Versuchszeit immer mehr Tiere wihrend des Ver-
suches starben, wodurch sich die Zeitpunkte mit n = 1 erkléren lassen und die Tiere nicht 14n-

ger als 32 Stunden inkubiert wurden.



Ergebnisse 55

1000
Ja(13,6 £ 1,1 kPa; n=28) 1b (6,9 £0,5kPa; n=4)
— 800 - 1
_'4 ] ]
S 600 - 1
g ] |
=.
= 400 - -
= ] TN
) il il
2mflililil JSPORIIERT RN
0
1000 R
1 ¢ (3,6 +0,7 kPa) " 1d (2,4 + 0,8 kPa)
— 800 - 1
N ] % % ]
—_— %
S 600 - 1 . .
3 1 1 A 4 o |
S 400 44 33| Fasela
7 i 4
200l 7$;4
oL -
1000 0 8 16 24 32 40 48
e (1,1 £0,3 kPa)
— 800 - t [h]
L_] ]
g 600 -
] *
%
= 400 - o
s f ¥ T2
=200 - vt 3
,3109 4
O 1\()‘ T T T T T T
0 8 16 24 32 40 48
t [h]

Abb. 3.14: Uratkonzentration [umol L] in der Hamolymphe von Astacus leptodactylus nach maximal 48 h
hypoxischer Inkubation bei verschiedenen Sauerstoffpartialdriicken [kPa]. Der PO, betrug bei a: 13,6 = 1,1 kPa;
b: 6,9 £ 0,5 kPa; c: 3,6 £ 0,7 kPa; d: 2,4 £ 0,8 kPa; e: 1,1 £ 0,3 kPa. (X £ SD; die Ziffern in der Abbildung, bzw.
bei a und b in Klammern, geben die Anzahl der Tiere (n) an). * = signifikant verschieden vom jeweiligen t;-
Wert. # = signifikant verschieden vom vorherigen Wert.

3.4.3 Die Konzentration von Adenosin, Inosin und Urat in verschiedenen Geweben

nach 24 Stunden biotopbedingter Hypoxie

Aufgrund der Ergebnisse der Himolymphversuche stellt sich nun die Frage, wie sich
die Purinderivatkonzentrationen im Gewebe dndern, wenn die Tiere hypoxisch inkubiert wer-
den. Kommt es zu einer dhnlichen Verteilung wie in der Himolymphe? AuBlerdem stellt sich

die Frage, ob die Konzentrationen im Gewebe {iber denen in der Himolymphe liegen.
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Wihrend einer 24stiindigen biotopbedingten Hypoxie (PO, < 3,73 kPa) stieg die Kon-
zentration von Adenosin in allen drei untersuchten Geweben statistisch signifikant an (Abb.
3.15). Im Schwanzmuskel war Adenosin bis zur 18. Stunde maximal um den Faktor 3,2 er-
hoht, stieg dann innerhalb der nichsten sechs Stunden signifikant auf 1,2 £ 1,5 nmol g'1 FG,
den 12,7fachen Wert der Kontrolle, an. Die hochsten Adenosinkonzentrationen konnten im
Scherenmuskel gemessen werden. Dort erhohte sich die Konzentration kontinuierlich iiber 24
Stunden signifikant zur Kontrolle um den Faktor 7,4 auf 2,9 + 3,3 nmol g'l FG. Im Hepato-
pancreasgewebe wurden die niedrigsten Adenosinkonzentrationen gemessen. Nach 12 Stun-
den konnte diesem Gewebe 1,0 + 0,7 nmol g' FG Adenosin nachgewiesen werden, das ge-
geniiber der Kontrolle um das 5,1fache signifikant erhoht war. Innerhalb der folgenden 12
Stunden fiel die Konzentration wieder auf 0,7 = 0,4 nmol g'1 FG ab, war aber noch signifikant
verschieden zur Kontrolle.

Die Inosinkonzentration war innerhalb der ersten 12 Stunden in den Muskeln und im
Hepatopancreas sehr niedrig. Nach 18 Stunden konnte eine stirkere Zunahme der Konzentra-
tion in allen Geweben gemessen werden. Im Schwanzmuskel war die Inosinkonzentration
nach 24 Stunden signifikant um das 61,3fache gegeniiber der Ausgangskonzentration von 1,4
+ 0,9 nmol g FG angestiegen. Dagegen konnte im Scherenmuskel bereits nach 18 Stunden
eine signifikante Erhhung der Konzentration auf 60,6 + 73,9 nmol g' FG nachgewiesen
werden, die sich zu diesem Zeitpunkt um den Faktor 36 von der Kontrolle unterschied. Nach
24 Stunden war die Konzentration weiter signifikant angestiegen und lag um Faktor 51,9 {iber
der Kontrolle (1,7 + 2,0 nmol g FG). Verglichen mit den Muskelgeweben war Inosin im
Hepatopancreasgewebe wihrend der gesamten Versuchsdauer nicht signifikant angestiegen.
Die héchsten Konzentrationen gegeniiber der Kontrolle (6,9 nmol g FG ) wurden nach 18
und 24 Stunden mit 30,2 + 27,2 bzw. 25,3 + 15,4 nmol g"' FG bestimmt.

Die Uratkonzentration erhohte sich im Schwanzmuskel signifikant um den Faktor 3,4
auf 43,5 £ 17,7 nmol g"' FG (t,4) gegeniiber der Kontrolle, allerdings lag sie unterhalb der
Konzentration des Scherenmuskels. Im Scherenmuskel war die Uratkonzentration nach 24
Stunden hypoxischer Inkubation mit 70,5 + 37,2 nmol g FG um das 2fache héher als zu Be-
ginn der Begasung. Zu keinem Zeitpunkt war Urat in diesem Gewebe signifikant zur Kon-
trolle erhoht. Die hochsten Uratkonzentrationen konnten im Hepatopancreasgewebe nachge-
wiesen werden. Innerhalb von 24 Stunden stieg dort die Konzentration signifikant von 37,7 +

25,8 auf 143,7 + 73,3 nmol g"' FG gegeniiber der Kontrolle an.
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Abb. 3.15: Konzentration der Purine Adenosin, Inosin und Urat [nmol g”' FG] im Schwanzmuskel (P), Scheren-
muskel (C) und Hepatopancreas (H) von Astacus leptodactylus wéhrend 24stiindiger hypoxischer Inkubation
(PO, < 3,73 kPa). (X £ SD; die Ziffern in der Abbildung geben die Anzahl der Tiere (n) an). * = signifikant ver-
schieden vom jeweiligen Kontrollwert (K).

3.5 Die Auswirkung einer akuten funktionellen Hypoxie auf die Herzkreislaufpara-

meter und die Purinkonzentrationen in Himolymphe und Gewebe

Eine weitere Sauerstoffmangelsituation fiir einen Organismus stellt die akute funktio-
nelle Hypoxie dar, die durch extreme Muskelarbeit bedingt ist. Bei Astacus leptodactylus tritt
exzessive Muskelaktivitdt durch erhohtes Schwanzschlagen auf, einem ruckartigen Einschla-
gen des muskuldren Abdomens, wodurch sich der Krebs duflerst schnell riickwérts fortbewegt

(Miiller 1954). Neben dieser Fluchbewegung reagiert das Tier auch mit Drohgebédrden der



58 FErgebnisse

Scheren, um sich vor Angriffen zu verteidigen (Stehr 1988). Die nachfolgenden Ergebnisse
sollen nun Informationen dariiber liefern, inwieweit sich einerseits die Herzkreislaufparameter
wihrend einer solchen Situation dndern. Andererseits interessiert, ob die Purinderivate Ade-
nosin und Urat vermehrt in Himolymphe und Gewebe gebildet werden, um durch ihre spezi-
fischen Einfliisse auf die HimolymphflieBgeschwindigkeit, die Herzfrequenz und die Sauer-
stoffaffinitét des respiratorischen Pigments eine bessere Sauerstoffversorgung des Tieres zu

gewdhrleisten.

3.5.1 Messung der arteriellen FlieBgeschwindigkeit und der Herzfrequenz mit Hilfe

der Pulsed-Doppler-Flowmetrie

In Abb. 3.16 wird deutlich, daB die Anderung der Herzkreislaufparameter von Astacus
leptodactylus durch extreme muskuldre Aktivitdt nicht einheitlich ist. Stiegen die FlieBge-
schwindigkeiten der Himolymphe in der A. posterior (I) und der A. descendens (II) innerhalb
von drei Minuten Aktivitdt jeweils signifikant um den Faktor 2,7 auf maximal 61,9 + 15,2 (I)
bzw. 221,4 + 72,3 (II) mm s zum jeweiligen mittleren Vorlaufwert an, so verinderte sich
dagegen die Geschwindigkeit in der A. lateralis (III) kaum. In dieser wurde zum Zeitpunkt t;4
eine geringfiigige Erhohung von 2,8 mm s™ gegeniiber dem mittleren Vorlaufwert von 22,7 +
6,2 mm s gemessen. Die Herzfrequenz stieg sofort nach einer Minute Aktivitit signifikant
um 36,0 bpm auf 101,1 = 11,3 bpm an. Wéhrend der Erholungsphase fiel die Herzfrequenz
tendenziell ab und war zum Zeitpunkt t noch signifikant gegeniiber den Werten des Vorlaufs

erhoht.
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Abb. 3.16: Der EinfluB von muskulirer Aktivitit auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe [mm s'] in der
A. posterior (I), der A. descendens (II) und der A. lateralis (III) sowie auf die Herzfrequenz (IV) [bpm] bei 4sta-
cus leptodactylus. Nach einem zehnminiitigen Vorlauf (t,-t,9) wurde Astacus leptodactylus fiir 10 Minuten zum
Schwanzschlagen animiert. (X + SD; die Ziffern in der linken oberen Ecke jeder Graphik geben die Anzahl der
Tiere (n) an). * = signifikant erh6ht zu allen zehn Werten des Vorlaufs.
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3.5.2 Bestimmung der Konzentration von Adenosin, Inosin und Urat in der Himo-
lymphe
In der Hadmolymphe von Astacus leptodactylus konnten nach einer zweiminiitigen Ak-
tivititsphase keine signifikanten Anderungen in den Konzentrationen von Adenosin, Inosin

und Urat im Vergleich zum Kontrollwert (ty) gemessen werden.
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Abb. 3.17: Konzentration der Purine Adenosin ® [nmol L™'], Inosin m und Urat ¢ [umol L] in der Himolymphe
von Astacus leptodactylus vor (ty), wihrend (t;, t,) und nach (t; — t;50) starker Muskelaktivitit durch Schwanz-
schlagen. (X £ SD; die Ziffern in der Abbildung geben die Anzahl der Tiere (n) an).

Innerhalb der ersten Minute extremer Muskelaktivitit erhohte sich die Adenosinkon-
zentration um 7,7 auf 21,7 + 13,4 nmol L', die wihrend der zweiten Minute Aktivitit mit
21,3 + 36,6 nmol L' anniihernd konstant blieb. Sofort nach Aktivititsende sank die Konzent-
ration auf Werte unterhalb der Ausgangskonzentration von 14,1 + 8,7 nmol L™ und erst nach

62 Minuten wurden wieder hohere Adenosinkonzentrationen gemessen. Auch die Inosinkon-
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zentration stieg mit Beginn der Muskelaktivitdt an, aber im Gegensatz zum Adenosin erhohte
sich hier die Konzentration erst nach Ende der Aktivitdtsphase maximal, so dall zum Zeit-
punkt t; 7,0 + 3,7 pmol L™ vorlagen. Eine Minute spiter sank die Inosinkonzentration auf 5,2
+ 4.4 pmol L™ und war gegeniiber t, noch um 0,6 pmol L™ erhéht. Bis zum Ende des Ver-
suches stieg die Konzentration nicht mehr iiber 6,2 + 3,4 pmol L™ an. Die Uratkonzentration
sank wéhrend der Aktivitdtsphase innerhalb der ersten Minute um 14,2 auf 90,2 £ 51,3 pmol
L und blieb bis zur dritten Minute etwa gleich niedrig. Danach erreichte Urat jedoch inner-
halb einer Minute einen Maximalwert von 110,4 = 47,7 pmol L! (t4), einem Plus von 20,3
umol L' gegeniiber dem Vorwert. Innerhalb der restlichen Versuchszeit pendelte die Kon-

zentration von Urat zwischen 95,8 £ 45,2 und 107,3 + 50,5 pmol L

3.5.3 Bestimmung der Konzentration von Adenosin, Inosin und Urat in verschiedenen

Geweben

Abb. 3.18 zeigt die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmung der Purinderivate in
Muskel- und Hepatopancreasgewebe wihrend funktioneller Hypoxie. Nach einer Minute Ak-
tivitdt bildeten die Tiere im Schwanzmuskel (P) signifikant Adenosin, das gegeniiber der
Kontrolle von 0,1 + 0,1 nmol g FG um 0,4 nmol g"' FG (Faktor 4,8) und nach zwei Minuten
Aktivitit um 1,1 nmol g' FG (Faktor 12,1) erhdht war. Nach einer Minute Erholung war die
Konzentration wieder auf 0,3 + 0,2 nmol g FG abgesunken, sie blieb aber bis zum Ende des
Versuches oberhalb der Kontrollwerte. Im Scherenmuskel (C) sank die Adenosinkonzentra-
tion von 0,4 £+ 0,5 nmol g'1 FG nach einer Minute auf 0,1 £+ 0,1 nmol g'1 FG und stieg im wei-
teren Verlauf nicht iiber die Ausgangswerte an. Auch im Hepatopancreas (H) konnte primér
eine Erniedrigung der Adenosinkonzentration beobachtet werden. Im Anschluf an die Aktivi-
titsphase stieg sie um den Faktor 3,2 gegeniiber der Kontrolle auf 0,6 + 0,4 nmol g" FG an,
sank jedoch nach fiinf und 10 Minuten Erholung wieder geringfiigig ab.

Zwar konnte beim Inosin mit Beginn der Aktivitdt im Schwanzmuskel eine leichte
Zunahme der Konzentration von 1,4 + 0,9 (K) auf 2,5 + 1,0 (1A) nmol g"' FG gemessen wer-
den, aber erst nach zwei Minuten muskuldrer Arbeit war die Konzentration signifikant um das
7,4fache der Ausgangskonzentration gestiegen und auch nach einer Minute Erholung, im Ge-
gensatz zum Adenosin, immer noch signifikant um das 5,7fache erhoht. Nach 10 Minuten
Erholung lag die Inosinkonzentration noch immer iiber 5,4 + 4,4 nmol g FG. Im Scheren-
muskel dagegen gab es wie beim Adenosin nur geringfiigige Anderungen in der Konzentra-
tion, lag sie iiber den gesamten MeBzeitraum zwischen 1,0 £ 0,8 (1A) und 1,9 = 1,3 (5E) nmol

g FG. Im Hepatopancreas (H) dagegen konnten keine signifikanten Konzentrationsénderun-
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gen festgestellt werden, obwohl die Konzentration von Inosin nach zwei Minuten Aktivitit
um 6,4 nmol g”' FG auf 0,5 + 0,9 nmol g”' FG gesunken war und in der Erholungsphase nach
fiinf und 10 Minuten sogar auf Werte um 10 nmol g"' FG stieg. Signifikante Anderungen wi-
ren vielleicht aufgetreten, wenn der Kontrollwert im Hepatopancreas, wie unter 3.2.3 be-

schrieben, durch die ,,AusreiBler weniger hoch gewesen wire.
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Abb. 3.18: Konzentration der Purine Adenosin, Inosin und Urat [nmol g"' FG] im Schwanzmuskel (P), Scheren-
muskel (C) und Hepatopancreas (H) von Astacus leptodactylus vor (Kontrolle K), wéhrend (A) und nach (E)
starker Muskelaktivitit durch Schwanzschlagen. Die Konzentrationen wurden nach einer (1A) und nach zwei
(2A) Minuten Aktivitit bestimmt sowie nach einer (1E), nach fiinf (5E) und nach 10 Minuten (10E) Erholung.
(X £ SD; die Ziffern in der Abbildung geben die Anzahl der Tiere (n) an). * = signifikant verschieden vom je-
weiligen Kontrollwert (K).
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Urat war im Scherenmuskel in den hochsten Konzentrationen mef3bar. Stieg die Urat-
konzentration nach der ersten Minute Aktivitdt um das 5,3fache des Kontrollwertes auf 180,8
+ 131,7 nmol g'1 FG, fiel sie ebenso rasch wieder innerhalb der zweiten Minute Aktivitdt um
135,9 nmol g"' FG ab. Wihrend der Erholungsphase lag die Konzentration bei Werten um 70
nmol g FG und war somit um das zwei- bis dreifache hoher als im Schwanzmuskel und im
Hepatopancreas. In diesen Geweben konnten nur geringe Erhdhungen der Uratkonzentration
nach einer Minute Muskelaktivitit gemessen werden, stieg sie im Schwanzmuskel um 27,06
nmol g”' FG und im Hepatopancreas um 24,8 auf 39,8 + 28,2 (T) nmol g"' FG bzw. auf 62,5 +
115,8 (H) an. Schon ab der zweiten Aktivitdtsminute (2A) konnte bis zum Versuchsende in
beiden Geweben kein Urat iiber 18,1 + 3,7 (T) und 27,9 + 9,6 (H) nmol g'1 FG gemessen wer-

den.
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4. Diskussion

Urspriinglich im Kaspischen und Asowschen Meer beheimatet, drang Astacus lepto-
dactylus im Laufe der Zeit ins Schwarze Meer und dessen Zufliisse bis ins untere Donautal
ein. Die Verbreitung von Astacus leptodactylus erstreckt sich {iber zahlreiche und unter-
schiedliche Habitate. Er kann in tiefen, schattigen Seen, Fliissen, Bdchen und sumpfigen Ge-
wissern gedeihen. Nicht umsonst wird diese robuste Spezies auch ,,Sumpfkrebs® genannt.
Eine schnelle Anpassung an Umweltbedingungen, z.B. in Astuaren, fiihrten bei Astacus lep-
todactylus zu einer Vertraglichkeit extremer Bedingungen. Er toleriert Gewéssertiefen bis zu
20 m bei Temperaturen zwischen 4 und 32 °C sowie eine Absenkung des Sauerstoffgehalts
auf 3,97 mg L! (8,9 kPa bei 20 °C) (Miiller 1954; Hofmann 1980; Kdoksal 1988; Zeitler
1990). Einem Sauerstoffmangel oder einer zu starken Gewisserverunreinigung kdnnen
FluBkrebse zeitweise durch Landgang ausweichen (Grof8 2002), was Taylor und Wheatly
(1980) bei Austropotamobius pallipes ab einem kritischen PO, von 5,60 £+ 0,67 kPa (15 °C)
beobachteten. Demnach sind Adaptationsstrategien erforderlich, um einerseits bei biotopbe-
dingter Hypoxie eine verminderte Sauerstoffversorgung kompensieren und andererseits bei
exzessiver Muskelaktivitét (funktionelle Hypoxie) einen erhdhten Sauerstoffbedarf decken zu
konnen.

Die Anpassung der Sauerstoffversorgung erfolgt auf verschiedenen Ebenen, durch die
Verdnderung der Ventilation, der Herzkreislaufparameter und der Sauerstoffaffinitéit der re-
spiratorischen Pigmente. Solche Mechanismen nutzen viele decapode Crustaceen: Sie erho-
hen z.B. bei Aktivitit die Scaphognathitenfrequenz und damit die Ventilationsrate zur Steige-
rung des Wasserdurchstroms in den Kiemen (McMahon et al. 1979; Booth et al. 1982; De
Wachter und McMahon 1996b) sowie die Herzfrequenz, das Schlagvolumen und die Flie3ge-
schwindigkeit der Himolymphe (Booth et al. 1982; De Wachter und McMahon 1996b; Ste-
gen und Grieshaber 2001) zum schnelleren Transport der respiratorischen Pigmente. Das re-
spiratorische Atmungspigment, das Hidmocyanin, wird durch Metabolite wie L-Lactat (Tru-
chot 1980) und Urat (Morris et al. 1985) sowie durch anorganische Ionen (Mangum 1983)
und Neurohormone (z.B. L-Dopamin) (Morris und McMahon 1989) in seinen Affinitdtseigen-
schaften gegeniiber Sauerstoff veréndert.

Trotz der bisherigen Erkenntnisse iiber die Atmung der Crustaceen ist die systemische
Regulation der Sauerstoffversorgung noch nicht vollstandig geklirt. Besonders die herzakti-
vierenden und gefdfregulierenden Wirkungen des Purinmetabolits Adenosin, dessen Bedeu-

tung Drury und Szent-Gyorgyi schon 1929 beschrieben und dessen Freisetzung mit hypoxi-
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schen Situationen in Zusammenhang gebracht wurde (Bruns 1990), sollten bei Astacus lepto-
dactylus neben den Wirkungen des Urats untersucht werden. Zur Kldrung wurden mit Hilfe
des Doppler-Verfahrens die Herzkreislaufparameter unter normoxischen und extrem hypoxi-
schen Bedingungen gemessen und mit der Verteilung der Purinderivatkonzentrationen aus
Héamolymphe und verschiedenen Geweben unter gleichen Bedingungen verglichen. Um einen
ersten Eindruck iiber die herzaktivierende Wirkung der Purinderivate zu erhalten, wurden die
einzelnen Metabolite des ATP-Katabolismus in die Krebse infundiert und im Falle des Ade-

nosins spezifiziert.

4.1 Cardiovasculire Auswirkungen infundierter Purinderivatlosungen bei Astacus

leptodactylus

4.1.1 Einfliisse durch die Infusion von Fliissigkeit in das Kreislaufsystem

Die Infusion verschiedener Fliissigkeitsvolumina (Abb. 3.1, S. 31) in das Herzkreis-
laufsystem von Astacus leptodactylus sollte Aufschlul iiber mogliche baroreflektorische Ef-
fekte in diesen Tieren geben. Barorezeptoren werden durch eine Anderung des Blutvolumens,
des Herzzeitvolumens, der regionalen Blutverteilung und des arteriellen Blutdrucks erregt.
Bei Sdugern liegen sie u.a. im Aortenbogen und im Carotissinus und reagieren auf eine Deh-
nung der GefdBwinde (Busse 2000). In einigen Crustaceen konnten barorezeptordhnliche Re-
flexe nachgewiesen werden. Die Abweichung des Haimolymphvolumens um 5-10 % fiihrte in
der in der Landkrabbe Cardisoma guanhumi zu einem Anstieg des Himolymphdrucks und
einer damit verbundenen Abnahme der Herzfrequenz (Burggren et al. 1990). In der Krabbe
Goniopsis cruentata dagegen spiegelte sich eine Ab- oder Zunahme des Volumens in der An-
derung des Hdmolymphdrucks im dorsalen Sinus wider, wohingegen sich die Herzfrequenz
nur minimal verschob (Wilkens und Young 1992). In dieser Arbeit (Abb. 3.1, S. 31) konnte
bei Astacus leptodactylus keine signifikante Beeinflussung der Herzfrequenz in Abhédngigkeit
vom Infusionsvolumen beobachtet werden. Die Absenkung der Frequenz zum Zeitpunkt t;; in
jedem Versuch war auf den Start der Infusion zuriickzufiihren, da innerhalb von einer Minute
wieder Vorlaufwerte erreicht wurden, als auch am Ende der Infusion diese Reaktion wieder-
holt auftrat. Dagegen fiihrte ein Volumen von 2,7 % der Gesamthdmolymphe, auf ein mittle-
res Gewicht von 109,8 £ 24,2 g bezogen, nach zehnminiitiger Ringer-Infusion zu einer signi-
fikanten Erniedrigung der HamolymphflieBgeschwindigkeit in der A. posterior und der A.
descendens. Zwar konnten nach der Infusion von insgesamt 0,15 mL (0,5 %) als auch von
0,46 mL (1,4 %) Anderungen in der FlieBgeschwindigkeit beider Gefidle beobachtet werden,

die allerdings innerhalb der natiirlichen Schwankungsbreite lagen. Zu hohe Infusionsvolumina



66 Diskussion

fiihrten bei Astacus leptodactylus zu Reflexen, die nicht primir die Herzfrequenz, sondern die
HéamolymphflieBgeschwindigkeit verdnderten. Mdglich wire eine Regulation des Herzzeit-
volumens (HZV) durch Vergroferung des Schlagvolumens. Beim Séuger wird ein groferes
Schlagvolumen, bedingt durch eine erhohte diastolische Fiillung des Herzens, als Folge einer
cardialen Autoregulation (Frank-Starling-Mechanismus) bei zu hoher Volumenbelastung be-
schrieben (Antoni 2000). Ob ein solcher Mechanismus in diesem Fall auch bei Astacus lepto-
dactylus eintritt, ist fraglich, da McMahon (1995a, b) aufgrund von Untersuchungen an iso-
lierten Crustaceenherzen bei diesen Tieren eher von einer untergeordneten Rolle des Frank-
Starling-Mechanismus bei der natiirlichen Volumenregulation ausgeht. Aufgrund der volu-
menbedingten Reflexe bei Astacus leptodactylus wurde bei den nachfolgenden Infusionsver-
suchen eine Geschwindigkeit von 0,046 mL min’! eingesetzt, deren Gesamtvolumen von 0,46
mL keine signifikanten Effekte hervorrief. Daher sind alle moglichen cardiovasculéren Reak-
tionen in den nachfolgenden Experimenten nicht auf die Ringer-Losung, sondern auf die zu-

gesetzten Purinderivate zuriickzufiihren.

4.1.2 Abschitzung der Infusionsbedingungen

Da die herzaktivierende Wirkung des Adenosins bekannt war und entsprechende Ef-
fekte durch dessen Applikation bei Homarus americanus aufgetreten waren (Stegen und
Grieshaber 2001), lag es nahe, die Infusionen dieser Versuche mit einer Adenosinlosung

durchzufithren.

Konzentration

Mit Hilfe fiinf verschiedener Adenosinkonzentrationen sollte die geeignetste Konzent-
ration fiir die Purininfusionen ermittelt werden (Abb. 3.2 u. 7.1, S. 32 u. 116). Die Infusion
von 0,44 und 0,88 sowie 1,75 nmol min’! g'1 FG Adenosin fiihrte in allen drei Gefial3en zu
einer geringfligigen, nicht signifikanten Erhohung der FlieBgeschwindigkeit der Hémo-
lymphe, die in der A. descendens am ausgepragtesten war, wohingegen sich die Herzfrequenz
erst ab 1,75 nmol min" g' FG Adenosin steigern lieB. Demnach mufiten vor Einsetzen der
chronotropen Wirkung andere Mechanismen beteiligt sein, die zur Geschwindigkeitserhéhung
beitrugen. Unterhalb von 1,75 nmol min™ g' FG konnten mdglicherweise nicht geniigend
Adenosinrezeptoren belegt werden, um eine rezeptorvermittelte Antwort hervorzurufen, die
sich in einem positiv chronotropen Effekt widergespiegelt hitte. Die lokale Konzentration von
Adenosin ist sicherlich entscheidend, da die Rezeptoren, falls verschiedene Subtypen beteiligt
sein sollten, unterschiedliche Affinititen zum Substrat aufweisen (Ralevic und Burnstock

1998). Erst die Konzentration von 3,5 nmol min™' g FG Adenosin bewirkte eine signifikante
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Anderung der gemessenen Parameter, die nur durch die Infusion von 7,0 nmol min” g”' FG
Adenosin in der A. descendens gesteigert werden konnte. In diesem Gefdll war die Ge-
schwindigkeit nach der Applikation von 7,0 nmol min" g”' FG Adenosin um 131 mm s ge-
geniiber dem mittleren Vorlaufwert von 52,6 mm s™' erhoht und lag 56 mm s iiber der ma-
ximalen Geschwindigkeit, die durch die Infusion von 3,5 nmol min™ g FG Adenosin erreicht
wurde. Wahrscheinlich wurden durch die Infusion von 3,5 nmol min™ g' FG Adenosin alle
vorhandenen Rezeptoren belegt und infolgedessen schon bei dieser Konzentration eine maxi-
male Antwort hervorgerufen. Ansonsten hétte mit der hoheren Substratkonzentration in allen
GefaBen und bei der Herzfrequenz eine weitere Steigerung auftreten miissen. Da sich nur die
HéamolymphflieBgeschwindigkeit in der A. descendens weiter erhdhen liel3, muf3 dieser Effekt
auf andere Faktoren als die Schlagfrequenz alleine zuriickgefiihrt werden. Das konnte sowohl
durch eine anhaltende Beeinflussung der cardioarteriellen Klappen (McMahon 1995b), als
auch durch ein erhdhtes HZV aufgrund einer tachycardiebedingten Steigerung des Tonus und
des FlieBwiderstandes in diesem Gefall (Wilkens 1981) bewirkt worden sein. Aufgrund dieser
Ergebnisse schien die Adenosinkonzentration von 3,5 nmol min" g' FG am besten fiir die

Infusionsexperimente geeignet zu sein.

Infusionsdauer

Stegen und Grieshaber (2001) infundierten bei Homarus americanus verschiedene Pu-
rinldsungen in einem Zeitraum von 10 Minuten. Hétte eine lingere Infusionsdauer vielleicht
zu stirkeren Effekten gefiihrt? Zur Klarung dieser Moglichkeit wurde Astacus leptodactylus
in fiinf verschiedenen Versuchen unterschiedlich lange Adenosin infundiert. Abb. 3.3 und 7.2
(S. 35 u. 117) zeigen die Erhohung der gemessenen Parameter zu jeder Infusionsdauer. In
allen Gefdfen konnte die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe schon durch eine flinfminii-
tige Adenosininfusion gesteigert werden, die aber nur in der A. posterior signifikant war. Un-
abhéngig von einer ldngeren Infusionsdauer und einer damit verbundenen Zunahme der appli-
zierten Stoffmenge traten in allen fiinf Versuchen die maximalen FlieBgeschwindigkeiten
innerhalb von drei bis zehn Minuten auf, was auf eine schnelle und vollstindige Belegung
vorhandener Rezeptoren wihrend dieses Zeitraumes schlieen 14B3t. Nur in der A. posterior
und der A. descendens konnte die maximale Geschwindigkeitserhohung wéhrend der Infusion
mit zunehmender Infusionsdauer verstirkt werden (Tab. 3.2, S. 34). Betrug die Infusionszeit
tiber zehn Minuten, sank in der A. posterior die FlieBgeschwindigkeit wihrend der Erho-
lungsphase signifikant unter die Ruhewerte ab und kann als volumenbedingter Effekt inter-

pretiert werden.
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Die Herzfrequenz war unabhingig von der Infusionsdauer um anndhernd gleiche Fak-
toren erhoht, wobei die maximalen Steigerungen gegen Ende der Infusionen auftraten. Da die
hochsten FlieBgeschwindigkeiten wihrend der Infusion erreicht worden waren, konnte die
Herzfrequenz nicht der einzige Faktor sein, der flir die Geschwindigkeitssteigerung verant-
wortlich war. Weitere mogliche Faktoren wiren inotrope Effekte wie ein erhdhtes Schlagvo-
lumen, oder die Beeinflussung der cardioarteriellen Klappen.

Fiir die Infusionsversuche wurde eine Infusionsdauer von 10 Minuten ausgewdhlt, da
in dieser Zeit signifikante Effekte auftraten und maximale FlieBgeschwindigkeitssteigerungen
hervorgerufen werden konnten. Zudem traten in der Erholungsphase keine Volumeneffekte

auf.

Infusionshdufigkeit

Um eine Priparation optimal ausnutzen zu konnen, sollten mehrere Versuche mit ei-
nem Versuchstier moglich sein. Die Pausen in der Versuchsreihe zur Infusionsdauer, die zwi-
schen 155 und 175 Minuten betrugen, reichten fiir die Wiederholung eines maximalen Effek-
tes aus. Doch wie reagiert das Herzkreislaufsystem von Astacus leptodactylus, wenn die Er-
holungsphase auf 55 Minuten reduziert wird (Abb. 3.4 und 7.3, S. 37 u. 118)? Skerrett et al.
(1995) konnten an isolierten Herzen von Procambarus clarkii zeigen, dal bei der Herzfre-
quenz und der Amplitude mit wiederholter Applikation der FMRFamid-&hnlichen Peptide
NF; und DF, zu jeder Zeit fast die gleichen Antworten hervorgerufen werden konnten. Die
Autoren fiihrten das auf einen Erhalt der Sensibilitit des Herzens fiir diese Substanzen zurtick.
Bei Astacus leptodactylus zeigte sich unter kumulierter Adenosinapplikation ein dhnliches
Ergebnis. Trotz einer kurzen Erholungsphase von nur 55 Minuten reagierten die Tiere bei
jeder Adenosininfusion mit einer Erhdhung der FlieBgeschwindigkeit und der Herzfrequenz.
Das Herz war in jedem Versuch fahig, in gleicher Weise auf den Purinmetaboliten zu reagie-
ren, wodurch bis auf die A. lateralis die gemessenen Parameter um dhnlich hohe Werte ge-
steigert werden konnten. Trotzdem ist die verkiirzte Erholungsphase nicht ausreichend, wenn
man die Geschwindigkeitsmaxima wihrend der Infusionen in der A. descendens und der A.
lateralis betrachtet. In beiden Gefdflen sank mit jedem Versuch die maximale Erhohung, be-
trug sie beim ersten Versuch in der A. descendens 84,3 + 45,4 mm s und in der A. lateralis
15,0 + 7,1 mm s™', im letzten Versuch nur noch 79,7 + 50,4 bzw. 5,6 + 3,4 mm s Bei gleich-
bleibender Steigerung bedeutet das ein Absinken der Ruhewerte vor Versuchsbeginn und
zeugt von einer Erschopfung des Herzkreislaufsystems. Demnach muf} auf eine ausreichende

Erholungsphase zwischen mehreren Versuchen geachtet werden.
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4.1.3 Infusion der Adenylate ATP, ADP, AMP und Adenosin

Effekte der infundierten Purinmetabolite

An Untersuchungen zur Wirkung verschiedener Purinmetabolite bei Wirbeltieren zeig-
te Gillespie (1934), dal3 die Applikationen von ATP, AMP und Adenosin Effekte auf den
Blutdruck als auch auf die Herzfrequenz hervorriefen. Dabei beobachtete er einen Zusam-
menhang zwischen der Entfernung der Phosphatgruppen und einer dadurch zunehmenden
Féhigkeit, Vasodilatation und Hypotonie hervorzurufen. Die Entfernung des Phosphats vom
Molekiil beeinflulte nicht nur dessen Potenz, sondern auch die Art der Antwort. Vergleicht
man damit die Infusionen von ATP und ADP (Abb. 3.5 A, B, S. 39) sowie von AMP und A-
denosin (Abb. 3.6 C, D, S. 40) in das Himolymphsystem von Astacus leptodactylus, erhohten
alle Purinderivate die Herzfrequenz und die FlieBgeschwindigkeit in den drei Geféllen signi-
fikant, jedoch war die Dauer der Wirkung unterschiedlich. Die Erhohungen der Herz-
kreislaufparameter traten jeweils ein bis zwei Minuten nach Infusionsbeginn auf, dhnlich den
Peptidinfusionen von McGaw et al. (1994a), die ebenfalls eine Minute nach Infusionsstart
Effekte auf den Blutflul beobachten konnten. Diese Angaben decken sich mit der Kreislauf-
zeit von Palinurus vulgaris, die 45 bis 110 s betragt (Schwartzkopff 1953). Mit hoherem
Phosphorylierungsgrad der Adenylate wurden die FlieBgeschwindigkeiten sowie die Herzfre-
quenz stirker gesteigert und die signifikanten Effekte hielten ldnger an. Aus Tab. 4.1 ist er-
sichtlich, dal} die Herzfrequenz in allen Féllen bis zur 60. Minute signifikant erhoht blieb,
aber die Differenz der maximalen Schldge gegeniiber den Ruhewerten in der Reihenfolge
Adenosin < AMP < ADP < ATP zunahm. Die HdmolymphflieBgeschwindigkeiten waren
durch die ATP- und ADP-Infusionen je nach Gefdll zwischen der 30. und 60. Minute noch
signifikant erhoht, wohingegen nach 22 bis 36 Minuten keine signifikanten Anderungen mehr
durch die AMP- und Adenosininfusionen auftraten. Betrachtet man die Differenzen der ma-
ximalen Erhdhung, haben auch hier die hoher phosphorylierten Adenylate eine stirkere Wir-
kung erzielt. Auffallend ist der extreme Anstieg in der A. descendens, deren Fliegeschwin-
digkeit um 124 (ATP) bzw. um 127 (ADP) mm s gesteigert werden konnte und ungefihr
doppelt so hoch war wie die Erhéhung durch AMP und Adenosin.
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Tab. 4.1: Vergleich der Differenzen maximaler Erhohungen der FlieBgeschwindigkeit Ay E [mm s™] in drei
verschiedenen Geféllen und der Herzfrequenz [bpm] sowie die Zeiten der letzten signifikanten Erhéhungen t,,,,
S [min] bedingt durch die Infusion von ATP, ADP, AMP oder Adenosin.

ATP ADP AMP Adenosin

A1’1’121)( E tmax S Amax E tmax S Amax E tmax S Amax E tmax S

A.p. 43 60 50 60 32 36 22 25
A. d. 124 51 127 60 55 23 75 24
AL 13 30 22 49 19 24 16 22
HF 34 60 33 60 26 60 17 60

Die Variabilitit innerhalb verschiedener Tiergattungen kann auch der Grund sein,
weshalb Stegen (2001) bei Homarus americanus durch die Infusion der gleichen Substanzen
komplett gegensétzliche Effekt erzielte. In Homarus americanus erhdhte Adenosin die FlieB3-
geschwindigkeit der Himolymphe in der A. descendens um 168 mm s, wohingegen AMP,
ADP und ATP viel geringere Effekte in diesem Gefdll bewirkten und die Geschwindigkeit nur
um 131, 79 und 71 mm s™' steigerten (gleiche Reihenfolge). Die von Stegen (2001) mit 4,8
nmol min"' g"' FG gewihlte Konzentration der infundierten Adenylate ist um 1,3 nmol min™
¢! FG groBer als in dieser Arbeit. Der Konzentrationsunterschied wiirde sich letztendlich nur
in der maximalen Wirkung, nicht aber in den beobachteten Unterschieden widerspiegeln und
ist daher als Argument zur Klidrung des Unterschiedes nicht von Bedeutung. Im Gegensatz zu
Homarus americanus fiihrten die Infusionen von AMP und Adenosin im besser vergleichba-
ren amerikanischen Sumpfkrebs Procambarus clarkii (Engler 1996) zu dhnlichen Effekten
wie bei Astacus leptodactylus. Die Werte von Procambarus clarkii fiir AMP und Adenosin
(A.p.: A 28/30 mm s'l, A.d.: A 76/77 mm s'l, A.l: A 25/24 mm s'l, HF: A 31/38 bpm) unter-
scheiden sich nur geringfiigig voneinander und liegen im Bereich der in Tab. 4.1 aufgelisteten
Differenzen fiir Astacus leptodactylus. Die Applikation verschiedener Neurohormone fiihrte
bei Procambarus clarkii, Homarus americanus und Carcinus maenas ebenfalls zu unter-
schiedlichen Reaktionen in der Herzfrequenz (Wilkens 1995) und konnte von Wilkens und
Kuramoto (1998) bei Homarus americanus und Panulirus japonicus zusétzlich fiir den Ha-
molymphflul und den Ventrikeldruck gezeigt werden. Unterstiitzt wird die Argumentation
der Tierspezifitit durch die Tatsache, dal Adenosin und AMP auch in anderen Invertebraten,
wie Octopus vulgaris, positiv chronotrope Effekte bewirkten, wohingegen bei Vertebraten
negativ chronotrope Herzreaktionen durch Adenosin bekannt sind (Agnisola et al. 1987). Die

Autoren schlossen daher auf unterschiedliche Kontrollmechanismen in der Herzleistung.
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Frage nach der Wirkungsvermittlung

Die unterschiedlichen Effekte der Adenylate fiihrt zur Frage nach der Vermittlung ih-
rer Wirkungen. Uber Zelloberflichenrezeptoren, den Purinrezeptoren, werden bei Vertebraten
die biologischen Effekte der Adenylate vermittelt, wobei die P1-Rezeptoren spezifisch fiir
Adenosin und die P2-Rezeptoren spezifisch fiir ATP und andere Nucleotide sind (Ralevic und
Burnstock 1998; Illes et al. 2000). Purinrezeptoren sind bei vielen Crustaceen vor allem als
Chemorezeptoren olfaktorischer Sinneszellen bekannt, die auf externen Anhdngen lokalisiert
sind und zur Detektion der Nahrung dienen (Carr und Thompson 1983; Trapido-Rosenthal et
al. 1989). Es konnten in Palaemonetes pugio P1-dhnliche Rezeptoren nachgewiesen werden
(Carr und Thompson 1983) sowie eine entsprechende ecto-Nucleotidaseaktivitdt in den ol-
faktorischen Sinneszellen von Panulirus argus (Trapido-Rosenthal et al. 1989, 1990). Unter
den Invertebraten sind die Purinrezeptoren weit verbreitet und bewirken die verschiedenar-
tigsten Effekte, wie z.B. die Inhibierung der Herzaktion in Krabben (Walker und Holden-Dye
1989; Review von Burnstock 1996). Man kann davon ausgehen, dal} in Astacus leptodactylus
solche Rezeptoren existieren und fiir die Vermittlung der aufgetretenen Effekte durch die In-
fusion von ATP, ADP, AMP und Adenosin verantwortlich sind.

Ob nun die Nucleotide eine Reservoir fiir Adenosin bilden und nur dieses an P1-Re-
zeptoren bindet, oder ob sie iiber eigene P2-Rezeptoren wirken, kann hier nicht gekléart wer-
den. Moglich wire jedenfalls beides, denn fiir viele Zelltypen wird die Koexistenz von P1-
und P2-Rezeptoren beschrieben (Burnstock 1989; Ralevic und Burnstock 1998). Fiir eine pa-
rallele Aktivierung beider Rezeptortypen spriache die weitaus stirkere Reaktion auf die ATP-
und ADP-Applikation im Gegensatz zu der von AMP und Adenosin. Diese Theorie konnte
auch die gegensitzlichen Ergebnisse von Astacus leptodactylus zu Homarus americanus er-
kldren, wenn man gattungsspezifische Differenzen in der Anzahl und Lokalisation der Re-
zeptoren auf den Erfolgsorganen in Betracht zieht. Im Gegensatz dazu spricht fiir die An-
nahme eines Adenosinreservoirs die Tatsache, daf} extrazelluldres ATP und ADP sehr schnell
zu Adenosin abgebaut wird (Ralevic und Burnstock 1998) und nach Illes et al. (2000) AMP
nicht als Ligand fiir die Rezeptoren in Frage kommt. AMP miifite demnach erst zu Adenosin
abgebaut werden, um wirken zu konnen. Zudem toleriert der Adenosinrezeptor nur eine limi-
tierte Masse des Liganden und akzeptiert keine geladenen Gruppen, wie z.B. die negativ gela-
dene Phosphatgruppe (Bruns 1980). Ein weiterer Aspekt fiir diese Moglichkeit findet sich in
der langanhaltenden, langsam abflachenden Wirkung von ATP, ADP und AMP. Die mit Infu-
sionsende weiter im Kreislauf zirkulieren Metabolite, werden nach und nach zu Adenosin

abgebaut und binden erst dann an P1-Rezeptoren, weshalb die cardiovasculidren Effekte je
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nach Phosphorylierungsgrad ldnger andauern. Voraussetzung dafiir ist eine entsprechende
enzymatische Ausstattung der Himolymphe, mit Kinasen und einer AMP-spezifischen 5°-
Nucleotidase. Abbauende Enzyme miissen vorhanden sein, sonst wiirde Adenosin nicht abge-
baut werden und dessen Wirkung nach Infusionsende linger anhalten, was die Ergebnisse
jedoch widerlegen. Die enzymatische Ausstattung in Crustaceen wird unterschiedlich gese-
hen. Wéhrend Dingle et al. (1968) im Schwanzmuskel von Homarus americanus eine schwa-
che AMP-Dehydrogenaseaktivitit, jedoch keine ADA-Aktivitdt fanden, konnten bei Homarus
vulgaris in verschiedenen Muskeln und im Cerebralganglion Aktivititen der ADA und der
Adenosinkinase gemessen werden, dafiir keine der 5’-Nucleotidasen (Arch und Newsholme
1978). Vielleicht ist die Adenylatwirkung auch ein Gemisch der Aktivierung verschiedener

Rezeptoren, so daB letztendlich beide besprochenen Moglichkeiten in Frage kommen.

Mogliche Lokalisation der Rezeptoren

Bei Astacus leptodactylus miissen die Purinrezeptoren zur Vermittlung der cardialen
Effekte an Strukturen lokalisiert sein, die direkten Einflull auf die Herzaktivitit und die Ha-
molymphflieBgeschwindigkeit nehmen. Einerseits kann die Wirkung {iber Rezeptoren verlau-
fen, die auf dem Herzen sitzen, da biogene Amine und Peptide aus dem Pericardialorgan my-
ocardiale Effekte in der Krabbe Carcinus maenas hervorriefen (Saver und Wilkens 1998).

Andererseits sind neuronale Effekte auf das Herzganglion und auf die cardioarteriellen
Klappen fiir eine schnelle Anderung von Herzfrequenz und FlieBgeschwindigkeit der Himo-
lymphe verantwortlich (McMahon 1995a). So konnten Guirguis und Wilkens (1995) an Ho-
marus americanus die schnelle Zunahme der Herzfrequenz in Abhingigkeit von der Innervie-
rung der intakten Cardioacceleratoren zeigen. In Vertebraten sind Purinrezeptoren im Nerven-
system weit verbreitet und Adenosin fungiert dort als wichtiger Neuromodulator (Ribeiro et
al. 1997; Latini und Pedata 2001), wo es u.a. die Freisetzung wichtiger Neurotransmitter, wie
Noradrenalin, Adrenalin, Dopamin, Acetylcholin und GABA hemmt (Julien 1997). Gegen
eine neuromodulatorische Rolle von Adenosin in Invertebraten sprechen sich Siebenaller und
Murray (1986) aus, da sie u.a. im Nervengewebe von Cancer magister und Aplysia califor-
nica keine Bindung spezifischer Al-Rezeptorliganden feststellen konnten. In Mytilus spec.
wurden A2-Rezeptoren gefunden, die im Pedalganglion die Transmitterfreisetzung modu-
lierten. Die Aktivitdt des Suboesophagealganglions von Schnecken lief} sich durch inhibitori-
sche Al- und durch excitatorische A2-Rezeptoren regulieren und die Stimulation von Intesti-
nalneuronen im Hummer ging auf P2-Rezeptoren zuriick (Review Burnstock 1996). Demnach

konnten sich auch bei Astacus leptodactylus Purinrezeptoren im Bereich der cardioregulatori-
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schen Nerven (Dorsalnerven) befinden, die iiber die infundierten Adenylate aktiviert werden
und iiber entsprechende Neurotransmitter, Dopamin (Accelerator) oder GABA (Inhibitor)
(Yazawa und Kuwasawa 1992), zu einer Innervation des Herzganglions sowie einer damit
verbundenen Anderung der Herzfrequenz fiihren. Uber die cardioregulatorischen Nerven wird
auch die Freisetzung von Hormonen aus dem Pericardialorgan stimuliert, die ihrerseits das
Herzganglion beeinflussen. Diese Neurohormone wirken sehr unterschiedlich: 5-HT fiihrte
z.B. in Homarus americanus zum stirksten chronotropen Effekt, wihrend es in Panulirus
Jjaponicus die schwéchste Wirkung zeigte (Wilkens und Kuramoto 1998).

Eine dritte Moglichkeit fiir die Lokalisation der Purinrezeptoren wéren die cardioarte-
riellen Klappen, die sich am Eingang der Gefdfle befinden und fiir die Regulation des Himo-
lymphflusses zur Kontrolle des HZV zusténdig sind, da sie rhythmisch kontrahieren kdnnen
(McMahon und Burnett 1990; Kuramoto et al. 1995; Wilkens 1995). Sie iibernehmen die Ver-
teilung des Hamolymphflusses auf die einzelnen Gefille, denn da bis auf die A. posterior alle
Arterien diinne Strukturen ohne Muskelgewebe sind, konnen die Gefdlle selbst die Regu-
lierung nicht steuern (von Buddenbrock-Hettersdorff 1967; Burnett 1984; Wilkens et al.
1997a). Die Kontrolle der cardioarteriellen Klappen erfolgt auf neuronaler, als auch auf hor-
moneller Ebene. Cardioinhibitorische Nerven fiihrten zu einer Relaxation der Klappen und
damit zu einem erhohten Ausflufl der Himolymphe in die A. descendens bei Homarus ameri-
canus. Proctolin dagegen lief die Klappenmuskulatur kontrahieren und zeigte einen gegentei-
ligen Effekt (Kuramoto und Ebara 1984; Kuramoto et al. 1995).

Anhand der Ergebnisse der Infusionsversuche ist es nicht moglich, die Lokalisation
der Purinrezeptoren genau zu bestimmen und die Rezeptoren selbst ndher zu spezifizieren.
Die Ausfithrungen zeigen deutlich, wie sehr neuronale und hormonelle Strukturen ineinan-

dergreifen und die cardialen Effekte mit Sicherheit gemischter Natur sind.

Zielgerichtete Verteilung der Himolymphe

Wie wird die Himolymphe mit Hilfe der cardioarteriellen Klappen auf die Arterien
verteilt und welchen Einfluf3 iiben die Adenylate auf die Verteilung aus? Unter Ruhebedin-
gungen war die FlieBgeschwindigkeit in der A. descendens mit 35 - 88 mm s™' am hdchsten,
in der A. posterior und der A. lateralis dagegen mit 13 - 21 bzw. 10 - 30 mm s™' ungefihr ¥
niedriger. McMahon (1995a) gibt fiir Homarus americanus das hochste prozentuale HZV von
64 % fiir die A. descendens und fiir die A. posterior den dreifach geringeren Anteil (20 %) an.
In Procambarus clarkii flieBen nur 12,3 % des HZV durch die A. posterior, durch die A. des-
cendens 67,5 % (Reiber 1994). Die A. lateralis dagegen wird offensichtlich sehr unterschied-
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lich perfundiert: In Homarus americanus betrdagt der Anteil 1 % (McMahon 1995a), bzw.
liegt die Ruhegeschwindigkeit in diesem Gefdl} iiber der in der A. descendens (Stegen und
Grieshaber 2001). Bei Astacus leptodactylus liegt die FlieBgeschwindigkeit in Ruhe im Be-
reich der A. posterior (diese Arbeit).

Durch die Infusion der Adenylate erhohte sich die FlieBgeschwindigkeit in allen Arte-
rien, wobei hier die maximale Steigerung in der A. descendens im Vergleich zu den zwei an-
deren GefiBe auftrat (Tab. 4.1). Uber die A. descendens und die davon ventral abzweigenden
Subneuralarterien werden wichtige Organstrukturen versorgt, wie ZNS, Thoracal-, Abdomi-
nalmuskulatur und Mundwerkzeuge, zu denen die fiir die Ventilation wichtigen
Scaphognathiten gehdren (Baumann 1921; Wilkens et al. 1997a). Ein erhdhter Auswurf aus
dem Bulbus arteriosus in die A. descendens tritt dann auf, wenn die cardioarterielle Klappe
infolge einer inhibitorisch neuronalen Stimulation relaxiert (Kuramoto et al. 1995). Die in-
fundierten Adenylate konnten eine solche Relaxation und die damit verbundene Steigerung
der HaimolymphflieBgeschwindigkeit hervorgerufen haben und diese nicht nur auf die positiv
chronotropen Effekte zuriickzufiihren ist (Fedotov 2002). Eine hormonelle Beteiligung ist
unsicher, da Proctolin in Homarus americanus zu einer Kontraktion dieser Klappe fiihrte und
das Gegenteil bewirkte (Kuramoto et al. 1995).

Vergleicht man die Wirkung der Adenylate auf die A. posterior und die A. lateralis
miteinander, sind die Effekte in der A. posterior, trotz dhnlicher FlieBgeschwindigkeiten in
Ruhe, viel stirker als in der A. lateralis. Wahrend die Geschwindigkeit in der A. lateralis um
Werte zwischen 13 und 22 mm s erhoht wurde, stieg in der A. posterior die Himo-
lymphflieBgeschwindigkeit um 22 bis 50 mm s an. Stegen und Grieshaber (2001) konnten in
Homarus americanus keine Steigerung der FlieBgeschwindigkeit in der A. lateralis nach Ade-
nosininfusion messen. Wie die Unterschiede bei der Adenylatinfusion zwischen Homarus
americanus und Astacus leptodactylus sind auch hier tierspezifische Griinde eine mogliche
Ursache. Im Gegensatz zu den Aa. laterales, die fiir die Versorgung der Kopfanhénge und der
Exkretionsorgane zustdndig sind, sorgt die A. posterior fiir die Perfusion der Abdominal-
muskulatur, der Pleopoden, der Uropoden und des Telsons. Wéhrend der Fluchtreaktion miis-
sen diese Korperteile verstirkt durchblutet werden. Da die A. posterior an ihrer Abzwei-
gungsstelle vom Bulbus arteriosus keine Herzklappe besitzt (Kuramoto et al. 1995), kann die
Hamolymphe bei jeder Kontraktion zuerst ungehindert in das Gefdl3 flieBen, so daB3 der
Blutflu auf einem anderen Weg reguliert werden mul3. Erreicht wird das durch diskontinu-
ierliche Blocke von Muskelzellen an der lateralen Wand der A. posterior, die das Gefal3 dila-

tieren und kontrahieren konnen (Wilkens et al. 1997a). Dadurch konnen die infundierten A-
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denylate iiber Rezeptoren an der A. posterior zusitzlich zu den cardialen Effekten auch auf
vasculdrer Ebene zur Erhohung der FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe beigetragen ha-
ben. Des weiteren werden die Aa. abdominales laterales, die paarweise in jedem Segment von
der A. posterior abzweigen, von muskuldren Klappen kontrolliert und von segmentalen Ner-
ven innerviert (Wilkens et al. 1997a). Eine inhibitorische Stimulation dieser Klappen fiihrt zur
Relaxation und wiederum zu einer Erhéhung des Himolymphflusses (Davidson et al. 1998).

Auch hier konnte iiber eine Beteiligung der Adenylate spekuliert werden.

Die Erholungsphase

Die infundierten Adenylate (Abb. 3.5 und 3.6, S. 39 u. 40) bewirkten langanhaltende,
positiv chronotrope Effekte auf das Herz, wodurch bis zum Versuchsende die Herzfrequenz
signifikant erh6ht blieb. Obwohl die Herzfrequenz dauerhaft gesteigert war, sank wéhrend der
Erholungsphase die Fliegeschwindigkeit in den Gefdllen ab. Worauf ist das zurlickzufiihren?
Einerseits sicher auf ein Nachlassen der Relaxation der Klappen, die eventuell durch die ab-
klingende Adenylatwirkung nicht mehr ausreichend innerviert werden konnten und infolge-
dessen die HamolymphflieBgeschwindigkeit sank. Neben der gesteigerten Frequenz waren
hier moglicherweise auch inotrope Effekte, die in diesen Versuchen nicht erfalit wurden, fiir
die Erhohung der FlieBgeschwindigkeit verantwortlich. Ein Anstieg im Schlagvolumen und in
der Kontraktionskraft konnten fiir die Geschwindigkeitserhdhung mitverantwortlich gewesen
sein. In diesem Fall wiirde mit anhaltender Tachycardie der Ventrikel nicht mehr ausreichend
entspannen, sich dadurch das Fiillungsvolumen verringern und infolgedessen das Schlagvo-
lumen, als auch der HimolymphfluB3 reduzieren (Wilkens 1981; Eckert 1993). Ein weiterer
Faktor wire die Anderung des enddiastolischen Volumens, und damit auch des Schlagvolu-
mens, das beim Hummer auf den elastischen Riicksto3 in den Ligamenten zuriickgeht, die
sich wihrend der Systole dehnen und wihrend der Diastole entspannen (Rose et al. 2001).
Auch die Kontraktionskraft konnte im Laufe der Erholungsphase abgenommen haben, weil
neuronale und hormonelle Impulse durch die nachlassende Adenylatwirkung reduziert wur-
den. Abschliefend konnen anhand der Ergebnisse nur Aussagen iiber chronotrope Anderun-
gen gemacht werden, obwohl mit Sicherheit viele verschiedene Faktoren die beobachteten

Effekte zusammen hervorgerufen haben werden.
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4.1.4 Infusion weiterer ATP-Abbauprodukte

Da die Adenylate starke Effekte auf die Herzfrequenz und die FlieBgeschwindigkeit
ausiibten, sollte in weiteren Versuchen geklart werden, ob die im ATP-Katabolismus auftre-
tenden Purinmetabolite ebenfalls cardioaktiv sind. Weder die Infusion von IMP und Inosin,
noch von Urat beeinflulliten die gemessenen Parameter (Abb. 3.7 und 3.8, S. 42 u. 43). Nur
Hypoxanthin erhohte in dieser Arbeit die Herzfrequenz in der Erholungsphase signifikant,
obwohl es laut Literatur nicht cardioaktiv ist (Gillespie 1934; Fredholm 1980). Es bestitigt
sich, dafl mit der Desaminierung der Purinmetabolite (AMP — IMP und Adenosin — Inosin)
die Fahigkeit zur cardiovasculdren Aktivitit verringert wird und die Entfernung der Pentose
von der Purinbase zu einem Verlust der biologischen Aktivitdt dieser fiihrt (Gillespie 1934).

Inosin wird in der Literatur als nicht cardioaktiv angegeben (Fredholm 1980; Bohm
1987), jedoch gibt es Untersuchungen, bei denen Inosin in einigen Mammalia pharmakolo-
gische Effekte zeigt (Furshpan et al. 1986; Saito et al. 1993). Unabhédngig davon, da3 Ade-
nosin durch die ADA innerhalb von 25 Sekunden zu Inosin abgebaut wird (Béhm 1987; Mo-
ser et al. 1989; Czytrich 1990), gehen die Effekte der Adenosininfusion (Abb. 3.6 D, S. 40)
eindeutig auf das Adenosin und nicht auf das Abbauprodukt Inosin zuriick. Haufig wird nicht
das Adenosin als Vorldufer des Inosins gesehen, sondern IMP, das ebenfalls aus AMP entste-
hen kann. Schon Hochachka und Arai (1966) schlugen den Abbauweg vom AMP tiber IMP
vor und Czytrich et al. (1989) schlossen aufgrund von Hemmstoffversuchen in Astacus lepto-
dactylus auf diesen Abbauweg. Dingle et al. (1968) konnten noch post mortem im Schwanz-
muskel von Homarus americanus IMP als Zwischenprodukt nachweisen. Wahrscheinlich
wird AMP unter normoxischen Bedingungen zu IMP und Inosin abgebaut (Deussen et al.
1999). Treten jedoch Sauerstoffmangelsituationen auf, die eine Aktivierung des Herzkreis-
laufs erfordern, verlduft der Weg vom AMP zum Inosin iiber Adenosin. IMP ist eher im
Rahmen der de novo-Purinsynthese bedeutsam, da sie iiber dieses Purinderivat verlduft. Die
Meinungen zur de novo-Synthese in Crustaceen gehen auseinander: Wahrend sie einerseits in
vielen Crustaceen vorkommen soll (Linton und Greenaway 1998), bezweifeln andere Autoren
diese Moglichkeit (Lallier 1993).

Urat, das primédre Endprodukt des ATP-Katabolismus, zeigte wie die Vorldufersub-
stanzen ebenfalls keine cardioaktivierende Reaktionen. Die Rolle des Urats ist eher auf die
Anderung der sauerstoffbindenden Eigenschaften der respiratorischen Pigmente beschrinkt,

wie sie von vielen Autoren beschrieben wird (s. Einleitung).
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4.2 Die Auswirkung einer biotopbedingten Hypoxie auf Herzkreislauf und Purinkon-

zentrationen von Astacus leptodactylus

4.2.1 Effekte einer mangelnden Sauerstoffversorgung und gleichzeitiger Adenosininfu-

sion auf den Herzkreislauf

Anpassung oder Regulation des Sauerstoffverbrauchs — zwei mogliche Mechanismen,
die bei solchen Tieren vorkommen, deren Habitat von einem Wechsel des Sauerstoffpartial-
drucks gekennzeichnet ist. Bei Erniedrigung des Sauerstoffgehaltes kann ein Oxyregulierer
wihrend moderater Hypoxie durch physiologische Adaptationen seinen Sauerstoffverbrauch
bis zu einem kritischen Sauerstoffpartialdruck (Pc) aufrechterhalten, wohingegen ein Oxykon-
former seinen Sauerstoffverbrauch in Abhéngigkeit vom PO, der Umgebung reduziert (Gries-
haber et al. 1992). Viele decapode Crustaceen sind gegeniiber Hypoxien hiufig sehr tolerant
und konnen ihren Sauerstoffverbrauch je nach Sauerstoffgehalt im Wasser regulieren (Mc-
Mahon 2001). Allerdings geht ihnen als Oxyregulierer (McMahon et al. 1974; Bojsen et al.
1999) diese Fiahigkeit ab einem kritischen Sauerstoffpartialdruck verloren, der je nach Lite-
ratur mit 4 kPa (McMahon et al. 1974), 5,33 kPa (Wheatly und Taylor 1981; Reiber und
McMahon 1998), 8 kPa (Taylor 1976) und 10,66 kPa (Taylor 1976; de Fur und Mangum
1979) unterschiedlich angegeben wird. Unterhalb dieses Druckes kann der bendtigte Sauer-
stoff nicht in dem Male geliefert werden, um den aeroben Metabolismus weiterzufiihren. Da-
her besitzen manche Crustaceen die Moglichkeit, unter strenger Hypoxie zum anaeroben Me-
tabolismus zu wechseln, infolgedessen sie Lactat in der Himolymphe akkumulieren (Wheatly
und Taylor 1981; Zeis und Grieshaber 1993). Die Absenkung des PO, unter den P¢ wird nicht
nur durch die Anderung des Stoffwechsels signalisiert, sondern auch durch die verschirfte
Abnahme der Ventilationsrate und der Herzfrequenz (McMahon 2001). So kehrt sich die pri-
mar bei akuter Hypoxie auftretende Hyperventilation (Larimer 1962; Taylor 1976, 1988) in
eine Hypoventilation um, die zusammen mit der gesteigerten Bradycardie in dieser Situation
zur Energieerhaltung beitrigt (Taylor 1988; McGaw und McMahon 2003).

Astacus leptodactylus reagierte auf eine schnell eintretende, extrem hypoxische Situa-
tion mit einer sofortigen Abnahme der Herzfrequenz (Abb. 3.12, S. 50), bei der innerhalb von
10 Minuten der Sauerstoffpartialdruck unter 4 kPa und damit unterhalb des in der Literatur
angegebenen Pc¢ absank. Vier Minuten nach Beginn der hypoxischen Phase war die Herzfre-
quenz signifikant erniedrigt und lag zum Zeitpunkt tgyp noch 53,2 bpm unter dem mittleren
Ruhewert. Ob die schnelle Anderung der Herzfrequenz mit Sauerstoffrezeptoren im Bereich
der Kiemen und Branchiocardialvenen in Zusammenhang steht und neuronal vermittelt wird

(Ishii et al. 1989; Reiber 1995; McMahon 2001), oder ob es ein direkter Effekt auf den Meta-
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bolismus des Herzens ist, der die Energieversorgung des Herzmuskels selbst beeinfluft (La-
rimer 1962), wie die unter Hypoxie hervorgerufene Bradycardie isolierter Crustaceenherzen
gedeutet wird (Wilkens 1993; Wilkens et al. 1996), ist noch nicht ganzlich geklart (McMahon
2001). Die rechte Seite der Abb. 4.1 zeigt in Ausschnitten die Originalaufzeichnung der Mes-
sung der HamolymphflieBgeschwindigkeit in der A. descendens von Astacus leptodactylus zu
verschiedenen Zeitpunkten vor und wéhrend der Begasung mit Stickstoff. Anhand der ab-
nehmenden Signalanzahl ist die schnelle Abnahme der Herzfrequenz von normoxischen
(Abb. 4.1 rechts: a) zu hypoxischen Bedingungen (Abb. 4.1 rechts: c¢) zu sehen. Dal} die Herz-
frequenz auch nach 120 Minuten starker Hypoxie wihrend der Reoxigenierung innerhalb kiir-
zester Zeit wieder anstieg (Abb. 4.2 rechts: a-c) und die Frequenzen der Ausgangssituation
erreichte (Abb. 3.12, S. 50), verdeutlicht eine enge Kopplung der Himolymphoxigenierung
mit dem Anstieg der Herzaktivitdt (Reiber 1997).

Infolge einer Bradycardie mul3 es nicht unweigerlich zu einer BlutfluBerniedrigung
kommen, da es mdglich ist, durch eine Erh6hung des Schlagvolumens die verlangsamte Herz-
frequenz zu kompensieren, um so das HZV aufrechtzuerhalten (Wheatly und Taylor 1981;
Harper und Reiber 1999). Dabei vergroBert sich das Schlagvolumen durch die Steigerung des
enddiastolisches Volumens aufgrund einer erhohten passiven diastolischen Fiillungszeit des
Herzens (McMahon und Wilkens 1975). Reiber und McMahon (1998) beschrieben diese
Kompensation fiir Procambarus clarkii und Homarus americanus als gewdhnlichen Mecha-
nismus decapoder Crustaceen, bei denen Herzfrequenz und Schlagvolumen separat kontrol-
liert werden (McMahon 2001). Auch bei Astacus leptodactylus sank die FlieBgeschwindigkeit
in den drei Gefdflen wéahrend der hypoxischen Phase trotz eingetretener Bradycardie nur ge-
ringfiigig ab (Abb. 3.12, S. 50) und war in der A. descendens erst 61 Minuten nach Versuchs-
beginn signifikant erniedrigt. Obwohl in diesem Versuch nur die chronotropen Effekte anhand
der Signalanzahl direkt ermittelt werden konnten, ist es moglich, iiber die Signalamplitude auf
inotrope Reaktionen riickzuschlieBen (McMahon und Wilkens 1975; Skerrett 1995). Wahrend
bei Normoxie die Signalamplituden der A. descendens (Abb. 4.1 rechts: a) maximal 1,5 V
erreichten, stiegen die Amplituden in der hypoxischen Phase zum Zeitpunkt t4o auf 2,5 V
(Abb. 4.1 rechts: c). Schliet man daraus auf eine Erh6hung des Schlagvolumens, wiirde das
die geringe Abnahme der HamolymphflieBgeschwindigkeit trotz verminderter Herzfrequenz
erkldren. Da sich die Hohe der Amplituden in den Gefden (Abb. 4.1 links) zwischen t4o und
tso wieder verringerten, war es Astacus leptodactylus bei andauernder Hypoxie nicht mdglich,
das Schlagvolumen {iiber einen ldngern Zeitraum zu erhdhen, um die niedrige Herzfrequenz zu

kompensieren.
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Abb. 4.1: Originalaufzeichnung der Messung der Hamolymph-
flieBgeschwindigkeit E [V] in einem einzelnen Krebs mit Hilfe der
Pulsed-Doppler-Flowmetrie.

Links: HidmolymphflieBgeschwindigkeit E [V] in der A. posterior
(), der A. descendens (II) und der A. lateralis (III) iiber einen
Zeitraum von 110 Minuten (ty — t;¢). Start der Stickstoffbegasung
(A) nach 10 Minuten Vorlauf (Normoxie). Infusion von Adenosin
(A1) unter hypoxischen Bedingungen (PO, < 4 kPa).

Rechts: Ausschnitte der HimolymphflieBgeschwindigkeit E [V] in
der A. descendens (II) liber jeweils 0,25 Minuten zu verschiedenen
Zeitpunkten des gesamten Versuches.

a: normoxischer Vorlauf

b: 10 min Hypoxie, PO, < 4 kPa

c¢: 30 min Hypoxie, PO, <4 kPa

d: 75 min Hypoxie, PO, < 4 kPa, 5 min Adenosininfusion (3,5
nmol min™' g”' FG)

e: 99 min Hypoxie, PO, < 4 kPa, 19 min nach Ende der Adenosin-
infusion
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Abb. 4.2: Originalaufzeichnung der Messung der Hadmolymph-
flieBgeschwindigkeit E [V] in einem einzelnen Krebs mit Hilfe
der Pulsed-Doppler-Flowmetrie.

Links: HamolymphflieBgeschwindigkeit E [V] in der A. poste-
rior (I), der A. descendens (II) und der A. lateralis (III) liber
einen Zeitraum von 90 Minuten (tjy) — ty10). Direkter Start der
Reoxigenierung (B) durch Begasung mit Luft. Infusion von
Adenosin (B1) unter normoxischen Bedingungen (PO, > 20
kPa).

Rechts: Ausschnitte der HimolymphflieBgeschwindigkeit E [V]
in der A. descendens (II) iiber jeweils 0,25 Minuten zu verschie-
denen Zeitpunkten des gesamten Versuches.

a: Start der Luftbegasung

b: 5 min Luftbegasung, PO, > 7 kPa

¢: 59 min Luftbegasung, Normoxie, PO, > 20 kPa

d: 65 min Luftbegasung, Normoxie, PO, > 20 kPa, 5 min Ade-
nosininfusion (3,5 nmol min" g FG)

e: 89 min Luftbegasung, Normoxie, PO, > 20 kPa, 19 min nach
Ende der Adenosininfusion
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Auch bei Procambarus clarkii nahmen Herzfrequenz und Schlagvolumen wihrend
schwerer Hypoxie ab (Reiber und McMahon 1998). Ein grof3es Schlagvolumen erfordert eine
entsprechende Kontraktionskraft des Herzens, wofiir bei anhaltender Hypoxie nicht geniigend
Energie zur Verfiigung steht. Bei sinkendem PO, nimmt zusitzlich der Widerstand in der Pe-
ripherie und in den Gefdllen zu, wodurch das Schlagvolumen reduziert wird (Reiber und
McMahon 1998). Sobald im AuBlenmedium von Astacus leptodactylus der PO, erhoht wurde,
verringerte sich das Schlagvolumen (kleiner werdende Amplitude) zugunsten einer ansteigen-
den Herzfrequenz (Abb. 4.2 rechts: a-c). Neben den cardialen Effekten fiihrte die Inkubation
bei niedrigem PO, auch zu einer Umverteilung der Himolymphe mit Hilfe der cardioarteriel-
len Klappen (McGaw et al. 1994b; Reiber und McMahon 1998). Zu Beginn der hypoxischen
Phase veridnderten sich die Amplituden der Signale in den Arterien unterschiedlich (Abb. 4.1
links). Wéhrend sie in der A. descendens sofort und in der A. posterior erst mit Erreichen des
Pc anstiegen, verkleinerten sich die Signalamplituden in der A. lateralis im Zeitraum t;o-ts.
So wurde verstirkt Himolymphe in die A. descendens und die davon abzweigende rostrale A.
subneuralis ausgeworfen, wodurch wichtige Gewebe wie Kiemen und ZNS mit Sauerstoff
versorgt werden konnten.

Im Gegensatz zu den Infusionsexperimenten (Abb. 3.6 D, S. 40) lieen sich unter Sau-
erstoffmangel (Abb. 3.12 A, S. 50) die cardiovasculdren Parameter durch die Applikation von
Adenosin nicht im gleichen Malle erh6hen: Wahrend die Herzfrequenz durch das Adenosin
unbeeinflufit blieb, stieg die FlieBgeschwindigkeit nur in der A. descendens signifikant ge-
geniiber den normoxischen Werten an. Abb. 4.1 zeigt eine adenosininduzierte Vergroferung
der Signalamplituden in allen Gefdaen (tgo-too) gegeniiber den vorherigen Minuten, was wahr-
scheinlich auf ein vergroBertes Schlagvolumen zuriickzufiihren ist. Durch dieses wurde iiber-
wiegend die Perfusion der A. descendens erhoht, da die Geschwindigkeiten in der A. posterior
und der A. lateralis unbeeinfluft blieben. Nach der Reoxigenierung traten durch eine erncute
Infusion von 3,5 nmol min" g' FG Adenosin die bekannten, aktivierenden Effekte auf den
Herzkreislauf auf (Abb. 3.12. B, S. 50 u. Abb. 4.2). Da im Vergleich mit den Infusionsexperi-
menten die FlieBgeschwindigkeiten in den GefdBlen und die Herzfrequenz wieder um dhnliche
Werte erhoht wurden (Tab. 3.4, S. 52), kann unter Sauerstoffmangel von einer hypoxiebe-
dingten Herabsetzung der Adenosinwirkung ausgegangen werden. Es ist nicht bekannt, wel-
che Faktoren fiir diesen Effekt verantwortlich sind. Mdglich wére, dafl aufgrund einer Reduk-
tion des Metabolismus die Aktivierung des Herzkreislaufs durch Adenosin verhindert wird,
weil sie mit einem gesteigerten Sauerstoff- und Energieverbrauch einhergehen wiirde und

somit einen kontraproduktiven Effekt besdfle. Einerseits ist vielleicht die Wirkungsvermitt-



82 Diskussion

lung von Adenosin iiber die entsprechenden Rezeptoren vermindert, andererseits konnte die
ADA unter Sauerstoffmangel aktiver sein und das infundierte Adenosin schneller abbauen.
Fiir die letztere Moglichkeit spriche die Untersuchung von Bandyopadhyay und Poddar
(1994), die in Rattenmilz und -thymus eine Aktivitidtserhohung der ADA durch Koffein zei-
gen konnten. Wenn Xanthinderivate wie Koffein und Urat die Sauerstoffaftinitidt des Hdmo-
cyanins erhdhen (Menze et al. 2000), warum sollte es rein spekulativ nicht moglich sein, daf3
ein weiteres Adenosinabbauprodukt positiv auf die ADA-Aktivitit wirkt, wie es Koffein ver-
mochte? Das Purinderivat konnte entweder wihrend der hypoxischen Inkubation akkumuliert,
oder direkt als Abbauprodukt des infundierten Adenosins entstanden sein. Inosin und Hypo-
xanthin beeinflussen zwar die ADA-Aktivitit im Hund, allerdings erst ab einer Konzentra-
tion, die liber 100 uM liegt (Saito et al. 1993). Vielleicht sind noch ganz andere, unbekannte
Faktoren an der Aktivierung oder auch Inhibierung des Enzyms beteiligt, deren Konzentration

sich wihrend einer Hypoxie verdndert (Collinson et al. 1987).

4.2.2 Effekte einer mangelnden Sauerstoffversorgung auf die Verteilung der Purin-

derivate in Himolymphe und Gewebe

4.2.2.1 Konzentrationen in der Himolymphe

Biotopbedingte Hypoxie tiber einen Zeitraum von vier Stunden

Wenn infundiertes Adenosin im Gegensatz zu normoxischen Bedingungen unter Hy-
poxie keine Verdnderung der cardiovasculidren Parameter induzieren konnte, stellt sich hier
die Frage, ob es bei mangelnder Sauerstoffversorgung des Organismus iiberhaupt von phy-
siologischer Bedeutung ist. In der Literatur geht man davon aus, daf3 sich die Adenosinkon-
zentration in Abhéingigkeit von einer abnehmenden Energieladung (Formel (4.1)) erhoht, was
entweder durch einen verstirkten ATP-Abbau oder durch eine Abnahme der ATP-Synthese-

rate aufgrund von Sauerstoffmangel bedingt ist (Bruns 1990).

(ATP+0,5 ADP)
(ATP+ ADP+ AMP)

Energieladung = 4.1)

Durch die Bestimmung der Purinderivatkonzentrationen in der Hamolymphe von
Astacus leptodactylus sollte es moglich sein, die Bedeutung des Adenosins zu spezifizieren.
Innerhalb von vier Stunden extremer Hypoxie (PO, < 2,67 kPa) variierten die Adenosinkon-
zentrationen zwischen 6 + 9 und 31 + 45 nmol L™, die sich nicht statistisch signifikant von
den normoxischen Werten (14 + 3 bis 19 + 8 nmol L) unterschieden (Abb. 3.9 u. 3.13 A, S.

45 u. 53). Auch im Inosin spiegelte sich kein erhohter Adenosinabbau wider. Im Vergleich
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mit den Kreislaufparametern unter Hypoxie (Abb. 3.12, S. 50) kann die niedrige Adenosin-
konzentration in der Himolymphe nicht die Ursache fiir die schnelle Absenkung der Herzfre-
quenz innerhalb von Minuten gewesen sein. Die Bradycardie ist vielmehr eine physiologische
Antwort auf die Registrierung der erniedrigten Sauerstoffspannung, die mit einer gekoppelten
neuronalen Reaktion von Ventilation und Herzfrequenz iiber ein Konnektiv im circumoe-
sophagealen Ganglion (Schlundkonnektiv) zusammenhangt (Wilkens et al. 1974). Die Inosin-
konzentration betrug innerhalb der vier Stunden maximal 14 + 5 umol L™ und lag damit weit
unterhalb der Konzentration, die Saito et al. (1993) fiir die Aktivierung der ADA-Aktivitit im
Hund messen konnten. Inosin steigert wahrscheinlich nicht die Aktivitdt der ADA und ist
demnach nicht fiir die stark reduzierte Adenosinwirkung nach 70 Minuten Hypoxie verant-
wortlich, wie unter 4.2.1 vermutet wurde. Interessanterweise akkumulierte in der Hdmo-
lymphe in den 4 Stunden auch kein Urat, dessen Konzentrationen maximal 148 + 47 umol L™
betrug und nur 8 umol L7 iiber der hichsten Konzentration der normoxischen Messung lag
(Abb. 3.13 A, S. 53). Die hohen normoxischen Uratkonzentrationen konnten durch Bestim-
mung dieser unter hyperoxischer Inkubation der Tiere (Abb. 3.11, S. 47) als physiologisch
bewertet werden. Da Urat nicht akkumulierte, konnte es einerseits ein Hinweis darauf sein,
daB innerhalb dieser vier Stunden der Uricase noch geniigend Sauerstoff zur Verfligung stand,
um Urat zum Allantoin zu oxidieren. Andererseits fiihrte die vierstiindige Inkubation unter
extremer Hypoxie in Astacus leptodactylus eventuell noch nicht zu einer verminderten Bereit-
stellung von ATP und einer damit verbundenen Abnahme der Energieladung, weshalb auch

die Adenosin- und Inosinkonzentrationen nicht angestiegen waren.

Biotopbedingte Hypoxie tiber einen Zeitraum von 20 Stunden

Vielleicht waren vier Stunden hypoxische Inkubation nicht ausreichend, um Effekte in
den Hiamolymphkonzentrationen erkennen zu kénnen. Deshalb wurde ein dquivalentes Expe-
riment liber 20 Stunden Hypoxie durchgefiihrt, das ein deutlich anderes Ergebnis aufweist
(Abb. 3.13 B, S. 53). Obwohl Adenosin in Konzentrationen normoxischer Bereiche gemessen
wurde, kann man anhand der angestiegenen Inosinkonzentration (von 8 * 4 auf 35 £ 4 pmol
L") und der signifikant erhdhten Uratkonzentration (von 92 + 46 auf 388 + 156 pmol L)
davon ausgehen, daB Astacus leptodactylus iiber diesen Zeitraum eine interne Hypoxie entwi-
ckelt hatte und weniger ATP bereitgestellt wurde. Den Zusammenhang zwischen interner
Hypoxie und der Akkumulation von Urat konnte bei Carcinus maenas (Lallier et al. 1987;
Durand und Regnault 1998) und Necora puber (Durand und Regnault 1998) gezeigt werden.

Die Entstehung des Inosins aus Adenosin oder IMP kann anhand dieser Versuche nicht ge-
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klart werden. Sollte Adenosin der Vorldufer sein, miifite die ADA extrem aktiv sein, um die
Adenosinkonzentration im normoxischen Bereich halten zu konnen. Sehr spekulativ ist an
dieser Stelle die Existenz von ADA-Isoenzymen bei Astacus leptodactylus, die Niedzwicki et
al. (1995) im Opossum Didelphis virginiana mit sehr unterschiedlichen Aktivititen fanden.
Solche Isoenzyme konnten sich z.B. in ithrer Wirkung in Abhéngigkeit von der Sauerstoftkon-
zentration unterscheiden. Trotzdem sprechen Fakten fiir den Weg vom AMP iiber das IMP
zum Inosin. Czytrich (1990) postulierte fiir Astacus leptodactylus den Weg iiber IMP, da
durch die Hemmung der AMP-DA mittels Coformycin Urat in geringem Mafle akkumuliert
wurde, wohingegen die Hemmung der ADA durch EHNA zu keiner Akkumulation der Purin-
derivate flihrte. Die Erhohung der Inosinkonzentration in der Himolymphe von Astacus lep-
todactylus, unabhéngig vom Entstehungsweg, ist durch eine sehr lange Halbwertszeit von 114
Minuten (Czytrich 1990) gekennzeichnet, weshalb man davon ausgehen muf3, da3 die XDH
als abbauendes Enzym eine niedrige Aktivitdt besitzt. Die Enzymaktivitit der XDH in Gewe-
ben von Carcinus maenas war wiahrend biotopbedingter Hypoxie im Vergleich zur Uricase
sehr viel geringer (Dykens 1991). Nach Dykens und Shick (1988) besteht die Rolle der XDH
wihrend einer Hypoxie in der Steigerung der Uratkonzentration, die zur Erhéhung der Sauer-
stoffbeladung des Hiamocyanins beitrdgt und sehen diesbeziiglich das Urat als metabolische
Konsequenz bei Crustaceen in dieser Situation.

Innerhalb von 12 Stunden hypoxischer Inkubation akkumulierten 369 + 42 pmol L™
Urat in der Himolymphe von Astacus leptodactylus, das nach 20 Stunden auf knapp 400
umol L angestiegen war (Tab. 4.2). In Bereich dieser Konzentration wird der Sittigungswert
von Urat in der Himolymphe erreicht worden sein. Czytrich (1990) konnte {iber einen Zeit-
raum von 24 Stunden dhnlich hohe Werte in der Himolymphe von Astacus leptodactylus er-
mitteln, wohingegen in Carcinus maenas (Lallier et al. 1987) fast '3 weniger Urat akkumu-
lierte. Allerdings betrug die Akkumulationsrate in Carcinus maenas unter Luftexposition nur
0,72 pmol L™ h™' (Durand und Regnault 1998). Die Autoren gehen davon aus, daB Carcinus
maenas unter diesen Bedingungen in der Lage war, seinen Stickstoffmetabolismus zu regulie-
ren und erst sehr spét eine geringe interne Hypoxie entwickelte. Carcinus maenas greift an-
scheinend nicht auf einen anaeroben Metabolismus zuriick (geringfiigige Lactatproduktion)
und richtet seine metabolische Rate nach der Sauerstoffverfiigbarkeit aus. Bei Astacus lepto-
dactylus dagegen erhohte sich nicht nur die Uratkonzentration in der Himolymphe, sondern
in dieser akkumulierte iiber einen Zeitraum von 36 Stunden die 50fach hohere Lactatmenge
(Czytrich 1990). Das weist auf einen anaeroben Metabolismus bei Astacus leptodactylus unter

extrem hypoxischen Bedingungen hin.
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Tab. 4.2: Uratkonzentration [umol L] in der Himolymphe von Astacus leptodactylus und Carcinus maenas
wihrend hypoxischer Inkubation (PO, < 2,67 kPa) iiber maximal 24 h und 15 bzw. 20 °C. X + SD nach drei
verschiedenen Autoren.

Astacus leptodactylus Astacus leptodactylus Carcinus maenas
20 °C 15°C 15°C
t [h] <2,67 kPa 1,33 kPa <2,67 kPa
0 106 £ 28 57+29 79+16 *
4 180 + 28 116 £ 46
6 185+ 22
8 261 £48 160 £ 62
12 369 + 42 221 £53 113 £25
16 332£102 272 £ 67
20 388 £ 156 31568
24 358 £ 75 140 £ 18
diese Arbeit Czytrich 1990 Lallier et al. 1987

* Mittelwert der drei Kontrollen zu den verschiedenen Mef3zeiten

Die Uratakkumulation iiber 48 Stunden in Abhdngigkeit vom PO,

Die Uratakkumulation in der Hdmolymphe von Astacus leptodactylus unter extrem
hypoxischen Bedingungen sollte zusétzlich auf ihre Sauerstoffabhidngigkeit untersucht wer-
den. Da die Uricase aufgrund des fehlenden Sauerstoffs Urat nicht oxidieren kann (Dykens
1991) und demzufolge als Sauerstoffsensor funktioniert (Vetter und Grieshaber 1989), ist die
Akkumulation des Urats als Folge des Sauerstoffmangels ein guter Indikator zur Untersu-
chung der PO,-Abhéngigkeit. Die Abhéngigkeit ist gegeben, da die Ergebnisse der Abb. 3.14
(S. 55) eine deutliche Zunahme der Uratkonzentration in Abhédngigkeit vom abnehmenden
Sauerstoffpartialdruck zeigen. Dabei erwies sich 13,6 = 1,1 kPa als indifferenter Druck, bei
dem die Uratkonzentration iiber 48 Stunden nicht zunahm. In diesem Zeitraum war es Astacus
leptodactylus vermutlich moglich, trotz erniedrigtem PO,, einen aeroben Metabolismus auf-
rechtzuerhalten, indem er seinen Stoffwechsel regulierte. Von dieser Annahme kann man aus-
gehen, da unter gleichem Partialdruck Austropotamobius pallipes den Sauerstoffverbrauch
und verschiedene physiologische Funktionen konstant halten konnte (Wheatly und Taylor
1981). Erst ab einem kritischen PO, zwischen 5,33 und 6,67 kPa beschrieben die Autoren eine
Abnahme der gemessenen Parameter und interpretierten die zu diesem Zeitpunkt beginnende
Akkumulation von Lactat als Zeichen fiir den Wechsel zum anaeroben Metabolismus. Auch
wenn bei einem PO, von 6,9 £ 0,5 kPa bei Astacus leptodactylus keine signifikant unter-
schiedlichen Uratkonzentrationen gemessen werden konnten, erhohten sich diese nach 40
Stunden um Faktor zwei gegeniiber der Ausgangskonzentration von 153 + 47 umol L.

Wahrscheinlich war bei Astacus leptodactylus hier der kritische PO, erreicht, ab dem der Me-
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tabolismus umschwenkte. Deutlich wird das bei weiter abfallenden Sauerstoffpartialdriicken,
da innerhalb von 32 Stunden iiber 550 pmol L Urat akkumulierte und die Mortalititsrate der
Versuchstiere zunahm. Demzufolge konnten bei 2,4 + 0,8 kPa und 1,1 + 0, kPa teilweise nur
noch Einzelmessungen durchgefiihrt werden. Die Abhingigkeit der Uratakkumulation vom
PO, spiegelt sich deutlich beim Vergleich der Akkumulationsraten in Tab. 4.3 wider. Jede
Halbierung des Sauerstoffpartialdrucks fiihrte annidhernd zu einer Verdopplung der Akkumu-
lationsrate. Die unterschiedliche Fitness der verwendeten Tiere wird die abweichenden Raten
von 9,60 und 22,0 pmol L' h'! in den zwei Versuchen bei 1,1 £ 0,3 kPa hervorgerufen haben.
Tab. 4.3: Rate der Uratakkumulation [umol L™ h™'] in der Himolymphe von Astacus leptodactylus in Abhingig-

keit von unterschiedlichen Sauerstoffpartialdriicken [kPa]. (* 22,0 pmol L h' sind aus dem 20h Versuch in
Abb. 3.13, S. 53)

PO, Rate der Uratakkumulation
[kPa] [umol L' h']

13,6 1,1 -0,46

6,9+0,5 2,79

3,6+0,7 5,61

2,4+0,8 12,34

1,1+0,3 9,60 bzw. 22,0*

4.2.2.2 Konzentrationen in verschiedenen Geweben

Um ein einheitliches Bild von der Verteilung der Purinmetabolite unter hypoxischen
Bedingungen zu erhalten, wurden die Konzentrationen von Adenosin, Inosin und Urat bei
einem PO, < 3,73 kPa iiber 24 Stunden in verschiedenen Geweben gemessen (Abb. 3.15, S.
57). Insgesamt sind die Purinderivate im Gewebe gegeniiber der Hamolymphe in umgekehr-
ten Verhéltnissen konzentriert. So lag zum einen die Adenosinkonzentration der Kontrollen je
nach Gewebe schon 4 bis 16fach iiber der Konzentration in der Himolymphe und erreichte
nach 24 Stunden hypoxischer Inkubation gegeniiber dieser 120fach gesteigerte Werte. Zum
anderen konnte im Gewebe nach der gleichen Versuchsdauer Urat in Konzentrationen gemes-
sen werden, die in der Himolymphe schon nach kiirzester Zeit akkumuliert worden waren.
Daraus geht hervor, wie die physiologische Rolle des Urats zu beurteilen ist: Wiahrend eine
hohe Gewebekonzentration keinerlei positiven Effekt nach sich ziehen wiirde, ist die Akku-
mulation in der Himolymphe sinnvoll, denn nur dort kann Urat seine Wirkung als Modulator
der Sauerstoffaffinitit des Himocyanins entfalten. So fiihrte die Erh6hung des Himocyanin-
gehaltes bei Nephrops norvegicus unter Sauerstoffmangel zu einer vermehrten Uratbindung,
die den modulierenden Effekt unterstiitzte (Spicer und Baden 2001). Woher stammte das in

der Hamolymphe von Astacus leptodactylus akkumulierte Urat? Nies (1993) konnte durch
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thre Untersuchungen zum Uratstoffwechsel im Hepatopancreas von Homarus americanus
zeigen, da3 das unter biotopbedingter Hypoxie aus Purinderivaten entstandene Urat mit Hilfe
eines Austauschmechanismus aus den Hepatopancreaszellen in die Himolymphe abgegeben
wird. Der Hepatopancreas als Uratquelle ist moglich, da nach 12 Stunden Hypoxie die Kon-
zentrationen von Adenosin, Inosin und Urat in den Muskelgeweben von Astacus leptodactylus
nur wenig zugenommen hatten und folglich die hohen Uratkonzentrationen nicht aus dem
Interstitium des Gewebes hdtten ausgeschleust werden konnen. Zudem konnten Morris und
Callaghan (1998) im Schwanzmuskels von Cherax destructor innerhalb von drei Stunden bei
1,3 kPa keine Anderungen im Adenylatpool messen. Nach 18 Stunden Sauerstoffmangel ak-
kumulierte in den Muskelgeweben von Astacus leptodactylus verstirkt Adenosin und Inosin,
was nicht zu einer dquivalenten Erh6hung der Uratkonzentration in diesen Geweben fiihrte.
Entweder wurde in diesem Zeitraum auch Urat aus dem Interstitium in die Himolymphe aus-
geschleust, oder das entstandene Inosin wurde nicht schnell genug oder gar nicht zu Urat ab-
gebaut, was im nédchsten Abschnitt diskutiert wird. Nach 24 Stunden Hypoxie lag Urat in der
Himolymphe in Konzentrationen von iiber 380 umol L™ vor. Ob diese hohe Konzentration zu
einer Verzogerung des Uratausstroms aus dem Hepatopancreas in die Himolymphe fiihrte,
oder ob die Katalyserate der Uricase in den Peroxisomen des Hepatopancreas aufgrund man-
gelnder Sauerstoffverfligbarkeit reduziert war und infolgedessen Urat nach 24 Stunden in sig-
nifikanten Mengen in diesem Organ akkumulierte, 148t sich nicht definitiv sagen. Hochst-
wahrscheinlich werden beide Mdglichkeiten dazu beigetragen haben.

Betrachtet man die Inosinkonzentrationen, stiegen diese im Gegensatz zum Urat nach
18 Stunden Hypoxie um ein Vielfaches gegeniiber den Kontrollwerten an. Dabei akkumu-
lierte Inosin in den Muskeln sehr viel stidrker als im Hepatopancreas. In diesem wurde bei
Carcinus maenas nach 24 Stunden Hypoxie noch eine 447fach hohere Aktivitdt fiir die XDH
gefunden als im Scherenmuskel, dessen XDH-Aktivitdt nur 0,04 = 0,02 nmol min”' g'1 FG
betrug (Dykens 1991). Demgegeniiber stehen die viel hoheren Aktivititen der inosinbilden-
den Enzyme, die sauerstoffunabhingig arbeiten konnen. In Muskelextrakten von drei Garne-
lenarten betrug die Aktivitit der ADA 17 bis 435 nmol min"' g’ FG (Fijisawa und Yoshino
1987) und in Homarus vulgaris zwischen 218 nmol min™ g'1 FG (Schwanzmuskel) und 290
nmol min" g FG (Scherenmuskel) (Arch und Newsholme 1978). Die IMP-spezifische 5’-
Nucleotidase setzte im Muskel von Paracus japonicus und Neptunus trituberculosis dagegen
nur 22 nmol min" g FG IMP zu Inosin um (Fijisawa und Yoshino 1987). Inosin akkumu-
lierte demzufolge bei biotopbedingter Hypoxie, da es schneller gebildet wurde, als es durch

die langsam arbeitende XDH zu Hypoxanthin abgebaut werden konnte. Zudem konnte das
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entstandene Hypoxanthin iiber den salvage pathway zu IMP und von dort aus iiber einen
weiteren Zwischenschritt wieder zum AMP umgebildet werden. Auch das wiirde eine gerin-
gere Uratakkumulation trotz hoher Inosinkonzentrationen im Gewebe bewirken. Sollte Inosin,
wie schon vorher diskutiert, iiber den AMP-IMP-Weg entstehen, wére eine Produkthemmung
der IMP-spezifischen 5’-Nucleotidase durch das akkumulierende Inosin nicht ausgeschlossen
(Zimmermann 1992). Die Folge davon wire eine Umleitung des AMP-Abbaus iiber Adenosin
mit Hilfe der AMP-spezifischen 5’-Nucleotidase, die einen grofleren Ky,-Wert (1 - 15 mmol
L") besitzt als das IMP-spezifische Enzym (Kp: 0,1 - 0,6 mmol L) und erst bei héheren
AMP-Konzentrationen das Substrat umsetzt (Zimmermann 1992). Da Inosin akkumulierte, ist
ein Riickstau im Sinne einer Produkthemmung auch bei der ADA nicht ausgeschlossen. Da-
mit lassen sich die nach 24 Stunden signifikant erhohten Adenosinkonzentrationen in den
Muskelgeweben erkldren, zumal das Adenosin aufgrund seiner geringen HWZ normalerweise
in kiirzester Zeit abgebaut wire. Ein minimaler Ausstrom des Adenosins in die Himolymphe
oder ein verstirkter Abbau in dieser wiaren Moglichkeiten, weshalb nach tiber 20 Stunden
hypoxischer Inkubation Adenosin nicht in der Himolymphe angehduft wurde.

Der Weg von AMP iiber Adenosin ist bei biotopbedingter Hypoxie moglich, aber von
der Dauer des Sauerstoffmangels abhéngig. In der spédten Phase der biotopbedingten Hypoxie
ist nicht auszuschlieBen, daB Adenosin mit einer Konzentration von 1,2 + 1,5 nmol min™ g'l
FG, die sogar geringfiigig {iber der Konzentration nach zwei Minuten erhohter muskulérer
Aktivitét liegt, cardiovasculdre Effekte hervorruft. Diese Effekte wiirden zumindest bei chro-
nischem Sauerstoffmangel die Versorgung der wichtigsten Organe, wie Kiemen und ZNS, mit
Hamolymphe unterstiitzten. Fiir eine Bestitigung dieser These, miiiten weitere Experimente

auf Ebene des Herzkreislaufs iiber einen entsprechend langen Zeitraum durchgefiihrt werden.

4.3 Die Auswirkung einer funktionellen Hypoxie auf Herzkreislauf und Purinkonzen-

trationen von Astacus leptodactylus

4.3.1 Effekte eines erhohten Sauerstoffbedarfs durch muskulire Aktivitit auf den

Herzkreislauf

Die bei FluBkrebsen bekannte, riickwértsgerichtete Fluchtbewegung ist durch ein
ruckartiges Einschlagen des muskuldsen Abdomens gekennzeichnet (Miiller 1954). Phasische
Muskeln fiihren die schnellen Kontraktionen aus, die iiber einen lingeren Zeitraum keine
konstante Spannung ohne Ermiidungserscheinungen aufrechterhalten konnen. Im Gegensatz
zu den tonischen Muskeln macht dieser Muskeltyp die Hauptmasse des Abdomens der

Crustaceen aus (Fields 1976). Wie schnell diese Ermiidungserscheinungen bei Astacus lepto-
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dactylus auftraten, zeigt der Versuch zur funktionellen Hypoxie, der in Abb. 4.3 am Beispiel
der Messung der HimolymphflieBgeschwindigkeit in der A. posterior eines Tieres dargestellt
ist. In der Doppleraufzeichnung konnten die Kontraktionen wihrend der Aktivitidtsphase an-
hand der herausragenden Signalen erkannt und gezihlt werden (Abb. 4.3 a, b). Im Detail
(Abb. 4.3 b) stellen die dichtgepackten Signale gehdufte Kontraktionen in kurzen Abstéinden

dar (t10.4-t10,9) und zeigen, dal die Kontraktionen nicht kontinuierlich erfolgten.

TTTTTIT I T e e T e e eI eI rTITIrfinel
9.9 10,8 10,1 18,2 10,3 10.4 18.5 10.6 10,7 10.8 10,9 11,0 11.1

t [min]

Abb. 4.3: Originalaufzeichnung der Messung der HamolymphflieBgeschwindigkeit E [V] in der A. posterior
eines einzelnen Krebses mit Hilfe der Pulsed-Doppler-Flowmetrie unter dem Einflul muskuldrer Aktivitét (AK).

a: Gesamtversuch iiber 60 Minuten: nach einem zehnminiitigen Vorlauf (to-t;o) wurde Astacus leptodactylus zu
10 Minuten Aktivitit (Schwanzschlagen) animiert. Die Kontraktionen sind an den weit herausragenden Signalen
zu erkennen

b: Der Ausschnitt des Gesamtversuches von to ¢ bis t;;; zeigt den Ubergang vom Vorlauf zum Beginn der Akti-
vitatsphase
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Die Anfangsphase der Kontraktionen ist durch eine Serie schneller und kraftvoller
Schwanzschlige gekennzeichnet, die bei Cherax destructor zwischen 15 und 30 lagen. Nach-
folgende Serien an Schwanzschligen wurden zunehmend langsamer und weniger kraftig
(England und Baldwin 1983). Bei Astacus leptodactylus konnten bis zum Ende der Aktivi-
tiatsphase Kontraktionen gemessen werden, die allerdings nur noch vereinzelt vorkamen (Abb.
4.4). Innerhalb der ersten Aktivititsminute (t;;) traten extrem viele Kontraktionen (38 + 15
Schwanzschldge) auf, die nach der zweiten Minute (t;2) schon um 26 auf 12 £ 8 Schwanz-
schldge reduziert waren. Bis zum Ende der Aktivititsphase reagierte Astacus leptodactylus

mit drei bis vier und ab der 17. Minute im Mittel nur noch mit einer Kontraktion.
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Abb. 4.4: Anzahl der Schwanzschldge von Astacus leptodactylus zu jeder Minute wahrend der Aktivitdtsphase
im Versuch zur funktionellen Hypoxie. (X + SD; Anzahl der Tiere n = 12).

Im Vergleich mit der Abb. 3.16 (S. 59) kann die sofortige und signifikante Erhohung
der HamolymphflieBgeschwindigkeit in der A. posterior, der A. descendens sowie der Herz-
frequenz auf die hohe Anzahl der Schwanzschlidge wihrend der ersten zwei Minuten der Akti-
vititsphase zuriickgefiihrt werden. Uber die beiden GefiBe werden Kdrperregionen versorgt,
die bei Aktivitiat erhoht Sauerstoff benoétigen. So perfundiert die A. posterior das Abdomen
verstiarkt mit Himolymphe (Burnett 1984), wodurch die Muskulatur moglicherweise trotz der
Kontraktionen weniger anaerob wird. Das entstandene Pyruvat wiirde dann nur teilweise zu
Lactat reduziert werden, das infolgedessen in der Himolymphe in geringeren Konzentrationen
akkumulieren wiirde. Die A. descendens versorgt iiber die rostrale und caudale A. subneuralis

u.a. das ZNS, die Scaphognathiten und ventrale lokomotorische Strukturen (Reiber et al.
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1997; McMahon 1995b; McMahon 1999). Dadurch werden die Muskeln der Scaphognathiten
erhoht durchblutet, deren Frequenz gesteigert und damit eine intensivere Ventilation ermog-
licht (McMahon et al. 1979; Hamilton und Houlihan 1992; De Wachter und McMahon
1996b). Ahnliche Himolymphverteilungsmuster konnten bei Procambarus clarkii (Reiber et
al. 1997), als auch bei Homarus americanus (Reiber et al. 1997; Stegen 2001) wéhrend er-
hohter Aktivitit gezeigt werden.

Die erhohte Perfusion der A. posterior und der A. descendens wird durch die Kontrak-
tion bzw. Relaxation der muskuldsen cardioarteriellen Klappen reguliert. Wéhrend die Klappe
zwischen Bulbus arteriosus und der A. descendens die Verteilung der Himolymphe in dieses
Gefal} beeinfluflt, regulieren die Klappen an den Eingidngen der Aa. laterales abdominales den
Durchflufl der A. posterior, da diese selbst keine Klappe im Bereich des Bulbus arteriosus
besitzt (Kuramoto et al. 1995). Die Stimulation der muskuldren Klappen erfolgt neurohormo-
nell (Kuramoto und Ebara 1984; Wilkens et al. 1996) und neuronal (Wilkens 1995; Davidson
et al. 1998). Wenn Astacus leptodactylus wéhrend einer Aktivitdtsphase seine Abdominal-
muskulatur verstirkt kontrahiert, relaxieren einerseits die lateralen Muskelblocke der A.
posterior, wodurch der Widerstand des Gefédles reduziert wird und mehr Blut zu den Abdo-
minalmuskeln flieBen kann (Burnett 1984, Wilkens et al.1997b). Andererseits fiihrt eine inhi-
bitorische Stimulation der segmentalen Nerven des Abdomens, die vom ventralen Nerven-
strang aus parallel zu den Aa. laterales abdominales und zu den Klappen verlaufen, zur Rela-
xation der Klappen und folglich zu einer Erh6hung des Himolymphflusses in diesen Gefd3en
(Wilkens et al. 1997b; Davidson et al.1998). In der A. descendens steigt die Durchblutung
durch die Relaxation der cardioarteriellen Klappe an. Diese wird einerseits durch eigene inhi-
bitorischer Nerven stimuliert (Kuramoto et al. 1995), andererseits durch Nerven der Aa. late-
rales abdominales, die vom ersten Nervenpaar zu der Klappe abzweigen, innerviert (Wilkens
et al. 1997b). Durch die gemeinsame Stimulation der cardioarteriellen Klappen von A. des-
cendens und der Aa. laterales abdominales kann der Blutflul gleichzeitig nach ventral und in
die Muskelregion verstérkt werden (Wilkens et al. 1997b; Davidson et al.1998).

Die schnelle Anderung der Herzfrequenz wird durch cardioregulatorische Nerven
(Dorsalnerven) des ZNS kontrolliert (Guirguis und Wilkens 1995; Rose et al. 1998). Im Un-
terschied zur biotopbedingten Hypoxie, bei der die Regulation des HZV nicht iiber die Herz-
frequenz, sondern tiber die Erh6hung des Schlagvolumens verlduft und vom Sauerstoffgehalt
des Blutes abhingig ist, erfolgt bei Aktivitdt der Anstieg der Herzfrequenz aufgrund neuro-
naler Einfliisse schneller und stirker als die Anderung des Schlagvolumens (Hamilton und

Houlihan 1992; McMahon 1999). Da Herz und Scaphognathiten eine gemeinsame Schalt-
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stelle im ZNS besitzen, fiihrt die Innervierung bei Aktivitit zu einer Korrelation der Anderung
von Herzfrequenz und Ventilation und damit zu einer optimalen Sauerstoffversorgung des
Tieres (Wilkens et al. 1974; Rose et al. 1998). Die Herzfrequenz von Astacus leptodactylus
nahm in der auf eine Aktivititsphase folgenden Erholung nur langsam ab und die einzelnen
Werte +waren bis zum Versuchsende immer noch signifikant gegeniiber den Ruhewerten er-
hoht (Abb. 3.16 IV, S. 59). Vergleicht man die aktivitdtsbedingten Reaktionen auf den Herz-
kreislauf mit denen, die durch die Infusion der Adenylate mit einer Konzentration von 3,5
nmol min" g FG (Abb. 3.5 und 3.6, S. 39 u. 40) hervorgerufen worden waren, zeigt sich ein
paralleler Effekt zu den ATP- und ADP-Applikationen. Sowohl die bis zum Versuchsende
gesteigerte Herzfrequenz, als auch die signifikant erhohten FlieBgeschwindigkeiten wahrend
der gesamten Erholungsphase sind denen nach Aktivitit am dhnlichsten. Eine Gegeniiber-
stellung der maximalen Erhohungen dieser Parameter durch die Adenylatinfusionen und
durch muskulire Aktivitit in Abb. 4.5 verdeutlicht diese Ahnlichkeit. Die durch Adenosin
und AMP ausgelosten Effekte auf die HimolymphflieBgeschwindigkeit und die Herzfrequenz
sind bis auf die A. lateralis deutlich geringer, als infolge einer ATP- und ADP-Infusion sowie
durch muskulédre Aktivitit. Stegen (2001) konnte jedoch bei Homarus americanus eine ge-
gensitzliche Relation zeigen. Die cardiovasculidren Parameter verdnderten sich durch Aktivi-
tit anndhernd um die gleichen prozentualen Erhéhungen, wie durch die Infusion von 2,4 nmol
min” g' FG Adenosin und AMP. Die Autorin schlof auf eine mégliche Freisetzung von A-
denosin aus den aktiven Muskelzellen und einer purinergen Vermittlung der cardiovasculéren
Reaktionen. Aufgrund der bekannten physiologischen Effekte des Adenosins (s. Einleitung)
scheint diese Uberlegung logisch. Da aber bei Astacus leptodactylus eine hohere Ade-
nosinkonzentration als 3,5 nmol min™ g'1 FG (Abb. 3.2, S. 32) nur in der A. descendens eine
FlieBgeschwindigkeitssteigerung bewirkte, konnen die Differenzen in den anderen Gefdllen
und der Herzfrequenz im Vergleich zur Aktivitétsphase nicht allein auf das Adenosin zuriick-
gefiihrt werden (Abb. 4.5). Mdoglich wére, dall bei Astacus leptodactylus wahrend einer Akti-
vitdtsphase durch die Kontraktion des Abdomens ATP freigesetzt wird, das iiber ADP und
AMP zu Adenosin abgebaut wird und die auftretenden purinergen Effekte eine Mischung der
Wirkung unterschiedlicher Adenylate ist. In Cherax destructor sank die ATP-Konzentration
nach einer Aktivititsphase um 2,96 auf 4,47 + 1,24 pmol g FG, wohingegen die ADP- und
die AMP-Konzentrationen von 0,94 + 0,10 auf 2,76 £+ 0,47 pmol g'1 FG bzw. von 0,08 = 0,04
auf 1,42 + 0,09 pmol g FG stiegen (England und Baldwin 1983). Ein derart verstiirkter ATP-
Abbau geht einher mit der Abnahme der Energieladung (Formel (4.1)), die durch die Menge
entstandenen AMP bestimmt wird (Bruns 1990). Dal3 unter Aktivitit die Energieladung in
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Crustaceen abnimmt, konnten England und Baldwin (1983) bei Cherax destructor sowie Gi-

de (1984) bei Orconectes limosus nach funktioneller Anaerobiose zeigen.
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Abb. 4.5: Vergleich der maximalen Erhohungen der FlieBgeschwindigkeiten [mm s'] in der A. posterior, der A.
descendens, der A. lateralis und der Herzfrequenz [bpm] gegeniiber dem mittleren Ruhewert nach Infusion von
Adenosin, AMP, ADP und ATP sowie nach Aktivitdt bei Astacus leptodactylus.

Doch wo wird unter Aktivitdt ATP freigesetzt und zu Adenosin abgebaut? Im Gegen-
satz zur biotopbedingten Hypoxie, bei der Adenosin intrazelluldr in vasculdren Geweben und
in Blutzellen entsteht, wird es wéhrend einer funktionellen Hypoxie beim Hund extrazelluldr
in den Skelettmuskeln gebildet (Mo und Ballard 2001). Auch im Interstitium von Rattenmus-
keln konnte die Adenosinproduktion in Abhéngigkeit von muskuldrer Aktivitit gezeigt wer-
den (Lo et al. 2001). Sollte bei Astacus leptodactylus ATP aus dem kontrahierenden Abdomi-
nalmuskel freigesetzt werden, erfordert die Adenosinbildung im Interstitium die Anwesenheit
entsprechender ecto-Enzyme, die eine hinreichend hohe Abbaurate aufweisen miissen. Ade-
nosin gehort zu den Autakoiden, zu lokal wirkenden hormon- oder transmitterahnlichen Sub-
stanzen, die zelluldre Funktionen regulieren (Julien 1997). Es entfaltet seine Effekte am Ort
der Entstehung, indem es an Rezeptoren bindet, die auf der Oberfliche von Gefid3- und Mus-
kelzellen sitzen (Hellsten et al. 1998). Seine Rolle ist weniger als zirkulierendes, sondern als
ein lokal wirkendes Hormon zu sehen (Bruns 1990). Rubio et al. (1973) wiesen mit Hilfe
histochemischer Untersuchungen in Vertebratenskelettmuskeln die Entstehung des Adenosins
innerhalb eines begrenzten Bereichs in der Ndhe von GefdBwianden nach, wo das Adenosin

auf die GefaBmuskulatur wirken konnte.
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Wie konnte nun eine purinvermittelte Wirkung der cardiovasculdren Effekte bei Asta-
cus leptodactylus aussehen? Einerseits wére es moglich, dafl die Adenylate und das Adenosin
relaxierend auf die GefdBBmuskulatur der A. posterior wirken, andererseits den gleichen Effekt
auf die cardioarteriellen Klappen der A. descendens und der Aa. laterales abdominales haben.
Die Relaxation der Muskeln wiirde in Kombination mit dem positiv chronotropen Effekt die
Durchblutung der Gefidlle erhdhen und dadurch die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe in
diesen steigern. Die Relaxation der GefdBmuskulatur in Vertebraten wird nach Burnstock
(1990) und Stone (1991) durch die Bindung von endothelialem ATP und Adenosin an P2Y-
bzw. P1(A,a)-Rezeptoren vermittelt, die die Freisetzung des Vasodilatators NO bewirken. Ob
eine NO-induzierte Vasodilatation bei Astacus leptodactylus auftritt, kann an dieser Stelle nur
spekuliert werden. Dall NO bei Procambarus clarkii und Pacifastacus leniusculus neuronale
Reaktionen im abdominalen Nervensystem reguliert (Aonuma 2002; Aonuma und Newland
2002), spricht fiir die Moglichkeit einer NO-Beteiligung. Allerdings konnte mit der Infusion
von 3,5 nmol min™ g FG L-Arginin, dem Substrat der NO-Synthese, kein gesteigerter Effekt
auf die FlieBgeschwindigkeit und die Herzfrequenz von Astacus leptodactylus gezeigt werden
(Schmidt-van de Meer 1998). Eine zweite Ansatzstelle der Purinderivate wére auf neuronaler
Ebene moglich, indem die Innervierung der cardioarteriellen Klappen beeinfluflit wird. Die
Modulation der Transmitterfreisetzung wihrend eines extrazelluldiren ATP-Abbaus geht bei
Vertebraten in den meisten Féllen auf das Adenosin zuriick, das als inhibitorischer Neuromo-
dulator im ZNS bekannt ist. Es inhibiert liber A;-Rezeptoren die Freisetzung excitatorischer
Neurotransmitter wie Acetylcholin, 5-HT und Dopamin. Die Aktivierung erfolgt dagegen
iiber Asa-Rezeptoren, vor allem wihrend intensiver Muskelaktivitdt, wenn die Adenosinbil-
dung sehr hoch ist (Correia-de-S4 et al. 1997; Ribeiro et al. 1997; Okada und Hirai 1997).
Theoretisch besteht bei Astacus leptodactylus die Mdoglichkeit, da3 Adenosin die Klappen-
muskulatur der Aa. laterales abdominales und der A. descendens iiber entsprechende Rezepto-
ren auf den Neuronen reguliert. Obwohl in der Literatur die Existenz von Al- und A2-Re-
zeptoren in neuronalen Geweben von Invertebraten unterschiedlich diskutiert wird (sieche
4.1.3), kann bei Astacus leptodactylus eine Inhibierung der Acetylcholinausschiittung aus den
excitatorischen Nerven und die erhdhte Freisetzung von GABA aus den inhibitorischen Ner-
ven nicht ausgeschlossen werden (Davidson et al.1998), was die Klappen relaxieren und die
Durchblutung verstdrken wiirde. Eine dhnliche neuronal vermittelte Wirkung konnte auch die
positiv chronotropen Effekte erkldren. Aufgrund der vorherigen Ausfiihrungen und der ex-
trem schnellen Abbaurate extrazelluldren Adenosins (Bruns 1990) ist es unwahrscheinlich,

daB die Purine aus der Abdominalregion iiber die Himolymphe zum Herzen gelangen, um
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dort ihre Wirkung zu entfalten. Stegen (2001) ging daher eher von einer neuronalen Vermitt-
lung der Adenosinwirkung aus.

Es stellt sich die Frage nach der tatsachlichen Produktion von Adenosin unter ver-
starkter Muskelaktivitit bei Astacus leptodactylus. Die Messung der Adenosinkonzentration
in der Himolymphe und im Gewebe sollten in Hinblick auf die zuvor beschriebenen Mdog-
lichkeiten zeigen, ob diese Substanz im Abdominalmuskel des Krebses entsteht und fiir die
cardioregulatorischen Effekte verantwortlich sein kann. Vielleicht ist dadurch die Wirkungs-

vermittlung tiber die Himolymphe auszuschlie3en.

4.3.2 Effekte eines erhohten Sauerstoffbedarfs durch muskulidre Aktivitiat auf die Ver-

teilung der Purinderivate in Himolymphe und Gewebe

4.3.2.1 Konzentrationen in der Hiimolymphe

Erhohte muskuldre Aktivitdt fiihrte in der Himolymphe von Astacus leptodactylus
weder zu einer signifikanten Erhohung der Adenosinkonzentration, noch zu der des Abbau-
produkts Inosin und der des Urats (Abb. 3.17, S. 60). Die Adenosinkonzentration stieg akti-
vitdtsbedingt innerhalb einer Minute um 8 nmol L™ an, fiel mit Ende der Aktivititsphase so-
fort wieder um 11 auf 10 + 9 nmol L™ ab. Da diese Konzentrationen den Werten der Versuche
zur Normoxie (14 + 3 bis 19 + 8 nmol L', Abb. 3.9, S. 45) entsprechen, kann das Adenosin in
diesen geringen Menge nicht ausschlaggebend fiir die cardiovasculdren Verdanderungen (Abb.
3.6, S. 40) gewesen sein. Auch die zeitlich verzégert angestiegenen Inosinkonzentrationen,
die maximal 7,0 £+ 3,7 umol L! betrugen, sind den normoxischen Werten dhnlich. Trotz einer
sehr schnellen Desaminierung des entstandenen Adenosins durch die ADA der Himolymphe
hitte sich eine, wenn auch nicht messbar hohe Adenosinkonzentration, in einer starkeren Er-
hohung der Inosinkonzentration widerspiegeln miissen. Die lange Halbwertszeit des Inosins
in der Hamolymphe (Czytrich 1990) wird auBBerdem dafiir verantwortlich gewesen sein, dal3
die Inosinkonzentration nach 120 Minuten Erholung noch oberhalb des Kontrollwertes lag.
Zusétzlich konnte die serielle Himolymphentnahme zu einer moglichen Konzentrierung des
Inosins und der anderen Purinderivate beigetragen haben. Bei Homarus americanus stieg die
Inosinkonzentration nach muskuldrer Aktivitidt sogar noch weiterhin an (Stegen 2001). Die
Ergebnisse schlieen die Himolymphe als Transportweg fiir Adenosin aus und sowohl Ade-
nosin als auch die Adenylate miissen ihre Wirkungen auf andere Weise vermitteln.

In der Krabbe Callinectes sapidus konnte trotz 30miniitiger Schwimmphase keine sig-
nifikante Anderung der Uratkonzentration in der Himolymphe gemessen werden, vielmehr

nahm die Konzentration von 101 + 17 auf 90 + 14 umol L ab (Lallier und Walsh 1990). E-
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benfalls sank bei Astacus leptodactylus die Uratkonzentration innerhalb von zwei Minuten
Muskelaktivitit von 104,4 + 64,9 auf 86,7 + 42,7 umol L', Eine Ursache hierfiir liegt in der
Bindung des Urats an das Himocyanin der Himolymphe (Lallier und Walsh 1990). Zudem
kann Urat bei muskuldrer Aktivitit im Hepatopancreas zu Allantoin oxidiert werden, da im
Gegensatz zur biotopbedingten Hypoxie wihrend der Aktivititsphase die Himolymphe das
Gewebe zu 21 % oxigeniert verldt (Booth et al. 1982) und der Sauerstoffgehalt im Hepato-
pancreas fiir die Uricasereaktion noch hoch genug ist (Lallier und Walsh 1990). Da die Urat-
konzentrationen wihrend des gesamten Versuchs im Bereich normoxischer Werte liegen
(Abb. 3.9, S. 45), kann demzufolge Urat bei erhdhter Aktivitdt im Gegensatz zur biotopbe-
dingten Hypoxie kein wichtiger Modulator der Sauerstoffaffinitit des respiratorische Pig-

mentes sein (Lallier und Walsh 1990).

4.3.2.2 Konzentrationen in verschiedenen Geweben

Im Vergleich zur Himolymphe konnte im Schwanzmuskel von Astacus leptodactylus
eine signifikante Zunahme von Adenosin wihrend der gesamten Aktivititsphase gemessen
werden (Abb. 3.18, S.). Schon nach zweiminiitiger Muskelaktivitit stieg die Adenosinkon-
zentration in diesem Gewebe um das 10fache gegeniiber der Kontrolle an und war um Faktor
55 gegeniiber der Himolymphkonzentration zu diesem Zeitpunkt erhoht. Der signifikante
Anstieg des Adenosins auf hohe Konzentrationen zu Beginn der Aktivitdtsphase spricht fiir
einen gesteigerten ATP-Abbau wihrend diese Zeitraums. Das Ergebnis deckt sich mit den
schnellen Anderungen der Herzkreislaufparameter (Abb. 3.16, S. 59) unter gleichen Bedin-
gungen. Demnach ist Adenosin sicherlich eine der Substanzen, die flir die beobachteten Ver-
dnderungen verantwortlich ist. Ebenso wahrscheinlich ist auch die unter 4.3.1 diskutierte Be-
teiligung der Adenosinvorldufer, da die Konzentration des Adenosins schon nach einer Minu-
te Erholung von 1,2 £ 1,7 auf 0,3 + 0,2 nmol g'1 FG abgesunken war und somit nicht mehr fiir
die ldnger anhaltenden Effekte auf den Herzkreislauf (Abb. 3.16, S. 59) zustindig sein konnte.
Hiermit 148t sich eindeutig die Vermutung von Czytrich et al. (1989) widerlegen, dal3 unter
funktioneller Hypoxie in den Geweben von Astacus leptodactylus AMP gar nicht oder nur
zum Teil iiber Adenosin zum Inosin abgebaut wird. Denn die Autoren konnten keine Akku-
mulation der Purinderivate nach Hemmstoffversuchen mit EHNA beobachten. Der Weg iiber
IMP ist sicher nicht auszuschlieBBen, aber wiahrend erhohter Muskelaktivitdt wird bei Astacus
leptodactylus der AMP-Abbau iiber Adenosin bevorzugt. Demzufolge miissen im Interstitium
des Schwanzmuskels entsprechend hohe Aktivitdten von ecto-5’-Nucleotidase und ADA vor-

liegen. So fand Hellsten (1999) in Skelettmuskelzellen von Ratten eine erhohte Aktivitdt der
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ecto-5’-Nucleotidase, die durch Muskelaktivitiat induziert worden war. Auch wenn in dieser
Arbeit keine Enzymaktivititen gemessen wurden, kann anhand des aus Adenosin entstande-
nen Inosins auf das Vorhandensein entsprechender Enzyme riickgeschlossen werden. Im
Schwanzmuskel von Astacus leptodactylus akkumulierte Inosin zeitverzogert zum Adenosin,
da die Konzentration erst ab der zweiten Aktivititsminute signifikant gegeniiber der Kontrolle
erhoht war. In der ersten Minute der Erholungsphase spiegelte sich in der immer noch signifi-
kant erh6hten Inosinkonzentration die hohe Adenosinkonzentration aus der Aktivitétsphase
wider. Adenosin akkumulierte wihrend der Erholungsphase nicht weiter, wodurch die Inosin-
konzentration fiinf Minuten nach Aktivititsende auf nichtsignifikante Werte sank, jedoch
nach 10 Minuten Erholung noch um Faktor 4 gegeniiber iiber der Kontrolle erhoht war. Ein
hdmolymphgerichteter Ausstrom des Inosins wird nur langsam erfolgt sein, denn die Kon-
zentration des Inosins in der Himolymphe war mit 4,9 + 5,6 pmol L™ annihernd so hoch wie
im Gewebe (5,4 + 4,4 nmol g" FG) und inderte sich aufgrund der langen HWZ von 114 Mi-
nuten (Czytrich 1990) auch {iber einen ldngeren Zeitraum nicht (120 min E: 6,2 + 3,4 umol L~
" Abb. 3.17, S. 60). Durch den langsamen Abbau des Inosins konnte im Schwanzmuskel kein
Urat akkumulieren, das gegeniiber der Himolymphe in diesem Gewebe fast 10fach geringer
konzentriert war. Moglicherweise wurde das aus dem Inosin entstandene Hypoxanthin nicht
weiter abgebaut, das stattdessen liber den salvage pathway zu IMP und weiter {iber Adenylo-
succinat zu AMP riickreagierte. Auf diese Weise blieben die energiereichen Adenylate erhal-
ten und konnten fiir nachfolgende Reaktionen wiederverwendet werden. Die Bedeutung des
Urats liegt offensichtlich nicht im Bereich physiologischer Abldufe im Gewebe, sondern ist
auf die Hamolymphe beschrinkt, wo es die Sauerstoffaffinitit des Hamocyanins erhdht.
Demzufolge ist der Urat-Effekt wihrend einer langanhaltender biotopbedingten Hypoxie und
nicht bei Muskelaktivitét von Nutzen.

Die Messungen der Purinderivate im Scherenmuskel zeigten ein anderes Bild. Wih-
rend Adenosin und Inosin in gleichbleibend niedrigen Konzentrationen gemessen wurden,
stieg die Uratkonzentration auf Werte iiber die der anderen beiden Gewebe. Adenosin wird
demzufolge unter funktioneller Hypoxie nur im aktiven Gewebe, dem Schwanzmuskel, ver-
starkt gebildet. Daraus 148t sich schlieen, da3 Adenosin und seine Vorldufer wie angenom-
men lokal begrenzt auf die Muskulatur der A. posterior und die der cardioarteriellen Klappen
wirken, um so die HimolymphflieBgeschwindigkeit durch das aktive Gewebe zu fordern und
die Versorgung mit Sauerstoff zu verstdarken. Die Uratakkumulation im Scherenmuskel kann
auf einen verringerten Abtransport des Urats aus dem Gewebe und auf eine geringe Urica-

seaktivitét in diesem (Dykens 1991) zuriickgefiihrt werden. Fiir letzteres konnte der sehr hohe
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Anteil glycolytischer Muskelfasern in der Schere verantwortlich sein, die in der Krabbe E-
riphia identifiziert wurden (Rathmayer und Maier 1987).

Obwohl der Hepatopancreas trotz muskuldrer Arbeit mit genligend Sauerstoff versorgt
wurde (s. 4.3.2.1), stieg die Uratkonzentration nach einminiitiger Aktivitit um Faktor 1,7 an.
Die geringfiigige Abnahme der Adenosin- und Inosinkonzentration in dieser Zeit ist sicher
nicht der Grund dafiir, vielmehr kann eine kurzzeitige Hemmung der Uricase in Betracht ge-
zogen werden. Eine wiederhergestellte Uricaseaktivitidt oder eine verminderte Uratbildung
lieBen die Uratkonzentrationen nach zweiminiitiger Muskelaktivitdt auf Konzentrationen sin-
ken, die unterhalb der Kontrolle von 37,7 + 25,8 umol L™ lagen. Weniger Urat wiirde dann
gebildet werden, wenn das aus Inosin entstandene Hypoxanthin iiber den bekannten salvage
pathway wieder zur Auffiillung des Adenylatpools verwendet wird. Der nicht signifikante
Anstieg der Purinderivate Adenosin und Inosin in der Erholungsphase 146t auf einen verzo-
gerten, aber erhohten ATP-Abbau im Hepatopancreas schlieBen. Obgleich in der Krabbe Ge-
carcoidea natalis eine hohe Aktivitit der Xanthinoxidoreduktase von 59 nmol Urat min™' g’'
FG gemessen werden konnte (Linton und Greenaway 1998), verlief der Abbau von Inosin im
Hepatopancreas von Astacus leptodactylus sehr langsam. So traten nach 5 und 10 Minuten
Erholung die hochsten Inosinkonzentrationen auf, wodurch Adenosin ebenfalls akkumulieren
konnte. Der verzogerte Abbau des Inosins fiihrte moglicherweise dazu, daB3 die Uricase das
entstandene Urat sehr schnell oxidierte, ohne eine merkliche Anderung in dessen Konzentra-
tion hervorgerufen zu haben. Der Unterschied in der Uricaseaktivitat (102,9 £ 10,0 nmol Urat
min" g FG) und der Aktivitit der XDH (17,4 + 2,8 nmol Urat min" g FG) im normoxi-
schen Hepatopancreas von Carcinus maenas (Dykens 1991) spricht fiir diese Erklarungsvari-

ante.
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5. Zusammenfassung

Der Sumptkrebs Astacus leptodactylus ist in Bezug auf seine Habitatbedingungen eine
auBBerordentlich widerstandsfihige Spezies. Er toleriert vor allem niedrige Sauerstoffkonzen-
trationen im Umgebungswasser. Doch nicht nur in solchen Situationen muf} er fiir eine Regu-
lation seines Stoffwechsels sorgen, sondern auch die ruckartige Kontraktion des Abdomens
wihrend der Flucht erfordert ebenfalls Adaptationen auf physiologischer Ebene, um auf diese
Weise die Sauerstoffversorgung aufrechtzuerhalten. Hypoxische Bedingungen fiithren zu ei-
nem verstirkten Abbau von ATP, das iiber Adenosin zum priméren Endprodukt Urat katabo-
lisiert werden kann. Urat wird unter Sauerstoffmangel nicht weiter durch die Uricase abgebaut

und akkumuliert daher.

Adenosin ist seit iiber 70 Jahren fiir seine kreislaufaktivierenden Wirkungen bei Ver-
tebraten bekannt und auch bei Astacus leptodactylus fiihrte die Infusion von Adenosin zu ei-
ner Erh6hung der Herzfrequenz und der Fliegeschwindigkeit der Himolymphe in den Gefi-
Ben. Die Infusion der Adenosinvorldufer ATP, ADP und AMP konnten gleiche Effekte bei
Astacus leptodactylus hervorgerufen werden, die mit zunehmendem Phosphorylierungsgrad

starker wurden. IMP, Inosin, Hypoxanthin und Urat sind dagegen nicht cardioaktiv.

Die Herabsetzung des Sauerstoffpartialdrucks unter 2,67 kPa bewirkte bei Astacus lep-
todactylus eine schnelle Adaptation auf cardiovasculdrer Ebene, die mit einer typischen Bra-
dycardie einherging und sich wéhrend einer Reoxigenierung ebenso schnell wieder nor-
malisierte. Wihrend einer biotopbedingten Hypoxie konnte gezeigt werden, daB3 Adenosin
nicht fiir die Regulation des Herzkreislaufs verantwortlich ist. Es war nicht cardioaktiv und in
der Himolymphe konnte keine Konzentrationszunahme {iber einen ldngeren Zeitraum gemes-
sen werden. Ob signifikante Adenosinkonzentrationen im Gewebe nach 24 Stunden noch
kreislaufunterstiitzende Funktion haben, ist fraglich, da sich seine aktivierenden Effekte ge-
geniiber der aufgetretenen Bradycardie kontraproduktiv verhalten wiirden. Demzufolge muf3
die verbesserte Sauerstoffversorgung des Tieres unter diesen Bedingungen auf einer anderen
Ebene erfolgen. Wihrend in der Anfangsphase einer Hypoxie die Anpassung des Herzkreis-
laufs das Resultat neuronaler Innervierung ist, geht bei langanhaltendem Sauerstoffmangel die
verbesserte Sauerstoffaufnahme auf die Akkumulation von Urat in der Himolymphe zuriick.
Uratkonzentrationen, die in den Versuchen z.T. 500 pmol L' iiberstiegen, erhohen die Sauer-

stoffaffinitdt des Hdmocyanins, wodurch vermehrt Sauerstoff in den Kiemen aufgenommen
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werden kann. So ist die Sauerstoffversorgung wihrend biotopbedingter Hypoxie eher durch

Urat auf Ebene des respiratorischen Pigments gewahrleistet, als durch Adenosin.

Wihrend funktioneller Hypoxie, die durch eine gehaufte Fluchtreaktionen hervorgeru-
fen wird, zeigte Astacus leptodactylus ein zur biotopbedingten Hypoxie kontrires Bild der
physiologischen Anpassung an den akuten Sauerstoffmangel. Als wichtiger Modulator der
cardiovasculdren Parameter konnte das im Schwanzmuskel produzierte Adenosin identifiziert
werden, das sowohl die Herzfrequenz als auch die HamolymphflieBgeschwindigkeit erhoht
und damit die Perfusion des aktiven Gewebes mit Sauerstoff verbessert. Da der Sauerstoff-
mangel unter Aktivitdt eher kurzfristig ist, scheint es schwierig, die Sauerstoffaffinitit des
Hamocyanins durch die Akkumulation von Urat zu verbessern, da dieser Metabolit wihrend
biotopbedingter Hypoxie erst nach acht Stunden signifikant erhoht war. So konnten {iber den
kurzen Zeitraum in der Himolymphe und im aktiven Gewebe keine erhdhten Uratkonzentra-
tionen gemessen werden. Vermutlich wird der Effekt des Urats am Hdmocyanin durch Lactat,

das in der Literatur als anaerobes Endprodukt bei Aktivitit zitiert wird, iibernommen.

Adenosin und Urat akkumulieren wihrend unterschiedlicher hypoxischer Situationen
im Gewebe oder in der Himolymphe von Astacus leptodactylus und modulieren liber die Ak-
tivierung des Kreislaufs oder tiber die Erh6hung der Sauerstoffaffinitit des Himocyanins die

Sauerstoffversorgung der Gewebe:

e Urat wirkt auf Ebene des respiratorischen Pigments und verbessert wiahrend einer
biotopbedingten Hypoxie die Sauerstoffaufnahme in den Kiemen
e Adenosin wirkt aktivierend auf den Herzkreislauf und sorgt wihrend einer funktio-

nellen Hypoxie fiir einen schnelleren Transport des Sauerstoffs durch den Korper
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Tab. 7.1: Ubersicht der Aufbereitung von Himolymphe und Gewebe zur Bestimmung der Purinderivate Adenosin, Inosin und Urat sowie Messung dieser N

bolite

Adenosin Inosin Urat
VF der Hiimolymphe im PCA-Extrakt ca. 2 ca.2 mind. 4
VF des Gewebes im PCA-Extrakt ca. 3,5 ca. 3,5 ca. 3,5
Hiimolymphe: . . .
Homogenisation der ausgefillten Proteine nheim nem Ja

Gewebe:
Homogenisation mit dem Ultra-Turrax

3 x 60 s max. Umdrehung

3 x 60 s max. Umdrehung

3 x 60 s max. Umdrehung

20 min, 4 °C, 47807 RCF

Zentrifugation

Neutralisation des sauren Uberstandes ja ja nein

Zentrifugation 20 min, 4 °C, 47807 RCF

Festphasenextraktion (SPE) ja nein nein
ja nein nein

Eintrocknung im Speed-Vac Concentrator

HPLC-Séule

LiChrospher® 100 RP-18 (5um) endcapped

LiChrospher” 60 RP-select B
(5pm)

HPLC-Laufmittel

A: 0,03 mol L' Ammoniumacetat, 0,025 mmol L' EDTA, 5 %

Methanol; pH 6,2

B: Methanol-Wasser-Gemisch (Verhéltnis 2:1)

0,3 mol L' Ammoniumdihydro-
genphosphat, 1 % Methanol; pH
2,2

Detektion [nm]

259

248

293

ST duequy
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Abb. 7.1: Der EinfluB} unterschiedlich konzentrierter Adenosinldsung auf die FlieBgeschwindigkeit der Himo-
lymphe [mm s'] in der A. posterior (I), der A. descendens (II) und der A. lateralis (III) sowie auf die Herzfre-
quenz (IV) [bpm] bei Astacus leptodactylus. Nach einem zehnminiitigen Vorlauf (t;-t;9) wurde Adenosin in den
Konzentrationen a: 0,44; b: 0,88; c: 1,75; d: 3,5 und e: 7,0 nmol min™ g” FG iiber einen Zeitraum von 10 Minu-
ten infundiert. (X = SD; die Ziffern in der linken oberen Ecke jeder Graphik geben die Anzahl der Tiere (n) an).
* = signifikant erhoht zu allen zehn Werten des Vorlaufs; { = signifikant erniedrigt zu allen zehn Werten des
Vorlaufs
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Abb. 7.2: Der EinfluB von 3,5 nmol min™ g"' FG Adenosinlosung auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe
[mm s"'] in der A posterior (I), der A. descendens (II) und der A. lateralis (II) sowie auf die Herzfrequenz (IV)
[bpm] bei Astacus leptodactylus nach unterschiedlich langer Infusion. In dieser, aus fiinf Einzelversuchen beste-
henden Versuchsreihe, wurde nach einem jeweils zehnminiitigen Vorlauf Adenosin iiber a: 5; b: 10; c¢: 15; d: 20
und e: 25 Minuten infundiert. Die Erholungszeit zwischen den Infusionen der einzelnen Versuche dauerte von
175 Minuten (a) bis zu 155 Minuten (e). (X + SD; die Ziffern in der linken oberen Ecke der Graphik geben die
Anzahl der Tiere (n) an, wobei eine Ziffer jeweils fiir alle Messungen eines Gefafles gilt). * = signifikant erhoht
zu allen zehn Werten des Vorlaufs; § = signifikant erniedrigt zu allen zehn Werten des Vorlaufs.
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Abb. 7.3: Der EinfluB von 3,5 nmol min"' g"' FG Adenosinlésung auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe
[mm s'] in der A posterior (I), der A. descendens (II) und der A. lateralis (III) sowie auf die Herzfrequenz (IV)
[bpm] bei Astacus leptodactylus nach vermehrter Infusion. In dieser, aus fiinf Einzelversuchen bestehenden
Versuchsreihe (a — e), wurde jeweils nach einem zehnminiitigen Vorlauf ebenfalls fiir 10 Minuten Adenosin
infundiert. Die Erholungszeit zwischen den einzelnen Infusionen betrug immer 175 Minuten. (X £+ SD; die Zif-
fern in der linken oberen Ecke der Graphik geben die Anzahl der Tiere (n) an). * = signifikant erhoht zu allen
zehn Werten des Vorlaufs.
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Abb. 7.4: Der EinfluB von Ringer-Losung auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe [mm s'] in der A
posterior (I), der A. descendens (II) und der A. lateralis (III) sowie auf die Herzfrequenz (IV) [bpm] bei Astacus
leptodactylus nach vermehrter Infusion. In dieser, aus fiinf Einzelversuchen bestehenden Versuchsreihe (a — e),
wurde jeweils nach einem zehnminiitigen Vorlauf ebenfalls fiir 10 Minuten Ringer-Losung infundiert. Die Er-
holungszeit zwischen den einzelnen Infusionen betrug immer 175 Minuten. (X £ SD; die Ziffern in der linken
oberen Ecke der Graphik geben die Anzahl der Tiere (n) an, wobei eine Ziffer jeweils fiir alle Messungen eines
Gefilles gilt).
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Abb. 7.5: Der Einflu von Ringer-Losung auf die FlieBgeschwindigkeit der Himolymphe [mm s] in der A.
posterior (I), der A. descendens (II) und der A. lateralis (III) sowie auf die Herzfrequenz (IV) [bpm] bei Astacus
leptodactylus. Nach einem zehnminiitigen Vorlauf (t;-t;)) wurde Ringer-Losung iiber einen Zeitraum von 10
Minuten infundiert. (X + SD; die Ziffern in der linken oberen Ecke jeder Graphik geben die Anzahl der Tiere (n)
an).





