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Einleitung

1 Einleitung

Die decapoden Crustaceen besitzen ein Kreislaefsystias aus drei Komponenten
besteht: Dem Herzen, dem Verteilungssystem unéiderolymphe (Wilkens, 1999). Im Ver-
gleich mit dem Kreislauf der Vertebraten wird eaditionell als offener Blutkreislauf be-
schrieben (Maynard, 1960; Martin und Hose, 1995M4dleon, 1995), da die von dem Herzen
ausgehenden Gefal3e offen im Gewebe enden und Ietateres direkt von der Hamolymphe
umspult wird. Es fehlen Venen, Uber welche die Hg§mphe zurtiick zum Herzen geleitet
werden kann. Bisher wurde davon ausgegangen, daldftene Kreislaufsystem dem ge-
schlossenen der Vertebraten unterlegen sei. NeArbieiten beschreiben jedoch das offene
Kreislaufsystem der decapoden Crustaceen als enplexes, effizientes sowie regulierbares
Organ, das dem System der Vertebraten ebenbrtjlyicdviahon und Burnett, 1990; Reiber
und McMahon, 1998). McGaw (2005) bezeichnet dasskrefsystem sogar als ein teilweise
geschlossenes System, da er fur verschiedene Rr&chyeigen konnte, dald die meisten Si-
nus mit Membranen ausgekleidet sind.

Das muskulare, einkammerige Herz des Amerikanis¢th@mmers,Homarus ameri-
canus (Milne Edwards H., 1837) ist Uber drei Paar flagigge Ligamente im Perikardialsi-
nus aufgehangt. Durch die rhythmische Kontraktiea Myocardiums wird die sauerstoffrei-
che Hamolymphe in ein komplexes, arterielles Syggepumpt, das sieben Hauptverteilungs-
wege umfasst, die sich im Gewebe immer feiner veigen und schliel3lich offen enden. Sie
entsprechen laut Maynard (1960) morphologisch umtktfonell den Kapillaren eines ge-
schlossenen Blutkreislaufsystems. Da sie aber hagbdie Hamolymphe verteilen, statt dem
Gasaustausch zu dienen, &hneln sie laut MartinHos# (1995) eher Arteriolen. Von ihrem
Ende aus fliel3t die HAmolymphe weiter in Lakunardenen die Hamolymphe direkt das Ge-
webe umspilt und somit dem offenen Blutkreislautysseinen Namen gibt. Vom Gewebe
kommend, sammelt sich die desoxygenierte Hamolymphé&eribranchialsinus. Von hier
kann sie entweder Uber die Kiemen und die Branehnikardialkanédle oder aber Gber den
Branchiostegitenkreislauf, der sich dorsolateratlém Perikardialsinus erdffnet, zuriick zum
Herzen flieRen. Die mit Sauerstoff angereichertenbliimphe gelangt dann, ausgehend vom
Perikardialsinus, durch drei Paar muskuléare Ostiedas Herz. Bei der Fullung des Herzens,
die durch die elastischen Ligamente untersttitz @it wahrend der Diastole der ventrikula-
re Druck unter den Druck des Perikardialsinus. Ogtien 6ffnen sich und die Hamolymphe
stromt ein. Der Grad der Fullung variiert dabei aem Druckgradienten tber den Ostien.

Wahrend der Systole steigt der Druck, die Ostidnlief8en sich und die Hamolymphe wird
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Uber die sieben HauptgefalRe im Korper verteilt (Mblgih und Burnett, 1990; McMahon,
1995a).

Abb. 1.1 Schematische Darstellung des offenen Bliglaufsystems des Amerikanischen Hummers,
Homarus americanud. Herz mit Ostien, 2. Bulbus arteriosus, 3. Agrtsterior, 4. kaudale Arteria subneuralis,
5. Arteria descendens, 6. linke Arteria hepaticap3trale Arteria subneuralis, 8. Cor frontaleA8rta anterior,
10. linke Arteria lateralis. (veréndert nach McLhlig, 1983)

Von diesen verlaufen (Abbildung 1.1) funf in anteer Richtung (Aorta anterior [9],
Arteriae laterales [10], Arteriae hepaticae [6]in Bveiteres Gefal3 verlauft nach ventral (Ar-
teria descendens [5]) und eines zum posterioreriARwta posterior [3]). Augen, Augenmus-
kulatur, Antennen und Oberschlundganglion werdeer ilie Aorta anterior, die sich dorsal,
median unter dem Carapax befindet, mit Hamolympdsargt. Oberhalb des Magens erwei-
tert sich das Gefald zum Cor frontale [8], einenmeakarischen Herzen, das die Verteilung der
Hamolymphe unterstitzt. Durch die paarige Arteatarialis werden beide Antennenpaare, die
Antennendriisen, der Magen und das Gastrolithenfedér anterioren Korperregion umspiilt.
Neben dem Hepatopankreas erhalten die Gonadendidbgraarige Arteria hepatica sauer-
stoffreiche Hamolymphe. Der kaudale Bereich des iHens wird zum Teil Uber die Aorta
posterior versorgt, die aus dem sogenannten Budltesiosus [2] entspringt und dorsal zum
distalen Pol zieht. Im Bereich des Abdomens gelegmentale, paarige Verzweigungen von
diesem Gefald ab. Dadurch werden teilweise die Ganater Darm, die Abdominalmuskula-
tur, die Pleopoden, Uropoden und das Telson mit ¢h@gmphe beliefert. Ebenfalls aus dem
Bulbus entspringt die Arteria descendens, die nactral verlauft und sich in die rostrale Ar-

teria subneuralis und die kaudale Arteria subneuvarzweigt. Uber diese werden die Sche-
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ren, Schreitbeine, Mundgliedmal3en, Scaphognathden,Abdominalmuskulatur und das
Bauchmark (ZNS) mit Hamolymphe versorgt (Mayna@td, McLaughlin, 1983).

An den Urspriingen der Gefal3e, dicht am Herzenndbefi sich semilunare, musku-
lare und innervierte Klappen (Alexandrowicz, 193%ur die A. posterior besitzt an ihrem
Ursprung keine kardioarteriellen Klappen, sie badim sich erst an jedem Verzweigungs-
punkt der Segmentalaste (Wilkens, 1997). Die Klapperhindern zum einen den Ruckflul3
der Hamolymphe wéhrend der Diastole, zum anderdlestsie eine wichtige Kontrollstelle
in der Verteilung der Hamolymphe unter verschiedephysiologischen Bedingungen dar
(McMahon und Burnett, 1990). Eine der Situatiorsprechende Verteilung kann durch neu-
ronale (Fujiwara-Tsukomoto et al., 1992; Kuramadtale 1992, 1995) und hormonelle Ein-
flisse (Kuramoto und Ebara, 1984a; Kuramoto etl892; Wilkens, 1997; Wilkens und Ku-
ramoto, 1998) erfolgen.

Die Gefal3e besitzen elastische Eigenschaften (Sblad al., 1990). Die wéhrend
der Systole durch die Dehnung der Gefallwéande erfeaEnergie kann zur Weiterleitung der
Hamolymphe genutzt und der durch die Kontraktiotstamdene Puls gleichzeitig geglattet
werden, vergleichbar dem Windkesseleffekt der \leeten. Eine aktive Regulation des Ge-
farkdurchmessers und damit eine Erhéhung des Waaheless werden nicht angenommen, da
die Gefal3e im Gegensatz zu den Vertebraten keirskdzellschicht besitzen. Eine Ausnah-
me bildet hier erneut die A. posterior, die alszejas Gefald in die GefalBwand eingestreute
Muskelzellen besitzt (Martin und Hose, 1995; Wilkest al., 1997a). Diese lose orientierten
Zellen konnen durch elektrische Stimulation undcuProctolin zur Kontraktion gebracht
werden (Wilkens et al., 1997b). Eine weitere Mdgjtieit zur Regulation des GefalRwiderstan-
des ware durch die Stellung des Abdomens gegebékeiWs, 1997). Neuere Untersuchung-
en an den Arteriae laterales deuten darauf hin,edafotz der fehlenden Muskelzellschich-
ten, durch Stressfasern zu einer Verringerung aga8urchmessers kommen kann (Chan et
al., 2006). Demnach ware eine Regulation des Wialedes Uber den GefalRdurchmesser
denkbar, bleibt aber weiterhin strittig.

Zur Kontrolle des Herzminutenvolumens durch deeralien Widerstand tragt somit
weniger der GefalRdurchmesser als der durch digediea Klappen verursachte Widerstand
bei. Hauptsachlich wird das Herzminutenvolumen (mib™) tiber die Herzfrequenz (Schlag
min®) und das Schlagvolumen (mL Schfagnoduliert. Beide Faktoren kénnen unabhangig
voneinander reguliert werden (Wilkens, 1987).

Das Schlagvolumen ist abhangig von der diastolisdfidlung und dem systolischen

Auswurf (McMahon und Burnett, 1990). Variationen dmastolischen Endvolumen entstehen
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durch Modifikation in der Druckdifferenz zwischenentrikel und Perikardialsinus. Die
Druckdifferenz kann durch Variation der Ostiendfiguund der Ventrikeldehnung vergrof3ert
werden. Anderungen der Ostienweite wurden bishaht nintersucht. Der Ventrikel kann hin-
gegen durch die Spannung, die wahrend der Systalen Ligamenten gespeichert wird, ge-
dehnt werden. Die Ligamente funktionieren nicht alg elastische Gummibander, die das
Herz in seine urspringliche Position zuriickversetsendern sie kbnnen eventuell auch ak-
tiv kontrahieren (McMahon und Wilkens, 1983). Desiteren kénnte das Ventrikelvolumen
durch das ebenfalls innervierte Perikardialseptemngndert werden (Alexandrowicz, 1932).
Beide Moglichkeiten wurden aber bisher nicht eiregghuntersucht.

Variationen im Hamolymphauswurf wéhrend der Syssohel abhangig von der Kon-
traktionskraft des Herzens und dem Widerstand defél§systems (McMahon und Burnett,
1990). Fur den Widerstand im arteriellen Systerd siauptsachlich die oben erwahnten arter-
iellen Klappen verantwortlich. Die Kontraktionskr&&nn unter anderem uber das Herzgang-
lion reguliert werden.

Der Herzschlag des neurogenen Herzens wird dunghkeirzdauernde, hochfrequente
Folge von Aktionspotentialen, die durch das Y-fayejisemiautonome Herzganglion gener-
lert werden, initiiert (Alexandrowicz, 1932; Andersund Cooke, 1971; Cooke, 1988, 2002).
Des weiteren kontrolliert das Herzganglion die Hiegquenz und die Kontraktionskraft des
Herzmuskels. Das aus neun Nervenzellen besteheadm&hglion liegt an der inneren dor-
salen Wand des Herzens. Vier kleinere postericeggeie Zellen, die als Schrittmacher die-
nen, erzeugen in den funf groRen anterior gelegéean excitatorische postsynaptische Po-
tentiale (EPSP’s). Uber die fiinf groRen Zellen veardann die Herzmuskelfasern polyneuro-
nal innerviert, so dal? das gesamte Myocardium swnckontrahiert (Alexandrowicz, 1932;
Maynard, 1953; Anderson und Cooke, 1971; Kuramoim Kiuwasawa, 1980; Cooke, 1988;
Berlind, 1989). Eine Variation der Kontraktion delyocardiums ist méglich, da das Herz
nicht nach dem ,Alles-oder-nichts-Prinzip* wie ddey Vertebraten schlagt. Abstufungen ent-
stehen durch die Dauer oder die Intensitat dersfistiund durch die Anzahl der feuernden
Neurone bzw. durch die Muskeleinheiten, die inrextviverden. (Florey, 1960; Maynard,
1960; McMahon und Burnett, 1990).

Neben den autoregulatorischen Mechanismen des herkann die Herzaktivitat
durch weitere externe Einflisse modifiziert werdé€ardioregulatorische Nerven, welche die
Verbindung zum zentralen Nervensystem herstellemervieren das Herzganglion und kon-
nen die Herzaktivitat positiv wie negativ chron@rond auch inotrop beeinflussen. Sie be-

stehen aus zwei Paar excitatorischen und einemifahbitorischen Fasern und haben ihren
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Ursprung im Unterschlundganglion (Alexandrowicz32Q Im Bereich des Herzens verlau-
fen sie Uber die dorsolateralen Ligamente, durctequelie dorsale Wand des Herzens und
stehen dann Uber Synapsen mit dem HerzganglionerbidMlung. Wilkens und Walker
(1992) konnten fur semi-isolierte Herzen zeiger§ dme Stimulation der hemmenden Fasern
zu einer Bradykardie bzw. sogar zu einem Herzsitid fihrt, wohingegen die Stimulation
der excitatorischen Fasern in einer Zunahme dezfkdgpuenz und der Kontraktilitat des Her-
zens resultiert.

Neben dem Herzganglion werden auch die Ligamendedas Perikardialorgan durch
die dorsalen Nerven innerviert (Alexandrowicz, 193%xandrowicz und Carlisle, 1953).
Das Perikardialorgan ist ein Plexus von neurosekesthen Neuronen und Endigungen, die
im Perikardialsinus angesiedelt sind und laterah ztlerzen liegen (Alexandrowicz, 1953).
Das Perikardialorgan enthélt Amine wie Dopamin, Yai®xytryptamine, Octopamin und die
Peptide Proctolin, CCAP (Crustacean cardio actegtide) und verschiedene FMRFamide-
ahnlichen Peptide (F1 und F2) (Cooke und SullivE®B2). Die genannten Neurohormone
spielen neben den dorsalen Nerven eine wichtigée Rolder Modulation der Herzaktivitat.
Werden sie in die Hamolymphe freigesetzt, kbnneresm einen direkt auf das Herzganglion
einwirken, zum anderen das Myocardium direkt béessen (Cooke und Sullivan, 1982). In
zahlreichen Untersuchungen wurden fiur die durch-ag perfundierten oder in den Perikar-
dialsinus infundierten Neurohormone positiv chroeopé und inotrope Wirkungen nachge-
wiesen. (Wilkens und McMahon, 1992; Yazawa und Ksavea, 1992; Wilkens und Mercier,
1993; Wilkens et al., 1996; 2005; Saver und Wilkeri$98; Saver et al., 1998).

Auch negativ chronotrope und inotrope Einflissedearin neueren Untersuchungen
anH. americanugdurch Stickstoffmonoxid beschrieben (Mahadevaal.e2004). NO ist ein
ubiquitares Signalmolekll in Vertebraten und Inebraten (Hanafy et al., 2001; Palumbo,
2005). Neben seinen vasodilatatorischen Eigensamdfgnarro, 1999) beeinflusst NO die
Herzfunktion (Balligand et al., 1993; Gyurko et, &000) und synaptische Transmission
(Schuman und Madison, 1994). kh. americanusibt NO seine hemmenden Wirkungen
durch eine Beeinflussung des Herzganglions, nitler ales Herzmuskels aus. Mahadevan
und Mitarbeiter (2004) stellten daher die Hypothasg& da? NO als inhibitorischer Neuro-
transmitter fungiert. Einen Einflul3 auf das isdkelrlerzganglion wurde auch f@ancer pro-
ductusdurch Scholz, et al. (2002) gezeigt.

Neben den oben genannten Modulatoren der Herztdttspielen externe Umweltein-
flisse ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Motiola der Herzaktivitat. Insbesondere der

Transfer von Sauerstoff und Kohlendioxid zwischearien und Gewebe mul} in angepasster
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Weise aufrechterhalten werden. Diese Funktionesallm einen méglichst aeroben Metabo-
lismus zu garantieren bzw. eine bereits eingegan@auerstoffschuld auszugleichen, auch
unter funktionsbedingter und biotopbedingter Hypogewahrleistet sein. Aus diesem Grund
missen die Herzaktivitat, das Gefal3system, dierSadfigransportkapazitat der Hamolymphe
und die damit verbundene Ventilation den gegeb&wsehingungen angepasst werden.

Aktivitdten wie ,Laufen“ H. americanusund ,Eingraben” Cancer magistgrfiihren
in erster Linie zu einer gesteigerten Herzrate aimdem gesteigerten Schlagvolumen, was
wiederum ein gesteigertes Herzminutenvolumen zlgd-bat. Des weiteren erfolgt eine Zu-
nahme der Ventilationsfrequenz und damit verbureererhbhter Wasserstrom tber die Kie-
men (DeWachter und McMahon, 1996; Rose et al., 12081; McGaw, 2004). DeWachter
und McMahon (1996) und McGaw (2004) beobachtetesdtzlich eine Umverteilung der Ha-
molymphe, weg von den inneren Organen, hin zurroaskulatur und den Kiemen. Starkes,
exzessives Schwanzschlagen, das wéhrend einertigaktion beobachtet wird, fihrte eben-
S0 zu einem erhoéhten Hamolymphflu3 und einer ggestisr Herzfrequenz wie zu einer Zu-
nahme der Scaphognathitenfrequenz (Stegen, MandeGuieshaber, in Vorbereitung).

Werden Crustaceen sinkenden Sauerstoffpartialdnialegesetzt, wie es wahrend ei-
ner biotopbedingter Hypoxie der Fall ist, nimmt #ierzrate kontinuierlich ab. Im Gegensatz
dazu erhoht sich die Scaphognathitenfrequenz bisireer Sauerstoffspannung von 30 - 40
mmHg und fallt erst dann ab (McMahon und Wilker®79). Dabei wird das Herzminutenvo-
lumen, bedingt durch die Zunahme des Schlagvolumeibehalten (McMahon, 1992) oder
sogar gesteigert (Airriess und McMahon, 19@arfcer magistgr Reiber und McMahon,
1998 Procamberus clarkiund Homarus americanysDie genannten Autoren beobachteten
ebenfalls eine regionale Umverteilung der Hamolyempbiese wurde ausgehend von den
Eingeweiden zu den Kiemen, zur Gliedmalienmuskylatum zentralen Nervensystem und
zu den sensorischen Anhangen im Kopfbereich hinveeilt.

Das gesteigert Herzminutenvolumen und die Vertgildar Hamolymphe ermoglich-
en eine bessere Durchblutung der Kiemen. Verbundeder erhdhten Ventilationsfrequenz,
fuhrt dies zu einer besseren Beladung der Hamolgmmpit Sauerstoff. Eine weitere Anpas-
sung betrifft die verbesserte Sauerstofftransppekdaat der Hamolymphe. Bridges und Mor-
ris (1986) sowie Mangum (1983) zeigten, daR anasghe lonen wie Mg, C&* und Cl die
Sauerstoffaffinitdt des Hamocyanins erhdhen. Deseven fihren L-Laktat (Truchot, 1980)
und Urat (Morris et al., 1985; Bridges und Morfi8386; Lallier et al., 1987; Zeis et al., 1992;
Zeis und Grieshaber, 1993) ebenfalls zu einer \&sdmeing des Sauerstofftransportes durch

Hamocyanin unter hypoxischen Bedingungen. Eine Aikiation von Urat konnte wahrend
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biotopbedingter Hypoxie in der Hamolymphe v@stacus leptodactyluszytrich, 1990; van
de Meer, 2004) un@arcinus maenagLallier et al., 1987) nachgewiesen werden. Uratrka
dann in der Hamolymphe akkumulieren, wenn die stoBabhangige Uricase durch
Sauerstoffmangel gehemmt ist und Urat daher niditewabgebaut werden kann. Urat selbst
ist ein Zwischenprodukt des ATP-Katabolismus. Egiteres Zwischenprodukt des ATP-Ab-
baus, dem eine Rolle in der Verbesserung der Saffeessorgung zugesprochen wird, ist
Adenosin.

In vivo infundiertes Adenosin steigert iH. americanusdie Herzfrequenz und die
Flie3geschwindigkeit in der A. descendens, A. amtesowie A. posterior und erhdht die
Ventilationsfrequenz des Scaphognathiten (Stegesh @rieshaber, 2001). Van de Meer
(2004) konnte iMAstacus leptodactylugbenfalls wahrend einer Adenosininfusion, eine Zu
nahme der Herzfrequenz und der Flie3geschwindiddembachten. Neben Adenosin fuhrten
ebenfalls ATP, ADP und AMP zu gesteigerten Herzrated Flie3geschwindigkeiten in bei-
den Crustaceen.

1929 beschrieben Drury und Szent-Gyorgyi zum erbtehdie kardiovaskuléaren Ei-
genschaften von Adenosin. In ihren Experimentefemiesie durch die Infusion dieses Nu-
kleosids eine Bradykardie und eine Vasodilatatien@oronargefafl3e in Hundeherzen hervor.
Seitdem galt der Wirkung des Adenosins auf das eidaufsystem ein besonderes Inter-
esse. Adenosin ist ein potenter, extrazellularedidter im Herzen (Berne, 1963; Dobson,
1983, Dobson und Fenton, 1983; Dobson und Schra88&4; Berne et al., 1987; Fredholm
und Dunwiddie, 1988; Belardinelli et al., 1989, 19Pelleg et al., 1990). Die durch Adenosin
vermittelten Effekte kdnnen Gewebezellen direkt rodber das Nervensystem indirekt
beeinflussen. Adenosin kann so zu vasodilatatagischegativ chronotropen, inotropen, dro-
motropen und anti-adrenergen Wirkungen fuhren. disée Weise unterstitzt Adenosin, in
der Regel, die Aufrechterhaltung der Balance zvaacBauerstoffversorgung und Sauerstoff-
bedarf unter hypoxischen und ischamischen BedingunBariber hinaus dienen diese Ef-
fekte dem Zell bzw. dem Gewebeschutz (SchradeQ;1B&ins, 1991).

Drury und Szent-Gyorgyi (1929) untersuchten nicht die Wirkung von Adenosin
auf das Herzkreislaufsystem, sondern sie entdeckieh die kardiovaskularen Eigenschaften
von ATP. Die von ATP verursachten direkten undrektien Effekte auf das Herz sind in Ta-
belle 1.1 vergleichend mit Adenosin, dargestellifiEhrt ATP unter anderem Uber die Stimu-
lation sympathischer und parasympathischer afferederven zu einer Verlangsamung des
Herzschlags (Pelleg et al., 1997). Bereits 1959 emlerste Hinweise, dal3 ATP als Neuro-
transmitter fungiert (Holton, 1959) und Burnstodkat lieferten 1970 den Beweis dafr.
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Weitere Untersuchungen bestatigten die Rolle alsrdteansmitter, unter anderem in Form
der Cotransmission. ATP vermittelt mit Katecholaemnm peripheren und zentralen Nerven-
system wichtige Funktionen (Burnstock, 1976, 199H)4; 20064, b). Freigesetzt aus perivas-
kularen sympathischen Nerven fihrt ATP, z. B. dBaidung an seinen Rezeptor, zur Kon-

traktion der glatten Muskulatur und damit zu eiasokonstriktion.

Tabelle 1.1: Effekte von Adenosin und ATP auf daszH

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

Aus: Drury und Szent-Gyorgyi,1929; Berne, 1963;|&ar et al., 1963; Burnstock und Meghji, 1983;
Burnstock und Kennedy, 1985; Ribeiro und Lima, 198%ite und Angus, 1987; Berne et al., 1987; Hopavoo
und Burnstock, 1987

ATP kann aber auch dber nicht-neuronale Zellenes¥itirkung vermitteln (Abbra-
chio und Burnstock 1998; Burnstock und Knight, 20@b zeigten neuere Untersuchungen,
dal3 die von Berne 1963 postulierte Hypothese, dééhésin der alleinige, lokale Regulator
des Blutflusses sei, revidiert werden muf3. Es \@itdenommen, dal3 ATP, das wahrend Hy-
poxie aus Endothelzellen und aus aggregierten Biiithen freigesetzt wird, Gber spezifische
Rezeptoren zur Ausschittung von NO fluhrt, das rdgéind eine Vasodilatation auslost. Das
freigesetzte ATP wird dann Uber eine Kaskade zunAdm abgebaut, das durch eine direkte
Wirkungsvermittlung auf die glatte Muskulatur tb@berflachenrezeptoren die durch NO
ausgeloste Vasodilatation unterstutzt. (Kelm undr&der, 1988; Ralevic und Burnstock,
1998, Burnstock, 2002, 2006a;).

Sowohl Adenosin als auch ATP, ADP und AMP vermittdire Wirkung Uber ver-
schiedene Oberflachenrezeptoren, die entweder enfeNzellen oder aber auf anderen Ziel-
zellen lokalisiert sind. Unterteilt werden dieseden P1- fir Adenosin und AMP und den P2-
Rezeptor fur ATP und ADP (Burnstock, 1978). Mittleile wurden von den G-Protein-ge-
koppelten P1-Rezeptoren vier Subtypen cloniert.s®isind molekular, biochemisch und

pharmakologisch charakterisiert und nach ihren iSgkaften in A1, A2A, A2B und A3 un-
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terteilt (Ralevic und Burnstock, 1998). Die P2-Rapeen wurden 1985 von Burnstock und
Kennedy in zwei Hauptfamilien unterteilt: Die P24+hilie, bestehend aus acht Subtypen, ist
ebenfalls G-Protein-gekoppelt, wahrend die P2X-Haptestehend aus sieben Subtypen, li-
gandenkontrollierte lonenkanal-Rezeptoren darsBliirnstock 2004b llles, 2000). Die ver-
schiedenen Rezeptortypen sind auf unterschiedlictedlen lokalisiert und vermitteln, je
nach Zielzelle und Organ, verschiedenartigste EfefShryock und Belardinelli, 1997;
Mubagwa und Fleming, 2001; Burnstock, 2006c).

Da flr Invertebraten ebenfalls rezeptorvermitt&féekte beschrieben wurden (Cox
und Walker, 1987; Hoyle und Greenberg, 1988; Buaxist1996), ist davon auszugehen, daf}
die von Stegen und Grieshaber (2001) untersuchtekuvigen von Adenosin und seinen Nu-
kleotiden auf das Herzkreislaufsystem des Amergaren Hummers ebenfalls rezeptorver-
mittelt sind. In die Hamolymphe infundiertes Adeimosteigerte die Herzfrequenz und Fliel3-
geschwindigkeit der Hamolymphe in verschiedenend3exi. Van de Meer (2004) konnte
diese Befunde auch fur den Galizischen Flusskeetsicus leptodactylubestatigen.

Adenosin, zusammen mit den Nukleotiden und Urdtrtfélso auf zwei verschieden-

en Ebenen des Kreislaufsystems zu einer verbess®aigerstoffversorgung wahrend hypox-

ischer Bedingungen. Adenosin und die Purine veemitauf der Ebene des Herzens (Zunah
me der Herzfrequenz) sowie des Kreislaufsystemstéggerte FlielRgeschwindigkeit) und be-
schleunigen so den Transport der Hamolymphe, wadhimat auf Ebene der Hamolymphe
fur einen verbesserten Sauerstofftransport dumoh erhdhte Sauerstoffaffinitat des Hamo-
cyanins sorgt. Beide Regulationsmechanismen kdanédiesem Weg zu einer verbesserten
Sauerstoffversorgung unter Sauerstoffmangelsitnatideitragen.

Es stellt sich nun die Frage nach dem Ursprung bewBildung der Purine im Orga-
nismus. ATP wird zum einen als Neurotransmittepinipheren und zentralen Nervensystem
freigesetzt. Zum anderen kann es durch mechanBehrspruchung aus gesunden Zellen so-
wie wahrend Hypoxie aus Endothelzellen Uber ein@CAransporter freigesetzt werden
(Bodin und Burnstock, 2001; Zimmermann, 2001).

Adenosin kann unter normoxischen und hypoxischedirigeingen sowohl intrazellu-
lar als auch extrazellular gebildet werden. Untainmmoxischen Bedingungen entsteht intrazel-
lular ein Grundgehalt an Adenosin aus S-Adenosythoystein (SAH) (Daly, 1982; Lloyd, et
al., 1988). Dabei handelt es sich um ein Seitengkibdlas wahrend der Methylierung durch
S-Adenosylmethionin entsteht. Da Methylierungermén Regel nicht mit dem Energiestatus
der Zelle gekoppelt sind (Bruns, 1991), spielt eied/eg der Adenosinbildung unter hypox-
ischen Bedingungen keine Rolle (Deussen et al8;198yd et al., 1988).
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Extrazellular entstent Adenosin durch die Aktivigiber ecto-5’-Nukleotidase. ATP,
das z.B. als Neurotransmitter aus Nervenendigurfigeggesetzt worden ist, wird Uber eine
Kaskade von Reaktionsschritten, an denen Nuklagsidtsphat-Diphosphohydrolasen, Nuk-
leotid-Pyrophosphatasen, eine alkalische Phosphatas eine 5’-Nukleotidase beteiligt sind,
zu Adenosin abgebaut (Zimmermann, 2001). Adenosinnkdann Uber einen Feedback-
Kreislauf als Neuromodulator wirken und eine weat@usschuttung von ATP und einem Ka-
techolamin (Dopamin, Acetylcholin u. a.) regulief®urnstock, 2004a, 2006a, b).

Wahrend hypoxischer Bedingungen sowie wahrend skmzsMuskelaktivitat, falls
das Gleichgewicht zwischen Energie-Versorgung Wetbrauch verschoben ist, entstehen
Adenosin und Urat durch den ATP-Katabolismus (Ddl982; Sparks und Bardenheuer,
1986; Bruns, 1991). Dabei wird ATP Uber ADP zu AMe@phosphoryliert. AMP wird auf
zwei Wegen abgebaut, die zum einen lGber Adenogim,anderen tber IMP zum Inosin fih-
ren. Der erste Weg wird durch eine 5’-Nukleotid&atalysiert, von der verschiedene intra-
und extrazellulare Isoformen existieren (Zimmerme&k892, 2000, 2001). Dabei ist die Kon-
zentration des Adenosins abhangig von den Aktemitéder 5’-Nukleotidase, der Adenosin-
kinase und der Adenosindesaminase. Die Adenosis&imephosphoryliert Adenosin unter
Verbrauch von ATP zu AMP und die Adenosindesamiriake zur Bildung von Inosin. Er-
hoht sich die Aktivitat der 5'-Nukleotidase, akgvi durch M@", das durch die Hydrolyse
von ATP freigesetzt wird (Darvish und Mattig, 1993)nd wird die Aktivitat der
Adenosinkinase durch Substrat gehemmt, kann gedidelenosin entstehen (Arch und
Newsholm, 1978), dal3 dann aus der Zelle ausgesthi@uden kann.

Der zweite Weg zum Inosin wird durch die AMP-Desaase und eine IMP-spezifi-
sche 5’-Nukleotidase katalysiert. Die Rickreaktwenauft hier unter Verbrauch von Aspartat
Uber Adenylosuccinat (Urich, 1990). IMP ist bei dernovePurinsynthese das primare Pro-
dukt, wenn es nicht neben AMP und GMP bei der wamagifwendigen Wiederverwertungs-
reaktion (salvage pathway) unter PRPP-Verbraucktamt Nach Claybrook (1983) fehlt
Crustaceen aber die Fahigkeit garnovePurinbiosynthese.

In Vertebraten (Gerlach, 1963; Fjisawa und Yoshit@87) und Invertebraten schei-
nen beide Wege beschritten zu werden. StankieW@22) sowie Raffin und Thebault (1987)
zeigten den Weg von AMP uber IMP durch die Aktivdér AMP-Desaminase in der Abdo-
minalmuskulatur vorOrconectus limosuand Palaemon serratusDer Weg Uber die 5"-Nu-
kleotidase wurde ebenfalls in der Abdominalmuskulaerschiedener decapoder Crustaceen
durch Lazou (1989) und iHomarusdurch Stegen, Maurer und Grieshaber (in Vorbemgitu

nachgewiesen. Die Adenosindesaminase-Aktivitat edidd den Flusskrebs und Hummer so-
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wohl im Gewebe als auch in der Hamolymphe gefur{(@eoh und Newsholm, 1978; Roush
und Betz, 1956; Stegen, Maurer und Grieshaber,arb&feitung). Somit ist der Abbau von
AMP Uber Adenosin zum Inosin moglich. Das erklautha die signifikante Zunahme des
Adenosingehaltes in der Abdominalmuskulatur des #qaaischen Hummers (Stegen, Mau-
rer und Grieshaber, in Vorbereitung) und des Gadlen Flusskrebses (van de Meer, 2004)
wahrend exzessiven Schwanzschlagens. Bis zum Urdt Imosin tGber Hypoxanthin und
Xanthin abgebaut. Unter normoxischen Bedingungest&m dann aus Urat Uber Allantoin,
Allantoinsaure und Harnstoff, Ammoniak und Kohlemdd (Claybrook, 1983). Unter Sauer-
stoffmangel kann Urat akkumulieren, da die Uricageerstoffabhangig ist (Dykens, 1991).
Czytrich (1990) und van de Meer (2004) konnten éikkumulation in der Hamolymphe von
Astacus leptodactylusnter biotopbedingter Hypoxie nachweisen.

Freies Adenosin und freie Adeninnukleotide sindlar Hamolymphe des Hummers
durchaus mdglich und kénnten als metabole Reg@ateinige vegetative Leistungen des
Hummers beeinflussen. Ziel dieser Arbeit war edhdkszu klaren, Uber welchen Weg Ade-
nosin, AMP, ADP und ATP zu einer verbesserten Saokversorgung votdomarus ameri-
canusbeitragen konnen. Durch eine semi-isolieies{tu) Herzpraparation, in der hormonel-
le und neuronale Einflisse ausgeschlossen sinite sidr Einflu? von Adenosin und seiner
Nukleotide untersucht werden. In weiteren Prapamnath wurde die Wirkung von Adenosin
und den Adeninnukleotiden vivo sowohl in intakten als auch in Tieren, denen @iliore-
gulatorischen Nerven durchtrennt wurden (im weiteats denervierte Tiere bezeichnet), be-
stimmt und verglichen. Da die Purine ihre Wirkungeretuell Gber Hormone auslésen, sollte
zusatzlich der Gehalt dreier Neurohormone in deméliimphe unter Adenosineinfluf be-
stimmt werden.

Insbesondere sollten folgende Fragen geklart werden
- Vermitteln Adenosin und seine Vorlaufersubstandeakte Effekte auf das Herz des

Amerikanischen HummeHomarus americanis
- Werden die Effekte indirekt Uber das zentraledasystem oder tiber Neurohormone

auf das Herz Gbertragen?

- Veréandern sich unter Adenosineinflu die Konzatidnen von Dopamin, Octopamin

und Serotonin in der Hamolymphe des Amerikanisdtemmers?

11



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

FUr Versuche, die am Department of Biological Sceeder University of Calgary,
Kanada durchgefiihrt wurden, sind Amerikanische Hemgdomarus americanysiber ein-
en ortsansassigerischgrofZhandler (City Fish) bezogen worden. Dierdi deren Gewicht
zwischen 500 und 600 g lagen, wurden entweder tsfifiodie Versuche eingesetzt oder kurz-
zeitig, maximal bis zu einer Woche, in einer Seeseemlage bei 12 °C und einer Salinitat
von 32 %o gehéltert. Innerhalb dieses Zeitraumeslemudie Tiere nicht gefittert.

Fur die in Dusseldorf durchgefiihrten Versuche wardenerikanische Hummer tber
die Metro (Dusseldorf) bezogen. Die zwischen 500 @00 g schweren Tiere wurden in be-
luftetem klinstlichen Seewasser bei einer Tempexatrl5+ 2 °C, einer Salinitat von 3b
1% und einem pH-Wert von 7;80,3 gehaltert. Der Nitritwert wurde regelmafig kohiert
und so eingestellt, daR er nicht mehr als 0,25 fhdpétrug. Einmal wochentlich wurden die
Tiere mit Kalmar oder Sardinen gefittert.

Fur die jeweiligen Versuche wurden nur Tiere eiegs die sich in einem Zwischen-

hautungsstadium befanden.

2.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmeroé (Geel, Belgien), Appli-
Chem (Darmstadt), Baker (Deventer, Niederlande)HBDBc. (Tonronto, Kanada), Calbio-
chem (San Diego, USA), Fischer Scientific (New @grdJSA), Fluka (Buchs, Schweiz),
Merck (Darmstadt), Sigma-Aldrich (St. Louis, USA9zmgen.

2.3 Untersuchungen am semi-isoliertem gitu) Herzen

Die semi-isolierteif situ) Herzpréparation, basierend auf der Methode volkéNs
und Mercier (1993), ermdglicht es, direkte Effekteabhéngig von nervésen und hormonel-
len Einflissen auf das Herz decapoder Crustaceamtarsuchen. Die Methode erlaubt es,
den ventrikularen Druck [B., kPa], das Herzminutenvolumen [mL ri]ndie Herzfrequenz
[bpm] und das Schlagvolumen [mL Schidgzu bestimmen (Wilkens und McMahon, 1994).
Sie wird von Wilkens und Mercier (1993) atssitu Praparation bezeichnet, um diese Metho-

de deutlich von isolierten Herzpraparationen abenmgen.
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2.3.1 Infusionslésungen

2.3.1.1 Hummerringer

Als Perfusionslosung und als Lésungsmittel fir Amen und die Adeninnukleotide
diente eine Ringer-Lésung, die aus 530 mmoINaCl, 10,7 mmol [* KCI, 18 mmol L*
CaCb - 2 HO, 24,6 mmol [* MgCl, - 6 HO, 3 mmol L* Tris Bas€ bestand und auf einen
pH-Wert von 7,6 eingestellt wurde.

2.3.1.2 Adenosin- und Adeninnukleotidldsungen

Fir die Perfusionen wurden von Adenosin, AMP, ADi ATP 10 mmol [* Stamm-
l6sungen in Ringer hergestellt. Ausgehend von di€&ammldsungen wurden die Adenosin-

und die Adeninnukleotidldsungen auf 1 mmdi, 2,5 mmol L* und 5 mmol * verdiinnt.

2.3.2 Praparation der semi-isoliertefin situ) Herzen

Den Hummern wurde nach hypothermaler Anasthesidmumittels einer Knochen-
schere das Rostrum entfernt. Dabei wurde das Gagalmglion zerstért, das zwischen den
Augen dorsal zum Osophagus liegt. Im Anschluf? wumdizs Abdomen und die Scheren ab-
getrennt. Ausgehend vom posterioren Ende wurden @derale Schnitte auf Hohe der Bran-
chiostegiten in anteriorer Richtung gefihrt. Cietaen Zentimeter hinter der Cervicalfurche
wurde ein transversaler Schnitt Gber den dorsalmagax gesetzt. Das Carapaxstiick wurde
in einer mit Ringer geflllten Praparationsschala dem auf dem Herz liegenden Darm, den
Gonaden sowie dem Hepatopankreas befreit und noshmid Ringer gespult. Das freiliegen-
de Herz mit dem dariber befindlichen Perikardigisepwurde mit der ventralen Seite nach
oben in das eigentliche Organbad Uberfihrt undHiti¢ von Nadeln befestigt (Abb. 2.1). Im
weiteren Verlauf der Praparation wurden alle GefidiBeauf die Aorta posterior und die Ar-
teria descendens mit einem 1.0-N&hseidefaden (@dftHnc. USA) dicht am Herzen abge-
bunden. In die Aorta posterior wurde ein Polyethgdérchen (1.D. 2,27 mm), das spitz aus-
gezogen war und dadurch annahernd den gleichemdonehmesser besald wie das Gefal3
selber, eingefiihrt. Laut Reiber et al. (1997) lygtdier mittlere Gefal3durchmesser der A. po-
sterior 1,86 mm. Das Polyethylenrohrchen war tleere Schlauch gleichen Durchmessers
mit einem In-Line Fluss-Sensor (Typ 2, I.D. 3,2 numyd einem Einkanal T106 Animal Re-
search Flowmeter (beide Transonic Systems Inac#hUSA) verbunden. Im Anschlufd wur-
de die Arteria descendens abgebunden, so dal3 seEntgeHerzauswurf Uber die Aorta poste-
rior und das Flowmeter geleitet wurde. Somit ersprder gemessene FluR [mL fHimlem
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Herzminutenvolumen. Die A. posterior wurde gewathdt,sie das einzige Gefal} ist, an deren
Ursprung keine muskulare kardiovaskulare Klappd.sit

Abb. 2.1: Darstellung des semi-isolierten HerzensQrganbad nach beendeter Praparation. 1: Aorta
posterior mit angeschlossener PolyethylenkaniilBestimmung des Herzauswurfs [mL mjn2: Infusionska-
theter, 3: Kanile mit angeschlossenem DruckaufpeicfkPa], 4: Abgebundene A. hepaticae, A. lateralad
A. anterior, 5: Herz mit dariiber liegenden Perikasgptum, 6: Abgebundene A. descendens.

Dadurch konnte ein Einflu auf den ventrikularemudk und auch auf den Herzaus-
stol3, bedingt durch einen erhéhten Widerstandaderder moglichen Kontraktion der kar-
diovaskuldren Klappe resultieren wirde, ausgessbtoswverden. Um den ventrikularen
Druck [kPa] messen zu kénnen, wurde eine Kanug (@0 mm, Nr. 14), unter Zuhilfenahme
eines Mikromanipulators, mittig zwischen die Ostiea Herz gefiihrt. Die Kanulle war Gber
einen mit Wasser geflllten Katheter mit einem Dawtkehmer (Model P23Db, Gould Stat-
ham, Oxnard, USA) verbunden. Ebenfalls durch Zehdhme eines Mikromanipulators wur-
de eine Perfusionskaniile (0,9 x 40 mm) hinter delb® mittig ins Herz eingefiihrt. Uber
diese Kanule wurde das Herz mit Hilfe einer Peltisigumpe (Masterflex, Cole-Parmer In-
struments Co., lllinois, USA) mit Ringer perfundietUber einen 4-Wege Hahn konnte
zwischen dem Ringerreservoir und den Adenosin-Aaehinnukleotidldsungen umgeschal-

tet werden.

2.3.3 Versuchsaufbau zur Messung demi-isoliertenif situ) Herzaktivitat

Die wie unter 2.3.2 beschrieben préaparierten Hebefanden sich wahrend der Ver-
suche in einem doppelwandigen, aus PVC besteheéddganbad (Volumen = 150 mL). Abb.
2.2, Nr.5 A und B). Die Temperatur der Ringer-L&guriehe 2.3.1.1) im Organbad wurde
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Uber die mit Wasser geflllte Doppelwandung mitetees Thermokryostaten (RM6 Lauda,
Lauda-Konigshofen) auf 121 °C eingestellt. Um eine ausreichende Sauersiaftrgung zu

gewahrleisten, wurde die Ringer-Losung kontinuoérinit Luft begast.

Abb. 2.2: Darstellung des Versuchsaufbaus der ssofierten Herzpraparation (Ubersicht A und De-
tailansicht B). 1: Adenosin-, Nukleotidldsung, 2n&ervorratsgefal3, 3: 4-Wege-Hahn, 4: Peristaltikpe, 5:
Organbad, 6: Luftzufuhr 7: Infusionskandile, 8: lim& Fluss-Sensor (B 8a: Polyethylenkandle), 9: TE@fv-
meter, 10: Katheter zur Druckaufnahme; Druckaufretril: Amplifier, 12: PowerLab, 13: Computer, 14:
Thermokryostat, 15: Abfallbehalter, 16: Absaugwditung des Organbades

Uber eine Perfusionskaniile wurden die Herzen koigtitich mit einer Ringer-Lo-
sung aus einem Vorratsgefald perfundiert. Der FluRdev Giber eine Peristaltikpumpe auf 2
mL min™ eingestellt. Ein zwischen VorratsgefaR und Pétikpaimpe geschaltetes 4-Wege-
Ventil ermdglichte es, zwischen der Ringer-Lésund der Adenosin- und Adeninnukleotid-
l6sung zu wechseln. Der Perfusionskatheter wurderfiaeh gewunden in das Organbad ge-
legt. Damit wurde eine Anpassung der Perfusionsigsan die Versuchstemperatur gewahr-
leistet, bevor diese Uber die Kanule ins Herz ggknDurch die autonome Kontraktion des
Myocardiums wurde die Ringer-Losung Uber die kathsierte A. posterior und den In-Line
Fluss-Sensor zuriick in das Organbad geleitet. dbéssige Ringerlosung wurde mit Hilfe
der oben genannten Peristaltikpumpe bei einer ®@eésdigkeit von 2 mL mifl aus dem
Organbad in einen Abfallbehalter gepumpt.
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Der ventrikulare Druck [kPa] wurde Uber einen Draigkaehmer (Gould Statham, Ox-
nard, USA) und Transducer/Amplifier (Model 13-468@) (Gould Inc., Cleveland, USA) er-
fasst und verstarkt, wahrend das Herzminutenvolufmenmin™] tiber einen In-Line Fluss-
Sensor und das T106 Animal Research Flowmeter tetmiurde. Die Signale wurden dann
Uber einen 4-Kanal A/D-Wandler (PowerLab/4SP, Afrbmments Pty Ltd. Australia) gesam-
melt und mit Hilfe einer Software (Chart 4.2, ADinsnents Pty Ltd. Australia) aufgezeich-

net.
2.3.4 Versuchsprotokolle zur Bestimmung der semi-is@refn situ) Herzaktivitat

2.3.4.1 Perfusionsversuche

Die wie unter 2.3.2 praparierten Herzen schlugewjrigt durch die autonome Funk-
tion des Herzganglions und unterstutzt durch digkiten Ligamente, fur mehrere Stunden. Im
Mittel betrug dabei die Versuchsdauer sechs Sturidas ermoéglichte an ein und demselben
Herzen, die Effekte verschiedener Substanzen whetteru testen.

Nach der Praparation wurde solange gewartet, tiseshe anndhernd konstante Rate
fur das Herzminutenvolumen (14,71 + 2,5 mL Wirund den ventrikularen Druck (0,91 +
0,19 kPa) eingestellt hatte. Erst dann wurde mit Berfusionsversuchen begonnen. Dabei
wurde von der Ringer-Lésung, mit Hilfe des 4-WegghHis, fir eine Minute auf die Purinlo-
sung umgeschaltet. Die eingesetzten Konzentratibeémgen 1, 2,5 und 5 mmot‘LJedoch
war die Endkonzentration im Herzen, bedingt durghiiber die Ostien angesaugte Ringer-
Losung, anndhernd vierzehnfach geringer. Des vegiterurde das Perfusat, nachdem es aus
dem Herzen Uber das Flowmeter gepumpt worden waQrganbad hundertfiinfzigfach ver-
dannt (Wilkens et al., 1996). Erneute Versuche wardrst wieder durchgeftihrt, nachdem ei-
ne konstante Rate der Parameter erreicht wordenDvarRinger-L6ésung in dem Organbad
wurde in regelmafigen Abstanden ausgetauscht.

2.3.5 Prinzip der FluBmessung

Zur Bestimmung des Herzminutenvolumens diente enkdbal T106 Animal Re-
search Flowmeter (Transonic Systems Inc. USA) iniéra angeschlossenen In-Line Fluss-
Sensor (I.D. 3,2 mm). Dieser ermdglicht es, extrpé&ml die Durchschnittsflu3geschwindig-
keit von verschiedenen Flussigkeiten, wie Blut,dein Urin und Puffer zu bestimmen. Er

eignet sich daher auch fir Messungen an isoligdeyanen. Das hierbei zugrunde liegende
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,Ultrasonic-transit-time’-Prinzip erlaubt eine sdige Quantifizierung des Flusses, die wei-
testgehend unabhéangig von Flu3profil, Turbulenzehamocytengehalt ist.

Der Fluss-Sensor enthalt zwei auf der gleicheneSsigebrachte Ultraschalltransdu-
cer und einen Reflektor. Der Reflektor liegt inesm definierten Abstand auf der gegenuber-
liegenden Seite zwischen den Transducern (Abb. Pi@) Transducer fungieren hierbei so-
wohl als Sender als auch als Empfanger und durfgilauéahrend der Messungen zwei alter-

nierende Messzyklen.

Abb. 2.3: Schematische Darstellung des Aufbaussekiass-Sensors.,Tstromaufwarts-Transducer,
T4 stromabwarts-Transducer, R: Reflektor, G: Gel3iB.Pfeile im Gefald geben die FlieRrichtung an.

Bei dem sogenannten ,upstream transit-time measurgyele’ sendet der stromab-
warts liegende TransducergfTeine Ultraschallwelle aus. Diese Welle durchlads zu un-
tersuchende Gefald stromaufwarts, wird am ReflefRyrzurtiickgeworfen, durchlauft erneut
das Gefal3 (G) und wird vom stromaufwarts liegenti@msducer () aufgefangen. Der Ul-
traschall wird hier in elektrische Signale umgewatdvon denen die Zeit abgeleitet wird,
welche die Ultraschallwelle benétigte, um das Gefé@@urchlaufen. Im folgenden wird diese
Sequenz erneut absolviert, allerdings in umgekeRitehtung (downstream transit-time mea-
surment cycle). Auch hier wird wieder die Zeit dmeet, die bendtigt wird, um das Gefal3 zu
durchlaufen.

Die benétigte Zeit wird dabei von der Geschwindigkler Flussigkeit beeinflult, die
durch das Gefal fliel3st. Wahrend des stromaufwérksiZ wandert die Ultraschallwelle ge-
gen die FluBBrichtung und die Zeit, die bendétigtdvium den Zyklus abzuschlie3en, nimmt
abhéangig von der Stromungsmenge zu, wohingegedailid¢lir den stromabwarts-Zyklus, der
mit der Flu3richtung lauft, abnimmt. Die Flu3gesaiigkeit wird berechnet, indem die
stromabwarts gerichtete Durchgangszeit von demstudwarts gerichteten Durchgangzeit ab-
gezogen wird. Bei dieser Berechnung wird die ,wim&m ultrasonic illumination’ bertck-
sichtigt (Abb. 2.4).
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Das gesamte Gefald wird vollstandig und gleichmé@Righ die Ultraschallwelle er-
fasst, d.h. an allen Stellen des Gefal3querschmitrelsder Fluf3 bestimmt. Dadurch wird die
Durchgangszeit zu einer Funktion der FluBmengeddreStrahl, unabhangig von der Gefal-

dimension, durchlauft,

Abb. 2.4: Dreidimensionale, schematische Darstglldar Funktionsweise der ,wide-beam ultrasonic
illumination’. T,: stromaufwarts-Transducerg. Btromabwarts-Transducer, R: Reflektor, G: Gefaifg.

Wahrend des Durchgangs erfahrt die Ultraschallwellee Phasenverschiebung der
Durchgangszeit (Abb. 2.5), die proportional zur éhschnittsgeschwindigkeit der zu untersu-
chenden Probe mal der Strecke ist, Uber welch&dsehwindigkeit ermittelt wird. Mit Hilfe
der ,wide-beam ultrasonic illumination’ integrieder Empfanger diese Geschwindigkeiten,
und man erhélt die FluBmenge aus dem Produkt deshBechnittsgeschwindigkeiten mal der

GefalRquerschnittsflache.

<X
(=7 0
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R

Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Phasenvietsatig beim Durchgang der Ultraschallwelle
durch die Probe. Tu: stromaufwarts-Transducer, sicimabwarts-Transducer, R: Reflektor, G: GefalRf&dh
Die Pfeile im GefaR geben die Fliel3richtung an.

2.3.6 Datenaufzeichnung und Auswertung

Die analogen Signale des Transénimimal Research Flowmeters und des Druckauf-
nehmers wurden auf das PowerLab/4SP Data AcquisBigstem (ADInstruments Pty Ltd.,
Australia) Ubertragen und digitalisiert. Mit Hiltker Software Chart 4.2 (ADInstruments Pty
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Ltd., Australia) wurden die Daten auf dem Compuwefgezeichnet. Mittels einer internen
Zwei-Punkte Kalibrierung wurden die eingehendem8&ig [mV] direkt in die entsprechenden
Einheiten umgerechnet. Nach Kalibrierung mittelsesiManometers wurde der ventrikuléare
Druck in kPa aufgezeichnet. Das Herzminutenvolumvarde mit Hilfe der Peristaltikpumpe
kalibriert und in mL mif aufgezeichnet. Ausgehend von den Daten des vatérén Drucks
wurde anhand der Anzahl der Kontraktionen die Hetafenz [bpm] bestimmt. Jede Kon-
traktion entsprach einem Herzschlag. Ebenfalls t@mmter Verwendung der Gleichung 2.1
das Schlagvolumen [mL Schidgaus dem Herzminutenvolumen und der Herzfrequenz b
rechnet werden. Die so erhaltenen Daten wurdemweiteren Auswertung tber eine Minute
gemittelt.

SV [mL Schlag] = HMV [mL min™] / fy [Schlag mifi] (2.1)

SV = Schlagvolumen
HMV = Herzminutenvolumen

fH = Herzfrequenz

2.4 In vivo Messungen mit dem Pulsed-Doppler-Flowmeter

2.4.1 Infusionslésungen

2.4.1.1 Ringer-Losung

Nach Zeis et al. (1992) wurde eine Ringer-Losumgs@echend der ionalen Zusam-
mensetzung der Hamolymphe des Hummers, bestehsréD@ummol [* NaCl, 10 mmol [*
CaSQ, 10 mmol ! MgSQ;, 5 mmol L* KCI und 5 mmol [ NaHCQ pH 8.0, angesetzt.
Die Ringer-LAsung diente als Infusionslosung fig Kontrollversuche und als Losungsmittel

fur Adenosin und die Adeninnukleotide.

2.4.1.2 Adenosin- und Adeninnukleotidldsungen

Fur die Infusionsversuche wurden die Adenosin ure Ableninnukleotidiésungen

frisch in einer auf jedes Tier abgestimmte Konzasidn angesetzt.
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2.4.2 Praparation der Versuchstiere

2.4.2.1 Praparation der intakten Hummer zur Bestimmung der Flie3geschwindigkeit

und der Herzfrequenz mittels der Pulsed-Doppler-Flavmetrie

Um die Wirkung von Adenosin und den Adeninnukleeticauf das Herzkreislaufsys-
tem des Amerikanischen Hummers zu untersuchen,emuwice Tiere mit maximal drei piezo-
elektrischen Transducerkristallen (@ 1 mm, 180C,MHz, lowa Doppler Products, lowa
City, USA) und einem Infusionskatheter (I.D. 0,5 pfims Portex Ltd. GB) versehen.

Nach hypothermaler Anasthesie wurde der Infusiathskar zwischen das dritte und
vierte Schreitbeinpaar durch das vorab perfori@génkhautchen circa einen Zentimeter tief
in den ventralen Blutsinus eingefiihrt. Durch eiofdige bolusartige Injektion von Ringer-
Losung konnte ein Verstopfen des Katheters dur@gulerte Hamolymphe vermieden wer-
den. Der Katheter wurde lateral am CephalothoraxGeivebeband fixiert und war tber ein
3-Wege-Ventil mit einer Spritze und einem Perfugrecidor Infors AG, Basel, CH) verbun-
den.

Den Versuchstieren wurde mit Hilfe eines Zahnaratbs (KaVo EWL, Leutkirch i.
A., 2 mm Bohrkopf: Meisinger, USA) zur Positioniagider Transducerkristalle an drei un-
terschiedlichen Stellen eine Offnung in den Pagedohrt (Abb. 2.6). Fur die Aorta descen-
dens wurde der Transducerkristall auf die vent@aée zwischen dem dritten und vierten
Schreitbeinpaar, fur die Aorta posterior in dert®lides zweiten Abdominalsegments und flr
die Arteria lateralis in Hohe der Sutura cervicals einen cm neben die Medianebene ge-

setzt.

Abb. 2.6: Dorsale (A) und ventrale Ansicht (B) eirfér die Pulsed-Doppler-Flowmetrie praparierten
Hummers,Homarusamericanus Die mit Plastilin, Dentalwachs und Cyanoacrylaieften Transducerkristalle
wurden im Bereich der A. lateralis (1), der A. moair (2) und der A. descendens (4) eingefihrt. ienmer 3
zeigt den Damm aus Plastilin mir einer Abdichtung ®entalwachse und Cyanoacrylat nach der dordéen
venpraparation. Weitere Erklarungen finden siciTiemt (2.4.2.2).
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Dabei wurden die Transducerkristall durch leichtelngen den Gefalien in einem
45° Winkel angenahert, so dal3 wéahrend eines Helirsés ein maximales akustisches Sig-
nal und eine maximale Amplitude fir den phasiscBagnalausgang erreicht wurden. Die
Kristalle wurden dann mittels Plastilin, Dentalwaalmd Cyanoacrylat in ihrer Position fix-
iert. Zusatzlich wurde dadurch die Offnung abgetdithso daR keine Hamolymphe austreten

konnte.

2.4.2.2 Durchtrennung der kardioregulatorischen Nerven

Den Versuchstieren, die wie unter 2.4.2.1 angegeb@ariert worden waren, wurden
nach einer Methode von Guirguis und Wilkens (198#) kardioregulatorischen (dorsalen)
Nerven durchtrennt. Hierbei handelt es sich umdllien Tiere, die schon fur dia vivo
(Kontrolle) Experimente eingesetzt worden warenziDaurde nach erneuter hypothermaler
Andasthesie auf Eis mit Hilfe des Zahnarztbohrersn(tt Bohrkopf) ein circa zwei Quadrat-
zentimeter grol3es Stiick Carapax dorsal zum Henztéeret (Abb. 2.6). Die darunter befind-
liche intakte Hypodermis wurde dann mit einer gewelten Préaparationsschere (Fine Science
Tools, Heidelberg) eingeschnitten und entfernt. dem Verlust an Hamolymphe so gering
wie moglich zu halten, wurde um die Offnung ein Damus Plastilin mit Cyanoacrylat ange-
bracht.

Die dorsalen Nerven verlaufen Uber die dorsale flamdre der posterioren Ligamente.
Sie durchqueren das Herz bedeckende Bindegewebdiardkilfte des posterioren Ventrik-
els, bevor sie durch das Myocardium zum Herzganghm ziehen (Guirguis und Wilkens,
1995). Durch oberflachliche Schnitte in das Bindegiee konnten die Nerven durchtrennt
werden, ohne dal3 dabei die Ligamente zerstort wurde

Nach diesem Eingriff wurde die Offnung durch dadegnte Carapaxstiick verschlos-
sen und mit Dentalwachs (van der Veen Dental, RDugbsowie Cyanoacrylat abgedichtet.
Dadurch konnte ein weiterer Verlust an Hamolymphehindert werden. Die Tiere wurden
im Anschluf3 in das Versuchsbecken gesetzt, undlgtefeine Erholungsphase von mindes-

tens zwolIf Stunden, bevor mit den Infusionsexpeni@e begonnen wurde.

2.4.2.3 Scheinpraparationen

FUr die Scheinpraparation wurde die Hypodermiseentf ohne die dorsalen Nerven
zu durchtrennen. Damit sollte ein Einflul3 der Prapan auf die Herzfrequenz und die Fliel3-

geschwindigkeit ausgeschlossen werden.
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2.4.3 Versuchsaufbau

Die praparierten Hummer wurden mindestens 12 Stunde Versuchsbeginn in die
Versuchsapparatur (Abb. 2.7) eingesetzt und dieeTam die Versuchsbedingungen @2
°C, Salinitat: 35t 1 %o) akklimatisiert. Das Versuchsbecken (20-3% 29n) befand sich in
einer zusatzlichen Wanne, die als AuslaufschutntdieBeide Becken waren zur Abschir-
mung gegen aullere elektrische Felder in einem geerd-araday-Kafig untergebracht. Er
wurde, um visuelle Stimulationen der Tiere zu vadae, mit einer PVC-Folie abgehangt.

Das mit Seewasser gefillte Versuchsbecken wurdéirkoerlich mit Luft begast.
Mittels einer Filterpumpe (Eheim, Deizisau) sowigah partiellen Wasseraustausch nach ei-
ner Versuchsserie konnte der Nitritgehalt unte50y®&y L! gehalten werden. Die Wasser-
temperatur wurde Uber die Raumkihlung eingesteli. ebenfalls auf 15 °C temperierten
Adenosin- und Adeninnukleotidlésungen wurden Ulieere Perfusor, den Katheter und dem
dazwischen geschalteten 3-Wege-Ventil ins Tierndfart. Das 3-Wege-Ventil verringerte
den Kathetertotraum zum Tier hin, um die Belastdeg Tieres beim Wechsel der Losungen
(Zwischeninfusionen) zu reduzieren. Katheter unteé{aer Transducerkristalle wurden Uber
einen Styroporschwimmer zusammengefasst und fjxient so ein Herausrei3en des Kathe-

ters und der Transducerkristalle zu verhindern.

v i A

Sl

Abb. 2.7: Darstellung des Versuchsaufbaus zur Messier kardiovaskuléren Parameter ¥owmarus
americanugnmittels der Pulsed-Doppler-Flowmetrie. 1: Pulsezppler-Flowmeter, 2: PowerL&p3: Computer,
4: Dopplerkabel mit Verbindungskabel zum Pulsed{depFlowmeter, 5: Vesuchsbecken, 6: Infusionskathe
mit 3-Wege-Ventil, 7: Perfusor, 8: Faraday-Kafig,L@ftzufuhr, 10: Filterpumpe. Nicht abgebildet die Folie
die zum Abdecken des Faraday-Kéafigs diente. Die tiagestellte Abbildung entspricht nicht 100 %gnd
Versuchsaufbau. Die Abbildung soll der Ubersiclengin. Der Computer und der Perfusor befanden sitt n
in direkter Reichweite des Faradaykafigs, damitHudie Bedienung der Gerate eine Stérung der Vienmie-
den werden konnte.
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Die kardiovaskularen Parameter wurden Uber die stharerkristalle und ein damit
verbundenes 545C-4 Directional-Pulsed-Doppler-Fleten (Bioengeneering, University of
lowa, USA) erfal3t, die Signale Uber ein PowerLa&b4/ADInstruments Pty Ltd. Australia)
geblindelt und zur Datenverarbeitung auf einem Cdenpuonit Hilfe der Software Chart
V.4.2.3 (ADInstruments Pty Ltd. Australia) aufged®et.

2.4.4 Versuchsprotokolle

2.4.4.1 Invivo Infusionsversuche flr intakte und scheinprapariere Tiere

Jeder Infusionsversuch bestand aus einem Mel3zy&lusechzig Minuten, der sich in
einen zehnminutigen Vorlauf, eine zehnminutige sidasphase und eine vierzigminttige Er-
holungsphase unterteilte (Abb. 2.8). An einem Warden mehrere Mel3zyklen durchgefuhrt.
Zwischen diesen Zyklen wurden kurzzeitige Zwisch&msionen ausgefuhrt, die dem Aus-
tausch der Lésungen in dem Katheter dienten. IncAn® wurden, je nach vorangegangen-
em Experiment, Pausen von zwei bis drei Stundayeaten, bevor ein weiteres Experiment
gestartet wurde. Um baroreflektorische Reaktiongihrend der Infusion auszuschliel3en
(Burggren et al., 1990), wurde bei einer gleichmaRiGeschwindigkeit von 0,156 ml riin
infundiert. Zehnminitige Ringerinfusionen dienteierbei dem Ausschluf? der Volumenef-

fekte und zusétzlich als Kontrolle der Adenosind aier Adeninnukleotidlésungen.

< Vorlauf —} Infusions- 5-‘- Erholungsphase >
p ase

()

Abb. 2.8: 6 Ominltiger MeRzyklus eines Infusionsakmentes am Beispiel der Arteria descendens, das
mit Adenosin [2,4 nmol mih g*FG] durchgefithrt wurde. An einen zehnmindiitigen Wofl(k - t,0) schlieRt sich
eine zehnminiitige Infusionsphasg {tt,g)und eine 40 mindtiger Erholungsphase-(tso) an.

d

t
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2.4.4.2 |n vivo Infusionsversuche fir denervierte Tiere

Die Infusionsversuche gleichen denen fir die iaktiere. Im Vorfeld einer Ver-
suchsreihe wurde jedoch Uberprift, ob die kardweggrischen Nerven durchtrennt worden
waren. Wird der ruhende Hummer mit einem Glasstajestol3en, so fuhrte dieser Stimulus
bei intakten Tieren zu einer kurzfristigen Bradykar(McMahon, 1995) (Abb. 2.9). Fehlt

diese Reaktion, kann man davon ausgehen, daf3 dialelo Nerven durchtrennt sind

I e

& descendens A posterior

2 lateralis

Abb. 2.9: Originalaufzeichnung einer Dopplermessubargestellt ist eine durch einen externen Stimu-
lus ausgeldste, kurzfristige Bradykardie in derpAsterior, A. descendens und der A. lateralis desitders,
Homarus americanu®ie gepunktete Linie gibt den Zeitpunkt an, zmd#er Reiz ausgeldst wurde.

2.4.5 Das Prinzip der Dopplermessungen

Die Pulsed-Doppler-Flowmetrie basiert auf dem vémisgEan Doppler 1842 berechne-
ten und benannten Prinzip, das besagt, dal3 sidarelgeienz einer Wellenlange an einem Ort
andert, wenn sich dieser Ort und das Erregungsrentelativ zueinander bewegen (Lecher,
1973).

Die Pulsed-Doppler-Flowmetrie erlaubt kontinuignkdn vivo Messungen des Blut-
flusses in kleinsten Tieren. Der Blutflu3 kann dudie Verwendung kleiner piezoelektrischer
Transducerkristalle in Gefal3en mit einem Durchnregemessen werden, der geringer als 1
mm ist (Hartley und Cole, 1974). Die Kristalle simért gegeniber der Gewebsflissigkeit
und ermoglichen eine langere Verweildauer im Karier konnen mehrere Gefal3e simultan
gemessen werden.

Ein einzelner Transducerkristall sendet, innerhahes Funktionszyklus von 16 ps,
ein Signal von 20 MHz fir 0,8 ps in Richtung deddBes (Abb. 2.10). Dort trifft das Signal

auf ein definiertes Probenvolumen von 0,5 h{West, 1989), wird durch die in der Hamo-
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lymphe befindlichen Partikel reflektiert und vonndels Sender und Empfanger agierenden
Kristall aufgefangen. Durch die Geschwindigkeit Hé&mocyten kommt es bei der Reflektion
zu einer Zeitverzégerung und damit zu einer Freguerinderung (“Doppler-Verschie-
bung®). Nach der Emission der Ultraschallwelle Veitit eine Restzeit von 15,2 ps, innerhalb
der das Signal empfangen werden kann. AnschlieBegohnt ein erneuter Funktionszyklus.
Mit Hilfe der ,RANGE’-Funktion des Dopplers kanndabstand des Probenvolumens zum
Kristall justiert werden. Dadurch wird der Zeitpules Echoempfangs festgelegt. Die

| «—— FZ1lops ——> !

0,8 ps |

:|<—RZ15,2us—> | I |
I
1

a

[l

(O

FluBrichtung

~
~
~

Abb. 2.10: Schematische Darstellung eines Funktigkiss. Die Erklarung erfolgt im Text. FZ: Funk-
tionszyklus, RZ: Restzeit innerhalb der das Echgfamgen werden kann. K: Transducerkristéll;Winkel
zwischen FluRrichtung und der UltraschallwelleEaho der Ultraschallwelle (0,8 ps); b: Position Besbenvo-
lumens im Gefal3. Die Position kann mit Hilfe der lRBE-Funktion justiert werden. (Verandert nach West,
1989).

Festlegung des Abstandes wird durch die maximalehRReite des Transducerkristall
limitiert. Die Reichweite betréagt, anhand der Far(2e2) berechnet, 1,13 cm.

(th - (tE1 "'tE2 )) (c
X

Rmax =

=113%m (2.2)

Rnax= maximale Reichweite des Transducerkristalls

trz = Zeitspanne des Funktionszyklus [16 us]

te; = Zeitspanne der Ultraschallemission [0,8 us]

teo = Zeitspanne des Ultraschallempfangs [0,8 ps]

¢ = Geschwindigkeit des Schalls in der Hamolymh&g65 cm p3
x = 2 (fur die Halfte der Wegstrecke)
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Innerhalb dieser Reichweite lasst sich die Gesathigkeit der Hamolymphe bestim-
men und Uber die Gleichung (2.3) nach Hartley unte ©1974) sowie Reiber (1992) berech-
nen.

v = Af [c
2 Of, (tos 4

(2.3)

v = Geschwindigkeit der Hamocyten [ml]s

Af = Frequenzanderung/Doppler-Verschiebung [kHz]

¢ = Geschwindigkeit des Schalls in der Hamolymp&6p m 3]

fo = emittierte Frequenz [20 MHZz]

0 = Winkel zwischen Schallrichtung und der Richtules
HamolymphfluRes, Optimal cos 45°

Im Idealfall betragt der Winkel, mit dem der Kritan das Gefal? angenéhert wurde
45° (Hartley und Cole, 1974; West, 1989; Reibef2)9Unter diesen Bedingungen ware die
Frequenzanderung\f) nur noch von der Geschwindigkeit der Hamolymphbaagig. Das
zeigt sich durch Gleichung 2.4 nach Einsetzen derstanten (cof 0) in die Formel (2.3).

v [mm s = 55,33 [mm & kHz] - Af [kHZ] (2.4)

Das 545C-4 Directional-Pulsed-Doppler-Flowmeter @elh das Frequenzsignal in
elektrische Spannung um. Unter Beriicksichtigung@sigeratespezifischen Faktors, der flr
das analoge Spannungssignal [V] pro kHz Dopplestteebung 0,5 betragt, entsteht ein
doppelt so groRes Spannungssignal (Gleichung 2218)

BV _ o5 (2.5)
Af [kHZ
Af[KHZ] :EO—[\Q (2.6)

Durch Einsetzen der Gleichung (2.6) in Gleichung)2zeigt sich ein linearer Zusam-
menhang zwischen der HamolymphflieRgeschwindigkeitd dem analogen Ausgangssignal
E.

v [mm s% = 110,66 [mm ¢ kHZ] - E [V] (2.7)
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2.4.6 Datenerfassung und Auswertung

Uber den PHASIC-Ausgang des Pulsed-Doppler-Flowrseteurden die analogen
Signale Gber ein PowerLab 4/25 (ADInstruments Rt Australia) digitalisiert und zur Da-
tenverarbeitung auf einem Computer mit Hilfe deft@are Chart V.4.2.3 (ADInstruments
Pty Ltd. Australia) aufgezeichnet.

Anhand der Signalanzahl konnte die Herzfrequenm|ogrmittelt werden. Die Fliel3-
geschwindigkeit [mm Y wurde, nachdem die Flachen aller Signale (ibee dinute inte-

griert worden waren, Uber Gleichung 2.6 berechnet.

2.5 Bestimmung der Konzentrationen von Dopamin, Octapamd Serotonin

aus der Hamolymphe unter dem Einfluf3 von Adenosin

2.5.1 Praparation der Versuchstiere

Die Konzentrationen von Dopamin, Octopamin und fetio wurden in der Hamo-
lymphe unter Ruhebedingungen und Adenosineinflusiiment. Dazu wurde den Hummern
nach hypothermaler Anasthesie ein Infusionskathmtéschen das dritte und vierte Schreit-
beinpaar in den ventralen Blutsinus eingeflhrth@i.4.2.1). Der Katheter wurde mit einer
Spritze verbunden und die Infusion durch einem Wexf (Precidor Infors AG, Basel, CH)
kontrolliert.

Um die Konzentration einiger dieser Hormone dirakt Herzen erfassen zu kdnnen,
wurde die Hamolymphe aus dem Perikard entnommelateial zum Herzen das Perikardial-
organ angesiedelt ist. Das Perikardialorgan istretter Hauptfreisetzungsorte ftir Neurohor-
mone (Alexandrowicz, 1953). Durch seine Nahe zunzete kénnen die Hormone direkt auf
das Herz einwirken, und die Konzentration sollter eintsprechend hoch sein.

Mit einem Zahnarztbohrer (KaVo EWL, Leutkirch i.,2 mm Bohrkopf: Meisinger,
USA) wurde den Tieren oberhalb des Herzens einééfieng in den Cephalothorax gebohrt,
ohne jedoch die Hypodermis zu verletzen. Um einl@ufen der Hamolymphe wahrend der

Blutabnahme zu vermeiden, wurde das Loch mit Neopeeschlossen.

2.5.2 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau zur Hamolymphentnahme wurde iom@aufbau von den Dop-
plermessungen tbernommen (Abb. 2.11). Die Tieredammit Hilfe einer Klammer fixiert,
so dal3 die Kiemen sich unter Wasser befanden, lediecvorpréparierte Blutentnahmestelle
aus dem Wasser ragte. Zum einen wurde dadurchedi@@ungsfreiheit der Tiere soweit ein-
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geschrankt, dal’ eine zeitgenaue Hamolymphabnahwiéhgeistet werden konnte. Zum an-
deren konnte so verhindert werden, daf} verseherléewasser aufgezogen wurde. Um den
Hummern ohne gréfRere visuelle Stérungen Hamolymnaphentnehmen, wurde das Versuchs-
becken mit einer Moosgummiplatte abgedeckt. Ein def Abdeckung war im Bereich des
Cephalothorax und des Abdomens ausgespart, soidafdrgperforierte Stelle gut erreichbar

war.

Abb. 2.11: Darstellung des Versuchsaufbaus zuriBesing von Dopamin, Octopamin und Serotonin
aus der Hamolymphe vdtiomarus americanud.: Luftzufuhr, 2: Filterpumpe, 3: Klammer, 4: \dechsbecken,
5: Infusionskatheter mit Spritze 6: Perfusor.

2.5.3 Versuchsprotokoll

Die Versuchstiere wurden am Vorabend prapariei.{2.und in der Versuchsappara-
tur befestigt. Infusion und Probenentnahme fandénelstens 12 Stunden nach der Praparati-

on statt.

2.5.4 Probenentnahme

Durch die mit Neopren verschlossene, vorpraparigtédle konnten mittels einer Ka-
nile (0,6 - 30 mm; Nr. 14) mehrfach, ohne dal3 H@mphe auslief, Proben enthommen wer-
den. Den Hummern wurde zu den Zeitpunkigryts, ts; t7,5 tio; tizs tis; to und o H&mMo-
lymphe abgenommen. Nach Entnahme des Ruhewegfegsujide die Infusion mit Adenosin
[2,4 nmol min* g*FG] bei einer Infusionsgeschwindigkeit von 0,156 rshfir zehn Minu-

ten gestartet. Um zur Quantifizierung der Aminerawghend Hamolymphe zu erhalten, je-
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doch die Belastung fiir die Tiere so gering wie nabgku halten, wurde maximal 1 mL pro

Zeitpunkt entnommen.

2.5.5 Probenvorbereitung zur Quantifizierung von Dopamierotonin und

Octopamin

Die Hamolymphproben wurden in vorgekihlte Spritaefgezogen und nach Entnah-
me sofort auf Eis gelagert. Um ein Koagulieren ldémolymphe zu vermeiden, wurden die
Proben schnellstmdglich fir 5 min bei 2500 x g imee Kuhlzentrifuge (5417R, Eppendorf,
Hamburg) bei 4 °C zentrifugiert. Im Anschlufd wurdéea Proben fir Dopamin und Serotonin

sowie Octopamin unterschiedlich weiterbehandelt.

2.5.5.1 Dopamin und Serotonin

Nach der unter 2.5.5 genannten Zentrifugation weideAliquot von 200 uL Hamo-
lymphe mit 180 puL Ringer verdinnt. Zusatzlich wurdds interner Standard 20 pL Isoprot-
erenol [1pM] zugesetzt. Das gesamte Volumen von gDOvurde in eine UltrafréeMC
Zentrifugationseinheit mit einer Ausschluf3grof3e ¥06rkDa (Millipore, Bedford, USA) Uber-
fuhrt und anschlie3end bei 5000 x g fur 30 min43€& zentrifugiert. Das so von Proteinen (
10 kDa) befreite Eluat wurde sofort zur Bestimmwog Dopamin und Serotonin eingesetzt.
Proben, die nicht direkt gemessen werden konntendem bei -80°C eingefroren. Samtliche

Arbeitsschritte erfolgten auf Eis.

2.5.5.2 Octopamin

Zur Bestimmung von Octopamin wurde ein Aliquot dentrifugierten Hamolymphe
mit 0,1 mol L™ PCA im Verhaltnis von 1 : 5 versetzt. PrazipigsrtProtein wurde nach er-
neuter Zentrifugation (20 min; 16400 rpm; 5417R k@éntrifuge, Eppendorf, Hamburg) ab-
getrennt. Der Uberstand wurde bis zur Bestimmungd®C eingefroren.

2.5.6 Bestimmung der Aminkonzentration mittels RP-HPL@ alektrochemischer
Detektion

2.5.6.1 Bestimmung der Dopamin- und Serotoninkonzentration

Zur Bestimmung von Dopamin und Serotonin wurde ditidC-Anlage bestehend
aus einer Niederdruckgradientenpumpe (L-6200A ligeit Pump), Autosampler (LS-7200
LaChrom) beides Merck/Hitachi (Darmstadt/Tokio) sewinem elektrochemischen Detekti-

onssystem (Modell 5100A Coulochem II Multi-ElecteoBlectrochemical Detector mit einer
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High-sensitivity Analytical cell Modell 5011, ESAedford, Massachusetts, USA.) verwen-
det. Zusatzlich wurde ein Pulsdampfer (Modell 556%I-ESA, Bedford, Massachusetts,
USA) zwischen Pumpe und Autosampler geschaltetr Bime AID-Wandlerkarte wurde das
analoge Signal digitalisiert. Die Chromatogrammerden mit dem Software-Programm D-
6000 HSM (Merck/ Hitachi) als Spannung (mV) protéeiheit (min) aufgezeichnet und aus-
gewertet. Die Peakidentifizierung fand Uber dengiéigen Standard statt.

Die Niederdruckgradienten Pumpe wurde in einemretdchen Modus bei 0,75 mL
min’ betrieben. Der zwischen Pumpe und Autosamplerhgétete Pulsdampfer sorgte fiir
eine gleichmalige, laminare Strémung des Laufrsitield damit fur ein rauscharmeres Sig-
nal. Das Laufmittel bestand aus 0,75 mmoINaH,POs, 2,5 mmol [* Heptansulfonsaure, 20
umol L* EDTA und 25 % Methanol, pH 5.6. Es wurde abgewlmaeh einer Anleitung von
ESA (Coulochem Apliccations, Bedford, Massachusé&tA) hergestellt.

Uber den Autosampler wurden im Abstand von 15 Ményeweils 20 pL Probe inji-
ziert. Die Proben und Standards wurden dann Uiner Rirosph&STAR RP-18e Saule (150
- 4,6 mm, 5um) mit einer Vorsaule gleichen Mater{d - 4mm, 5um) bei 18 °C Raumtempe-
ratur getrennt.

Bei dem Durchgang durch die analytische Mel3zelledet Dopamin und Serotonin
bei positiven Potentialen oxidiert. Die coulomethien Elektrode (E1) wurde auf 50 mV und
die amperometrischen Elektrode (E2) auf 300 mV gé¢Berenbrink, 1994).

Im Vorfeld der Versuche wurde ein hydrodynamisciietamogramm erstellt (Abb.
2.13), mit dem Uberpruft werden konnte, ob dasridrame Potential auch fur Serotonin galt.
Das Voltamogramm wurde erstellt, indem das PotedéaElektrode E2 auf 0 mV festgesetzt
wurde, wahrend an E1 das Potential kontinuierliob lpauf um 50 bis 100 mV gesteigert
wurde. Nachdem keine Zunahme der Peakflache medicleet worden war, wurde das Po-
tential an E1 auf ein geeignetes hohes Mel3poteydisetzt. An E2 wurde die Spannung pro
Lauf um 50 bis 100 mV reduziert. Dabei wiesen Swriot und Dopamin bei 300 mV ein gu-
tes Oxidationsvermogen auf.

Die Abbildung 2.12 enthalt zusatzlich das Voltanasgm fir Octopamin. Octopamin
wurde allerdings nicht mit der angegebenen Anlagaeagsen, da keine geeignete Nachweis-
grenze erreicht werden konnte. Es sollte ledigtjekzeigt werden, daf3 fur die Oxidation von
Octopamin vergleichsweise h6here Potentiale (skebh&.2) notig sind. Durch die gewahlten
Potentiale wurden an E1 interferierende Substane®h ein Teil der gesuchten Amine
oxidiert. An der Mel3elektrode (E2) wurden danngksuchten Substanzen zu 100% oxidiert.

Fir Dopamin wurde so eine Nachweisgrenze von 1 nrtaind fiir Serotonin von 0,5 nmol
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L erreicht. Abbildung 2.13 zeigt ein Beispielchroogrtamm einer Hamolymphprobe unter

Adenosineinfluf® und eines Standards.
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Abb. 2.12: Hydrodynamisches Voltamogramm zur Etomity der Me3potentiale fir Dopamim( ), Se-
rotonin (A ) und Octopamir®( ). Die Linien geben Bietentiale an, die spater fur die Versuche gewasnftien
(E1 50 mV und E2 300 mV). Angegeben ist ebenfatttoPamin. Octopamin wurde nicht unter diesen Beding
ungen in den Proben gemessen, da hier héhere Rtgenir Oxidation notwendig waren. Weitere Erkfigan

finden sich im Text.

Um die Konzentration der Substanzen in den Prolebezechnen, wurde eine Kali-
brierungsgerade mit den jeweiligen Standards érsizie Standards wurden in Ringer-Lo-
sung frisch angesetzt und am gleichen Tag gemezgsesitzlich wurde die tatsachlich in der

Hamolymphe enthaltene Konzentration tUber die Wigtdungsrate des internen Standards

(Isoproterenol), der als 100% gesetzt wurde, beretich

Abb. 2.13: Bestimmung
von Dopamin und Serotonin mit-
tels HPLC-EC. Die Chromato-
gramme zeigen die Auftrennung
einer Hamolymphprobe unter A-
denosineinflul (schwarze Linie)
sowie einen Standard mit Dop-
amin (Da) und Serotonin (5HT) [5
nmol L] und dem internen Stan-
dard Isoproterenol (IP) [50 nmol
L™ (rote Linie).
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2.5.6.2 Bestimmung der Octopaminkonzentration

Octopamin konnte, mit der unter 2.5.6.1 beschriehéviethode, nicht mit geeigneter
Nachweisrate detektiert werden. Wie aus Abbildurd® Zu entnehmen ist, wurde ein Poten-
tial von mindestens 800 mV an der Mel3elektrode tighdam Octopamin zu oxidieren. Beli
diesem Potential war das Rauschen der Basislidecfeso hoch, dal3 kein geeignetes Signal
erhalten werden konnte.

Ein geeignetes Mel3signal wurde unter VerwenduneréitiPLC-Pumpe (LC-125 Sol-
vent Moduls), eines LC-507e Autosamplers mit nalggiodem LC-S&ulenofen (alle Beck-
mann, Instruments, Inc. USA) sowie eines elektratbehen Detektors (Bioquant PAM2,
Bischoff, Analysetechnik und -gerate GmbH, Leonbeaxgeicht. Datenerfassung und Aus-
wertung fanden Uber die Software Gold Nouveau Chtography Data System Ver. 1.6
(Beckman Instruments, Inc. USA) statt.

Die Hamolymphproben, das injizierte Volumen betA@guL, wurden isokratisch bei
0,5 ml min* tiber eine PurospH&8TAR RP-18e Saule (150 - 4,6 mm, 5um) (2.5.6.18rinn
halb von 30 Minuten bei einer Temperatur von 30g&rennt. Das Laufmittel bestand aus
0,75 mmol [* NaH,PO;, 3 mmol L' Heptansulfonséure, 20 pmol*'IM EDTA und 15 %

Methanol. Der pH wurde mit konzentrierter Phospéors auf 3.0 eingestellt.

de+5 | T 1, 5et+n
Fo10e+s
Jet+l S .
— =1
E o=
ah - S0ets &
E =
o Zetd =
= =
[
= \ 0A Fop
let+3 o
F-50et+s
1] 5 10 15 20 25 30
t [tri]

Abb. 2.14: Bestimmung von Octopamin mittels HPLC-B@s Chromatogramm zeigt die Auftrennung
einer Hamolymphprobe (schwarz) unter Adenosineffind eines Standards (OA) [100 nmd] (rote Linie).

Ein MeR3potential von 750 mV wurde verwendet, umdpamin an der ,glassy car-

bon" Elektrode des elektrochemischen Detektorsxadiaren (Abb. 2.14). Dieses Potential,
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das unter Berlcksichtigung obigen Voltamogramms dacth Austesten ermittelt wurde,
stellt einen Kompromif3 zwischen gunstiger Signaketdund Basislinienrauschen dar. Da-
durch wurde eine Nachweisgrenze von 2 nmbktreicht. Zur Berechnung der Octopamin-

konzentration wurde eine Standardkalibrierung dgeciihrt.

2.6 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit Hilfe des Statistikprogrammgn$ Stat (Version 3.1, Sigma,
Jandel Scientific, Erkrath) auf Signifikanz Gberfpridlle Daten wurden auf Normalverteil-
ung und Varianzgleichheit Uberpruift.

Die Ergebnisse der semi-isolierten Herzpraparationad der Dopplermessungen
wurden mit Hilfe der One Way Repeated Measures ARQF < 0,05) getestet. Als Kon-
trollgruppe dienten alle Vorlaufswerte der einzeligere, die gegen die anderen Mel3werte
getestet wurden. Signifikante Anderungen wurdenHilfe der Holm-Sidak Methode ermit-
telt. Wurde die Differenz zwischen den Vorlaufwer{®-tig) zur maximalen Abweichung un-
tersucht, fand eine Uberpriifung der Daten mittelpaarigen t-Tests auf Signifikanz statt.
Lag keine Normalverteilung vor, wurde der Mann-Wiki{ Rank Sum Test angewendet.

Die Hamolymphmessungen wurden ebenfalls mit der Ofa¢ Repeated Measures
ANOVA Methode auf vorhandene Signifikanzen untehguéls signifikant verschieden be-
wertet und mit einem * gekennzeichnet wurden digté&/eleren Wahrscheinlichkeit fir eine
zufalligen Unterschied P < 0,05 war.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, auf Wweln Weg Adenosin und seine Nu-
kleotide ihre regulatorischen Wirkungen auf daszH#ss Amerikanischen Hummekdoma-
rus americanusyermitteln. Sowohl Stegen und Grieshaber (200%)alch van de Meer
(2004;Astacus leptodactylyisiefen durch die Infusion von Adenosin und dereAhnukleo-
tiden in den Peribranchialsinus vivo eine signifikant gesteigerte Herzfrequenz und sige
nifikant erhohte FlieRgeschwindigkeit in decapod&mstaceen hervor. Zusatzlich akkumu-
lierte Adenosin signifikant unter funktionsbedingtdypoxie in der Abdominalmuskulatur
des Amerikanischen Hummers (Stegen, Maurer unds@ager, in Vorbereitung) und des ga-
lizischen Flusskrebses (van de Meer, 2004). In Hi@molymphe hingegen konnten unter
funktionsbedingter Hypoxie keine signifikant geéarede Adenosinkonzentrationen gefunden
werden (Stegen, 2001; van de Meer, 2004). Desludlte geklart werden, ob Adenosin und
seine Nukleotiden vivo einen direkten Einflul3 auf die Herzaktivitat ausiilmder ob indirek-

te, z. B. nervise und oder hormonelle Effekte, niedend wirken.

3.1 Untersuchungen am semi-isoliert@m gitu) Herzen

Die semi-isolierteif situ) Herzpraparation nach Wilkens und Mercier (1993)d&y-
licht es, die direkten Wirkungen verschiedener Melide des ATP-Katabolismus auf das
Herz des Hummers zu untersuchen. Nur unterstitzhdiie intakten Ligamente und das in-
takte Perikardialseptum sowie angetrieben durchHizganglion, schlug das Herz villig
unabhangig von nervdosen und hormonellen Einflisgdermehrere Stunden. Somit war es
maglich, eine direkte Wirkungsvermittlung von Adeimg AMP, ADP und ATP auf das Herz
zu untersuchen.

Nach einem finfmindtigen Vorlauf wurde das semligste (in situ) Herz mit drei
Adenosin- und Adeninnukleotidlosungen unterschaddir Konzentrationen fir eine Minute
perfundiert. Wahrend des insgesamt 25 Minuten witlee Versuchszeitraumes wurden der
ventrikuldre Druck [kPa] und das Herzminutenvolunfier. min™] simultan aufgezeichnet.
Mittels dieser beiden Parameter konnte die Hermieg [bpm] und das Schlagvolumen

[Schlag mift] bestimmt werden.
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3.1.1 Vergleich der Wirkung von Adenosin- und Adeninratidédsungen auf das

semi-isolierte (in situ) Herz

3.1.1.1 Perfusion der semi-isolierten in situ) Herzen mit Adenosinlésung

Der Einfluld von Adenosin auf die Herzaktivitat wardberpruft, indem die Herzen
mit Adenosinlésungen in Konzentrationen von 1 miidl(A), 2,5 mmol L* (B) und 5 mmol
L™ (C) fiir jeweils eine Minute perfundiert und die rilgarameter aufgezeichnet wurden
(Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Vergleich der Wirkungen unterschiedliainkentrierter Adenosinlésungen auf die Herzfre-
quenz [bpm], das Herzminutenvolumen [mL firden ventrikuléren Druck [kPa] und das Schlagumn [mL
Schlag'] der semi-isoliertenif situ) Herzen des Amerikanischen Hummetsmarus americanuNach einem
Vorlauf von funf Minuten wurde das Herz firr eineridte mit einer 1 mmol E (A), 2,5 mmol * (B) und 5
mmol L (C) Adenosinlésung perfundiert. (angegeben alseMiert + SD; n = Anzahl der verwendeten Herzen.
* = signifikant verandert zu allen Vorlaufswerten).

In das Herz perfundiertes Adenosin [1 mmél] I(A) veranderte die Herzfrequenz

nicht. Wahrend des gesamten Versuchszeitraums séiwvalie Herzrate um ein bis zwei
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Schlage um den Vorlaufswert von 59 + 13 bpm. Napplikation von 2,5 mmol £ Adeno-

sin (B) fiel die Herzrate innerhalb des 25 minutigéersuchszeitraumes von 54 + 13 bpm auf
51 + 10 bpm ab. Wurde eine 5 mmat Adenosinlésung (C) verwendet, sank beginnend mit
der Perfusion, die Rate ausgehend von den genaitt®orlaufswerten (56 + 14 bpm) inner-
halb von drei Minuten nach dem Perfusionsende auf 54 bpm. Nach einem geringflgigen
Anstieg fiel die Frequenz kontinuierlich ab, so d&a®in den letzten acht Minuten der Erho-
lungsphase signifikant zum Kontrollwert erniedrigr.

Das Herzminutenvolumen [mL mifih wies fiir alle drei Konzentrationen einen ver-
gleichbaren Verlauf auf. Bei A fiel das Herzminutelumen ausgehend von 16,23 + 9,72 mL
min™ mit Beginn der Perfusion innerhalb von zwei Minutgcht signifikant auf 14,97 + 9,71
mL min™® ab. Nach einem erneuten geringen Anstieg fielHieminutenvolumen stetig ab,
so dal} die letzten zwei Minuten der Erholungsphase Vorlaufswert signifikant erniedrigt
waren. Durch eine Adenosinkonzentration von 2,5 inbib (B) waren die Schwankungen
nach der Perfusion nicht so stark ausgepragt, wiertA beobachtet. Insgesamt nahm das
Herzminutenvolumen ausgehend vom Vorlaufswert @& 2,43 mL mift) bis zum Ende
des Versuchszeitraumes nicht signifikant auf 1Z@05 mL min* ab. Im Vergleich zu A
und B waren die unter C beobachteten Anderungestarksten ausgepragt. Ausgehend von
dem gemittelten Vorlaufswert (17,3 + 9,76 mL firkam es innerhalb von drei Minuten
nach dem Perfusionsende zu einem nicht signifikadtizierten Herzausstol3 von 13,72 +
11,19 mL mift. Bis zum Versuchsende blieben die Werte geringfiagier nicht signifikant
unter den Werten des Vorlaufs.

Der ventrikulare Druck [kPa] fiel unter A um 0,0P& ausgehend von 0,9 * 0,42 kPa
innerhalb einer Minute auf 0,85 + 0,41 kPa. Inn#slteer nachsten ein bis zwei Minuten stieg
der Druck wieder an, sank aber bis zum Versuchskodgnuierlich und nicht signifikant ab.
Durch die Perfusion mit einer 2,5 mmof IAdenosinlésung (B) nahm der ventrikulare Druck
zum Versuchsende hin langsam nicht signifikant Y@y + 0,24 kPa auf 1,17 + 0,17 kPa zu.
Eine Erhdhung der Adenosinkonzentration auf 5 min1o{C) filhrte mit Beginn der Applika-
tion der Losung zu einer Abnahme des Drucks vof %,0,53 kPa auf 1,07 £ 0,51 kPa. Im
weiteren Verlauf stieg der Druck dann bis zum Vehsende auf 1,29 + 0,53 kPa an.

Das Schlagvolumen [mL Schidgwurde unter A und B, ausgehend von den Vor-
laufswerten, geringfiigig reduziert (A: von 0,26 A® mL Schlag auf 0,24 + 0,18 mL
Schlag’; B: von 0,39 + 0,19 mL Schldwauf 0,37 + 0,16 mL Schl&y. Nach einem erneuten
geringen Anstieg sank das Schlagvolumen bis zunsidiisende stetig ab. Durch die einmi-

nitige Perfusion einer 5 mmol*LAdenosinlésung (C) nahm das Schlagvolumen innkerhal
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von drei Minuten nach dem Perfusionsende von 0,811% mL Schlag auf 0,27 + 0,19 mL
Schlag ab. Im weiteren Verlauf stieg das Schlagvolumentikaierlich an und war zum En-
de hin leicht erhoht.

3.1.1.2 Perfusion der semi-isolierten in situ) Herzen mit AMP-LOsung

In Abbildung 3.2 ist der EinfluR verschieden kornziemter AMP-L6sungen auf die
untersuchten Herzkreislaufparameter dargestellt.

In einem von sechs getesteten semi-isolient@si{u) Herzen wurde durch die Perfu-
sion mit einer 1 mmol T AMP-L6sung die Herzfrequenz gesteigert. Dabei natienFre-
quenz von 27 auf 40 bpm zu. Bei den anderen fiimzétewurde keine Anderung der Herz-

frequenz durch AMP hervorgerufen.
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Abb. 3.2: Wirkungen unterschiedlich konzentriefP-L6sungen auf die Herzfrequenz [bpm], das
Herzminutenvolumen [mL mifj, den ventrikularen Druck [kPa] und das Schlaguwwn [mL Schlag] semi-
isolierter {n situ) Herzen des Hummerklomarus americanudNach einem Vorlauf von finf Minuten wurde das
Herz fiir eine Minute mit einer 1 mmol*L(A), 2,5 mmol * (B) und 5 mmol [* (C) AMP-Lésung perfundiert.
(angegeben als Mittelwert + SD; n = Anzahl der vamdeten Herzen. * = signifikant verandert zu aNén-
laufswerten).
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Insgesamt blieb die Herzfrequenz durch die Perfudier AMP-LOsung unbeeinfluf3t
in einem Bereich von 53 + 17 bpm. In B schwankte derzfrequenz um den gemittelten
Vorlaufswert von 48 + 9 bpm mit maximal einem Schiao Minute. Nach der Perfusion mit
der 5 mmol [* Lésung (C) kam es allerdings wéhrend der Erholphgse zu einer nicht sig-
nifikanten langsamen Abnahme der Frequenz von 65 kpm auf 52 + 12 bpm,§}, gefolgt
von einem erneuten Anstieg auf 55 + 17 bpm.

Das Herzminutenvolumen [mL mih, der ventrikulare Druck [kPa] und das Schlag-
volumen [mL Schlag] wurden durch eine 1 mmol LAMP-Lésung (A) eine Minute nach
Perfusionsende nicht signifikant um den Faktor 110@9 und 1,07 gesteigert. Fur die Perfu-
sion mit einer 2,5 mmol £ AMP-Lésung (B) waren die Parameter um das 1,089 Lind
1,08fache erhoht. Bei der Applikation der 5 mmaol AMP-Losung (C) erhdhte sich das
Herzminutenvolumen nicht signifikant um den Fakigt8. Ventrikularer Druck und Schlag-
volumen wurden im Vergleich zum Mittelwert des \éurts signifikant gesteigert. Der Druck
nahm im Vergleich zum Vorlauf um 0,26 kPa (von 1409,44 auf 1,35 £ 0,42 kPa) und das
Schlagvolumen um 0,05 mL Schlagvon 0,31 + 0,22 auf 0,36 + 0,21) zu. Fiinf Minuten
nach Perfusionsende fielen die Parameter untegatigttelten Vorlaufswerte und wurden im
Verlauf der Erholungsphase zwischen der 19. undvizdute (Herzminutenvolumen), der 17.
und 23. Minute (Druck) und der 14. bis 25. Minugelflagvolumen) signifikant erniedrigt.

3.1.1.3 Perfusion der semi-isolierten in situ) Herzen mit ADP-Lésung

Der EinfluR der ADP-Lésungen (1, 2,5 und 5 mmd) buf die untersuchten Parame-
ter ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Bei A und Bimen nur geringe Schwankungen der Herz-
frequenz um den Ruhewert von 49 = 5 bpm (A) und-4® bpm (B) beobachtet. Bei C kam
es in Bezug auf den Vorlauf (50 = 16 bpr))(hach einem leichten Anstieg zu einer nicht
signifikant verringerten Herzrate (42 + 18 bpnag)t Im weiteren Verlauf der Erholungsphase
stieg die Herzfrequenz aber erneut auf 46 + 17&yehpro Minute an.

Das Herzminutenvolumen wurde unter dem Einflu@ Hemmol L* ADP-L8sung
wahrend der Perfusion nur geringfiigig von 14,9897 2nL min' auf 15,74 + 3,45 mL mih
gesteigert. Das entspricht einer Zunahme von 5aweéiteren Verlauf fiel das Herzminuten-
volumen innerhalb von zehn Minuten unter den Vddeuert, blieb bis zum Ende erniedrigt
und war zwischen der 20. und 21. Minute signifikamtiedrigt. Der ventrikulare Druck wur-
de ebenfalls nur um 5% von 0,65 + 0,22 kPa auf & &322 kPa erhtht, wohingegen es zu
keiner Anderung des Schlagvolumens wahrend deuslerf kam. Hier ergab sich ebenfalls
zwischen der 20. und 21. Minute ein signifikantiednigtes Schlagvolumen.
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Abb. 3.3: Vergleich der Wirkungen unterschiedlidnkentrierter ADP-Ldsungen auf die verschieden-
en Herzparameter semi-isoliertém 6itu) Herzen vorHomarus americanufNach einem Vorlauf von funf Mi-
nuten wurde das Herz fiir eine Minute mit einer 1ahi' (A), 2,5 mmol [* (B) und 5 mmol [* (C) ADP-L6-
sung perfundiert. (angegeben als Mittelwert + SB; Anzahl der verwendeten Herzen. * = signifikaatandert
zu allen Vorlaufswerten).

Durch die Applikation einer 2,5 mmolLADP-Lésung (B) nahm das Herzminuten-
volumen zwischenstund  signifikant von 15,4 + 3,65 mL mihauf 20,35 + 5,43 mL mih
zu. Der ventrikulare Druck wurde ebenfalls zwischetnd g signifikant von 0,78 + 0,23 kPa
auf 1,05 + 0,27 kPa gesteigert, genauso wie dak@ablumen, das von 0,33 + 0,09 auf 0,46
+ 0,15 kPa signifikant erhoht war. Durch die Peidnamit einer 5 mmol I Lésung (C) kon-
nten die Parameter nicht weiter gesteigert werBas. Herzminutenvolumen nahm nicht sig-
nifikant von 10,95 #+ 1,84 mL mihauf 13,77 + 2,18 mL mihzu und der ventrikulare Druck
stieg nicht signifikant von 0,99 + 0,29 kPa auf@l20,26 kPa an.

Das aus der Herzfrequenz und dem Herzminutenvolumeechnete Schlagvolumen
nahm drei Minuten nach Perfusionsende signifikaont 9,25 + 0,09 auf 0,36 + 0,14 mL
Schlag' zu. Im Vergleich zur Perfusion mit der 2,5 mmét Lésung (B) wurden die maxi-
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malen Effekte jedoch um eine Minute verzdgert eheiBei B wurde der maximale Wert

zum Zeitpunkt4 gemessen, wohingegen bei C der maximale Wert legidicht wurde.
Unabhangig davon waren die erhéhten Werte der geterdParameter innerhalb von

zwei Minuten (B) bzw. drei Minuten in C (Schlagvoian) nach dem Perfusionsende abge-

klungen.

3.1.1.4 Perfusion der semi-isolierten in situ) Herzen mit ATP-L6sung

Abbildung 3.4 stellt den Einflul3 dreier ATP-L6sung@, B und C) auf die semi-iso-

lierten (n situ) Herzen dar.
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Abb. 3.4: Anderung der Herzparameter der semidsi@h (n situ) Herzen, vorH. americanusin Ab-
hangigkeit von der ATP-Konzentration. Nach einenrlfaf von finf Minuten wurde das Herz fir eine Mi@u
mit einer 1mmol [* (A), 2,5 mmol ! (B) und 5 mmol [* (C) ATP-Lésung perfundiert. (angegeben als Mittel-
wert = SD; n = Anzahl der verwendeten Herzen. fgniikant verandert zu allen Vorlaufswerten).

Die Perfusion einer 1 mmol'LATP-L6sung (A) hatte keinen EinfluR auf die Heezfr
guenz. Die Herzrate betrug Uber den gesamten Mesgaitraum gemittelt 50 £ 10 bpm. Da-
gegen kam es bei der 2,5- (B) und 5 mmoIATP-Lésung (C) eine Minute nach der Perfusi-
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on zu einem kurzfristigen Abfall der HerzfrequeBmrch die 5 mmol [ ATP-Lésung (C)
war der Abfall ausgehend vom Vorlauf mit 45 £ 16rbpuf 34 + 10 bpm starker ausgepréagt
als durch die 2,5 mmol L ATP-Lésung (B), hier fiel die Herzrate von 46 + Bm auf 42 +

12 bpm. Des weiteren sank bei B die Herzfrequeazbm Ende der Erholungsphase konti-
nuierlich, aber nicht signifikant bis auf 42 + 1@nb ab. Dagegen stieg bei C die Herzfrequenz
bis zum Versuchsende erneut auf 45 + 16 bpm an.

Unter dem EinfluR einer 1 mmol™LATP-Lésung wurde das Herzminutenvolumen
ausgehend von 14,11 + 4,76 mL fiom das 1,15fache gesteigert. Bei B kam es zwischen
der sechsten und neunten Versuchsminute zu eigeifisanten Zunahme um das 1,6fache,
von 12,14 + 1,67 auf 19,64 + 7,53 mL flirBei C konnte eine 1,3fache Steigerung des Herz-
minutenvolumens von 10,29 + 2,77 auf 13,37 + 4,2mik* verzeichnet werden.

Die Perfusion einer 1 mmol 1ATP-Losung (A) steigert den ventrikuldren Druck um
20%. Die Zunahme von 0,79 £ 0,17 auf 0,96 % 0,22 WRr dabei nicht signifikant. 2,5 mmol
L™t ATP (B) erhohte den ventrikulare Druck von 0,68,21 auf 1,09 + 0,289 kPa. Das ent-
spricht einer Zunahme von 70%. Durch die 5 mmdlUdsung (C) wurde die Amplitude
nicht weiter gesteigert. Der Druck nahm lediglich 40% von 0,9 + 0,17 auf 1,38 + 0,31 kPa
Zu.

Das Schlagvolumen stieg durch die Perfusion mierelhmmol L' Lésung (A) von
0,28 + 0,08 mL Schlabauf 0,32 + 0,07 mL Schldy14%) an. 2,5 mmol £ ATP (B) fiihrten
zu einer Zunahme von 0,28 + 0,08 mL ScHiayf 0,49 + 0,12 mL Schlady(75%). Eine
ATP-Konzentration von 5 mmol L (C) steigerte das Schlagvolumen von 0,25 + 0,07 mL
Schlag' auf 0,42 + 0,14 mL Schldgund somit um 68%.

Bei B und C ist zuséatzlich zu erkennen, dal3 dield&TP hervorgerufenen Effekte
zwischen der zweiten und dritten Minute abgeklungranen. Danach verliefen die Werte im

Bereich des Vorlaufniveaus.

3.1.1.5 Vergleich der Wirkung von Adenosin- und Adeninnukleotidlosungen auf die
semi-isolierte (n situ) Herzaktivitat

Abbildung 3.5 zeigt den Einflul3 von Adenosin unthee Nukleotide auf die Herzfre-
quenz [bpm] und den ventrikuldren Druck [kPa]. Naaem Vorlauf von finf Minuten wur-
den die Herzen fiir eine Minute mit einer 2,5 mmdl llosung von Adenosin und den Ade-
ninnukleotiden perfundiert. Es schloss sich einenl®itige Erholungsphase an.

Die Herzfrequenzen lagen wahrend der Vorlaufe zwgac54 + 13 bpm (Adenosin)
und 46 = 11 bpm (ATP) und zeigten fir den restiichersuchszeitraum nur geringe Abwei-
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chungen von maximal 2-3 Schldgen. Lediglich fir Akdn es gegen Ende der Erholungs-
phase zu einer nicht signifikanten Abnahme der k@gag von 46 = 11 bpm auf 41 + 12 bpm.
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Abb. 3.5: Vergleich der Wirkungen von Adenosin- uldieninnukleotidldsungen auf die Herzfrequenz
[bpm], das Herzminutenvolumen [mL rifip der semi-isoliertenirf situ) Herzen des Amerikanischen Hummers,
Homarus americanusNach einem Vorlauf von funf Minuten wurde das Héir eine Minute mit einer 2,5
mmol L* Adenosin-, AMP-, ADP-, und ATP-L6sung perfundigeingegeben als Mittelwert + SD; n = Anzahl
der verwendeten Herzen. * = signifikant verédnderalten Vorlaufswerten).

Vergleicht man die Wirkungen von Adenosin und deteAinnukleotiden auf das
Herzminutenvolumen, so wurde dieses, ausgehendAdemosin in der Reihenfolge AMP,
ADP und ATP, erhoht. Durch die Adenosin Perfusiamrde der Herzausstol3 nicht signifi-
kanten von 1,56 + 1,01 mL mifrreduziert und AMP erhohte das Herzminutenvolumehtni
signifikanten um 1,76 + 1,61 mL minADP und ATP steigerten beginnend mit der Perfusio
den Herzausstol3 signifikant um den Faktor 1,321y64.

Die gemittelten Vorlaufswerteyfts) und die maximalen Werte des Herzminutenvolu-
mens und die daraus berechneten Differenaeim{ min™]) sind fiir Adenosin und die Ade-
ninnukleotide in Tabelle 3.1 wiedergegeben. Zugitzist der Zeitraum bis zum Erreichen

des maximalen Wertesyk [s]) und der Zeitraum bis zum Ausklang des gestégmn Herzmi-
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nutenvolumens ¢t [s]), ausgehend vom Perfusionsbeginn, angegeben Efmittlung der
Zeitraume wurde der Vorlauf eines jeden Einzelexpentes gemittelt {tts) und ausgehend
von diesem Mittelwert wurde die Zeit bis zur maxiemAnderung bestimmt. Die Erholungs-
zeitspanne wurde festgestellt, indem erneut vomadsmittelwert und dessen Standardab-
weichung der Zeitpunkt ermittelt wurde, an dem Haszminutenvolumen wieder innerhalb
der Standardabweichung des Vorlaufs lag.

Ausgehend von Adenosin nahm die Differenz zwisc¥ierlauf und maximalen Wert
zum ATP hin zu. Die Zeit (s), die dabei bendtigtrdey lag zwischen 105 + 30 (ADP) und
195 + 57 Sekunden (Adenosin).

Tab. 3.1: Vergleich der gemittelten Vorlaufsweres dHerzminutenvolumens [mL mihmit den maxi-
mal erreichten Werten [mL mifih und der daraus berechneten DifferenznjL min?] fiir die Adenosin- und
Adeninnukleotidlésungen [2,4 nmol mirg*FG]. Ebenfalls angegeben ist die Zeit [s] bis deximale Wert
(tmax[S]), und der Erholungszeitraung(s]) erreicht wurde. Die Werte wurden anhand deré&laufe ermittelt.

MW Vorlauf  max. HMV

[mLmin®]  [mLmin™]  A[mLmin™]  t,[s] te[s] n

Adenosin 18,26 +6,43 16,70£6,00 -156+1,01 19595 270+232/4 4
AMP 16,65+4,2 1862+55 1,76+16: 180+169, 18084, 5
ADP 1540+3,6; 20,87+54 547+2,0 105+30,( 255%90, 4
ATP 12,14+16. 1994+73 7,81+6,20 150+34,( 31066, 4

Der durch die Perfusion der Nukleotide hervorgeraf@nstieg des Herzminutenvolu-
mens wurde in der Reihenfolge AMP < ADP < ATP temieiit.

Der Einflu@ von Adenosin- und den Adeninnukleotgslliigen auf den ventrikularen
Druck [kPa] und das Schlagvolumen [mL Schipigt in Abbildung 3.6 dargestellt. Der ven-
trikulare Druck lag zu Beginn der Adenosinperfusimn 0,39 + 0,19 kPa und nahm wahrend
der Erholungsphase nicht signifikant um 0,02 kPalalych die AMP-LOsung nahm der ven-
trikulare Druck circa eine Minute nach Perfusiorgghe ausgehend von 0,36 * 0,13 kPa nicht
signifikant auf 0,39 + 0,19 kPa zu.

Erst die Perfusionen mit ADP und ATP fuhrten im §lerch zum Vorlauf zu einem
um das 1,35fache (ADP) und 1,7fache (ATP) signiftkgesteigerten ventrikularen Druck.
Die in Tabelle 3.2 dargestellten Werte geben denflidE von Adenosin und den Adeninnu-
kleotiden auf den ventrikularen Druck wider.
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Abb. 3.6: Dargestellt ist die Wirkungen von Ademesiind Adeninnukleotidlésungen auf den ventriku-
laren Druck [kPa] und das Schlagvolumen [mL Schjagemi-isolierter Herzen des Amerikanischen Hunmsner
Nach einem Vorlauf von fiinf Minuten wurde das Hiinzeine Minute mit einer 2,5 mmolLAdenosin, AMP-,
ADP- und ATP-Ldsung perfundiert. (angegeben algéMitert + SD; n = Anzahl der verwendeten Herzer. *
signifikant verandert zu allen Vorlaufswerten).

Die Zeiten (hay, die dabei benttigt wurden, bis die maximalerek# eingetreten
waren, lagen zwischen 105 = 30 (ADP) und 180 + 2@&ktkunden (AMP). Der Anstieg des
ventrikularen Drucks wurde in der Reihenfolge Adgnc< AMP< ADP < ATP beendet.

Tab. 3.2: Vergleich der gemittelten Vorlaufwertes dentrikuldren Drucks [kPa] mit den maximal er-
reichten Werten [kPa] und der daraus berechnetéfarBhz A mL min] fir die Adenosin- und Adeninnukleo-
tidlésungen [2,4 nmol mihg'FG]. Ebenfalls angegeben ist die Zeit [s] bis daximale Wert (t.,[s]) und der
Erholungszeitraum ¢t [s]) erreicht wurde. Die Werte wurden anhand dez&laufe ermittelt.

MW Vorlauf max. Pvent

[kPa] [kPa] A[kPa] t max [s t Er [s] n
Adenosin 111+0,28 104+0,22 -0,07+0,06 105657, 105+123,7 4
AMP 090+0,2 100+0,20 0,11+0,00 180+203, 240 % 49, 5
ADP 0,78+0,23 1,10+0,33 0,32+0,11 105+30,0 24095 4
ATP 0,63+0,2 109+0,20 0,46+0,3l 150 + 34,1 375+ 75, 4
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Das Schlagvolumen [mL Schiagwurde durch Adenosin nicht signifikant um -0,03 +
0,04 mL Schlag reduziert, wahrend durch AMP das SchlagvolumenQéd + 0,02 mL
Schlag' zunahm (Abb. 3.6 und Tab. 3.3). ADP und ATP hireregrhohten das Schlagvolu-
men signifikant um 0,13 + 0,06 (ADP) und um 0,2,8®DmL Schlag (ATP).

In Tabelle 3.3 sind die Anderungen fiir das Schlagwen angegeben. Ebenfalls sind
die Zeiten angegeben, in denen der maximale Wegicat wurde und der Effekt wieder ab-
geklungen war. Die maximalen Anderungen wurden aiida 120 + 0 (ATP) und 168 +
143,2 (AMP) Sekunden erreicht.

Tab. 3.3: Vergleich der gemittelten Vorlaufsweres &chlagvolumens [mL Schidigmit den maximal
erreichten Werten [mL Schidjund der daraus berechneten DiffereazjL min?] fiir die Adenosin- und Ade-

ninnukleotidldsungen [2,4 nmol ming’FG]. Ebenfalls angegeben ist die Zeit [s] bis deximale Wert (fax
[s]) und der Erholungszeitraunm(fs]) erreicht wurde. Die Werte wurden anhand dez&laufe ermittelt.

MW Vorlauf max. SV
[mL Schiag] [mL Schlag] A[mL Schiac®]  t maS] te [s]

n

Adenosil 039+0,1' 0,36+01 -0,03+0,00 120+49, 210+103, 4
AMP 03601 040+01 0,04+0,0. 168+143, 225+150, 5
ADP 033+0,09 046%0,15 0,13+0,06 105+30,0 2890 4
ATP 0,28+0,08 048=+0,12 0,20+0,09 120+ 0,0 39075 4

Das durch die Perfusion von Adenosin- und den Admrkleotidiésungen geénderte
Schlagvolumen erreichte in der Reihenfolge AdengsiAMP < ADP < ATP wieder den
Ruhewertebereich.

3.2 In vivo Messungen mit dem Pulsed-Doppler-Flowmeter: Vale
zwischen intakten Tieren und Tieren denen die kaediulatorischen
Nerven durchtrennt wurden (denervierte Hummer)

Die Wirkung von Adenosin und seinen Nukleotiden digf Herzfrequenz [bpm] und
die FlieRgeschwindigkeit [mmi'$ der Hamolymphe in verschiedenen GefaRen omarus
americanusvurde mit Hilfe der Pulsed-Doppler Flowmetrie (ge2.4, Seite 19 vivoin in-
takten und denervierten Hummern untersucht. Dahedan Adenosin und die Adeninnu-
kleotide in unterschiedlichen Konzentrationen tbehn Minuten in den Peribranchialsinus
infundiert. FUr die Messungen bei denervierten @newurden, basierend auf einer Methode
nach Guirguis und Wilkens (1995), den Hummern diedioregulatorischen Nerven durch-
trennt (siehe 2.4.2.2, Seite 21). Durch diesen ffingurden neuronale Einflisse seitens des
zentralen Nervensystems unterbunden. Im weiteretaifedes Ergebnisteils werden diese

Hummer als denervierte Tiere bezeichnet. In Venbngdmit den Ergebnissen aus der semi-
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isolierten (n situ) Herzpréparation sollte es mdglich sein, weitetekchlisse auf die Wir-
kungsvermittlung von Adenosin und den Adeninnuktéat zu ziehen.

3.2.1 Vergleich der Herzfrequenz und der Flie3geschwikeligunter Adenosin-

einfluf’

Im folgenden sollen die Einflisse von Adenosin daf Herzkreislaufsystem des
Amerikanischen Hummers dargestellt werden. In AbRG. ist der Gesamttiervergleich unter
AdenosineinfluB mit einer Konzentration von 2,4 mmin™ g'FG dargestellt. Neben dieser
Konzentration wurde der EinfluR durch eine 0,5 nmat™ g*FG und 1,2 nmol mih g'FG
Adenosinlésung getestet. Diese Abbildungen zum @#savergleich finden sich im An-
hang. Der Einflu3 der verschiedenen Adenosinkomagahen auf die Herzfrequenz sowie
die FlieRgeschwindigkeit in den A. descendens, Atgrior und A. laterales werden unter
3.2.1.2 und unter 3.2.1.3. beschrieben.

3.2.1.1 Gesamttiervergleich unter dem EinfluR von Adenosiri2,4 nmol min™ g*FG]

Abbildung 3.7 zeigt die durch Adenosininfusion [Zyhol miri* g*FG] hervorgeru-
fenen Effekte auf die Herzfrequenz [bpm] und dieegeschwindigkeit [mm™§ fir die A.
posterior, A. descendens und die A. lateralisriakte (A) und denervierte Hummer (B).

In intakten Amerikanischen Hummern stieg innerhalb ein bis zwei Minuten nach
Infusionsbeginn die Herzfrequenz ausgehend von @®gm schnell und signifikant auf 87 +
5 bpm an. Zwolf Minuten nach Ende der Infusion dig Herzfrequenz auf 75 £ 8 bpm abge-
sunken. Bis zum Ende der Erholungsphase blieb drardite im Vergleich mit den Vorlaufs-
werten um 4 bis 7% erhdht. Im Gegensatz dazu kabeieden denervierten Hummern zu ei-
nem langsamen, gleichmaRigen, nicht signifikantesti®g der Herzfrequenz bis zum Ende
der Infusion von 81 + 16 auf 85 + 14 bpm. Wéahrerd Erholungsphase blieb sie um ca. 5%
erhoht.

Der Verlauf der Flie3geschwindigkeit in den dretarsuchten Gefél3en bei intakten
und denervierten Tieren verlief nach einem ahnhclaber unterschiedlich ausgepragten Re-
aktionsmuster. Die FlieRgeschwindigkeit in der Agvbsterior intakter Tiere (A) lag wahrend
des Vorlaufs bei 29,23 + 10,12 mni. €ine Minute nach dem die Infusion gestartet worde
war, stieg die FlieBgeschwindigkeit an und war abaiveiten Infusionsminute bis zur dritten
Minute nach der Infusion signifikant erhoht. Die ximaale Flie3geschwindigkeit (98,88 *

43,17 mm $) wurde zum Zeitpunkt;# erreicht. Bevor die Infusion beendet wurde, begann
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die FlieRgeschwindigkeit zu fallen und erreichtemaechs Minuten einen leicht erhdhten
Vorlaufswert von 35,99 + 14,4 mnt sder bis zum Versuchsende erhéht blieb.

A
e 120 i 1 120
=9 —t

‘5: 100 + n | ! * 100 -
S 80+ w—-ﬁ 80
o ; ! !
£ 40 | ! 40 [ !
T 204 ' ! 20 - ! !
T ! | o ! !

240 {n=11 | | A. posterior| 240 -{n=6 | | A. posterior

200 l 200 4 | |

160 : 160 - : ;
W, 120+ i 120
g 80 I 80
S ] L4
= 40 - 40
_é 0 i I 0
D 240-n=5 i ! A.descendens 240 n=
2 200 | 200
EE) 160 i 160
@ 120 ! 120 | @
g’ 80 + | | 80 + |
2 404 ¢ | 40 i
5 .0 ' : — 0 | i :
£ 240-n=5 | | A.lateralis| 240 |{n=5 | | A lateralis
> ! !
s 160 - ! |, 160 | !

120 | ! | 120 | | o+

80 ! 80 !
40 !ﬁ, i | 20 ﬁ ! b
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
t [min] t [min]

Abb. 3.7:In vivo Vergleich zwischen intakten (A) und denerviertBh) Amerikanischen Hummerijo-
marus americanusnter dem Einflu von 2,4 nmol mirg’FG Adenosinlésung auf die Herzfrequenz [bpm] und
die FlieRgeschwindigkeit der Hamolymphe [mf}) & verschiedenen GefaRen. Nach einem zehnminiitige-
lauf wurden 2,4 nmol mih g'FG Adenosinlésung iber einen Zeitraum von zehn kiminfundiert. (MW +
SD; n = Anzahl der Versuchstiere) * bezeichnet eisignifikanten Unterschied zum Kontrollwert.

Die FlieRgeschwindigkeit in der A. posterior firnéevierte Tiere (B) wurde ausge-
hend von einem Ruhewert (41,86 + 19,83 mhreaximal auf 87,36 + 49,36 mni gestei-
gert und war ab der vierten Infusionsminute bigéinute nach der Infusion signifikant er-
hoht. Auch hier begann die Geschwindigkeit bereidhrend der Infusion abzunehmen. Im
Gegensatz zum intakten Tier wurde bereits nachMiuten der Vorlaufswertebereich errei-
cht. Im weiteren Verlauf sank die FlieRgeschwineéigkinter den Vorlaufswert, stieg aber bis
zum Ende der Erholungsphase erneut an.

Fir die A. descendens nahm die FlieRgeschwindighkritdas 3,5fache im Vergleich
zum Vorlauf (35,29 + 8,79 mni*$ zu und war ab der zwdlften bis zur 23. Minutengfigant
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erhoht. Acht Minuten nach Ende der Infusion war @eschwindigkeit der Hamolymphe auf
40,14 + 16,11 mmSabgesunken.

In denervierten Tieren wurde die HamolymphflieRgeaadigkeit um das 2,73fache
zum Vorlaufswert beschleunigt. Die Geschwindigkeihm von 54,06 + 22,24 auf 147,65 +
67,6 mm & zu und war auch hier ab der zwélften Minute bis 28. Minute signifikant ge-
steigert. Vier Minuten nach der beendeten Infusiamde der Vorlaufwertebereich erreicht.
Die FlieBgeschwindigkeit fiel aber im Gegensatz zatakten Tier unter den Wert des Vor-
laufs (40,18 + 26,85 mm’s 13 Minuten nach der Infusion), um dann langsaradei auf
48,48 + 18,85 mm Sanzusteigen.

Ein vergleichbares Bild lieferte die A. lateralister Adenosineinfluf3. Die Geschwin-
digkeit der Hamolymphe wurde in intakten Tieren das 3,07fache ausgehend von 17,69 +
5,34 auf 54,32 + 20,72 mni-$t;7) gesteigert. In denervierten Tieren nahm sie umid@4-
fache von 31,13 + 14,13 auf 60,40 + 25,67 mhfts) zu. Signifikant erhdht war die FlieRge-
schwindigkeit zwischen der 14. und 23. Minute (kbhfaind zwischen der 16. und 20. Minute
(denerviert). Im intakten Hummer wurde der Vorlavdst sechs Minuten nach Ende der Infu-
sion erreicht, wahrend im denervierten Tier bereésh vier Minuten die Flie3geschwindig-

keit im Bereich des Ruhewertes lag.

3.2.1.2 Vergleich der Herzfrequenz unter dem Einflul? verscieden konzentrierter

Adenosinlésungen

Stegen und Grieshaber (2001) konnten in intaktemidarn einen konzentrationsab-
hangigen Effekt durch die Infusion von Adenosin digf Herzfrequenz zeigen. Eine Konzen-
trationsabh&ngigkeit der Effekte in denerviertear&n wurde durch zehnminutige Infusionen
von 0,5, 1,2 und 2,4 nmol mirg*FG Adenosin, untersucht.

Die Wirkung der unterschiedlichen Adenosinlésungerf diein vivo Herzfrequenz
[bpm] fUr intakte (A) und denervierte Hummer (B) wird(ibb. 3.8) wiedergegeben.

In intakten Tieren wurden durch die Adenosininfagin innerhalb von ein bis zwei
Minuten die Herzfrequenzen rapide gesteigert uneicrten gegen Ende der Infusionsperio-
den maximale Raten. Durch 0,5 nmol thig'FG Adenosin war der chronotrope Effekt ver-
zogert, da diese Konzentration zuerst zu einerfikstigen Abnahme der Herzfrequenz fihr-
te. Danach nahm die Herzfrequenz nicht signifikater durch einen raschen Anstieg ge-
kennzeichnet, um das 1,15fache zu. Durch die lofigsi von 1,2 und 2,4 nmol mMirg'FG
Adenosin wurden die Herzfrequenzen signifikant 2domlauf um das 1,19fache erhéht. Die
ErholungszeitrAumeg) betrugen drei, finf bzw. sechs Minuten.
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Abb. 3.8:In vivo Vergleich der Herzfrequenz [bpm] bei intakten (#)d denervierten (B) Hummern,
Homarus americanusnter dem Einflul3 verschieden konzentrierter AdamdsungenNach einem zehnminditi-
gen Vorlauf wurden Adenosinlésungen mit einer Kaneation von 0,5, 1,2 und 2,4 nmol rilig'FG Uber ei-
nen Zeitraum von zehn Minuten infundiert. (MW = SD= Anzahl der Versuchstiere. In der rechten atere
Ecke ist die jeweils eingesetzte Konzentration gegen.) * bezeichnet einen signifikanten Unterstidiem
Kontrollwert.

Bei denervierten Tieren (B) wurden ausgehend vam giEmittelten Kontrollwerten

(0,5 nmol min* g*'FG: 89 + 17; 1,2 nmol mihg*FG: 92 + 23 und 2,4 nmol ming'FG: 81
+16 bpm) die Herzfrequenzen langsamen wahrendndesibnsphasen gesteigert. Dabei wur-
de wahrend der Infusion von 0,5 nmol Mig’FG Adenosinldsung die Herzfrequenz nicht
signifikant um das 1,03fache gesteigert. Durchriy®l min* g'FG war gegen Ende der In-
fusion (ko) die Herzfrequenz nicht signifikant um das 1,0#fagesteigert und durch 2,4
nmol min! g'FG Adenosin wurde im Vergleich zu den beiden ami&enzentrationen nur
eine geringfugig hohere Rate (1,06fach) erreicid.Z8m Ende der Versuchsperiode blieben

die Herzfrequenzen auf diesem Niveau.

3.2.1.3 Vergleich der Flie3geschwindigkeit in der A. desceadens unter dem Einfluf3

verschieden konzentrierter Adenosinldsungen

Wie aus Abbildung 3.7 zu entnehmen ist, steigederfsin in allen untersuchten Ge-
falken die HamolymphflieRgeschwindigkeit mit einémnlichen, jedoch nicht identischen Re-
aktionsmuster. Da der Effekt in der A. descendensaasgepragtesten war, soll dieses Gefal3
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exemplarisch gezeigt werden (Abb. 3.9). Die Abkilgen fur die beiden anderen Gefalde fin-
den sich im Anhang, werden aber im Text besprochen.

Nach Vorlaufen von zehn Minuten wurden Adenosintiggn (0,5; 1,2; 2,4nmol miin
g'FG) in die Hamolymphe infundiert. Aufgezeichnet deirdabei die FlieBgeschwindigkeit
der Hamolymphe [mm™§ wéahrend der Kontrollperiodeoftio), unter Adenosineinfluf? 1

too) und in der Erholungsphasgftso).
A B

240 In=5
200 1
160 -
120 1
80 4 __
40 |

0,5 nmol min*g'FG

243
200 -
160 1
120
80 1

40 1

243
200
160 -
120 1
80
40 1

-

HamolymphflieBgeschwindigkeit[mm s']

t [min] t [min]

Abb. 3.9:In vivo Vergleich der HamolymphflieBgeschwindigkeit [mif $n der Arteria descendens,
intakter (A) und denervierter (B) Hummer unter Hif¥f verschieden konzentrierter AdenosinlésungerchNg-
nem zehnminiitigen Vorlauf wurden Adenosinlésungénkmnzentrationen von 0,5, 1,2 und 2,4 nmol thig*
FG Uber einen Zeitraum von zehn Minuten infundigvtW + SD; n = Anzahl der Versuchstiere. In derhien
oberen Ecke ist die jeweils eingesetzte Konzewinadingegeben.) * bezeichnet einen signifikanteretdohied
zum Kontrollwert.

In intakten Tieren (A) lagen die Vorlaufwerte béi, 89 + 10,39, 42,21 + 21,21 und
35,29 + 8,79 mm$(0,5; 1,2; 2,4 nmol mih g*FG). Wahrend der Infusionen wurde die
FlieRgeschwindigkeit ab der zweiten bzw. dritteys (@®mol mir* g*FG) Infusionsminute sig-
nifikant erh6ht und blieb bis zwei Minuten nach Erder Infusion signifikant gesteigert. Die
Vorlaufswerte wurden zwischen der vierten (1,2 nmat™* g'FG), fiinften (0,5 nmol mihg
"'FG) und zwischen der siebten und achten Minuterfthdl miri* g*'FG) erreicht. Durch die
Infusionen wurde die Hamolymphe signifikant zum Maf konzentrationsabhangig durch
0,5 nmol mift g'FG um das 2,29fache (132,71 + 39,4 nify, slurch 1,2 nmol min g'FG
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um das 2,76fache (116,64 + 43,21mm) snd durch 2,4 nmol mihg*FG um das 3,49fache
(123,18 + 42,88 mmY beschleunigt.

Bei denervierten Tieren (Abb. 3.9, B) ergab siciicudie Infusionen der verschie-
denen Konzentrationen vergleichbare Verlaufe dersMehszyklen wie in intakten Tieren.
Ausgehend von den Vorlaufswerten (57,96 + 24,49 stmb51,59 + 19,75 mm's 54,06 +
22,24 mm 8) wurde die HamolymphflieBgeschwindigkeit zwisctder zweiten (0,5 nmol
min® g'FG) und dritten Minute (1,2 nmol ming’FG) signifikant gesteigert und blieb bis
eine (1,2 nmol miti g'FG) bzw. zwei Minuten (0,5 nmol ming*FG) nach Ende der Infusi-
on signifikant erhéht. Zwei (1,2 nmol mirg*FG) bzw. vier Minuten (0,5 und 2,4 nmol ritin
g'FG) nach den Infusionen wurden die Vorlaufswerteder erreicht. Fiir die denervierten
Tiere wurde die FlieRgeschwindigkeit dabei durcdd Idifusion der 0,5 nmol mithg*FG be-
tragenden Lésung um das 2,2fache auf 127,23 + 38/#i%" gesteigert. Eine Erhéhung der
Konzentration auf 1,2 nmol ming'FG steigerte die FlieRgeschwindigkeit nur um das
1,95fache auf 100,5 + 49,28 mm. Durch die Infusion der nachsthdheren Konzentmati4
nmol min® g*'FG konnte die Hamolymphe um das 2,73fache auf 547 7,6 mm s gestei-
gert werden.

Vergleichbare, wenn auch nicht identische Verl&daten die A. posterior und die
A. lateralis unter Adenosineinflu3 (Abb. 7.2, SeitEs). In beiden nahm die Fliel3geschwin-
digkeit in intakten Tieren in der aufsteigenden Kemtrationsreihenfolge signifikant zum
Vorlaufswert um das 2,6fache, 2,74fache und da&f&cBe zu. Bereits zwischen der vierten
und sechsten Minute nach Ende der Infusion warkdkt fir alle Konzentrationen abge-
klungen. In denervierten Tieren wurde die FlieRgasedigkeit ebenfalls signifikant um das
1,67; 2,15 und 2,09fache gesteigert. Hier konnteld@,4 nmol mift g'FG keine konzentra-
tionsabhéngige Zunahme erreicht werden. Die Zetigiliber denen die Flie3geschwindig-
keit erhoht ist, waren verglichen mit intakten Eerwesentlich kirzer. Die Werte erreichen
bereits zwischen der zweiten und dritten Minutehn&dusionsende den Vorlaufswertebe-
reich.

In der A. lateralis konnte in intakten Tieren, aeisgnd von den Vorlaufen, ebenfalls
eine signifikant gesteigerte FlieRgeschwindigk8i6(nmol min* g*'FG: von 26,27 + 15,27
auf 60,91 + 20,72; 1,2 nmol ming*FG: von 21,38 + 6,88 auf 51,36 + 51,36; 2,4 nmal i
g'FG: von 17,69 * 5,34 auf 54,32 mM)=rmittelt werden, wohingegen in denervierten Tie-
ren erst ab 1,2 nmol ming'FG eine signifikant gesteigerte Geschwindigkeittzahtet wur-

de. 0,5 nmol mitt g'FG Adenosin &nderte bei denervierten Tieren die FisBgwindigkeit
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nicht, hier wurden starke Schwankungen innerhalb Messung beobachtet, wie sie auch
schon von Stegen Maurer und Grieshaber (2001)iéiAdlateralis beschrieben worden sind.

3.2.2 Vergleich der Herzfrequenz und der FlielRgeschwieligunter AMP-Einflul3

3.2.2.1 Gesamttiervergleich unter dem Einflu von AMP [2,4nmol min™* g'FG]

Der EinfluR auf die Herzfrequenzpm] und die FlieRgeschwindigkeit [mnijsdurch
die Infusion der AMP-L6sung (2,4 nmol miin*FG) in intakten (A) und denervierten (B) ist
in Abbildung 3.10 dargestellt.

Nach einem zehnminitigen Vorlauf (63 £ 10 bpm) veudie Herzrate der intakten
Tiere innerhalb von zwei bis drei Minuten schnelid@t und zum Zeitpunkit eine maxima-
le Herzfrequenz von 82 = 12 bpm erreicht. Ab dehs&en Infusionsminute bis zur 42. Min-
ute und zwischen der 47. und 51. Minute war digg&e@z signifikant erhoht. Nach der 51.

Minute wurden wieder Kontrollwerte erreicht.

T 120 120
& 100 100
E 80 80 4 O e
qé_ 60 — | 60 - | |
.% 40 | | 40 - | |
T 20 ' ! 20 - ' I
T o, ! | 0 ! i
280 4n=7 | | A. posterior| 280 4 n=6 | | A. posterior
240 ! I 240 | |
200 lg——— & 200 | |
— 160 I i 160 I
“ 120 | i 120 |
E 80 I 80 -
g 40 i 407
X 0 +— } i 0 |
D 280+ n=8 | * : * A.descendens 280 4 n= 5
2 240+ i ! 240
E 200 i 200 -
S 160 T 160
9 120 ! 120
2 80 | R 80 -
= 40 40
s 0 0
g 280 4 N= 280 4n=
S 240 240
:g 200 200
T 160 160
120 120
80 80 -
40 40 +
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
t [min] t [min]

Abb. 3.10: EinfluR von 2,4 nmol ming*FG AMP-L8sung auf Herzfrequenz [bpm] und die FlieSch-
windigkeit der Hamolymphe [mni’$ bei intakten (A) und denervierten (B) Tieren. Ragnem zehnminiitigen
Vorlauf wurden 2,4 nmol mihg'FG AMP-Lésung ber einen Zeitraum von zehn Minutgandiert. (MW *
SD; n = Anzahl der Versuchstiere). * bezeichneerigignifikanten Unterschied zum Kontrollwert.
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Im Vergleich zu den intakten Tieren (A) war das daisgsniveau der Herzfrequenz in
denervierten Tieren (Abb. 3.10, B) erh6ht. Der Koltvert lag, berechnet aug Ibis t,, bei
72 =9 bpm und wurde durch die AMP-Infusion langdaimmzum Ende der Infusion auf 80 +
12 bpm (to) gesteigert. Im weiteren Verlauf stieg die Frequen und erreichte zum Zeit-
punkt §4 einen maximalen Wert von 84 + 9 bpm. Die Herzfemguwar dabei ab der acht-
zehnten Minute bis zum Versuchsende signifikandleth

In intakten Tieren nahm die FlieBgeschwindigkeitdier A. posterior von 38,67 +
16,86 auf 92,91 + 25,79 mn' gu und war ab der 13. bis zur 31. Minute signifikarhoht.
Die FlieRgeschwindigkeit erreichte zum Zeitpunkiwtieder den Vorlaufswertebereich. In de-
nervierten Tieren wurde die HamolymphflieRgeschugkeit ausgehend von 39,34 + 11,80
mm s' auf 88,90 + 21,27 mni‘sbeschleunigt. Zwischenstund bs wurde die FlieRgeschwin-
digkeit signifikant erhéht und erreichte zehn Mignuinach dem Ende der Infusion wieder den
Ruhewertbereich.

In intakten und denervierten Tieren kam es zu eisehmellen Anstieg der Fliel3ge-
schwindigkeit in der A. descendens von 67,66 + 2@af 151,95 + 48,62 mm'gintakt) und
von 67,71 + 25,18 auf 157,81 + 45,19 mth(denerviert). Die Hamolymphgeschwindigkeit
war von der zwolften bis zu 33. Minute (intakt) unoin der 13. bis zur 30. Minute (dener-
viert) zum Ruhewert signifikant erhdht. Die Zeits ller Ruhewert erreicht wurde, betrug fur
die intakten Tiere 19 bis 20 Minuten und fir dimelevierten Tiere 13 Minuten.

In der A. lateralis intakter Tiere wurde die Hanmaphe signifikant um das 2,5fache
und in denervierten Tieren signifikant um das IgB@abeschleunigt. Im Vergleich zu intakten
Hummern kehrten die Werte in denervierten Tiereshinmehr auf den Ausgangswert von
52,74 + 25,35 (&) zuriick, sondern blieben mit 69,35 + 2,38 m(Mittelwert aus den
letzen 30 Minuten) in etwa 17 mrit gariiber. Die lateralis zeigte, wie auch schon Stegen
(2001) beschrieben, kein einheitliches Bild. Veighie man Einzelpraparationen untereinan-
der, so traten starke Schwankungen der gemitt®lterte des Vorlaufs {tbis t) bei dener-
vierten Hummern in einem Bereich von 22,94 + 0,86 st bis 90 + 3,91 mm$auf.

3.2.2.2 Vergleich der Herzfrequenz unter dem Einflu® verscieden konzentrierter

AMP-LOsungen
In Abbildung 3.11 ist die Herzfrequenz [bpm] vordkvend und 40 Minuten nach der

Infusion verschieden konzentrierter AMP-LOsungergdstellt.
In intakten Hummern wurde die Herzfrequenz in Alifigkeit von der Konzentration
signifikant um das 1,16, 1,23 und 1,3fache erhbie. Infusion der niedrigsten AMP-Kon-
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zentration steigerte dabei die Herzfrequenz langsais durch die anderen beiden Konzen-
trationen. Fur alle drei getesteten Konzentratiogreeichten die Frequenzen ihren maximalen
Wert zwischen der 11. und 12. Minute.

In denervierten Hummern wurden durch AMP-Einfluf@ dierzfrequenzen um das
1,06, 1,09 und 1,17fache gesteigert. Deren Zunadmioégte langsam und gleichmé&Rig. Mit
Ausnahme von 0,5 nmol ming'FG AMP-Lésung wurde die Herzfrequenz signifikant er
hoht.
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Abb. 3.11:In vivo Vergleich der Herzfrequenz [bpm] bei intakten (&)d denervierten (B) Hummern,
H. americanusunter dem EinfluR verschieden konzentrierter AM#sdingenNach einem zehnminitigen Vor-
lauf wurden AMP-Lésungen mit einer Konzentratiom5, 1,2 und 2,4 nmol ming*FG (iber einen Zeitraum
von zehn Minuten infundiert. (MW + SD; n = AnzahérdVersuchstiere. In der rechten oberen Ecke esfedi
weils eingesetzte Konzentration angegeben.) * lbbreit einen signifikanten Unterschied zum Kontreltiv

Durch die Infusion der 0,5 nmol mtng’FG Adenosinlésung kam es im Verlauf der
Infusionsphase zu einer nicht signifikanten AbnatldmeHerzfrequenz. Gegen Ende der Infu-
sionsperiode stieg die Herzrate erneut an undwiarpei den anderen beiden Konzentration-
en, bis zum Ende des Versuchs erhdht. Die maximalequenzen wurden spéter als im in-
takten Tier nach 17 (0,5 nmol mirg*FG), 27 (1,2 nmol min g'FG) und 24 Minuten (2,4

nmol min® g*FG) erreicht.
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3.2.2.3 Vergleich der Flie3geschwindigkeit in der A. desceadens unter dem Einfluf3
verschieden konzentrierter AMP-L6sungen

Der Einflul3 unterschiedlich konzentrierter AMP-Lagen (0,5, 1,2 und 2,4 nmol
min g'FG) in intakten (A) und denervierten (B) Tieren iistAbbildung 3.12 wiedergege-
ben.

Die FlieRgeschwindigkeit [nm™$ wurde dabei konzentrationsabhangig und signifi-
kant zum Vorlauf (immer angegeben in der Reiher@d, 1,2 und 2,4 nmol mirg*FG) in
intakten Tieren von 68,6 + 11,67 auf 133,04 + 6In86 s', von 89,24 + 28,09 auf 193,04 +
43,59 mm & und von 67, 66 + 19,52 auf 151,95 + 48,62 mhyssteigert. Im Vergleich dazu
nahm die Geschwindigkeit der Hamolymphe in deneteeTieren ebenfalls konzentrations-
abhangig und signifikant zum Vorlauf von 65,59 +32Pauf 98,80 + 33,71 mm‘svon 56,69
+ 21,8 auf 118,26 + 43,33 mril sind von 67,71 + 25,18 auf 157,81+ 45,19 nihzs. In de-
nervierten Tieren waren die Effekte durch 0,5 urglrimol mir* g*FG weniger stark ausge-

pragt als in intakten Hummern.
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Abb. 3.12: Vergleich der HamolymphflieRgeschwindigfmm s] in der Arteria descendens, zwisch-
en intakten (A) und denervierten (B) Tieren untexfldf3 verschieden konzentrierter AMP-LOsungen. iNa¢
nem zehnminiitigen Vorlauf wurden AMP-Lésungen minientrationen von 0,5, 1,2 und 2,4 nmol ifiFG
Uber einen Zeitraum von zehn Minuten infundiert VW SD; n = Anzahl der Versuchstiere. In der renhte
beren Ecke ist die jeweils eingesetzte Konzentnatingegeben.) * bezeichnet einen signifikanten tdotéed
zum Kontrollwert.
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Vergleicht man die prozentualen Zunahmen, so wulideFlieRgeschwindigkeit bei
0,5 nmol min* g*FG um 194 (A) bzw. 151 % (B) erhéht. Durch 1,2 nmih™ g'FG lag die
gesteigerte Geschwindigkeit bei 216 (A) und 209B)und bei 2,4 nmol mihg*FG bei 225
(intakt) und 233 % (denerviert). In intakten Tienearden die Effekte fur acht (0,5 und 1,2
nmol min! g'FG) und 19,5 Minuten aufrechterhalten. Verglichemi waren in B die Ef-
fekte nach vier, acht und dreizehn Minuten abgedgum

Die FlieRgeschwindigkeit in der A. posterior (Abh4, Seite 116) fir intakte Tiere
nahm durch die Infusionen ausgehend von den gétaitt¥orlaufswerten (0,5 nmol niing™
FG: 38,65 + 11,65; 1,2 nmol ming'FG: 33,22 + 8,96; 2,4 nmol mingFG: 38,67 + 16,86
mm s%) innerhalb der ersten Minuten der Infusionen digant zu und erreichten nachgt
(83,64 + 27,51 mm’5 0,5 nmol mift g*FG) und fir 1,2 und 2,4 nmol ming*FG nach
(84,59 + 33,83; 92,91 + 25,79 mrif)smaximale Werte. Eine Konzentration von 2,4 nmol
min? g'FG erhohte die Amplitude nicht weiter, sondern féhdazu, daR der Effekt langer
aufrechterhalten wurde. Nach 7, 11 und 15 Minutesiehte die Flie3geschwindigkeit das
Ausgangsniveau.

In denervierten Hummern steigerte AMP die FlieRbescdigkeit ausgehend von
39,62 + 11,04 auf 72,61 + 18,84 mi @,5 nmol mift g*FG) von 40,43 + 15,05 auf 69,11 +
22,39 mm % (1,2 nmol mif* g*FG) und von 39,34 + 11,8 auf 88,9 + 21,27 mit(® 4 nmol
min™ g'FG) signifikant. Eine verzégerte Riickkehr auf dienktollwerte mit steigenden Kon-
zentrationen ist bei denervierte Tieren ebenfadisbachtbar. So wurden die gemittelten Vor-
laufswerte nach vier (0,5 nmol mirg'FG), finf (1,2 nmol mitt g*FG) und zehn Minuten
(2,4 nmol mif* g*'FG) erreicht.

AMP steigerte in intakten Tieren in der A. latesalAbb. 7.4, Seite 116) die Fliel3ge-
schwindigkeit signifikant um das 2,67fache (0,5 hmin™ g'FG); 2,52fache (1,2 nmol niin
g'FG) und 2,5 (2,4 nmol mthg'FG). In denervierten Tieren wurde die FlieRgeschigin
keit nicht signifikant um das 1,34fache (0,5 nmaohthgFG), 1,21fache (1,2 nmol ming*
FG) und signifikant um das 1,91fache (2,4 nmol hiftFG) gesteigert.

3.2.3 Vergleich der Herzfrequenz und der FlielRgeschwikeligunter ADP-Einfluf3

3.2.3.1 Gesamttiervergleich unter dem EinfluR von ADP [2,s1mol min™* g'FG]
In Abbildung 3.13 ist der EinfluR einer 2,4 nmolmig'FG ADP-L6ésung auf die

Herzkreislaufparameter des Amerikanischen Hummargestellt. Durch die zehnminttige
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Infusion einer 2,4 nmol mihg'FG ADP-Lésung kam es zu einem schnellen signifiéant
Anstieg der Herzfrequenz [bpm] in intakten Tieremw2 £+ 12 auf 93 + 9 bpm. Die Frequenz
blieb bis 24 Minuten nach der Infusion erhéht, wajgigen es in denervierten Tieren zu einer
langsam zunehmenden Herzfrequenz von 88 + 17 atifl6bpm kam, gefolgt von einer ge-
ringen Abnahme auf 93 + 16 bpnggjt

In der A. posterior intakter Tiere nahm die Fliegevindigkeit [mm 3] der Hamo-
lymphe innerhalb einer Minute signifikant im Vergle zu dem Vorlaufswert um das 2,76-
fache (von 41,76 + 14,83 auf 115,3 + 23,48 mhau. In denervierten Tieren kam es zu ei-
nem signifikanten Anstieg um das 2,05fache (voiT2%, 5,5 auf 106,35 + 49,75mrit)s Der
ADP-Effekt hielt in intakten Tieren annahernd dopge lange an wie in denervierten Tieren

(22 zu zehn Minuten), erst dann wurden die Vorlaefse erneut erreicht.
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Abb. 3.13:In vivo Vergleich zwischen intakten (A) und denerviertBh . americanusyunter dem Ein-
fluR von 2,4 nmol mitt g*FG ADP-L6sung auf die Herzfrequenz [bpm] und dieEgeschwindigkeit der Ha-
molymphe [mm €]. Nach einem zehnminiitigen Vorlauf wurden 2,4 nmin™ g*FG ADP-Lésung lber einen
Zeitraum von zehn Minuten infundiert. (MW + SD; nAnzahl der Versuchstiere) * bezeichnet einen Siigam-
ten Unterschied zum Kontrollwert.
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In der A. descendens wurde in intakten Tieren die3geschwindigkeit von 88,1 +
26,53 auf 194,46 + 72,94 mnt signifikant gesteigert und in denervierten Hummeamm
die FlieRgeschwindigkeit signifikant von 51,07 +0® auf 106,35 + 49,75 mni'su. Die
FlieRgeschwindigkeiten wurden in intakten Tieremgkr aufrechterhalten als in denervierten
(24 zu funf Minuten).

In der A. lateralis wurde die FlieRgeschwindigk&gnifikant von 34,22 + 12,62 auf
94,22 + 27,5 mm Serhoht, wahrend es in denervierten Tieren zu eggifikanten Zunah-
me der Geschwindigkeit von 41,56 + 16,51 auf 83;3®8,17 mm $ kam. Auch hier blieb
die Geschwindigkeit der Hamolymphe im Vergleichdanervierten Hummern langer erhoht
(21 zu 8 Minuten).

3.2.3.2 Vergleich der Herzfrequenz unter dem Einflu® verscieden konzentrierter

ADP-LGsungen

Die Herzfrequenz wurde wahrend eines zehnminutigetaufs, einer zehnminttigen
Infusion unterschiedlich konzentrierter ADP-LOsumga den Peribranchialsinus des Hum-
mers und einer 40mindtig wahrenden Erholungsphasenmt (Abb. 3.14).
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|
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|
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Abb. 3.14: Einflu verschieden konzentrierter AD&ungen auf die Herzfrequenz [bpm] bei intakten
(A) und denervierten (B) Hummern. Nach einem zemingen Vorlauf wurden die Losungen mit einer Kon-
zentration von 0,5, 1,2 und 2,4 nmol Mig'FG Uber einen Zeitraum von zehn Minuten infundi@w + SD;
n = Anzahl der Versuchstiere. In der rechten ob&meke ist die jeweils eingesetzte Konzentrationegiedpen.) *
bezeichnet einen signifikanten Unterschied zum Kadtert.
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In intakten Tieren wurde bei einer Infusion von BrBol min® g*FG ADP-L6sung die
Frequenz von 79 + 10 auf 89 + 9 bpm gesteigertwadzwischen der vierten und sechsten
Minute nach Ende der Infusion signifikant erhéhanach sank die Frequenz langsam ab und
erreichte zum Zeitpunkgd81 + 11 Schldge pro Minute. In denervierten Tiestag die Fre-
quenz unter dem Einflu3 derselben Konzentrationgauingfiigig von 78 + 17 auf 82 = 14
bpm an, blieb aber bis zum Ende der Erholungsphiasahernd auf diesem Niveau.

Mit Beginn der ADP-Infusion [1,2 nmol ming'FG] stieg die Herzfrequenz in intak-
ten Hummern ausgehend von dem Vorlauf nicht sikgifi von 77 + 6 bpm auf 89 + 9 bpm
an. Auch hier sank die Herzfrequenz nach Erreieéheas maximalen Wertes langsam ab. Fur
denervierte Tiere wurde ab der fliinften Minute nadiasionsbeginn ein nicht signifikanter
Anstieg von 92 + 24 auf 98 + 20 bpm beobachtet. $¢igon unter 3.2.2.4 beschrieben, wurde
die Herzfrequenz wéahrend der Infusion einer 2,4 Inmio™* g'FG ADP-Lésung in intakten
Tieren signifikant um das 1,29fache und in denetereTieren nicht signifikant um das 1,09-

fache gesteigert.

3.2.3.3 Vergleich der FlieRgeschwindigkeit in der A. desceadens unter dem Einfluf

verschieden konzentrierter ADP-LAsungen

In Abb. 3.15 ist die FlieBgeschwindigkeit [mri]sn der A. descendens unter ADP-
EinfluR dargestellt. In intakten Tieren (A) wurderdh die Infusionen von 0,5 und 1,2 nmol
min’ g*'FG die FlieBgeschwindigkeit konzentrationsabhamgig signifikant ausgehend vom
Vorlauf um das 1,74 bzw. um das 2,21fache geste{§6r46 + 19,24 mm’sauf 115,61 mm
s und 83,6 + 19,36 auf 184,4 + 50,26 mi).Unter dem EinfluR einer 2,4 nmol riig'FG
ADP-L6sung nahm die Geschwindigkeit ebenfalls digant um das 2,21fache von 88,1 +
26,53 auf 194,46 + 72,94 mn gu. Durch die hohere Konzentration wurde zwar niik
Amplitude gesteigert, aber der Effekt wurde |langgfrechterhalten. So wurden die Vorlaufs-
werte durch 0,5 nmol mthg'FG nach acht Minuten, durch 1,2 nmol fhig'FG nach 17
Minuten und durch 2,4 nmol mifng*FG nach 24 Minuten erreicht.

In denervierten Tieren (B) waren die Effekte geeingusgepragt. ADP in einer Kon-
zentration von 0,5 nmol mihg'FG anderte die FlieBgeschwindigkeit nicht signifikam
den Faktor 1,54 von 39,36 + 13,96 auf 60,71 + 2006 $*. Durch 1,2 nmol miti g*FG und
2,4 nmol mift g'FG ADP wurde die Geschwindigkeit signifikant zumrloif um die Fakto-
ren 1,85 und 2,08 erhoht (von 50,2 + 15,48 auf2,87,64 mm S und von 51,07 + 18,09
auf 106,35 + 49,75 mni‘$. Der Vergleich zwischen diesen beiden Konzerdregh zeigt kei-
nen verlangerten Effekt (siebeneinhalb und finf Oem). Lediglich durch die Infusionen der
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ADP-Lésungen (0,5 und 1,2 nmol rifin'FG) wurde die Dauer des Effektes mehr als ver-

doppelt (von drei auf siebeneinhalb Minuten).
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Abb. 3.15: HamolymphflieBgeschwindigkeit [mAl] $n der Arteria descendens in intakten (A) und de-
nervierten (B) Tieren. Nach einem zehnminitigenlaarwurden ADP-L&sungen mit Konzentrationen vob, 0,
1,2 und 2,4 nmol mih g'FG iiber einen Zeitraum von zehn Minuten infundi@tW + SD; n = Anzahl der
Versuchstiere. In der rechten oberen Ecke istalie@ijls eingesetzte Konzentration angegeben.) *iblezet ei-
nen signifikanten Unterschied zum Kontrollwert.

In der A. posterior steigerten die verschiedenerPA{®nzentrationen (0,5, 1,2 und
2,4 nmol mift g*FG) im Vergleich von intakten mit denervierten Huerm die FlieRBge-
schwindigkeit ausgehend vom Vorlauf signifikant dias 2,2, 2,78, 2,76fache bzw. um das
1,49, 1,38, und 2,05fache (Abb. 7.6, Seite 117).

Die Dauer der Effekte war in intakten Tieren naciBund 22 Minuten abgeklungen.
In denervierten Tieren wurde der RuhewertbereicDf6 nmol mift g*FG bereits wahrend
der Infusion erreicht. Bei 1,2 nmol miny*FG zum Ende der Infusion und bei 2,4 nmol tin
g'FG nach zehn Minuten.

In der A. lateralis (Abb. 7,6, Seite 117) war derSuchsverlauf starken Schwankung-
en unterworfen. Die FlieRgeschwindigkeit wurde imrNaltnis intakt zu denerviert wie folgt
gesteigert. 0,5 nmol mihg*FG: 2,21 zu 1,36; 1,2 nmol ming'FG: 2,85 zu 1,54; 2,4 nmol
min™® g'FG: 2,75 zu 2,01. Eine Verlangerung der Effektestétgender Konzentration wurde
in intakten Tieren beobachtet. Die FlieRgeschwikeligerreichte 5, 9 und 21 Minuten nach

dem Ende der Infusion die Kontrollwerte.
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3.2.4 Vergleich der Herzfrequenz und der FlieRgeschwikeligunter ATP-Einfluf3

3.2.4.1 Gesamttiervergleich unter dem EinfluB von ATP [2,41mol min™ g'FG]
Abb. 3.16 zeigt den EinfluR einer 2,4 nmol thigi'FG ATP-Infusion auf die Herzfre-

quenz [bpm] und die FlieBgeschwindigkeit [mif] &1 verschiedenen GefaRen des Amerika-
nischen Hummers.

Innerhalb von zwei bis drei Minuten wurde in inektTieren die Herzfrequenz sig-
nifikant von 73 = 6 auf 93 + 6 bpm erhoht. In denerten Tieren wurde die Rate langsam
von 79 + 17 auf 91 + 11 bpm gesteigert und warebdditten Minuten nach Ende der Infusi-

on bis zum Ende der Erholungsphase im Vergleich Yontauf signifikant erhoht.
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Abb. 3.16:In vivo Vergleich zwischen intakten (A) und denerviert&) Amerikanischen Hummern,
Homarus americanusnter dem EinfluR von 2,4 nmol mig*FG ATP-L6sung auf die Herzfrequenz [bpm] und
die FlieRgeschwindigkeit der Hamolymphe [mij i verschiedenen GefaRen. Nach einem zehnmimititge-
lauf wurden 2,4 nmol mihg*FG ATP-L8sung Uber einen Zeitraum von zehn Minutéandiert. (MW + SD; n
= Anzahl der Versuchstiere) * bezeichnet einenifilggnten Unterschied zum Kontrollwert.

Die FlieRgeschwindigkeit in der A. posterior wursignifikant zum Vorlauf um das
2,82fache (intakt) erhoht (von 34,86 + 15,09 auB28nm & zum Zeitpunkt 4), wéahrend in
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denervierten Hummern die Geschwindigkeit nur alggrikant um das 2,01fache gesteigert
wurde (ausgehend von 34,23 + 11,9 auf 68,67 + 2B85 S tg). In der A. descendens
nahm die FlieRgeschwindigkeit signifikant von 79#83,36 auf 200,6 + 48,45 mrit §2,52-
fach) zu. Bei denervierten Tieren erfolgte einendigante Zunahme der FlieRgeschwindig-
keit von 57,04 + 17,25 auf 121,67 + 35,8 mih(&,13fach). In der A. lateralis wurde bei in-
takten Tieren die Flie3geschwindigkeit signifikamh das 3,27fache beschleunigt und bei de-
nervierten Tieren signifikant um das 1,61fachentakten Tieren hielt der Effekt fur alle drei
GefalRe zwischen 30 und 31 Minuten an. In deneenefieren hingegen erreichte die Fliel3-
geschwindigkeit in der A. posterior bereits nacbhseMinuten den Ruhewertbereich, in der
A. descendens nach 20 Minuten. In der A. lateiatisier aufgrund der hohen Standardab-

weichung keine Aussage maoglich.

3.2.4.2 Vergleich der Herzfrequenz unter dem Einflu® verscieden konzentrierter

ATP-Lésungen

Die Infusion unterschiedlich konzentrierter ATP-ua@gen in den Peribranchialsinus
des Amerikanischen Hummers ist in Abbildung 3.1&dergegeben. In intakten Hummern
wurde durch eine Konzentration von 0,5 nmol ThiiFG ausgehend von dem gemittelten
Vorlauf die Herzrate signifikantifttyg) von 71 £ 17 auf 91 + 10 bpm gesteigert. Mit Erhoh
ung der Konzentration wurde jedoch die Herzfrequeicht weiter gesteigert. Durch die 1,2
nmol min® g'FG konzentrierte ATP-Losung wurde die Frequenziiigmt von 73 + 10 auf
90 + 10 bpm zwischengund 3 erhoht. Die Infusion einer 2,4 nmol rifig*FG betragenden
ATP-L6sung erhdhte die Herzfrequenz signifikant vé+ 6 bpm auf 93 + 6 bpm zwischen
tia und ts.

Zu Beginn der Infusionen mit der 1,2 und 2,4 nmat'hg'FG betragenden ATP-L6-
sungen kam es, wie schon von Stegen und Griesljab@t) beobachtet, erst zu einem kur-
zen Abfall der Herzfrequenzen, bevor diese danideapnd signifikant anstiegen. Durch 0,5
und 1,2 nmol miit g*FG ATP wurde noch innerhalb des VersuchszyklussesRuihefre-
quenzbereich erreicht. Durch 0,5 nmol thigi'FG ATP war das nach neun Minuten und fiir
1,2 nmol mift g*FG nach 24 Minuten der Fall. Dahingegen blieb dweitte Konzentration
von 2,4 nmol mift g'FG ATP die Herzfrequenz iiber den gesamten Versykhszerhoht.
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Abb. 3.17: Vergleich der Herzfrequenz [bpm] beiakten (A) und denervierten (B) Hummern, unter
dem EinfluR verschieden konzentrierter ATP-L6sun@®b, 1,2 und 2,4 nmol ming*FG). Nach einem zehn-
minutigen Vorlauf wurden die ATP-Lésungen Uber aiZeitraum von zehn Minuten infundiert. (MW + Sb;
= Anzahl der Versuchstiere. In der rechten oberekekst die jeweils eingesetzte Konzentration aegeg.) *
bezeichnet einen signifikanten Unterschied zum Katert.

Im Falle der denervierten Hummer (B) wurde die Hrexquenz durch eine 0,5 nmol
min’ g*FG ATP-Infusion nicht signifikant um das 1,08fadkien 78 + 9 auf 84 + 7 bpm) ge-
steigert. Die nachsthéhere Konzentration erhohte éflinute nach Ende der Infusion die
Herzfrequenz signifikant um das 1,11fache (80 £a689 +12 bpm) und eine 2,4 nmol Rin
g'FG ATP-Infusion steigerte die Herzfrequenz sigmifikum das 1,15fache von 79 + 17 auf
91 + 11 bpm. Die geédnderten Herzfrequenzen bliebeallen Féllen bis zum Versuchsende

auf diesem erhohten Niveau.

3.2.4.3 Vergleich der FlieRgeschwindigkeit in der A. desceadens unter dem Einfluf
verschieden konzentrierter ATP-Lésungen

Abbildung 3.18 stellt die Wirkung der in die Hamwighe des Amerikanischen Hum-
mers infundierten ATP-Lésungen (0,5; 1,2; und 2@bhmin® g*'FG) bei intakten und dener-
vierten Tieren dar.

In intakten Hummern wurde die Geschwindigkeit deintdlymphe durch eine 0,5
nmol min* g'FG ATP-Infusion signifikant im Bezug zum Vorlauf wé2,44 + 16,61 auf
131,78 + 34,45 mm’sgesteigert. Das entspricht einem Faktor von 228P mit einer Kon-
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zentration von 1,2 nmol mihg*FG infundiert anderte die FlieBgeschwindigkeit nisfeiter.
Ausgehend von 82,98 * 15,77 erhohte die Infusi@seli Konzentration die Geschwindigkeit
signifikant auf 183,77 + 49,46 mni‘§Faktor 2,21). Die héchste ATP-Konzentration (2,4
nmol min® g'FG) steigerte die FlieBgeschwindigkeit signifikanim Vorlauf um das 2,52-
fache. Der maximale Effekt konnte durch die gesteegKonzentration nicht weiter erhoht
werden, aber die Effekte wurden langer aufrechteshaMit zunehmender Konzentration

wurden die Ruhewerte nach 9, 18 und 30 Minutericirte
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Abb. 3.18: Vergleich der HamolymphflieBgeschwindig§mm s'] in der Arteria descendens zwischen
intakten (A) und denervierten (B) Tieren unter Hif}f verschieden konzentrierter ATP-L6sungen (0,8,uhd
2,4 nmol min* g*FG). Nach einem zehnminiitigen Vorlauf wurden diePADosungen iiber einen Zeitraum von
zehn Minuten infundiert. (MW % SD; n = Anzahl deeMuchstiere. In der rechten oberen Ecke ist dieis
eingesetzte Konzentration angegeben.) * bezeidinen signifikanten Unterschied zum Kontrollwert.

In denervierten Tieren wurde durch 0,5 nmol Mg'FG ATP die Hamolymphe sig-
nifikant zum Vorlauf um den Faktor 1,81 von 53,2428,20 auf 96,17 + 35,95 mnt $e-
schleunigt. In Anwesenheit von 1,2 nmol mig'FG ATP wurde die Geschwindigkeit von
54,26 + 12,6 auf 106,06 + 37,04 mi signifikant erhéht. Das entspricht einer Zunahmre u
das 1,95fache. Eine Konzentration von 2,4 nmol hgiiFG steigerte die FlieBgeschwindig-
keit signifikant von 57,04 + 17,25 auf 121,67 +&%m $§' und damit um den Faktor 2,13.
Die FlieRgeschwindigkeit kehrte in denerviertenr&remit zunehmender Konzentration nach

4, 12 und 20 Minuten nach dem Ende der Infusion Ruiewertebereich zurick.
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In der A. posterior (Abb. 7.8, Seite 118) wurde Hlel3geschwindigkeit in intakten
Tieren ausgehend vom Vorlauf signifikant von 31,0348 auf 73,89 + 23,48 mnt 40,5
nmol mir* g'FG), von 42,44 + 12,41 auf 125,37 + 34,56 nmil(%,2 nmol mift g'FG) und
von 34,86 + 15,06 auf 98,32 + 42,78 mih (2,4 nmol mift g'FG) erhoht. In denervierten
Tieren hingegen wurde ein geringerer, aber sigaifier Anstieg, bezogen auf den Vorlauf,
von 42,15 + 15,01 auf 60,16 + 20,65 mth(®,5 nmol mift g*FG), von 33,94 + 12,44 auf
58,72 + 23,44 mm'5(1,2 nmol mift g*FG) und von 34,23 + 11,9 auf 68,67 + 23,95 min s
(2,4 nmol mif g'FG) beobachtet. Durch 2,4 nmol rilig'FG ATP wurde die Amplitude in
intakten Tieren nicht weiter erhdht, aber der Hffekirde langer aufrechterhalten (9 min, 16
min und 30,5 min). Dieser Effekt war in denerviarféere nicht so deutlich ausgepragt. Hier
waren die Effekte bereits zum Ende der Infusigg) fizw. acht und sechs Minuten nach Ende
der Infusion abgeklungen.

In intakten Tieren wurde durch die ATP-Infusionarder A. lateralis (Abb. 7.8, Seite
118) die FlieRgeschwindigkeit signifikant zum Vaflaim die Faktoren 3,44, 2,99 und 3,27
gesteigert. In denervierten Tieren (B) wurde dieffgeschwindigkeit durch eine 0,5 nmol
min™® g'FG ATP-Ldsung nicht signifikant um die Faktoren9 gesteigert. Ab 1,2 nmol nifn
g'FG nahm die FlieBgeschwindigkeit signifikant um dz&8 und 1,61fache (2,4 nmol ritin
g'FG) zu. Mit steigenden Konzentrationen wurden diek&e in intakten Tieren langer auf-
rechterhalten (10, 16 und 31 Minuten). Durch diarge Amplitude in denervierten Tieren

konnte dieser Einfluf? nicht erkannt werden.

3.2.4.4 Kontrollversuche (Scheinpraparation)

In den Scheinpraparationen wurde den Tieren deag@ar gedffnet, die Hypodermis
entfernt und der Panzer wie unter 2.4.2.3 beschnietieder verschlossen. Die dorsalen Ner-
ven selbst blieben unversehrt, so dal’ eine Modulater Herzaktivitat ausgehend vom zen-
tralen Nervensystem Uber die kardioregulatoriscNernven moglich war. Mit Hilfe dieser
Préaparation sollte ein Einflu durch den Eingriif die Herzaktivitdt ausgeschlossen werden.

In Abb. 3.19 sind die Herzfrequenz [bpm] und dieeBeschwindigkeit [mm™§ in
der Aorta posterior, Arteria descendens und deerfstlateralis vor, wahrend und nach der
Infusion von 2,4 nmol mih g'FG Adenosin in den Peribranchialsinus scheinprapari
Hummer dargestellt. Die Herzfrequenz stieg mit begnder Infusion ausgehend von 70 £ 10
bpm innerhalb von einer Minute an und war nach Wheiuten flr zwolf Minuten signifikant
auf 93 = 3 bpm erhdht. Finf Minuten nach Ende dérdion fiel die Herzfrequenz rasch ab,
war aber bis zum Versuchsende gegeniber den Vewauten erhoht.
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Die HamolymphflieRgeschwindigkeit wurde in der Asperior signifikant von 27,52
+ 9,4 auf 104,07 + 43,66 mnt srhoht. Bereits nach Erreichen des maximalen W¢geke-
gann die FlieRgeschwindigkeit wieder zu sinken angichte neun Minuten nach Ende der

Infusion den Ruhewertbereich.

120 . :
100

i |
80 ¢ i
60 - ' I

40
20

0
280 4 n=5

I
I
I
I
240 I
I
I
I
I

Herzfrequenz [bpm]

A. posterior

200 +
160
120
80
40

0 -
280 n=6

240
200
160
120
80
40

A.descendeng

280 1n=5
240
200 +
160
120

80

40

*—'—* A.lateralis

HamolymphflieRgeschwindigkeitfmm s']

0 10 20 30 40 50 60
t [min]

Abb. 3.19: Anderungen der Herzfrequenz [bpm] unié@geschwindigkeit [nm™§ in verschiedenen
GefaRen unter EinfluR von 2,4 nmol Mig*'FG Adenosinldsung bei scheinpraparierten Amerilcrga Hum-
mern,Homarus americanuei diesen Versuchen wurde den Tieren eine cinc&eiadratzentimeter groRe Of-
fnung, dorsal zum Herzen, geschnitten und wiedescldossen ohne die dorsalen Nerven zu durchtreieh
einem zehnminiitigen Vorlauf wurden 2,4 nmol thig'FG Adenosinlésung iiber einen Zeitraum von zehn Mi-
nuten infundiert. (MW + SD; n = Anzahl der Versutére) * bezeichnet einen signifikanten Unterschied
Kontrollwert.

Fur die A. descendens lag die FlieRgeschwindigiteit Hamolymphe in den ersten
zehn Minuten bei 58,54 + 13,18 mrit. Die Geschwindigkeit stieg durch die Infusion auf
217,26 + 44,57 mmSsignifikant an, fiel bereits wahrend der Infusiaim und erreichte den
Ruhewert acht Minuten nach Ende der Infusion. Diel¥geschwindigkeit in der A. lateralis
zeigte einen vergleichbaren Verlauf, der ausgelvend Vorlaufswert (74,02 + 39,98 mrit)s
signifikant auf 185,59 + 52,68 mn gjesteigert wurde. Allerdings war hier die erhdfiiel3-
geschwindigkeit schon nach funf Minuten abgeklungen
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3.2.4.5 Ringerinfusionen

Als weiterer Kontrollversuch wurde intakten (A) heinoperierten (B) und denervier-
ten (C) Hummern Ringer-Losung (pH 8.0) Uber zehnWen infundiert (Abb. 3.20). Es soll-
te ausgeschlossen werden, dal’ die Grundlage derosdide und Adeninnukleotidldsungen
bei den verschiedenen Praparationen fir die gesteig Herzkreislaufparameter verantwort-

lich ist.
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Abb. 3.20:In vivo Vergleich der Effekte von Ringerinfusionen (pH)8zWischen intakten (A), schein-
operierten (B) und denervierten (C) Tieren, aufldégzfrequenz [bpm] und die FlieRgeschwindigkeit ldémo-
lymphe [mm 8] in verschiedenen GefaRen. Nach einem zehnmimiti¢mrlauf wurde Ringerlésung pH 8.0
Uber einen Zeitraum von zehn Minuten infundiertWM SD; n = Anzahl der Versuchstiere)

In keiner der Praparationen &nderte die Ringeriafuslie Herzfrequenz [bpm]. Die
beobachteten Schwankungen wahrend des gesamteuckigzgklusses lagen in einem Be-
reich zwischen 77 und 81 Schlagen pro Minute @)t an scheinoperierten Tieren zwischen
77 und 80 bpm und in denervierten Tieren lag dex&kenz zwischen 95 und 99 bpm.

Die Flie3geschwindigkeit der gemittelten Vorlaufeder A. posterior lag bei 30,53 *
8,82 (intakt), 34,66 + 18,85 (scheinoperiert) udgs3 + 10,2 (denerviert) mnitaund der A.
descendens bei 62,37 + 27,31 (intakt), 41,0 + 1{s@Beinoperiert) und 49,88 + 22,84 (de-
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nerviert)y mm & und blieb durch die Ringerinfusion ebenfalls uribieRt. Alle Schwank-
ungen lagen im Bereich der Schwankungen, die iRi@ebedingungen beobachtet wurden.
In der A. lateralis wurde in intakten und scheimigrten Hummer ebenfalls die Fliel3-
geschwindigkeit durch die Infusionen nicht beeidfl{Mittelwerte §-t10: 38,82 £ 15,43 (A),
44,73 + 7,31 (B). Lediglich in denervierten Tielkeam es nach Infusionsende zu einem nicht
signifikanten Absinken der FlieRgeschwindigkeit &2 + 52,72 auf 49,27 + 41,63 mi. s

3.2.5 Infusion von Adenosin- und Adeninnukleotidlésungen

3.2.5.1 Vergleich der Herzfrequenz unter dem Einfluf3 von Agnosin- und den
Adeninnukleotidlésungen [2,4 nmol mif g*'FG]

Um die Wirkung der Adenosin- und Adeninnukleotidldgen auf die Herzfrequenz
[bpm] in denin vivo Praparationen (intakt und denerviert) besser earigén zu kbnnen, ist in
Abb. 3.21 die Herzfrequenzen vog-{tg), wahrend (;-t,0) und nach gh-tsp) der Infusion von
2,4 nmol mift g*FG der Adenosin- und Adeninnukleotidldsungen dasiies

In intakten Amerikanischen Hummern lag die gentigtdRuhefrequenz ftio) aller
Adenosin- und Adeninnukleotidinfusionen bei 70 b@n, die fur die denervierten Tiere bei
79 £ 15 bpm.

Wahrend der Infusion von Adenosin und den Adenifteatiden wies die Herzfre-

qguenz in intakten Hummern (A) einen anderen Ver&aiifals in denervierten Tieren (B). Mit
Einsetzten der Infusion wurde in intakten Tierensolven der zweiten und dritten Minute die
Herzfrequenz abrupt gesteigert, nahm im Verlaufld&rsion und dartber hinaus weiter zu,
so dald Adenosin und die Adeninnukleotide in intakigeren die Herzfrequenz signifikant
steigerten (Adenosinitzs AMP: tig.42 Und t7.50, ADP: ti2.60 Und ATP: 1454 t53.59).Nach Er-
reichen einer maximalen Herzrate zu den Zeitpunkie(Adenosin: 87 £ 5 bpm),t (AMP:
82 £ 12 bpm), 4 (ADP: 93 = 9 bpm) unds¢ (ATP: 93 £ 6bpm) begann diese zu sinken und
kehrte in oben genannter Reihenfolge nach 6, 2in 8én Bereich der Ruhefrequenz zuriick.
Unter dem EinfluR der 2,4 nmol ming'FG betragenden ATP-L6ésung kehrte die Herzfre-
quenz innerhalb der Erholungsphase nicht wieder Zusgangswert zurick.

In denervierten Hummern nahm die Herzfrequenz begid mit den Infusionen von
Adenosin und den Adeninnukleotiden langsam, abettein Regel kontinuierlich zu. Dabei
wurde fur Adenosin und ADP keine signifikante Ana®g ermittelt, nur fir AMP und ATP
waren die gesteigerten Raten signifikant verscede den gemittelten Vorlaufswerten
(AMP: t15.66 ATP: b3.60).
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Abb. 3.21:In vivo Vergleich der Herzfrequenz [bpm] bei intakten (#jd denervierten (BHomarus
americanusunter dem EinfluB von Adenosin und den Adeninnotitien Nach einem zehnmin(tigen Vorlauf
wurden Adenosin-, AMP-, ADP- und ATP-Ldsungen [Bol min* g'FG] liber einen Zeitraum von zehn Mi-
nuten infundiert. (MW * SD; n = Anzahl der Versutibee) * bezeichnet einen signifikanten Unterschaedn
Kontrollwert.

Im Vergleich zu den entsprechenden intakten Tieverden die Maxima geringfligig
spater erreicht. Wahrend der Adenosininfusionende/utie Herzfrequenz maximal, ausge-
hend vom Versuchsbeginn, zum Zeitpunikt(86 + 16 bpm) gesteigert. Durch die Infusion
der AMP-L6sung wurde das Maximum zum Zeitpunki(84 + 9 bpm) erreicht, durch ADP
nach 31 Minuten (96 + 11 bpm) und flr ATP zum Zaitkt 37 (91 £ 11 bpm). Bis zum Ver-
suchsende blieben die Herzfrequenzen erhdht.

Abbildung 3.22 zeigt die Differenz zwischen dem gegtten Vorlauf und dem Zeit-
punkt o fUr intakte und denervierte Tiere. Dabei entsgradr Zeitpunkt dem Ende der Infu-
sionsperiode. Dieser Zeitpunkt wurde gewahlt, um daterschied zwischen intakt und de-
nerviert Tieren im Anstieg der Herzfrequenz zu eettichen. Dabei ist die Differenz der
Herzfrequenzen in intakten Tieren flr Adenosin, AMRI ATP zum Zeitpunkbg signifikant

hdher als zur Zunahme in denervierten Tieren.
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Abb. 3.22: Differenz [bpm] zwischen dem gemitteltéarlauf und dem Zeitpunktg (A) fur intakte
Il und denervierte B Amerikanische Hummetpmarus americanusDer Zeitpunkt 4, entspricht dem
Ende der Infusionsperiode. (X + SD; * bezeichneteai signifikanten Unterschied zwischen beiden Geapp
Die Anzahl (n) der Versuchstiere betrug fur intdktierviert: Adenosin: 9/8; AMP: 7/5; ADP:6/10; ATHS.

3.2.5.2 Vergleich der Flie3geschwindigkeit in der A. descedens unter dem Einflul3 von
Adenosin- und Adeninnukleotidldsungen

Abbildung 3.23 gibt die Einflisse der Adenosin- uideninnukleotidldsungen mit
einer Konzentration von 2,4 nmol i *FG auf die FlieBgeschwindigkeit der Hamolymphe
in der Arteria descendens vbh americanusvieder.

Die A. descendens ist hier als Beispiel fur dieaard Gefal3e gezeigt. Abbildungen
zu den jeweiligen GefalRen und Konzentrationen finsieh im Anhang. Eine vergleichende
Zusammenfassung der Einflisse der verschieden ktmegen Adenosin- und Adeninnu-
kleotidlosungen auf die FlieBgeschwindigkeit in desrschiedenen Gefalien findet sich in
Tabelle 3.4. Mit Beginn der Infusion beschleunigigenosin in intakten Tieren die Ha&mo-
lymphflie3geschwindigkeit innerhalb von ein bis zwinuten signifikant um das 3,49fache.
Durch die Nukleotide wurde die Flie3geschwindigkaitar signifikant, aber nicht starker er-
hoht als durch Adenosin (AMP: 2,25; ADP: 2,21 untiPA 2,52fache). Dabei nahm die Fliel3-
geschwindigkeit durch die ATP-Infusion deutlicher als durch die Infusion von AMP und
ADP. Die Flie3geschwindigkeit wurde dennoch ausgdhan Adenosin zum ATP hin l&ng-
er aufrechterhalten. Durch Adenosin wurde zwisdtemsiebten und achten Minute nach En-
de der Infusion der Vorlaufswert erreicht. Durch RMingegen erst zwischen der 19. und 20.
Minute. 24 Minuten nach Ende der Infusion wurdecuADP der Ruhewertbereich erreicht
und durch ATP nach 30 Minuten.
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Abb. 3.23: Vergleich der HamolymphflieRgeschwinagigfmm s'] in der Arteria descendens, intakter
(A) und denervierter (B) Amerikanischer HummEeilgmarus americanuanter Einflu3 von Adenosin und den
Adeninnukleotiden. Nach einem zehnminttigen Vorlawfrden Adenosin-, AMP-, ADP- und ATP-L6sungen
[2,4 nmol min' g'FG] tiber einen Zeitraum von zehn Minuten infundi@vtW + SD; n = Anzahl der Versuchs-
tiere) * bezeichnet einen signifikanten Untersctdach Kontrollwert.

Ein &hnlicher Verlauf zeigte sich fur denervierieré. Wobei die maximalen Effekte,
mit Ausnahme durch die AMP-Ldsung, schwéacher ausggwaren. Adenosin steigerte die
FlieRgeschwindigkeit um das 2,73fache, AMP um da8fache, ADP um das 2,08fache und
ATP um das 2,13fache.

Vergleicht man den Zeitraum, Uber den die FlieBigesudigkeit erhdht blieb, so ist
der durch die Infusionen ausgeldste Effekt nach (Aelenosin), zehn (AMP), funf (ADP)
und nach 20 Minuten (ATP) beendet.

Der Vergleich der Verhaltnisse zwischen intakted denervierten Tieren (Tab. 3.4)
zeigt, daB in intakten Hummern die FlieRgeschwikeiigbis auf eine Ausnahme (AMP; 2,4
nmol min® g'FG; A. descendens) starker gesteigert wurde atfeirervierten. Des weiteren
fuhrte Adenosin unabhangig von der Konzentratiod dar Praparation oft zu den am deut-

lichsten ausgepréagten gesteigerten Fliel3geschvkieiian.
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In der Aorta posterior in intakten Tieren erhohtka Nukleotide die Fliel3geschwin-
digkeit in der Reihenfolge von AMP < ADP < ATP. denervierten Tieren ist durch 0,5 und
2,4 nmol mift g'FG der umgekehrte Effekt sichtbar. Durch die Infasiler 1,2 nmol mih
g'FG betragenden Nukleotidldsungen wurde durch AM& AP annihernd die gleiche Ef-
fektstarke ausgeldst und durch ADP-Infusion wurdeEffekt nur um den Faktor 1,38 gestei-
gert.

Fir die A. descendens konnte sowohl in intakteraath in denervierten Tieren kein
direkter Zusammenhang zwischen der Effektstarkeeséwlenosin und den Adeninnukleoti-
den beobachtet werden. Zum Beispiel steigerte rdigsion mit einer Konzentration von 2,4
nmol min* g'FG die FlieRgeschwindigkeit in der Reihenfolge ABRMP < ATP < Adeno-
sin (A) und ADP < ATP < AMP < Adenosin (B). Wohirggn eine Infusion von 1,2 nmol
min™® g'FG die FlieRgeschwindigkeit in intakten Tieren ier RReihenfolge AMP < ADP =
ATP < Adenosin steigerte und in denervierten in Reihenfolge ADP < ATP = Adenosin <
AMP zunahm.

Tabelle 3.4: Vergleich der Verhéltnisse zwischenfleRgeschwindigkeit [mm s'] in der A. poster-
ior, A. descendens und der A. lateralis fur intaé¢ und denervierte (B) Amerikanische HummeElgmarus
americanusunter dem EinfluB verschieden konzentrierter Ad@mound Adeninnukleotidlésungen (c [nmol
min g*FG]). Das Verhaltnis wurde aus dem gemittelten &fafr{f-t;0) und dem Zeitpunkt, an dem die FlieRge-
schwindigkeit maximal war bestimmt. Die mit einengékennzeichneten Werte, zeigen die Laufe an, rikeie
ne signifikante Steigerung der FlieRgeschwindigkeiv/ergleich zum Vorlauf erreicht wurde.

A. posterior A. descendens A. lateralis
¢ [nmol min'g*FG] A B A B A B
Adenosin 2,6 1,67 2,29 2,2 2.28 1,48
05 AMP 2,16 1,83 1,94 1,51 2,67 1,34
' ADP 2,2 1,49 1,74 1,54 2,21 1,36
ATP 2,38 1,43 2,51 1,81 344 1,2¢
Adenosin 2,74 2,15 2,76 1,95 2,4 1,85
19 AMP 2,55 1,71 2,16 2,09 2,52 1,21
’ ADP 2,78 1,38 2,21 1,85 2,85 1,54
ATP 2,95 1,73 2,21 1,95 2,99 1,38
Adenosin 3,36 2,09 3,49 2,73 3,7 1,94
” AMP 2,4 2,26 2,25 2,33 2,5 1,01
’ ADP 2,76 2,05 2,21 2,08 2,75 2,01
ATP 2,82 2,01 2,52 2,13 3,27 1,61

In intakten Tieren nahm die FlieRgeschwindigkeitiar A. lateralis in der Reihenfol-
ge ADP < Adenosin < AMP < ATP (0,5 nmol rifinj*FG) und Adenosin < AMP < ADP <
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ATP (1,2 nmol mift g*FG) zu. Durch 2,4 nmol mihg*FG wurde die FlieRgeschwindigkeit
in der Reihenfolge AMP < ADP < ATP < Adenosin gégpbet.

In denervierten Tieren wurde die FlieRgeschwindigke der Reihenfolge ATP <
AMP < ADP < Adenosin (0,5 nmol mihg*FG), AMP < ATP < ADP < Adenosin (1,2 nmol
min g'FG) und ATP < AMP < Adenosin < ADP (2,4 nmol iig'FG) erhoht.

In Tabelle 3.5 sind die Zeitrdume angegeben, Uksche die FlielRgeschwindigkeit
aufrechterhalten wurde. In intakten Tieren und udem EinfluR von 2,4 nmol mihg'FG
Adenosin- und Adeninnukleotidldsung wurde der Hffekabhangig vom Gefal3 in der Rei-
henfolge Adenosin < AMP < ADP < ATP aufrechterhalteediglich fir die A. lateralis kann
fur ATP aufgrund des unruhigen Verlaufes keine Aagssiiber die Dauer getatigt werden.

Tabelle 3.5: Dauer der durch die Infusionen vonran und den Adeninnukleotiden ¢ [nmol thig*
FG] hervorgerufenen Effektecf). Angegeben ist die Dauer der FlieRgeschwindigkeiitohung fur die A. po-
sterior, A. descendens und der A. lateralis flmktg (A) und denervierte (B) Hummder Effekt galt als been-
det, wenn die gemittelte FlieRgeschwindigkeit wredef den Wert zuriickfiel, der innerhalb der Staddb-
weichung der Ruhephasg-{iy) lag. Fur die mit einem - gekennzeichneten Wewanten keine Zeiten ermittelt
werden. O entspricht dem Infusionsende und -3 tetiadaf’ der Effekt bereits wahrend des Infusiditrszenes

abgeklungen war.

A. posterior A. descendens A. lateralis
¢ [nmol mi’g*’FG] | Atgr(min) B teg(min) | A teg(min) B teg(min) | A teg(min) B teg(min) |
Adenosin 4,5 2 5 4 2 -
05 AMP 7 4 8 4 8 -
’ ADP 9 -3 8 3 5 -
ATP 9 0 9 4 10 -
Adenosin 55 3 4 2 7.5 4
12 AMP 11 5 8 8 7 -
’ ADP 11 0 17 7.5 9 -
ATP 16 8 18 12 17 -
Adenosin 6 3 7,5 4 6 4
24 AMP 15 10 19,5 13 18 5
' ADP 22 10 24 5 21 8
ATP 30,5 6 30 20 31 -

Mit sinkenden Konzentrationen (1,2 und 0,5 nmol fiftFG) waren in den verschie-

denen GefalRen nur noch Tendenzen dieser Reiherddiganbar. Die Zeiten n&herten sich

immer weiter aneinander an. Besonders deutlich daslfur die FlieRgeschwindigkeit in der

A. posterior denervierter Hummer bei einer Konzation von 0,5 nmol mih g'FG. Hier

wurde der Effekt bereits wahrend der Infusionsphasainiert.
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3.3 Bestimmung von Dopamin, Serotonin und Octopamin

Die Infusionen von Adenosin und den Adeninnuklesidfiihrten in denervierten
Hummern neben dem langsamen Anstieg der Herzfregmeru zum Teil signifikant erhdh-
ter FlieRgeschwindigkeit. Diese Effekte konntererhiJrsprung in der Freisetzung von Neu-
rohormonen aus dem Perikardialorgan haben. Die hesdnde Wirkung der Neurohormone
auf das Herzkreislaufsystem fir verschiedene detmgerustaceen wurde oft beschrieben
(Cooke und Sullivan, 1982; Guirguis und Wilkens939Wilkens et al., 1996; Saver und
Wilkens, 1998; Wilkens und Kuramoto, 1998).

Es sollte daher tiberprift werden, ob es wahrenddenosininfusion zu einer Ander-
ung der Dopamin-, Serotonin- und auch Octopamin&otration in der Hamolymphe des
Amerikanischen Hummers kam. Hamolymphproben wurgenwahrend und nach einer 2,4
nmol min! g'FG Adenosininfusion genommen. In Abb. 3.24 sind Kénzentrationen von
Dopamin (A), Serotonin (B) und Octopamin (C) datghts
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Abb. 3.24: Konzentration [nmol 1 der
Neurohormone in der Hamolymphe des Amerika-
nischen HummersHomarus americanusDie Kon-
zentrationen von Dopamin (A), Serotonin (B) und Oc-
topamin (C) wurden mittels HPLC-EC vor, wéhrend
) und nach einer zehnminitigen Adenosininfusion [2,4
e nmol miri’gFG] ermittelt. Die senkrechten, gestrich-
elten Linien gebenden den Infusionszeitraum an.
(MW £ SD; In der rechten, oberen Ecke ist die Arizah
(n) der Versuchstiere angegeben.)
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Firr den Zeitpunkigiwurde eine Dopaminkonzentration (A) von 1,67 + 1nrdol L?,

ermittelt. Wahrend der Adenosininfusion stieg dienKentration langsam auf 2,18 + 1,41
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nmol L™ (t;5) an und erreichte nach Beendigung der Infusioereinaximalen Wert von 2,23
+ 1,47 nmol ! (t19). Gegen Ende der Erholungsphase wurde eine Komatiemt von 1,63 +
1,51 nmol L* ermittelt. In einem von fiinf Tieren lag die Dopakbnzentration unter der
Nachweisgrenze von 1 nmol'L

Die Serotoninkonzentration (B) lag bei zwei vonfflireren in allen Proben unter der
Nachweisgrenze von 0,5 nmol'Lin zwei weiteren Tieren wurde erst alg bzw. to Seroto-
nin detektiert. Fur die Vorprobep(twurde eine Serotoninkonzentration von 0,1 + &l
L™ ermittelt. Zum Zeitpunktstwurde, aus oben genannten Griinden, kein Serotoniten
Proben gefunden. Zum Zeitpunkststieg die Konzentration dann tbes (0,22 + 0,31 nmol
LY auf 0,25 + 0,42 nmol t (t;5) an. 20 Minuten nach Beendigung der Infusion lizgedmit-
telte Konzentration bei 0,13 + 0,28 nmot.L

In einem Hummer konnte Octopamin (C) nur zu deripdikten ¢ und ts bestimmt
werden. Zu den anderen Zeitpunkten lag die Kona#otr in diesem Tier unter der Nach-
weisgrenze von 2 nmolL Octopamin wurde mit einer Konzentration von 443,39 nmol
L™t zum Zeitpunktg detektiert. Mit Ausnahme des Zeitpunktgs @,74 + 2,71 nmol 1) kam
es wahrend der Adenosininfusion bis zum Zeitpuplg(@,50 + 4,48 nmol L) nur zu gering-
en Schwankungen der Octopaminkonzentratigrd(t1 + 4,01 nmol L; t75 4,29 £ 4,3 nmol
L tio: 3,84 + 4,27 nmol ). Bei tis und to konnten dann Konzentrationen von 5,15 + 2,37

nmol L* und 5,21 + 5,36 nmol't. gemessen werden.
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4 Diskussion

Der Kreislauf des Amerikanischen HummeHgmarus americanysstellt ein kom-
plexes, effizientes und regulierbares System dasM&hon und Burnett, 1990; Reiber und
McMahon, 1998). Damit der Metabolismus unter erbblelastung, wie z. B. in Sauerstoff-
mangelsituationen, aufrechterhalten wird und eii@qaate Sauerstoffversorgung gewahrlei-
stet ist, kbnnen Anpassungen auf Ebene des Herdesd/erteilungssystems sowie der respi-
ratorischen Pigmente erfolgen. Dabei sind offertBathneuronale, hormonelle und metabo-
lische Mechanismen flr die Regulation wichtig (Adexlrowicz, 1932; Cooke und Sullivan,
1982; Bridges und Morris, 1986; Stegen und Grieshat001).

Auf der Ebene des Herzens modulieren diese newonald neurohormonellen Ein-
flisse sowohl die Herzfrequenz als auch das Schlamen, so dafd ein der Situation ange-
passtes Herzminutenvolumen resultiert. (Wilkens \fadker, 1992; Yazawa und Kuwasawa,
1992; McGaw et al., 1994a, b; McGaw und McMahor@5tSGuirguis und Wilkens, 1995;
Wilkens et al., 1996). So nimmt z. B. das Herzmamyblumen wéahrend einer gesteigerten
Aktivitdt zu, da sowohl die Herzfrequenz als auds d&Schlagvolumen gesteigert werden
(Rose et al., 1998, 2001). Bei biotopbedingter Eyphingegen wird die Herzfrequenz redu-
ziert, das Schlagvolumen jedoch derart moduliea® das Herzminutenvolumen beibehalten
oder vergroR3ert wird (McMahon, 1992; Reiber und Mdidn, 1998).

Des weiteren kann durch neuronale und hormonetéiisse eine Verteilung der Ha-
molymphe erreicht werden, indem durch hemmende aktarierende Einfliisse auf die semi-
lunaren Klappen der Gefal3e der Widerstand reguignd (Kuramoto und Ebara, 1984a;
Fujiwara-Tsukomoto et al., 1992; Kuramoto et a@92, 1995; Wilkens, 1997; Wilkens und
Kuramoto, 1998). Dem zufolge kann die Hamolymphewsaen Organen verteilt werden die
Sauerstoff bendtigen, wie z.B. zur Muskulatur wakdreder nach Aktivitat (DeWachter und
McMahon, 1996; McGaw, 2004). Auch zu den Kiemenrkarehr Hamolymphe transportiert
werden, so dal3 hier eine bessere Sauerstoffbeladangdamolymphe stattfinden kann
(McMahon, 1992; Airriess und McMahon, 1994; Reibed McMahon, 1998).

Zur effektiven Steigerung der Sauerstofftranspgéizitat der Hamolymphe erfolgt
neben der Zunahme der Ventilation Gber lonen, sdMlver die Metabolite L-Laktat und Urat
eine Erhohung der Sauerstoffaffinitdt des respirstben Pigments Hamocyanin (Truchot,
1980; Mangum, 1983; Morris et al., 1985; Bridgesd Worris, 1986; Lallier et al., 1987; Zeis
et al., 1992; Zeis und Grieshaber, 1993).
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Ein weiterer Modulator ist das Nukleosid Adenositas in Homarus americanus
(Stegen und Grieshaber, 2001) und\stacus leptodactylusyan de Meer, 2004) die Herzfre-
quenz und die FlieBgeschwindigkeit der Hamolympthé@let. Wahrend exzessiven Schwanz-
schlagens entsteht in der Abdominalmuskulatur Adenm signifikanten Mengen (Stegen,
Maurer und Grieshaber, in Vorbereitung; van de M2804), das aber nicht signifikant den
Adenosin-Titer im Blut erhoht (Stegen, 2001; vanMieer, 2004). Es stellt sich deshalb die
Frage nach dem Weg der Wirkungsvermittlung von Adén auf die Herzaktivitat. Handelt
es sich hierbei um einen direkten oder um eineireékten Effekt? Wahrend direkte Effekte
am Organ wirken, werden indirekte Effekte z.B. Ulerder Peripherie angesiedelte Nerven
oder Uber Neurohormone, die in die Hamolymphe sézrwerden, vermittelt.

Stegen (2001) und van de Meer (2004) zeigten ebenéal? AMP, ADP und ATP
aktivierend auf die Herzaktivitat einwirkten. Dalsadlte neben der Wirkungsvermittlung von
Adenosin auch der mogliche Wirkungsweg dieser Natide geklart werden.

Zu diesem Zweck wurde die semi-isolierte $itu) Herzpraparation, in der neuronale
und hormonelle Einfliisse ausgeschlossen sind, asrgdst. In zwei weiterem vivo Prapara-
tionen wurde mit Hilfe der Pulsed-Doppler Flowmetin intakten Tieren (siehe 2.4.2.1, Seite
20) und Tieren denen die kardioregulatorischen Blemurchtrennt wurden (denervierte Tie-
ren; siehe 2.4.2.2, Seite 21) die Wirkung von Adgmaind den Nukleotiden auf die Herzakti-
vitat und dem Kreislauf bestimmt und verglichene Bionzentration dreier Neurohormone in
der Hamolymphe wurde bestimmt, um den mdglicherliinseitens der Neurohormone un-

ter Adenosineinflufd zu ermitteln.

4.1 Einflul? von Adenosin und den Adeninnukleotiden das$ semi-isolierte
(in situ) Herz.

Die Perfusion der semi-isoliertem (situ) Herzen mit Adenosin- und Adeninnukleo-
tidiosungen sollte Aufschluf3 Uber mogliche Einflissif die Herzaktivitat geben. Es sollte
maoglich sein, den Wirkungsort am Herzen einzugrenaedem zwischen einem Effekt auf
das Herzganglion und einem Effekt auf das Myocandiunterschieden werden kann.

Der EinfluR von Adenosin auf die untersuchten Harameter unterschied sich zum
Teil von den gemessenen Einflissen, die durch dieddtide verursacht wurden. Aus die-
sem Grund soll Adenosin zuerst besprochen wergeitesaber vergleichend mit den Nukle-

otiden nochmals aufgegriffen werden.
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Die Perfusion der semi-isoliertem (situ) Herzen mit 1 mmol t, 2,5 mmol ! und 5
mmol L' Adenosin fiihrte zu keinem beobachtbaren Effekt(Ah1, Seite 35). Lediglich im
Versuchszyklus, in dessen Verlauf eine 5 mmolAdenosinlésung verwendet wurde, war
die Herzfrequenz zwischemgtund bs signifikant erniedrigt. Offensichtlich &ndern diedas
semi-isolierte Herz perfundierten AdenosinlésundienHerzfrequenz nicht.

Auch das Herzminutenvolumen, der ventrikulare Druoki das Schlagvolumen wur-
den durch die direkte Perfusion der semi-isolietenzen mit Adenosin nicht beeinfluf3t. Die
auftretenden Schwankungen lagen in einem Bereighadch zwischen den einzelnen Ver-
suchszyklen beobachtet wurde. Nur die Perfusioneinier 5 mmol [ Lésung l6ste eine
leichte, aber insignifikante Hemmung aller drei dMaeter, schon zu Beginn der Perfusion
aus. Diese Befunde stehen alle im Gegensatz zindevo gemachten Beobachtungen.

Da kein Einflul3 auf die Herzfrequenz gezeigt werdlennte, kann Adenosin keinen
Effekt Uber das Herzganglion vermitteln. Ebenfalgin eine Wirkungsvermittlung tber das
Myocardium ausgeschlossen werden, da weder dasrifertenvolumen, der ventrikulare
Druck noch das Schlagvolumen beeinfluf3t wurdenesiblglich zu keiner gednderten Kon-
traktionskraft des Herzmuskels kam. Adenosin ulmdw® direkten Effekt auf das semi-iso-
lierte (n situ) Herz aus.

Inwieweit sich die Herzfrequenz und das Schlagva@unrkompensatorisch beeinflus-
sen, kann man in Abb. 3.1C, Seite 35 erkennen. Zwade die Herzfrequenz gegen Ende
des Versuchszyklusses signifikant erniedrigt, daszktinutenvolumen jedoch blieb unveran-
dert. Offensichtlich wurde hier durch ein geringtiigesteigertes Schlagvolumen das Herz-
minutenvolumen aufrechterhalten. McMahon (1992)cbasb einen solchen kompensator-
ischen Effekt unter hypoxischen Bedingungen. Da@amnbad kontinuierlich begast wurde,
konnen hypoxische Bedingungen jedoch ausgeschlogseaten. In welchem Ausmald dieser
Effekt durch Adenosin beeinflusst wurde, ist fraglida der Effekt erst gegen Ende des Ver-
suchszykluses auftrat. Demnach musste der Aderftedtheehr verzogert einsetzen, was aber
nicht beobachtete wurde.

Da Stegen und Grieshaber (2001) in intakten Humnpesitiv chronotrope Effekte
und eine Zunahme der Fliel3geschwindigkeit unter Berflu? von AMP, ADP und ATP be-
schrieben, wurde der Einflu3 der Nukleotide auf skmi-isolierteif situ) Herz ebenfalls un-
tersucht.

Die gemittelten Kontrollwerte der Herzfrequenzestd}t fir die einzelnen Versuchs-
zyklen lagen zwischen 59 + 13 bpm (Adenosin) undt45% bpm (ATP) (Tab 4.1). Sie ent-

sprechen den Werten von 49 £ 5 bpm bzw. 53 + 2 lpenfur die semi-isolierteni( situ)
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Herzen vonHomarus americanuson Wilkens et al. (1996) und Wilkens und Kuramoto
(1998) angegeben wurden. Keines der in die serersen (n situ) Herzen perfundierten Pu-
rine anderte die Herzfrequenz. Anscheinend beeiséin weder Adenosin noch dessen Nuk-
leotide das Herzganglion der semi-isoliertem gjtu) Herzen. Jedoch hatten die Perfusionen
von Nukleotidlésungen einen Einflu3 auf das Herartenvolumen, den ventrikularen Druck
und das Schlagvolumen (Abb. 3.2 bis 3.4, Seite@7{3as aus allen Vorlaufeny{ts) gemit-
telte Herzminutenvolumen (14,71 + 2,49 mL jrund auch der ventrikuldre Druck (0,91 +

0,19 kPa) entsprachen den Literaturwerten.

Tab. 4.1: Kontrollwerte (MW + SD) ermittelt aus d¥orlaufswerten @ts) fur die einzelnen Perfusi-
onsexperimente fiir die verschieden konzentriertéanfsin- und Adeninnukleotidlésungen.

Adenosin AMP ADP ATP
c[mmol LY} fH [bpm] n fH [bpm] n fH [bpm] n fH[bpm]
1 59 +13 6 53+ 17 6 4915 5 49 £ 12
2,5 54 +13 5 48+ 9 5 48 +10 4 46 £ 11
5 56 +14 5 56 £ 15 6 48 + 16 6 45 + 16

Laut Wilkens et al. (1996) warfen die isoliertenrflmerherzen die Ringerldsung mit
einem Volumen von 8 - 15 mL aus und der ventrilkal@ruck lag bei 1,9 £ 0,43 kPa. Zwei
Jahre spater ermittelten Wilkens und Kuramoto (}@2jegen fur den Hummer einen Kon-
trollwert von 0,8 £ 0,03 kPa, der mit dem hier gesenen ventrikularen Druck nahezu tber-
einstimmt.

Die Diskrepanz im ventrikularen Druck zwischen deme dieser Arbeit ermittelten
und den von Wilkens et al. (1996) angegebenen Wdrteuht womaoglich auf der Wahl des
GefaRes, Uber das der FIuR gemessen wurde. DearAridrerung des ventrikularen Drucks
kann tiber den Offnungszustand der semilunaren i€layervorgerufen werden (Saver et al.,
1998), da sich der Widerstand des Gefalisystems dliecKontraktion der Klappen erhoht.
Wilkens und Mitarbeiter (1996) bestimmten den Hildér die A. descendens, so dal3 hier der
EinfluR der kardioregulatorischen Klappe veranthcitsein kann. In dieser Arbeit wurde
der Herzausstol3 jedoch tber die A. posterior glean deren Ursprung keine kardioarteriel-
le Klappe vorhanden ist. Wilkens und Kuramoto (1988stimmten den Fluf3 auch tber die
A. posterior, was den Einflul3 der semilunaren K&appuf das Herzminutenvolumen bestéa-
tigen durfte.

Die in dieser Arbeit ermittelten Werte fir die sesolierten {n situ) Herzen lagen

unter den Werten, dim vivo bestimmt wurden. So lag vivo (intakte Tiere) die Herzfre-
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quenz bei 70 £ 9 bpm (siehe 3.2.5.1, Seite 68).V@atrikulare Druck konnten vivo in die-
ser Arbeit nicht bestimmt werden. Wilkens et ab9&) geben jedoch fur den Amerikanisch-
en Hummer einen Wert von 1,58 + 0,12 kPa an. Digathre fir diesen Unterschied beruht
zum einen auf der Praparationsmethode selbst umdarnuleren darauf, dafd die Herzen von
nervosen und auch von hormonellen Einflissen epidbpvaren. Das wird von Wilkens und
Mercier (1993), Wilkens und Kuramoto (1998) sowidélkéhs und McMahon (1994) besta-
tigt.

Die Perfusion der semi-isoliertem (situ) Herzen mit ATP und ADP fluhrte bei einer
Konzentration von 2,5 mmoltzu signifikant gesteigerten Werten fiir das Herargnvolu-
men, den ventrikularen Druck und das SchlagvolumdmP erhdhte den ventrikularen Druck
und das Schlagvolumen erst ab einer Konzentrationsvmmol [* signifikant. (Abb. 3.5 und
3.6, Seite 42 und 44) Da ATP und ADP in einer Kanizion von 2,5 mmol t zu den am
deutlichsten ausgepréagten Effekten fihrten, sah slie Diskussion auf die Einflisse, die
durch diese Konzentrationen hervorgerufenen wurtdeschranken. Auch der Einflu von
2,5 mmol L* Adenosin und AMP soll vergleichend mit den Effekter genannten Nukleoti-
de beschrieben werden.

Die in Abb. 3.5 und 3.6 (Seite 42 und 44) und in dabellen 3.1 bis 3.3. (Seite 43 bis
45) dargestellten Ergebnisse zeigen, dal3 ausgefmenddenosin die Amplitude des Herzmi-
nutenvolumens, des ventrikularen Drucks und deda§eblumens in der Reihenfolge vom
AMP Uber ADP zum ATP zunahm, wohingegen die Hemfenz durch die Perfusion der Pu-
rine, wie oben schon erwéhnt, unbeeinfluf3t blieb.

Um die Unterschiede zwischen Adenosin und den Aderkleotiden zu verdeutlich-
en, ist in Abbildung 4.1 der EinfluR je einer Psifin von 2,5 mmol L Adenosin (A) und 2,5
mmol L* ATP (B) fiir den ventrikuldren Druck und das Herzamténvolumen dargestellt.

Die Perfusion des Herzens mit Adenosin zeigt keigtfekt, wohingegen die Perfusi-
on mit ATP zu einem deutlich gesteigerten ventdkeh Druck und Herzminutenvolumen
fuhrt.

Bei der angewandten semi-isoliertem gitu) Praparationsmethode muf3 beriicksichtigt
werden, dal3 die Herzen in den Einzelpraparationemeginn der Versuchszyklen unter-
schiedlich kraftig schlugen und daher Abweichungererhalb der einzelnen Parameter auf-
wiesen. Des weiteren nahmen die Parameter im Lderfggesamten Versuchszeit kontinuier-
lich ab. Diese Variationen erkléaren die Bandbreiteerhalb der Anfangswerte zwischen den
einzelnen Purinperfusionen. Die Vorlaufswerte deze&nen Parameter (Tab. 3.1 bis 3.3,

Seite 43-45) fur die Adenosin- und die Nukleotidpsionen zeigen eine Abnahme des Vor-
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laufniveaus in der Reihenfolge Adenosin > AMP > ABRRTP, wohingegen die Amplitude,
hervorgerufen durch die Perfusion und wie oben samvéahnt, in umgekehrter Reihenfolge
gesteigert wurde.

A B

Abb. 4.1: Originalaufzeichnung des ventrikulareruéks [kPa] und des Herzminutenvolumens [mL
min?] wahrend eines Versuchszyklusses von 25 MinutaviesgergroRerte Ausschnitte aus dem Vorlauf und
wahrend der Perfusion dés situ Herzens mit 2,5 mmol £ Adenosin (A) und ATP (B). Die gestrichelte Linie
markiert den Startpunkt der Perfusion.

Der Unterschied in der Amplitudenhtéhe zwischen Awem und den Adeninnukleoti-
den konnte auf das, durch die schwécheren Herzamsaehte, niedrigere Anfangsniveau
zurtckzufihren sein bzw. auf eine damit verbundéngere Verweilzeit der Lésungen im
Herzen. Denn zum einen riefen Wilkens und Kuran{@@98) durch die Applikation dersel-
ben Neurohormonlésung in schwécher pumpenden saiediten {n situ) Herzen einen dra-
matischeren Effekt hervor als in kréaftiger schladgm Herzen. Zum anderen wird nach
Wilkens et al. (1996) 1 mL einer Hormonldsung, idiesitu zu einem deutlichen Effekt flhrt,
innerhalb von zwei bis drei Schlagen aus dem Heexrgfernt. Fir diese Versuche wirde das
bedeuten, dal? nach vier bis sechs Schlagen die Punhlosung aus dem Herzen entfernt
wurden. Vier bis sechs Schlage entsprechen einéspaane von funf bis sieben Sekunden
bei einer durchschnittlichen Herzfrequenz von 5% hpm (Mittelwert aus allen Vorlaufen
siehe Tabelle 4.1). Demzufolge kdnnte es sein,rdégliche, durch Adenosin-, AMP- und
ADP-L6sung hervorgerufene Effekte nicht beobacktetden konnten bzw. nicht so stark
ausgepragt waren wie die Reaktion auf die ATP-Lgswa die Verweilzeit fir Adenosin,
AMP und ADP im Herzen nicht ausreichend war, umeribenso deutlichen Effekt wie
ATP auszulésen. Jedoch scheint die Verweilzeittrden Grund fir die ausbleibende Reakti-
on zu sein, da die Perfusion mit Adenosinldsundhéhe schwacher schlagenden Herzen, in
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denen die Losung langer verweilen konnte, keindakEhervorrief. Ebenso wenig fihrte ein
Komplettaustausch der Ringerlésung des Organbadesdanosinlosung zu einer Wirkungs-
vermittiung. Auch waren z. B. die Vorlaufswerte demtrikularen Drucks in den Einzelpra-
parationen nahezu identisch (AMP: 0,49 kPa, ADR9Pa und ATP 0,57 kPa). Dennoch
wurde die Amplitude in der Reihenfolge AMP, ADP uA@P gesteigert (0,06 kPa, 0,23 kPa
und 0,9 kPa; angegeben sind die Differenzen zwriscleen Vorlaufswert und dem maxima-
len Wert). Demzufolge reicht die Verweilzeit im Hen aus, um eine Wirkung auf die Herz-
aktivitat auszutben.

Eine Erklarung fur die beobachteten Unterschiede@in der Wirkungsvermittlung
Uber Purinrezeptoren liegen, die eventuell am Hedes Amerikanischen Hummers lokali-
siert sind. Adenosin transduziert seine WirkungriP&-Rezeptoren, ATP und ADP vermit-
teln ihre Wirkung tGber P2-Rezeptoren (BurnstoclkQ6)9 Zur Wirkungsweise von AMP als
Signalmolekl existieren unterschiedliche AnsichtBarnstock (1996) sowie Ralevic und
Burnstock (1998) geben an, dall AMP P1-Rezeptoreviexk. Wohingegen llles et al. (2000)
davon ausgehen, dafl3 AMP nicht als Ligand fur dizeR®ren in Frage kommt. Somit misste
perfundiertes AMP zur Wirkungsvermittlung erst zdeRosin dephosphoryliert werden. Ade-
nosinperfusionen fihrten in den semi-isolierten §jtu) Herzen jedoch zu keiner Reaktion,
wohingegen die Perfusion von AMP mit einer Konzation von 2,5 mmol £ schwache und
ab 5 mmol [* signifikant erhdhte Reaktionen hervorriefen (ABE2, B und C, Seite 37). Da
Adenosin keine Reaktion transduziert scheinen kBihdRezeptoren am Herzen lokalisiert zu
sein. Ein Grund fur die schwachere Reaktion derzéferauf die Perfusion von AMP kodnnte
durch eine geringe Affinitat von AMP an einen niclither bestimmbaren Rezeptor zu erkla-
ren sein. Das wirde im Einklang stehen mit dem Befwald erst hohe AMP-Konzentratio-
nen zu einem deutlichen Effekt fihren. Um welcheszdptortyp es sich handelt, kann nur
spekuliert werden. Mdglich wére ein eigener AMPss&ver Rezeptor jedoch mit einer ge-
ringen Affinitat. Eine weitere Erklarung wére, daRIP mit einer geringen Affinitat an einen
P2-Rezeptor binden kann, denn Hoyle und Greenld&88) sowie Walker et al. (1996) ge-
hen davon aus, dal} sich die purinergen Rezept@eindertebraten und Vertebraten unter-
scheiden und somit eine Bindung von AMP in Inverd¢dn an einen P2-Rezeptor nicht aus-
geschlossene werden kann.

P2-Rezeptoren scheinen in einer hheren Anzahuliegen, da das Ausmal} der Re-
aktion der semi-isoliertenn( situ) Herzen auf die ADP- und ATP-L6sung deutlichergais
pragt ist, als die auf AMP. Der starkere Effektaudie ATP-Perfusion lasst sich durch die
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unterschiedliche Potenz der Adenylate erklaren)adie Burnstock (1978) in der Reihenfolge
Adenosin < AMP < ADP < ATP zunimmt.

Die Perfusion mit Nukleotiden flhrte genauso wie Adenosinperfusion zu keinem
chronotropen Effekt. Im Gegensatz dazu wurden dazrlinutenvolumen, der ventrikulare
Druck und das Schlagvolumen durch die Nukleotidgejgert, wohingegen Adenosin keinen
Effekt hervorrief. Anscheinend wird die Wirkung deuarine Uber unterschiedliche Wege auf
das Herz Ubertragen. Adenosin verursacht keinexkidin Effekt auf das Herz des Hummers,
sei es Uber das Herzganglion oder das Myocardium.NDkleotide vermitteln in semi-iso-
lierten (n situ) Herzen ebenfalls keinen direkten Effekt Uber Haszganglion, jedoch verur-
sachen sie offensichtlich einen direkten Einflu@ritlas Myocardium semi-isolierten (situ)

Herzen.

4.2 In vivo Messungen mittels der Pulsed-Doppler-Flowmetriatakten und

denervierten Hummern

Mit Hilfe der Pulsed-Doppler-Flowmetrie wurde deanffuf3 von Adenosin und seiner
Nukleotide auf die Herzaktivitatn vivo, in zwei verschiedenen Praparationen bestimmt. So
wurden die Herzfrequenz und die Flie3geschwindigkeintakten Tieren gemessen und in
Hummern bestimmt, denen nach Guirguis und Wilkek89%) die zum Herzen fihrenden
kardioregulatorischen Nerven durchtrennt wordenewabDiese im Bereich des Herzens auch
als dorsale Nerven bezeichneten Leitungsbahneringdenh das zentrale Nervensystem mit
dem Herzganglion. Die dorsalen Nerven bestehezwasanregenden und einer hemmenden
Faser, Uber welche die Herzaktivitat moduliert veerééann (Alexandrowicz, 1932).

Bevor die eigentlichen Infusionsexperimente mit denervierten Tieren durchgefuhrt
werden konnten, wurde Uberprtft, ob die dorsalervé&edurchtrennt worden waren. Intakte
Tiere zeigten auf externe Stimuli wie Schatten Beadvegung im Sichtfeld sowie plotzliche
Berihrungen, Phasen der Bradykardie (Abb. 2.9 uoia&hon, 1995a). Schon dieser Effekt
zeigt, dal3 die Nerven eine wichtige Rolle fiir dieddlation der Herzleistung besitzen. Fehl-
te diese Reaktion nach einer Storung des TieresdigaPraparation erfolgreich. Mit diesen
Tieren sollten, im Vergleich zu intakten Tieren,dRséchlisse auf die Wirkungsweise von
Adenosin und seinen Nukleotiden gewonnnen werden.

Die Infusionen von Adenosin, AMP, ADP und ATP fidmtsowohl in intakten als
auch in denervierten Hummern zu einer gesteigéetimzfrequenz. Mit Ausnahme von ATP

und Adenosin (intakt; Tab 4.2) wurde die Herzfregu&onzentrationsabhéngig erhoht. Die
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Art des Verlaufs und das Ausmal3 der Zunahme zwisahiakten und denervierten Hum-
mern waren dennoch verschieden. Die mit dem Infisstart rapide gesteigerte Herzfrequenz
in intakten Tieren war gegenlber den denerviertienef, bei denen die Frequenz langsam
zunahm, deutlich erhéht (Abb. 3.21, Seite 69 und.Z.2).

Die niedriger konzentrierten Adenosin- und Adenkieatidlésungen fuhrten unter-
einander verglichen nur zu geringen Unterschiedetler maximalen Auspragung der Herz-
frequenz A fH; Tab. 4.2), die in intakten und denervierten &ireein bis zwei Schlage betrug.
Nur eine ATP-Infusion von 0,5 nmol ming’FG verursachte einen deutlichen Unterschied
von 20 Schlagen pro Minute (Tab 4&fH [bpm], intakt). Die Infusion der Adenosinldsung
mit einer Konzentration von 2,4 nmol i *FG rief im Vergleich mit den Nukleotiden, die
geringste Steigerung hervor. Die Infusion der Naktie erhéhte die Herzfrequenz annéhernd
gleich (Tab.4.2, intakt).

Tab. 4.2: Vergleich der Differenz zwischen Vorlaufd der Anderung der Herzfrequene fd) in Ab-
hangigkeit unterschiedlicher Konzentrationen [nmin™” g*FG] von Adenosin und den Nukleotiden zum Zeit-
punkt t.. fur intakte und denervierte Amerikanische Hummer.

intakt denerviert
c[nmol min* g'FG] AfH[bpm]  t . Imin]  AfH[bpm] tramin]

0,5 11 8 3 8

Adenosin 1,2 14 10 4 10
2,4 14 9 5 9

0,5 11 12 4 17

AMP 1,2 16 11 7 10
2,4 19 11 12 24

0,5 10 14 2 11

ADP 1,2 12 16 6 12
2,4 21 19 8 22

0,5 20 10 6 14

ATP 1,2 17 18 9 28
2,4 20 26 12 27

Ein weiterer Unterschied zwischen intakten und daagen Hummern betrifft den
Zeitraum, Uber den die Herzfrequenz erhdht bliebb(8.21, Seite 69). Wahrend in denervier-
ten Tieren die Herzfrequenz gegeniiber dem Vorlagifisidber den Zeitraum der Erholungs-
phase @ bis t0) auf einem geringfligig erhéhten Niveau blieb, natismDauer des Effektes
in intakten Tieren in der Reihenfolge Adenosin < RM ADP < ATP zu. In abgeschwachter
Form war das auch fir die niedrigeren Konzentraimhbeobachtbar (Abbildungen siehe An-
hang, Seite 119).
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Die Dauer des Effektes mit zunehmendem Phosphouylgsgrad decken sich mit der
Beobachtung von Stegen (2001), die durch InfusiarmenAdenosin- und Adeninnukleotidlo-
sungen mit einer Konzentration von 4,8 nmol Tigi'FG ebenfalls positiv chronotrope Ef-
fekte beim Amerikanischen Hummer hervorrufen kondterdings setzte der chronotrope
Effekt mit zunehmenden Phosphorylierungsgrad spsterie in abgeschwachter Form ein
und steht damit im Widerspruch zu der sofortigemahune der Herzfrequenz, die in dieser
Arbeit beobachtet wurde (Abb. 3.21, Seite 69). Dialieser Arbeit ermittelten Werte sind
eher mit denen flr den Galizischen Flusskré&sacus leptodactyluévan de Meer, 2004)
vergleichbar, hier fihrten Adenosin und die Adenikieotide mit einer Konzentration von

3,5 nmol mift g*FG mit steigenden Phosphorylierungsgrad zu stanké&neplituden.

Der Unterschied der von Stegen (2001) und in didsbeit sowie auch von van de
Meer (2004) beobachteten Effekte ist wahrscheirdigheine unterschiedliche Durchfiihrung
der Infusion und der daraus resultierenden Konatintr in nmol mift g*'FG zuriickzufiih-
ren. Ausgehend von einer konstanten Konzentratiater Spritze wurde durch Stegen (2001)
die Infusionsgeschwindigkeit und damit das Infusiasilumen variiert, um die gewinschten
Konzentrationen zu erreichen. In dieser Arbeit dndch van de Meer (2004) wurde die In-
fusionsgeschwindigkeit und damit das Volumen kamsggehalten und die Konzentration in
der Spritze angepasst. Die resultierende Konzeéordietrug bei Stegen (2001) 4,8 nmol
min™ g'FG, wahrend in dieser Arbeit die Konzentration digr Halfte und bei van de Meer
(2004) 3,5 nmol mirt g*FG betrug. Da durch letztere und in dieser Arbeigleichbare Er-
gebnisse ermittelt wurden, lasst sich der Unteesthier beobachteten Effekte nicht Uber die
ungleichen Konzentrationen erklaren. Héhere Konagiohen wirden eher einen Einflul3 auf
die maximale Wirkung ausiben. Wahrscheinlicher istreen durch die unterschiedlichen In-
fusionsmethoden, wie sie oben beschrieben wurdarmphgerufener Einflul3 zu sein. Moglich
ware dabei ein baroreflektorischer Effekt, durcin teut Burggren et al. (1990) die Herzfre-
quenz reduziert wird. Der durch ATP vermittelte ifechronotrope Effekt und der oben be-
schriebene baroreflektorische Effekt wiirden sichegeseitig beeinflussen und die Herzfre-
guenz wirde langsamer ansteigen. Das wurde audh @tegen (2001) beobachtet. Aller-
dings lasst sich damit die von Stegen (2001) eefitétideutlichere Zunahme der Herzfrequenz
durch die Infusion der anderen Purine nicht erkiaso dal’ ein baroreflektorischer Effekt

eher unwahrscheinlich zu sein scheint.

85



Diskussion

Die Ergebnisse der beiden vivo Untersuchungen deuten auf indirekte Effektoren
hin, die zu einer Modulation der Herzfrequenz fithr®ffensichtlich wird die Herzfrequenz
indirekt durch das zentrale Nervensystem Uber giegenden Fasern der kardioregulatorisch-
en Nerven beeinflu3t. Der Verlauf der HerzfrequenBeginn der Adenosin- und Adeninnu-
kleotidinfusionen &hnelt dem rapiden Anstieg, deoliachtet wurde, wenn ruhende Hummer
zum Laufen animiert wurden (Guirguis und Wilken89%; Rose et al., 1998, 2001). Nach-
dem diesen Tieren die kardioregulatorischen Nemterchtrennt worden waren, stieg die
Herzfrequenz wahrend des Laufens langsam und dtaalueblieb aber unter der Herzfre-
guenz intakter Tiere (Guirguis und Wilkens, 199%¢r gleiche Effekt wurde in dieser Arbeit
durch die Adenosin und die Adeninnukleotidinfusioreervorgerufen (Abb.3.21B, Seite 69).
Dieser langsame, graduelle Anstieg der Herzfrequerdenervierten Tieren deutet auf wei-
tere indirekte Effektoren hin. Bei diesen Effektodgdnnte es sich, wie auch Guirguis und
Wilkens (1995) vermuteten, um Neurohormone bzw aimaische Endprodukte in der Hamo-
lymphe handeln. Die genannten metabolischen Endftedund der &hnliche Verlauf der
Herzfrequenz zwischen laufenden Tieren und deremier dieser Arbeit, konnten den Schluf3
nahe legen, dal’ es sich bei diesen EndproduktesieiRurine handelt.

Zur Steigerung der Herzfrequenz scheidet ein dareEinfluld von Adenosin und den
Adeninnukleotiden auf das Herzganglion aus, wieckutie semi-isolierte Herzpraparation
gezeigt werden konnte (Abb.3.5, Seite 42). Moghidire ein Anstieg der Herzfrequenz
vivo durch die Dehnung des Ventrikels.

Die Herzrate in Crustaceen wird durch eine Dehndeg Myocardiums beeinflufdt
(Kuramoto und Ebara, 1984b, 1985, 1988). Wilker#98) l6ste durch die Perfusion unter-
schiedlicher Volumina einer Ringerldésung in dasisisoiierte Herz vorCarcinus maenasi-
nen langsamen Anstieg der Herzfrequenz aus. Inrdeino Praparationen fuhrten die Adeno-
sin- und Adeninnukleotidinfusionen zu einer gestetign FlieRgeschwindigkeit, die ihren Ur-
sprung in einem erhdhten Schlagvolumen haben kobaeei wird der Ventrikel starker ge-
dehnt, wodurch aufgrund des erhdhten Zeitbedarfgevi der Systole der Anstieg der Herz-
frequenz verzogert wird. Hat letztere aber ein Bté$ Niveau erreicht, dann bleibt dieses er-
halten, da durch den fehlenden Regulationsmechasister hemmenden Fasern die Rate
nicht gesenkt werden kann.

Die operativ getrennte Verbindung zwischen zentnaldervensystem und dem Herz-
ganglion kann fir die Differenz der Herzfrequenzasohen intakten und denervierten Tieren
verantwortlich sein (Abb. 3.21; Seite 69). Der dieber ausgepragte Anstieg der Herzfre-
quenz in intakten als in denervierten Tieren sprafir, dald der nervose Einflul des zentra-
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len Nervensystems der wichtigere Effektor im Veigiezu einer méglichen neurohormonel-
len und/oder metabolischen Beeinflussung der Heqeienz ist. Bestétigt wird dieses bereits
durch Wilkens und Walker (1992) und McGaw (199443Gaw spricht davon, dal3 der An-

stieg der Herzfrequenz der primare Mechanismug\ataort auf Stressituationen sei. Guir-

guis und Wilkens (1995) konnten dieses Phanometétigesn. Hummer, die zum Laufen ani-

miert wurden, reagierten mit dem Beginn des Laufaiteiner schnell ansteigenden Herzfre-
quenz. Waren die dorsalen Nerven durchtrennt workim es zu einem langsamen Anstieg,
der im Vergleich zu Kontrolltieren geringer ausfiel

Die Infusionen von Adenosin und den Adeninnukleatidveranderten neben der
Herzfrequenz auch die FlieRgeschwindigkeiten ird&ein vivo Praparationen. In intakten
Tieren wurde die FlieRgeschwindigkeit in allen Gefd durch die Infusion von Adenosin
konzentrationsabhéngig und signifikant gesteidartlenervierten Tieren wurde die Flie3ge-
schwindigkeit der Hamolymphe durch die Adenosinsidnen ebenfalls signifikant gestei-
gert. Nur in der A. lateralis kam es durch die &iém von 0,5 nmol mih g'FG Adenosin,
AMP und ADP zu keiner signifikanten Zunahme.

Eine konzentrationsabhangige Zunahme wurde flAdjgosterior und die A. descen-
dens von Stegen (2001) beschrieben. Die von Stiegder A. posterior ermittelte maximale
Zunahme durch 0,5, 1,2 und 2,4 nmol thifitFG Adenosin (1,4, 1,9 und 2,5fach) lag unter
den in dieser Arbeit ermittelten Werten (2,6, 2l 3,36fach). In der A. descendens hinge-
gen wurde durch 0,5 und 1,2 nmol Mig'FG Adenosin eine 2,7 und 2,9fache Steigerung er-
reicht, die Gber den in dieser Arbeit gefundenenté&e(2,29 und 2,76fache) lagen. Fur die
2,4 nmol mift g'FG Adenosinlésung lag die von Stegen ermittelteafume (3fach) unter
der in dieser Arbeit ermittelten Zunahme (3,49fache

Die Unterschiede in der maximalen Zunahme lie3eim gurch die Verteilung der H&-
molymphe und durch deren FlieRgeschwindigkeit inh&awustand erklaren. In dieser Arbeit
wurde bereits im Ruhezustand eine héhere FlieRgasdigkeit in der A. posterior und eine
niedrigere in der A. descendens als durch Stege@lj2bestimmt. Auch in der A. laterale
wurde ein geringer Anfangswert (17,69 + 5,34 mthas von Stegen und Grieshaber (2001),
deren Ruhewert bei 98 + 92 mm kg, bestimmt. Offensichtlich wurde die Hamolympire
Ruhezustand der Tiere anders verteilt und diesed»erteilung wurde wahrend der Infusion
aufrechterhalten. Warum dass allerdings der Fallegen ist, konnte nicht geklart werden.

Bei der Betrachtung der Unterschiede der FlieRgeschigkeit in der A. laterale
zwischen dieser Arbeit und Stegen und Grieshab@dl(Pmufd berlicksichtigt werden, daf3
der Transducerkristall in dieser Arbeit naher zuarzén orientiert war. Anhand anatomischer
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Untersuchungen konnte eine falsche Positionierarg<distalle jedoch ausgeschlossen wer-
den. Dennoch wurden unter Adenosineinflul3 unteestiithe Effekte hervorgerufen.

Bei Stegen (2001) unterschied sich das FlieBmustder A. lateralis von den Fliel3-
mustern in den anderen Gefal3en. In der A. lateeslgltierte unter Adenosineinflul? nicht je-
der Herzschlag in einem Peak, auch traten geger Hed Infusion einzelne vergrol3erte
Peaks auf. Stegen (2001) vermutete zwei gegentftekte. Zum einen soll Adenosin ei-
nen hemmenden EinfluR auf die am Herzen lokalemeKlappen austiben und damit fir die
fehlenden Peaks verantwortlich sein. Zum anderéresounbekannter Faktor den gegenlau-
figen Effekt haben. Durch diesen Faktor und durah allgemein resultierende gesteigerte
Herzaktivitat sollte es dann zu den vergro3ertbey aerzogert einsetzenden Peaks kommen.
Insgesamt Uberwog laut Stegen aber der hemmendielEiso dal’ in der Summe eine Ab-
nahme der FlieRgeschwindigkeit detektiert wurde.nWeiese Annahme richtig ist, dann
wirde in der vorliegenden Arbeit der hemmende Eftkkch den unbekannten Faktor und
durch die gesteigerte Herzaktivitat Uberlagert wardla die von Stegen beobachtete Abnah-
me der FlieRgeschwindigkeit unter Adenosineinfloi3Gegensatz zu den Ergebnissen dieser
Arbeit steht (Abb. 3.7, Seite 47). Wie lassen ga Abweichungen zwischen dieser Arbeit
und Stegen (2001) erklaren?

Die Unterschiede kénnten beispielsweise durch d&t®nen der Transducerkristalle
hervorgerufen worden sein, wenn es zu einer Madtifthh der GefaRdurchmesser gekommen
wére. Chan et al. (2006) vermutet fir die A. ldisraine solche Regulationsmoglichkeit Giber
Stressfasern. Mdglich ware somit eine Variation Geal3widerstandes und damit eine Zu-
oder Abnahme der FlieRgeschwindigkeit. Allerdinggde das eine lokal begrenzte Regulati-
on des Widerstands bedeuten. Nahe am Herzen widideStressfasern den Gefal3durchmes-
ser verengen und damit die FlieRgeschwindigkediaser Stelle erhéhen. Hingegen wirde es
an der von Stegen praferierten Position zu ein&@t&tion kommen und die Flie3geschwin-
digkeit wirde reduziert werden. Da aber die Steesssh Uber die gesamte Laterale verteilt
sind, sollte die Position der Kristalle keinen Huf¥f auf diesen Unterschied haben.

Da der Verlauf der Fliel3geschwindigkeit in diesebé&it wiederum mit den Ergebnis-
sen von van de Meer (2004) fur den Flusskrebs irsn@mt, ist ein Einfluld seitens der In-
fusionsdurchfihrung, wie er schon fur die Herzfagu beschrieben wurde, denkbar. Aber
auch hier scheinen baroreflektorische Effekte umaaieinlich, da Stegen (2001) diese durch

die Infusion von Hummer-Ringer ausschliel3en konnte.
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Nicht nur durch die Adenosininfusion, sondern adalch die Infusionen der Nukleo-
tide wurde die FlieRgeschwindigkeit in intakten whehervierten Hummern signifikant ge-
steigert. Die FlieRgeschwindigkeit in denervierigaren wurde jedoch weniger stark erhoht
als in intakten Hummern (Abb. 3.23, Seite 71 und.3a, Seite 72). Durch die ATP-Infusio-
nen wurde in denervierten Tieren die Fliel3geschigkeit in allen GefalRen sowie durch
AMP und ADP nur in der A. descendens konzentradbhéngig gesteigert. In intakten Hum-
mern wurde nur durch AMP in der Descendens eineéduatnationsabhéngige Steigerung er-
mittelt.

Neben der zum Teil konzentrationsabhéngigen Zunakande die Flie3geschwindig-
keit substanzabhangig gesteigert. In Tabelle 4.8iesReihenfolge der maximalen Effekte in
Abhangigkeit der Adenosin und Adeninnukleotidinfirgén (2,4 nmol mih g'FG) firr intak-
te und denervierte Tiere angegeben. Die Reihenfmdgéeht sich auf die Anderung der FlieR-

geschwindigkeit in der A. posterior, A. descendeng der A. lateralis.

Tab. 4.3: Reihenfolge der maximalen Anderung diaf¥gleschwindigkeiten in der A. posterior, A. des-
cendens und der A. lateralis, in Abhéngigkeit deleosin- und Adeninnukleotidlésungen [2,4 nmol Tt
FG]. (i = intakte Tiere; d = denervierte Tiere).

Gefal3 | | Reihenfolge
[ AMP < ADP < ATP < Adenosin
d ATP < ADP < Adenosin < AMP
| ADP < AMP < ATP < Adenosin
d ADP < ATP < AMP < Adenosin
[
d

A. posterior

A. descendeng

AMP < ADP < ATP < Adenosin

A. lateralis
! ATP < AMP < Adenosin < ADP.

Stegen und Grieshaber (2001) ermittelten fur deredanischen Hummer einen
schwacher werdenden maximalen Effekt der FlieRgeschgkeit in der A. descendens mit
zunehmenden Phosphorylierungsgrad. In der vorlggeirbeit wurde durch die Adenosin-
l6sung die Flie3geschwindigkeit starker erhohtdalsch die Nukleotidlosungen und das ent-
sprach soweit den Beobachtungen von Stegen (280&j)dings nahm der durch die Infusion
der Nukleotide hervorgerufene Effekt nicht mit g@dem Phosphorylierungsgrad ab, son-
dern in zwei von drei untersuchten GefalRen wurde gunahme der Flie3geschwindigkeit in
der Reihenfolge AMP < ADP < ATP ermittelt (Tab. }4.Biese Reihenfolge entspricht erneut
eher der Reihenfolge, die von van de Meer (2004A&iacus leptodactyluseobachtet wur-

de. Grunde, welche diese Unterschiede erklarentknmwurden bereits bei der Besprechung
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der Herzfrequenz und der konzentrationsabhangigeige3ung der FlieRgeschwindigkeit an-
gegeben.

Zwar konnte in der A. descendens keine Zunahmegigidlir die anderen beiden Ge-
fakRe beschrieben wurde, erreicht werden (Tab. &l auch hier liegt eine Tendenz der an-
gegebenen Reihenfolge vor. Dagegen existiert iemggrten Hummern kein Zusammenhang
zwischen der gesteigerten Fliel3geschwindigkeitdem Phosphorylierungsgrad (Tab. 4.3).

Dieser EinfluR auf die Amplitude scheint sich auchder Dauer des Effektes nieder-
zuschlagen. In intakten Tieren hangt die Dauerngifehtlich mit dem Grad der Phosphory-
lierung zusammen (Tab 3.5, Seite 73). So bliebeinAl posterior, A. descendens und der A.
lateralis die Flie3geschwindigkeit intakter Tienetar dem Einflu3 von Adenosin und den
Adeninnukleotiden [2,4 nmol mihg'FG] mit steigendem Phosphorylierungsgrad langer er-
hoht. Durch die geringer konzentrierten Losungem diaser Effekt jedoch nicht ganz so
deutlich ausgepragt. Hingegen konnte in denenndgthemmern kein eindeutiger Zusammen-
hang zwischen der Dauer des Effektes und dem GeadPkosphorylierung hergestellt wer-
den. Ahnlich wie in intakten Tieren war zwar demratu Adenosin ausgeloste Effekt am
schnellsten abgeklungen und die durch ATP gesteidgéiel3geschwindigkeit wurde am lang-
sten aufrechterhalten, aber der durch ADP hervafgee Einflul? war schneller abgeklungen
als der durch AMP hervorgerufene.

Die Unterschiede in der maximalen Erh6hung unden@auer des Effektes, die sich
durch die Infusionen im Vergleich zwischen intakt@md denervierten Hummern zeigten,
sprechen fir den Beitrag verschiedener Mechanistnersteigerung der Flie3geschwindig-
keit. So kann die Differenz zwischen intakt und elstert durch das Fehlen des nervdsen
Beitrages vom zentralen Nervensystem verursacht &#nauso wie die fehlenden neurona-
len und hormonellen Einflisse in der semi-isolierf@ situ) Praparation fiir die geringeren
Werte der Herzfrequenz und des Flusses verantatloglind (Wilkens und McMahon, 1994).

Die Verlangerung des Effektes kann an der Wirkuegsittlung jedes Abbauproduk-
tes eines bestimmten Purins liegen. Je mehr akgivitee Zwischenprodukte bis zum Inosin
entstehen, desto langer kann die Reaktion aufrdaiten werden. Zum Beispiel blieb die
durch ATP-Infusion gesteigerte FlieRgeschwindigkiaiiger erhdht, da ATP Uber eine Nukle-
osidtriphosphat-Diphosphohydrolase zu ADP dephosgieat wird (Zimmermann, 2000).
Das freiwerdende ADP kann dann erneut einen stailger Effekt vermitteln. In der fortlau-
fenden Kaskade wird dann ADP bis zum inaktiven im@Stegen, 2001; van de Meer, 2004)
abgebaut.
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Fir die denervierten Tiere stellt sich die Fragd,veelchem Weg die Fliel3geschwin-
digkeitin vivo derart erhoht werden kann, obwohl der BeitragStergerung durch die Herz-
frequenz gering ist.

Die Uber den Pulsed-Doppler gemessene Flie3gesdigkait steht tber die Formel

oof2]

Q = HamolymphfluR [mL miH]
d = mittlerer GefalRdurchmesser [cm]

v = mittlere FlieRgeschwindigkeit [cm mith

mit dem Hamolymphflu3 in Verbindung. Geht man alswon aus, dal} eine erhohte
Flie3geschwindigkeit einem erhdhten Hamolymphfli&c) kommt, bleibt als Erklarungs-
maoglichkeit nur ein gesteigertes Schlagvolumen.

Es stellt sich die Frage nach der Regulation deta§eblumens bei decapoden Cru-
staceen. In Wirbeltieren wird autoregulatorisch mitem erhdhten vendsen Ruckflul3 das
enddiastolische Volumen vergréRert und gleichzatiggro3eres Schlagvolumen ausgewor-
fen. Diese Regulation wird auch als Frank-Starlgchanismus bezeichnet (Klinke und Sil-
bernagel, 1994). Dem Amerikanischen Hummer fehdelogh Venen, welche die Hamolym-
phe zum Herzen zuriickleiten kdnnen und sie beskpenit keinen Frank-Starling ahnlichen
Mechanismus (Wilkens und McMahon, 1992). Eine Rdgrades enddiastolischen Volu-
mens und damit des Schlagvolumens kann jedochviéinechiedene andere Mechanismen er-
folgen.

In decapoden Crustaceen kann das enddiastolisdiaen€n Uber die elastischen Liga-
mente, an denen das Herz aufgehangt ist, gesteaeden. Wahrend der Systole werden die
Ligamente gedehnt. Die Energie, die in den Ligamegespeichert wird, kann dann wahrend
des Zurlickziehens genutzt werden, um das Herz wdkder Diastole mit Hamolymphe zu
fullen. In Cancer magisteenthalten die Ligamente verstreute, aber inndvaier Muskulatur
(Volk, 1988; Alexandrowicz, 1932). Eine Kontraktidieser Muskelzellen fuhrt, neben dem
passiven Zuriickschnellen, zu einer aktiven Verkiigzder Ligamente und damit zu einer
VergroRerung des Herzvolumerna. vivo kénnte das einen direkten Einflu3 von Adenosin
und den Adeninnukleotiden auf die Ligamente Ubet bhikalisierte Purinrezeptoren bedeu-
ten. Die Lokalisation von P2-Rezeptoren ware higgaund der vergrofR3erten Schlagvolumi-
na in der semi-isoliertenn(situ) Praparation durch die Nukleotide denkbar. Gege®a leoka-

lisation von P1-Rezeptoren bzw. eine verminderteahh spricht die fehlende Zunahme des
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Schlagvolumens durch Adenosin in der semi-isolre(ite situ) Praparationln vivo sollte da-
her der beobachtete Anstieg der FlielRgeschwindigketh die Adenosininfusion nicht tber
einen EinfluR der Ligamente hervorgerufen werdemkdn Wahrscheinlicher wére eine indi-
rekte VolumenvergroRerung Uber einen Adenosin édkminnukleotid vermittelten nervo-
sen Einflull am zentralen Nervensystem. Fur den Aaeischen Hummer kann dieser Me-
chanismus auch nur vermutet werden, da bisher ldgibeiten zu Muskelzellen in den Liga-
menten des Hummers vorliegen.

Anderungen des Dehnungsgrades am Perikardialselpamen ebenfalls zu einem
vergroRerten Fullungsvolumen fuhren. Das Septubssedt flexibel, muskular und innerviert
(Alexandrowicz, 1932; Maynard, 1960) und wird |&#orge et al. (1955) synchron mit dem
Herzschlag gedehnt, so daR eine Fillung des Heembgishtert wird. Uber dort lokalisierte
Purinrezeptoren kdnnen Adenosin und die Nukleatitleveder direkt zu einer starkeren Deh-
nung fuhren oder indirekt Gber Nerven ausgehend dem Thorakalganglien des zentralen
Nervensystems. Ein direkter Einflul3 durch die Ademlésung scheint auch hier eher un-
wahrscheinlich, da in der semi-isolierten $itu) Préparation keine Reaktion auf die Adeno-
sinperfusion erfolgte. Wahrscheinlicher ware auien &in nervoser Einflul3, insbesondere, da
das Septum Uber Segmentalnerven und nicht Gbetodsalen Nerven innerviert wird (Alex-
androwicz, 1932). Inwieweit jedoch eine starkerémeng des Perikardialseptumsvivo tat-
sachlich zu einem vergréf3erten Schlagvolumen fiNutde bisher nicht naher untersucht.

Ein indirekter Effekt auf das Schlagvolumen bzw. daddiastolische Volumen wird
durch einen erhohten peripheren Widerstand derridrteerreicht (Wilkens, 1997). Priméar
wird der Widerstand tber die kardioarteriellen Kdap reguliert, deren Offnungszustand tber
eine grol3e Anzahl von Neurotransmittern (AcetylohdBlutamat, GABA), Neurohormonen
(Dopamin, Octopamin, Serotonin, CCAP, Proctolin widund F2) reguliert werden kann
(Davidson et al., 1998; Wilkens und Kuramoto, 19%8he weitere Moglichkeit den Wider-
stand zu erhdhen, ware den Gefalddurchmesser zzigegtu Jedoch wurde eine aktive Regu-
lation des Gefalldurchmessers bisher nur fur dgoaterior beschrieben, die als einziges Ge-
fak Muskelzellen enthalt, die elektrisch stimuliggrden kdnnen und auf Proctolin reagieren.
(Martin und Hose, 1995; Wilkens et al., 1997a, 1991ndirekt kann der Widerstand hier
Uber die Stellung des Abdomens gesteuert werdeitkgldg, 1997).

Zu Steuerungsmechanismen anderer Gefal3e existieskar wenige Daten, jedoch
fuhrten Untersuchungen an isolierten Gefal3stickem\dlateralis zu der Vermutung, daf3 der
GefalRdurchmesser, trotz fehlender Muskelzellenchd@tressfasern aktiv reguliert werden
kann (Chan et al., 2006).
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Damit die Purine einen aktiven Einflu3 auf den Wadand austuben kdnnen, mussten
Purinrezeptoren an den Klappen und/oder den Gefl@Rahsiert sein, durch deren Aktivier-
ung es zu einer Kontraktion der Klappen bzw. zeewasokonstriktion der Gefal3e kommt.
In vivo kann der Einflu3 auf den Widerstand nicht nur nnemi veranderten Schlagvolumen
fuhren, sondern zu einer lokalen Umverteilung damidlymphe, vergleichbar mit dem Ein-
fluz der Neurohormone auf die semilunaren Klappangmoto und Ebara, 1984a; Kuramoto
et al., 1992; Wilkens, 1997; Wilkens und Kuramdt898).

In den beiderin vivo Praparationen wurde ein solcher Einflu nicht bebts, was
gegen eine Beteiligung von Adenosin und den Adarkleotiden an der Regulation des peri-
pheren Widerstandes uber die Klappen und Gefalkehsphuch kann durch die semi-isolier-
te (n situ) Praparation keine Aussage Uber eine mdgliche Regn des Widerstands getétigt
werden, da die A. posterior keine semilunare KlagpeUrsprung des Herzens besitzt. Eine
Kontraktion des Gefal3es durch den Einflu3 von Adenasd den Adeninnukleotiden konnte
ebenfalls nicht festgestellt werden. Das zwischenzHind Katheter verbliebene Gefalstiick
kontrahierte wahrend der Purinperfusion trotz deesi& von Muskelzellen nicht, sondern
zeigte den fur die Dampfung des Blutdruckes wianiyVindkesseleffekt (visuelle Beobach-
tung).

Eine weitere Mdglichkeit ware ein direkter Effekt al#s Myocardium, dem eine er-
hohte Kontraktionskraft folgt. So fuhren z.B. Paut und F1 durch ihre direkte Wirkung auf
das Myocardium in semi-isoliertem (situ) Experimenten zu einem erhéhten Schlagvolumen
(Saver und Wilkens, 1998; Wilkens, 1999). Die Psido der Nukleotide, nicht aber die von
Adenosin in den semi-isoliertem(situ) Praparationen bestatigen diese Vermutung, da hier
das Schlagvolumen erhdht wurde. Offensichtlich vitetm die Nukleotide, nicht aber Ade-
nosin,in situ und darauf abgeleité vivo einen direkten Effekt auf das Myocardium. Zu ei-

nem spateren Zeitpunkt soll nochmals genauer asédiigpothese eingegangen werden.

4.2.1 Scheinpraparation und Ringerinfusion

Durch die Infusion einer 2,4 nmol ming’FG Adenosinlésung in scheinpraparierte
Hummer wurden die Herzfrequenz und die Fliel3gesutiigkeit in allen Gefal3en mit Beginn
der Infusion signifikant gesteigert (Abb. 3.19,t866). Bei diesen Tieren war zwar der Cara-
pax geodffnet worden, aber die kardioregulatorisdierven blieben unversehrt. Die Verlaufe
der Herzfrequenz und der FlieRgeschwindigkeit eatdpgen den Verlaufen, die bei intakten
Tieren unter Adenosineinfluld beobachtet wurden (AbB, Seite 47). Es konnte also davon

ausgegangen werden, dal’3 der operative Eingriff Reffieflu auf die Herzaktivitat besal3.
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Folglich mussten die gemessenen veranderten Heslduaparameter auf Adenosin und die
Adeninnukleotide zurtckzufiihren sein.

Ringerinfusionen fuhrten in den drei verschiedeRefparationen (intakt, denerviert
und scheinprapariert) zu keiner Beeinflussung deazfdequenz. Die Fliel3geschwindigkeit in
den verschiedenen Gefal3en blieb ebenfalls unbeBinfLediglich in der A. lateralis dener-
vierter Hummer kam es nach Infusionsende zu eirmét signifikanten Abnahme (Abb. 3.20,
Seite 67). Burggren et al. (1990) beschrieben igiLdndkrabbe&Cardiosoma guanhuntiaro-
reflektorische Effekte. Durch die Infusionen vergdl@ner Ringervolumina, die 5 - 10% des
Hamolymphvolumens betrugen, wurden ein gesteigdt@molymphdruck und eine Ab-
nahme der Herzfrequenz ausgel6st. In dieser Avingitle ein Gesamtvolumen von 1,56 mL
in das Tier infundiert. Bezogen auf das mittlere gesvicht von 593,8 + 64,8 g und einem
Hamolymphvolumen von 30% (Martin und Hose, 1995kricht das einer Volumenzuna-
hme um 0,88%. Dieser Wert liegt damit weit untem glen Burggren et al. (1990) genannten
Volumenénderungen. Daher ist die Abnahme der Risf@gvindigkeit in der A. lateralis
nicht auf einen baroreflektorischen Effekt zurtckdwén, und dién vivo beobachten Effekte

der Adenosin- und Adeninnukleotidinfusionen sinfidia Purine selbst zurlickzufihren.

4.3 Neurohormone

Das Perikardialorgan decapoder Crustaceen enthidiiterche Neurohormone wie die
biogenen Amine Dopamin, Octopamin und Serotoninisaie Peptidhormone Proctolin,
CCAP und verschiedene FMRFamide-ahnlichen PepideKe und Sullivan, 1982).

In vielen isolierten Herzpraparationen wurde dierRiing dieser Neurohormone auf
die Herzaktivitat beschrieben. So |osten fast Blirohormone in semi-isoliertem (situ)
Herzen vorHomarus americanysmit Ausnahme von Dopamin und CCAP, positiv chrono
trope und inotrope Effekte aus (Wilkens et al., 1988kens und Kuramoto, 1998).

In vivo Untersuchungen zeigten zum Teil ein anderes BildW&kungsweise der
Neurohormone. Peptidhormoninfusionen fuhrtel@ancer magistezu negativ chronotropen
(F1 und F2) oder zu keinem Effekt (CCAP und Pronjo{McGaw et al., 1994a, McGaw et
al., 1995 und McGaw und McMahon, 1995). Die Wirkwtes Proctolins wurde 1992 von
McMahon fur den Amerikanischen Hummer bestéatigt.Gegensatz dazu wurden durch die
Peptidhormone inHomarus bis auf F1 und F2, positiv inotrope Effekten aldste
(McMahon, 1992; McGaw et al., 1994a; McGaw et B995). McMahon geht jedoch davon

aus, dal3 die Peptidhormone weniger die Herzaktinta&ivo beeinflussen, als dal3 sie eine
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wichtige Rolle in der Verteilung der Hamolymphe mételn, indem sie einen Einflu3 auf die
kardiovaskularen Klappen austiben (McMahon, 1995).

Im Unterschied zu den Peptidhormonen verursachiebidgenen Aminén vivo ge-
steigerte Herzfrequenzen, wenn sie in den Periasidus infundiert wurden. So |6ste Sero-
tonin eine dosisabhéngige Tachykardie aus und fiugétzlich durch seinen inotropen Ein-
fluld zu einem erhohten Flul3 in einigen Gefalf@nnjaenasWilkens et al., 1985; Saver und
Wilkens, 1998;C. magister Airriess und McMahon, 1992). Die Wirkungsvermittgen
durch Octopamin ahneln den durch Serotonin hervafgeen Wirkungen, bis auf eine kir-
zeren Zeitverlauf. Durch Dopamin wurde@n magistereine Bradykardie ausgelost (Airriess
und McMahon, 1992). Guirguis und Wilkens (1995)dmeben, dald in intakten und dener-
vierten Hummern Dopamin und Serotonin die Herzfeggusteigerten, wohingegen Octopa-
min nur in intakten Tieren zu einem positiv chronpen Effekt fihrte.

Diese Beobachtungen und der graduelle Anstieg memigerten Tieren fuhrten zu der
Annahme, dal3 Neurohormone, insbesondere die Ardureh ihre lang anhaltende Wirkung
(Saver und Wilkens, 1998), einen indirekten Einfaw® die Herzaktivitat unter Adenosinein-
fluld austuben kdnnten.

Das Perikardialorgan genauso wie das Herzganglemlen Uber die kardioregulato-
rischen Nerven innerviert (Alexandrowicz, 1932).M&nd der Praparation werden die dorsa-
len Nerven oberhalb des Verzweigungspunktes duehty so dal? zwar das Herzganglion
keine Innervation mehr erhélt, aber das Perikavdian weiter Uber das zentrale Nervensy-
stem innerviert werden kann.

Fur Vertebraten wurde der Einflu von Adenosin aafMeurotransmitterfreisetzung
beschrieben, wobei hier in der Regel von hemmeikdefiissen gesprochen wird. (Dobson,
1983; Dobson und Schrader, 1984; Fredholm und Ddchej 1988). Fir einige Invertebraten
ist ebenfalls bekannt, dal3 Adenosin als Neuromdalufangiert. In der Miesmusch®lytilus
edulis fihrte Adenosin zu einer verminderten Freisetzuag Monoaminen (Baracco und
Stefano, 1990), wohingegen kfelix aspersageringe Adenosinkonzentrationen zu einer Frei-
setzung von Acetylcholin fihren, hohe Konzentratiomber eine Freisetzung hemmen (Cox
und Walker, 1986). Es wéare demnach denkbar, dal3 ositermauch in decapoden Crustaceen
eine neuromodulatorische Aufgabe ausubt.

Unter der Annahme, dal3 Adenosin seine Wirkung @kditiber das zentrale Nerven-
system vermittelt und Amine in die Hamolymphe agsgéttet werden, kdnnte es mdglich

sein, eine Anderung der Aminkonzentration in demidiymphe festzustellen. Aus diesen
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Grunden sollte Uberprift werden, inwieweit sich Kienzentration der Amine in der Hamo-
lymphe durch eine zehnminiitige Adenosininfusiorzd hmol mift- g*FG] andert.

Weder fur Dopamin, Serotonin noch Octopamin komirie signifikante Zunahme der
Konzentration vor, wéahrend und nach der Infusiostioemt werden (Abb.3.24, Seite 74).
Tendenziell zeigten die Amine einen geringen Anstiksy aber durch die Methode selbst ver-
ursacht worden sein kénnte, z. B. ausgeldst duechwhhrend der Blutabnahme entstanden-
en Stress.

Bisher existieren wenige Arbeiten zu Konzentratioder biogenen Amine in der Ha-
molymphe decapoder Crustaceen. Livingstone etl8BX) wiesen in der Hamolymphe von
Homarus americanuysnit Hilfe einer Enzym-Isotopen-Methode, Octoparmiriner Konzen-
tration von 2 nmol ' und Serotonin in einer Konzentration von 1,4 * ffBol L nach.
Livingstone machte jedoch keine Angaben Uber Dopahktanke (1993) ermittelte Uber elek-
trochemische Detektion eine Dopaminkonzentratiom & + 2,5 nmol [ fir den Hummer.
Ebenfalls unter Ruhebedingungen ermittelten Pégeeak (2002) fur die chinesische Woll-
handkrabbeEriocheir sinensisHamolymphkonzentrationen fir Dopamin von 0,34 260,
nmol L, fir Serotonin von 11 + 5 nmol*Lund fiir Octopamin von 0,4 + 0,2 pmof-LDer
hohe Wert, der hier fur Octopamin ermittelt wur@ggr, inwieweit sich die Konzentrationen
der einzelnen Substanzen innerhalb der decapodestiaCeen unterscheiden kénnen. Unter-
schiede treten ebenfalls unter StressbedingungénSauermittelten Bininda et al. (1992)
nach Transportstress in der Hamolymphe @amcer magisteKonzentrationen von 27,0
0,15 nmol * Dopamin, 37,8 + 0,83 nmol'LOctopamin und 329 + 49 nmol‘lSerotonin.

Die von Livingstone et al. (1981) ermittelten Weliegen in Bereichen der physiolo-
gischen Schwellenwerte. Fir den Amerikanischen Hamaurde ein Schwellenwertebereich
von 10° und 10’ M (Dopamin) ermittelt (Florey und Rathemeyer, 197ir Serotonin wur-
de ein Schwellenwert von-510° M ermittelt (Cooke, 1966) und fiir Octopamin eirh&el-
lenwert im Bereich zwischen TQund 10° M (Battelle und Kravitz, 1978).

Die in dieser Arbeit ermittelten Konzentrationeeglen zwar in den von den oben ge-
nannten Autoren ermittelten Konzentrationsbereichéer da die Konzentrationen von Sero-
tonin und Octopamin unter den angegeben physialbgis Schwellenwerten liegen, erscheint
ein Einflul3 seitens der beiden Hormone auf die Hegzfenz oder die FlieRgeschwindigkeit
unwahrscheinlich. Lediglich die Dopaminkonzentratigcheint im Bereich des Schwellen-
wertes von 18 M zu liegen und wiirde so einen EinfluR auf die ldktitatin vivo moglich
erscheinen lassen. Das deckt sich mit der Beobaghton Guirguis und Wilkens (1995), in

der Dopamin sowohl in intakten als auch denerviefiteeren zu einem Anstieg der Herzfre-
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quenz fuhrte. Allerdings konnte so nur der langs@mstieg der Herzfrequenz in denervier-
ten Hummern erklart werden, nicht aber der rapidstikg der FlieRgeschwindigkeit wahrend
der Adenosininfusion. Augenscheinlich spiegeln luier gemessenen Konzentrationen eher
das Grundniveau der Neurohormone wider, das tmanse der Hamolymphe vorkommt
(Wilkens und McMahon, 1992), als dal? sie eine miggische Wirkung unter Adenosinein-

flurl vermitteln.

4.4 Spekulation Gber mogliche Wirkungsvermittlungen vatenosin und den

Adeninnukleotiden

Der genaue Wirkungsmechanismus von Adenosin und\uiteotiden kann gegen-
wartig nur teilweise und spekulativ beschriebendear

Purine vermitteln ihre Wirkungen uber spezifischbe@achenrezeptoren (Ralevic
und Burnstock, 1998). Die Purinrezeptoren in Vad&m werden in die durch Adenosin akti-
vierten P1-Rezeptoren, von denen vier Subtypertiesas, und in die durch ATP und ADP
aktivierten P2-Rezeptoren, bestehend aus zwei igaygaen (P2X und P2Y), von denen je-
weils weitere Subtypen existieren, unterteilt (Bock, 1978; Burnstock und Kennedy,
1986). Untersuchungen an Invertebraten zeigten higcreine weite Verbreitung der Purinre-
zeptoren (Burnstock, 1996). In Crustaceen wurdeimRzeptoren meist in Verbindung mit
Chemorezeptoren olfaktorischer Sinneszellen auf Aetennen beschrieben, an denen sie
hauptséachlich zur Detektion von Nahrung eine wesletel Rolle spielen. (Carr und Thomp-
son, 1983; Trapido-Rosenthal et al., 1990)P&mulirus arguswurden durch elektrische Sti-
mulation hervorgerufene Effekte auf den Darm durd®PAADP, AMP und Adenosin ver-
starkt. Da ATP und ADP deutlich starkere Effekte benefen als AMP und Adenosin, wur-
de proklamiert, dal3 P2-Rezeptoren vorhanden sessteri (Hoyle und Greenberg, 1988). Es
wird allerdings vermutet, daf} die Rezeptoren deeftiebraten sich von denen der Vertebra-
ten unterscheiden, da sie zum Teil nicht auf speti® Antagonisten von Vertebraten reagie-
ren (Hoyle und Greenberg, 1988; Walker et al., 1996

Im Gehirn vonPanulirus argusvurden P1-Rezeptoren beschrieben, die durch Adeno-
sin und AMP zu einer Modulation von Interneuronéhrfen (Derby et al., 1987). Dieser Be-
fund und die in dieser Arbeit gefundenen Ergebniéisken das zentrale Nervensystem in den
Mittelpunkt der Betrachtungen als einen mdaglichers#@zpunkt zur Beeinflussung der Herz-
aktivitat durch Adenosin und die Adeninnukleotidelenosin scheint ausgehend vom zentra-

len Nervensystem Uber die dorsalen Nerven die iFEqaénz zu steigern.
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Das zentrale Nervensystem ist als Ansatzpunkt igivVermittlung der Purinwirkung
geeignet, da es den Hummer ventral, von posteaoh ranterior, durchzieht (Beltz, 1995).
Sechs Abdominalganglien des Nervenstranges liegelirékter Nachbarschaft zur Abdomi-
nalmuskulatur und im direkten Weg des Hamolymplsiss ausgehend vom Gewebe zum Si-
nus. Wahrend exzessiven Schwanzschlagens nimmto&oein der Abdominalmuskulatur
signifikant zu und kann dann in die Hamolymphe agsgleust werden, in der es, durch die
Aktivitat der Adenosindesaminase, in der Regeleimeém schnellen Abbau zu inaktiven Ino-
sin kommt (Maurer, 2001). Das wirde bedeuten, dd@nAsin nur relativ nahe am Entsteh-
ungsort seine Wirkung vermitteln kann, bestétigtcdudie Aussage von Mubagwa und Fla-
meng (2001), daR Adenosin eine hauptsachlich lokdender Regulator der Gewebefunk-
tionen sei. Somit ware eine Lokalisation von Ademezeptoren am zentralen Nervensystem
und die von hier stattfindende indirekte Wirkungswigtlung denkbar.

Weiterhin ware eine durch Adenosin induzierte Winggsvermittlung tber, in der Ab-
dominalmuskulatur lokalisierte, Rezeptoren mdogliétktiviert Adenosin einen Rezeptor,
kann ein afferenter Reiz zum zentralen Nervensysgfel@itet werden und von dort aus kann
der Reiz Uber efferente Nervenbahnen zum Herzeasitgelerden.

Erste Vermutungen Uber solche Rezeptoren in Vetibraurden bereits 1971 von
Stegemann und Kenner angestellt. Sinoway (199&hbeibt fiir die Skelettmuskulatur Me-
taborezeptoren, die in Menschen unter Anstrengtingukert werden. Es handelt sich dabei
um freie Nervenendigungen die durch eine Reihe Metaboliten wie Laktat, H diproto-
niertes Phosphat sowie Adenosin und ATP angeregtemgiSinoway, 1996; Li und Sinoway,
2002). Die Aktivierung solcher Rezeptoren steigirh arteriellen Blutdruck, die Herzrate
und die Kontraktionskraft des Herzens sowie dietNVaion (Moosavi, 1993).

Das wahrend der Fluchtreaktion auftretende exzesSthwanzschlagen decapoder
Crustaceen kann, neben einer Zunahme an metakeiigaidprodukten, zu einer Stimulation
von Mechanorezeptoren fihren. Solche Mechanoremaptauch als MRO (muscle receptor
organ) bezeichnet, finden sich z. B. in jedem Aboh@segment votHomarus americanus
Die Mechanorezeptoren sind dehnungsempfindlich negistrieren schnelle oder langsame
Bewegungen des Abdomens (Govind, 1995; SukhdedPage, 1992). Einen solchen affer-
enten Reiz konnte in einem Abdominalganglion degraéen Nervenstranges durch Sukhdeo
und Page (1992) gemessen werden.

Damit kénnte unter funktioneller Hypoxie die Akivung der Metabo- und der Me-
chanorezeptoren zu einer verbesserten Sauerstadfgeng durch eine gesteigerte Herzfre-

quenz und Fliel3geschwindigkeit sorgen. Die Modafatler Herzaktivitat itHomaruswurde
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damit einem ,exercise pressor reflex’ &hnlichen Madsmus, wie er fur Vertebraten be-
schrieben wird (Smith et al., 2006), entsprecharséfzlich wirde dadurch die von Stegen
(2001) gefundene Beobachtung identischer Herzlngighrameter, durch exzessives

Schwanzschlagen und wahrend der Infusion von Aderesklart.

Die Wirkung von Adenosin auf die Fliel3geschwindigke vivo kann zum einen tber
das zentralen Nervensystem gesteuerten werdenniedezu einer gesteigerten Anzahl der
Aktionspotentiale pro ,Burst’ kommt. Ein ,Burst’ regsentiert einen Herzschlag und tber die
Anzahl der Aktionspotentiale, die das Herzgangkoreichen, kann die Kontraktionskraft des
Myocardiums gesteigert werden, das dann zu einegrdfgerten Schlagvolumen fiihrt. Zum
anderen kann Adenosin uber die Ligamente und dakaPdialseptum zu einem vergrol3erten
Schlagvolumen fiihren. Méglicherweise sind Adenasiaptoren an diesen beiden Hilfsorga-
nen lokalisiert. Wahrscheinlicher ist aber ehereeindirekte neuronale Innervation dieser
Strukturen, ausgeldst durch Adenosin. Adenosintéliimr der semi-isoliertenn( situ) Préapa-
ration, in der beide Strukturen vorhanden und insatkd, zu keiner geanderten Herzaktivitat.
Das Perikardialseptum selbst wird Uber Segmentaimeinnerviert und somit Gber eine an-
dere nervose Route als das Herzganglion (Alexandepw932). In demn vivo Praparationen
sind diese Nervenverbindungen intakt, daher waneseicher Einflu3 durchaus denkbar.
Allerdings wurde eine solche Beeinflussung bishelntreingehender untersucht.

Unabhangig davon, ob die Wirkung der Purine tGberelR®ren am zentralen Nerven-
system oder uber die metabolischen und Dehnungdmee in der Abdominalmuskulatur
vermittelt wird, kommt egn vivo zu einer Modulation der Herzfrequewvia der dorsalen Ner-
ven. Die anregenden Fasern fiihren zu einer gedieig@urst’-Rate des Herzganglions und
damit zu einer gesteigerten Herzfrequenz. Ubergligichen Weg kénnen, durch Innervation
des Perikardialorgans, Neurohormone freigesetzti@verAllerdings wurde keine signifikante
Zunahme der biogenen Amine in der Hamolymphe eeihitie ebenfalls auf indirektem We-
ge auf die Herzfrequenz und den Hamolymphflul3 medehd wirken kénnten. Ein Einfluf3
der Peptidhormone kann hier allerdings nicht garsgaschlossen werden.

Fur die Neurohormone werden verschiedene Wirkungsamgegeben. Darunter das
zentrale Nervensystem, das Herzganglion, die neuskaldren Spalten zwischen den Neuro-
nen des Herzganglions und des Myocardiums, das atgaon selbst und die kardiovaskula-
ren Klappen (Saver et al., 1998). Uber diese mbghidwirkungsorte kénnen sie nicht nur die
Herzfrequenz beeinflussen, sondern auch zu einesteigerten Hamolymphflu fihren

(Wilkens und Kuramoto, 1998). Serotonin z. B. ethdie Herzfrequenz und den Fillungs-
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druck des Herzens, indem es die vier kleinen NezironHerzganglion tber Rezeptoren an-
regt (Kuramoto und Ebara, 1988; Berlind, 1998).

Die Nukleotide scheinen die Herzfrequenz auf desicgken indirekten Weg zu beein-
flussen wie Adenosin. Das wirde neben der Lokahisaton P2-Rezeptoren im Bereich des
zentralen Nervensystems eine Freisetzung von ATHR Abd AMP aus dem Muskelgewebe
bedeuten. Eine Freisetzung aus Endothelzellen wurge Stressituationen, wie mechanische
Beanspruchung und Hypoxie, fur Vertebraten besblrigBodin und Burnstock, 2001; Zim-
mermann, 2001). Aber auch die Wirkungsvermittlubgridie metabolischen Rezeptoren ist
denkbar, da eine Aktivierung der Rezeptoren in &wmdten durch ATP vermutet wird (Li und
Sinoway, 2002).

Neben der indirekten Wirkung besitzen die Nuklestaffensichtlich einen direkten
Effekt auf das Myocardium, bestétigt durch die Ergedm aus den semi-isolierteim itu)
Untersuchungen. Das wirde fir eine Lokalisation R@rRezeptoren am Herzen sprechen.

Eine andere Form, in der ATP seine Wirkung vermitiginnte, ware als Neurotrans-
mitter im Nervensystem, z. B. in Form der Cotrarssiain, die Burnstock (1999, 2004) fur
Vertebraten beschrieb. Eine Koexistenz mehrerer deursmitter in Nervenendigung des
Amerikanischen Hummers ist bekannt, allerdings kéres sich hier um die Koexistenz von
Amin- und Peptidhormonen (Beltz, 1995). Einen inkliea Beweis, dal3 die Purine in Inver-
tebraten als Neurotransmitter fungieren, liefe®athananthan und Burnstock (1976), indem
sie am Herz der Venusmuschkb(alysia rhyctiphora cholinerge und aminerge Nervenendi-
gungen und solche, die sie fur purinerg hieltescbhaeben. Ein genauer Beweis blieb aller-
dings aus. Wirde ATP als Neurotransmitter vorlieggmnten die P2-Rezeptoren nicht nur
auf dem Myocardium selbst lokalisiert sein, sondgyanfalls, wie die Rezeptoren der Neuro-
hormone (siehe oben), im synaptischen Spalt zwisdiee Motoneuronen und dem Myocar-
dium. ATP kodnnte dann schrittweise Uber eine Enzyrekigde (Zimmermann, 2001) abge-
baut werden und jedes entstehende Produkt koneted@n gleichen oder einen eigenen Re-
zeptor eine Wirkung vermitteln.

Ein Einflu der kardioregulatorischen Klappen und adhenit einhergehende Modula-
tion des Flusses konnte, wie schon beschriebehf b®obachtet werden, dennoch kdnnten
Purinrezeptoren an den Klappen lokalisiert sein smdiber die Regulation des Widerstandes

zu einem geanderten Flul3 fuhren.

Die Fille der Untersuchungen und die Ergebnissalmser Arbeit haben gezeigt, wie

komplex die Steuerung des Herzkreislaufsystemsgaploden Crustaceen ist. Eine Vielzahl
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von Mechanismen greifen ineinander, um eine adaq8aterstoffversorgung unter hypox-
ischen Bedingungen zu gewahrleisten.

Die in dieser Arbeit untersuchten Purine erfllleaben den neuronalen und hormo-
nellen sowie metabolischen Modulatoren, wie z. B.aktat und Urat, ihren Beitrag zur Ver-
sorgung des Gewebes mit Sauerstoff. Adenosin uiiterglen Sauerstofftransport durch eine
indirekte Erhéhung der Herzfrequenz und der Flie@gemdigkeit. Die Nukleotide vermit-
teln ihren Beitrag auf ahnliche Art und Weise widefiosin. Zusétzlich zu diesen indirekten
Einflissen steigern die Nukleotide den Hamolymphfiiiriékt. Auf diese Weise unterstiitzen
Adenosin und die Nukleotide den Ausgleich zwisclsauerstoffbedarf und Sauerstoffver-

brauch insbesondere wahrend funktioneller Hypoxie.
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5 Zusammenfassung

In vivo Infusionen von Adenosin und den Adeninnukleotideden Infrabranchialsi-
nus des Amerikanischen Hummekomarus americanusteigerten die Herzfrequenz, die
FlieRgeschwindigkeit und die Ventilationsfrequerer &caphognathiten (Stegen und Gries-
haber, 2001). Wahrend exzessiver Muskelaktivité, zd B. bei der Fluchtreaktion auftritt,
stieg der Adenosingehalt in der Abdominalmuskulatgnifikant an, wohingegen in der Ha-
molymphe keine signifikante Zunahme gemessen wekdante (Stegen, Maurer und Gries-
haber, in Vorbereitung). Es stellte sich nun diegEraauf welchem Weg Adenosin und die
Nukleotide ihre Herzaktivitat-steigernde Wirkungmételn? Mit Hilfe von Pulsed-Doppler-
Flowmeterin vivo Messungen bei intakten sowie kardioregulatorisehedvierten Tieren und
der semi-isolierteniff situ) Herzpraparation bei der das Herz keine ,externegtironalen
und neurohormonellen Modulationen erhélt, solltenéglich sein diese Wege aufzuklaren.

Der Vergleich der durch Adenosin und seinen Nulkdieot in den verschiedenen Pra-
parationen ausgelodsten Effekte erlaubt, Aussagen iidgliche direkte oder indirekte Wir-
kungsvermittlungen.

In der semi-isoliertenirg situ) Herzpréaparation anderten weder die Adenosin- mieh
Nukleotidperfusionen die Herzfrequenz. Durch diefi®onen mit den Nukleotidldsungen
wurde, im Gegensatz zur Perfusion mit Adenosin,Kbatraktionskraft des semi-isolierten
(in situ) Herzens erhoht. Offensichtlich vermitteln Ademognd die Adeninnukleotide keinen
Einflul auf das Herzganglion, wohingegen die Nuktepteinen direkten Einflul3 auf das
Myocardium ausuben. In den vivo Praparationen wurde in intakten Tieren durch die-Ad
nosin- und Adeninnukleotidinfusionen die Herzfregmeschnell gesteigert. Hingegen wurde
in denervierten Tieren ein langsamer, graduellertidgsausgel6st, der in seiner maximalen
Auspragung jedoch geringer war als in intakten Tiere

Augenscheinlich ist der Einflul3 von Adenosin, abh&havon dessen Nukleotiden auf
die Herzfrequenz indirekter Natur, der Gber dagraén Nervensystemia kardioregulator-
ischen Nerven vermittelt wird. Der langsame gral@uBhstieg der Herzfrequenz nach dem
durchtrennen der kardioregulatorischen Nerven Mashuten, daR Substanzen, die in die Ha-
molymphe sezerniert werden, fir diesen Anstiegnterartlich sein kénnten. In Frage kom-
men dafir Neurohormone. Wobei der Einflul3 von Dopaur8ierotonin und Octopamin unter
Adenosineinfluld ausgeschlossen zu sein scheirkeid@ signifikant gesteigerten Konzentra-
tionen in der Hamolymphe ermittelt werden konnté@doch missen Peptidhormone sowie

bisher nicht identifizierte Substanzen fur die kmadtieten Effekte weiterhin in Betracht gezo-
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gen werden. Ebenfalls indirekter Natur, ausgeléstidédenosin und die Adeninnukleotide,
ist der langsame Anstieg der Herzfrequenz, wenausereinem vergrofRerten Schlagvolumen
resultierend, zu einer Dehnung des Ventrikels fuhrt

Im Gegensatz zur Herzfrequenz wird der Hamolymhiunders reguliert. In semi-
isolierten {n situ) Herzen verursachte Adenosin keinen direkten Eff@kihingegen die Nu-
kleotide zu einem Anstieg des ventrikularen Druiikgten, der fir das gesteigerte Herzmin-
utenvolumen verantwortlich war. In den beidervivo Praparationen kam es durch die Infusi-
on aller Purine zu einer deutlich gesteigertenf3geschwindigkeit in den untersuchten Ge-
faken. Diese Zunahme kann indirekt aus einem Amstes ventrikuldren Drucks und einem
vergroRRerten Schlagvolumen erfolgen oder aus @reBinflissen an der Peripherie. Hier
kann z. B. Uber die kardioarteriellen Klappen odien Gefal3en der Widerstand reguliert wer-
den. Unbekannte bzw. noch kaum untersuchte Faktoiessen allerdings ebenfalls bertick-
sichtigt werden. Faktoren, die zu einem veranderaririkularen Druck und Schlagvolumen
fuhren, waren z. B. der Einflu3 von Adenosin und Aeeninnukleotiden auf die Kontrakti-
onseigenschaften der Ligamente und des Perikaegtaisis. Ein weiterer Faktor betrifft die
Kontraktionskraft der Herzen. Die Nukleotide konniper P2-Rezeptoren, lokalisiert auf
dem Herzmuskel oder in synaptischen Spalten zwisdee Motoneuronen und dem Myocar-
dium, ihre Wirkung direkt auf das Herz transduziere

Die gesamten Ergebnisse zeigen, dal3 das kardiogaskeystem des Amerikanischen
Hummers,Homarus americanysdurch ein komplexes Zusammenspiel verschiedeseron
naler, hormoneller und metabolischer Faktoren kidirgrt wird. Diese Faktoren unterstiitzen
und erganzen sich auf unterschiedlichen Ebenen dezkigislaufsystems, so dal3 eine effi-
ziente Regulation der Sauerstoffversorgung untpokigchen Bedingungen gewdahrleistet ist.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Pulsed-Doppler Flowmetrie: Adenosininfusion
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Abb. 7.1: Der EinfluR von 0,5 (1) und 1,2 (2) nmain™ g* FG Adenosinlésung auf die Herzfrequenz
[bpm] und die FlieBgeschwindigkeit [mri]sin verschiedenen GefaRen bei intakten (A) undedearten (B)
Hummern. (MW % SD; n = Anzahl der Versuchstierehpezeichnet einen signifikanten Unterschied zum Kon-
trollwert.

7.2 Konzentrationsabhé&ngiger Vergleich der FlieRRgesctigkeit in der A.

posterior und der A. lateralis
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Abb. 7.2: Vergleich der HamolymphflieBgeschwindijfem s?], in der Aorta posterior und der A. la-
teralis, intakter (A) und denervierter (B) Amerikscher Hummer. Nach einem zehnminutigen Vorlaufdeuar
Adenosinlésungen (0,5 - 2,4 nmol nig*FG) Uber einen Zeitraum von zehn Minuten infundiévtW + SD; n
= Anzahl der Versuchstiere. In der rechten ob&reke ist die jeweils eingesetzte Konzentration gagen.) *
bezeichnet einen signifikanten Unterschied zum Kalltert.

115



Anhang

7.3 AMP-Infusion
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Abb. 7.3: EinfluR von 0,5 (1) und 1,2 (2) nmol mig'FG AMP-Lésung auf die Herzfrequenz [bpm]
und die FlieBgeschwindigkeit der Hamolymphe [mithia verschiedenen GefaRen bei intakten (A) undeden
vierten (B),Homarus americanusNach einem zehnminiitigen Vorlauf wurden 0,5 ur® imol min* g'FG
AMP-L6sung Uber einen Zeitraum von zehn Minuterumafiert. (MW + SD; n = Anzahl der Versuchstiere) *
bezeichnet einen signifikanten Unterschied zum Katert.

7.4 Konzentrationsabh&ngiger Vergleich der FlieRRgesctigkeit in der A.

posterior und der A. lateralis
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Abb. 7.4:In vivo Vergleich der HamolymphflieRgeschwindigkeit [mff,sin der Arteria descendens,
intakter (A) und denervierter (B) Hummer, unter fitif verschieden konzentrierter AMP-Losungen. Nach
nem zehnminiitigen Vorlauf wurden AMP-L&sungen minientrationen von 0,5, 1,2 und 2,4 nmol TifiFG
Uber einen Zeitraum von zehn Minuten infundiert W SD; n = Anzahl der Versuchstiere angegebenmlein
rechten oberen Ecke ist die jeweils eingesetztezKomation angegeben.) * bezeichnet einen sigmifisa Un-
terschied zum Kontrollwert.
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7.5 ADP-Infusion
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Abb. 7.5: Der EinfluR von 0,5 (1) und 1,2 (2) nmmoin® g'FG ADP-Lésung auf die Herzfrequenz
[bpm] und die FlieBgeschwindigkeit der Hamolymphen{ s'] in verschiedenen GefaRen bei intakten (A) und
denervierten (B) Amerikanischen Hummektgmarus americanusNach einem zehnmindtigen Vorlauf wurden
0,5 und 1,2 nmol mih g'FG ADP-Lésung Uber einen Zeitraum von zehn Mindtgandiert. (MW + SD; n =
Anzahl der Versuchstiere angegeben.) * bezeichnenesignifikanten Unterschied zum Kontrollwert.

7.6 Konzentrationsabhangiger Vergleich der Fliel3gesetigkeit in der A.
posterior und der A. lateralis
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Abb. 7.6:In vivo Vergleich der HamolymphflieRgeschwindigkeit [mffj,sin der Aorta posterior und
der Arteria lateralis, intakter (A) und denervier(B) Amerikanischer Hummer, unter Einflud versclde kon-
zentrierter ADP-L6sungen. Nach einem zehnminutiy@nlauf wurden ADP-Losungen mit Konzentrationen
von 0,5, 1,2 und 2,4 nmol mirg*FG (iber einen Zeitraum von zehn Minuten infundi@Mw + SD; n = Anzahl
der Versuchstiere angegeben. In der rechten oltarks ist die jeweils eingesetzte Konzentration geben.) *
bezeichnet einen signifikanten Unterschied zum Katert.
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7.7 ATP-Infusion
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Abb. 7.7: EinfluR von 0,5 (1) und 1,2 (2) nmol Mig'FG ATP-Lésung auf die Herzfrequenz [bpm]
und die FlieBgeschwindigkeit der Hamolymphe [mithia verschiedenen GefaRen bei intakten (A) undeden
vierten (B) Amerikanischen Hummer. Nach einem zeinfitigen Vorlauf wurden 0,5 nmol ming'FG ATP-
Losung Uber einen Zeitraum von zehn Minuten infertdiMW + SD; n = Anzahl der Versuchstiere angegeb
en.) * bezeichnet einen signifikanten Unterschiech Zontrollwert.
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Abb. 7.8:1n vivo Vergleich der HamolymphflieBgeschwindigkeit [mffi,sin der Aorta posterior und
der Arteria lateralis, intakter (A) und denerviertB) Hummer,Homarus americanysuinter Einflul3 verschieden
konzentrierter ADP-L6sungen. Nach einem zehnmiwiitigorlauf wurden ADP-Lésungen mit Konzentrationen
von 0,5, 1,2 und 2,4 nmol mirg*FG (iber einen Zeitraum von zehn Minuten infundi@Mw + SD; n = Anzahl
der Versuchstiere angegeben. In der rechten ol ist die jeweils eingesetzte Konzentration geben.) *
bezeichnet einen signifikanten Unterschied zum Kadtert.
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Anhang

7.9 Infusion von Adenosin- und Adeninnukleotidlésungen

7.9.1 Herzfrequenz
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Abb. 7.9:1n vivo Vergleich der Herzfrequenz [bpm] bei intakten (&d denervierten (B) Tieren, unter
dem EinfluR von Adenosin- und Adeninnukleotidiésend2,4 nmol miit g'FG]. (MW #+ SD; n = Anzahl der
Versuchstiere) * bezeichnet einen signifikantendsstthied zum Kontrollwert.

7.9.2 Fliel3geschwindigkeit in der Aorta posterior

An=; Adenosi 1n= H
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Abb. 7.10: Vergleich der HamolymphflieRgeschwindigfmm s, in der Aorta posterior, intakter (A)
und denervierter (B) Hummer, unter Einflu? von Adsin- und Adeninnukleotidldsungen [0,5 (1) und @2
nmol min* g*FG]. (MW * SD; n = Anzahl der Versuchstiere) * bietmet einen signifikanten Unterschied zum
Kontrollwert.
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A B Abb. 7.11: Vergleich der Hamolymphflie3ge-
Jer T Adenosih po 76 I s schwindigkeit [mm $], in der Arteria posterior, intakter
(A) und denervierter (B) Amerikanischer Hummer,amt
Einflul3 von Adenosin- und Adeninnukleotidldsungen.
Nach einem zehnminitigen Vorlauf wurden Adenosin-,
AMP-, ADP- und ATP-L8sungen [2,4 nmol mim'FG]
Uber einen Zeitraum von zehn Minuten infundiert\YM

+ SD; n = Anzahl der Versuchstiere) * bezeichnekeai
signifikanten Unterschied zum Kontrollwert.
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Abb. 7.12: Vergleich der Hamolymphflie3geschwingigfmm s-1], in der Arteria descendens, intakter
(A) und denervierter (B) Amerikanischer Hummidgmarus americanusnter Einflu von Adenosin- und Ade-
ninnukleotidldsungen. Nach einem zehnminitigen &afrivurden Adenosin-, AMP-, ADP- und ATP-L&sungen
[0,5 (1) und 1,2 (2) nmol mithg'FG] tiber einen Zeitraum von zehn Minuten infundi@vtW + SD; n = Anzahl
der Versuchstiere) * bezeichnet einen signifikarnterterschied zum Kontrollwert.
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Anhang

7.9.4 Fliel3geschwindigkeit in der Arteria lateralis
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Abb. 7.13: Vergleich der HamolymphflieRgeschwingigfmm s'], in der Arteria lateralis, intakter (A)
und denervierter (B) HummeHomarus americanuanter Einflu von Adenosin- und Adeninnukleotidliig-
en. Nach einem zehnminttigen Vorlauf wurden AdemgsAMP-, ADP- und ATP-Ldsungen [0,5 (1) und 1,2
(2) nmol min' g'FG] liber einen Zeitraum von zehn Minuten infundié@tW + SD; n = Anzahl der Versuchs-
tiere) * bezeichnet einen signifikanten Untersctdach Kontrollwert.

A B Abb. 7.14: Vergleich der Hamolymphflie3ge-

Adenosi

Adenosin 5g5 In=6

schwindigkeit [mm 3], in der Arteria lateralis, intakter
(A) und denervierter (B) Amerikanischer Hummelg-
marus americanysunter Einflu@ von Adenosin- und
Adeninnukleotidliésungen. Nach einem zehnmindtigen
Vorlauf wurden Adenosin-, AMP-, ADP- und ATP-L6-
sungen [2,4 nmol mihg'FG] uber einen Zeitraum von
zehn Minuten infundiert. (MW = SD; n = Anzahl der
Versuchstiere) * bezeichnet einen signifikanten dgnt
schied zum Kontrollwert.
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