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1. EINLEITUNG 

1.1. Muskeln 

Die vielfältigen Bewegungsabläufe, die der Lokomotion und dem Verhalten der Tiere 

in ihrer Umwelt zugrunde liegen, werden durch Muskeln realisiert. Die Aktivität der 

einzelnen Muskelfasern wird vom Nervensystem gesteuert. Dem Nervensystem 

obliegt dabei die Koordination und Feinsteuerung vollständiger Bewegungsabläufe 

und komplexer Verhaltensmuster durch räumlich und zeitlich definierte 

Muskelanregung. Die vom Nervensystem dazu ausgesandten Signale werden über 

chemische und elektrische Synapsen an das motorische System übertragen. Die 

klassische chemische Übertragung erfolgt im Bereich unter einer Millisekunde; dabei 

werden über die Ausschüttung inhibierender oder exzitatorischer Neurotransmitter 

Ionenkanäle in der postsynaptischen Membran geöffnet, und damit wird direkt die 

Permeabilität der Muskelmembran verändert. Neben dieser schnellen synaptischen 

Übertragung erfolgt über Zeiträume von einigen Zehntelsekunden bis zu mehreren 

Minuten eine Modulation durch parallel emittierte Neuromodulatoren, wie biogene 

Amine, Peptide und Aminosäuren. 

Insbesondere bei Invertebraten mit ihrem gering differenzierten Nervensystem 

ermöglicht diese langsame synaptische Modulation von Nervenimpulsen die 

Ausprägung vielschichtiger und komplexer Leistungen des Muskelapparates. 

Die Muskeln sind aus einzelnen Muskelfasern aufgebaut, die einkernig oder – durch 

den Zusammenschluss von mehreren Muskelzellen – vielkernig sein können. Jede 

einzelne Faser besteht aus Untereinheiten, den Myofibrillen, die in longitudinal 

angeordnete Einheiten, die Sarkomere, gegliedert sind. 

Muskeln werden aufgrund morphologischer und funktioneller Eigenheiten in zwei 

Hauptgruppen unterteilt. Zum einen die quergestreifte Skelett- und Herzmuskulatur, 

die bei den Coelenteraten über die Arthropoden bis zu den Wirbeltieren anzutreffen 

ist und aus Milliarden von vielkernigen Zellen besteht; die verschiedenen 

Muskulaturtypen dieser Gruppe unterscheiden sich hauptsächlich in ihren 

Stoffwechseleigenschaften. Zum anderen die glatte Muskulatur, die aus 
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spindelförmigen, einkernigen Zellen zusammengesetzt und um Hohlorgane und 

Gefäße angeordnet ist. 

Bei lichtmikroskopischer Betrachtung können bei der quergestreiften Muskulatur 

abwechselnd helle und dunkle Querstreifen unterschieden werden. Dabei sind die 

isotrophen, hellen Abschnitte (so genannte I-Banden) jeweils durch die ganze 

Muskelfaser querende Zwischenlinien (als Z-Scheiben bezeichnet) in gleichgroße 

Abschnitte unterteilt. Von jeder Z-Scheibe aus erstrecken sich nach beiden Seiten 

zahlreiche dünne Filamente, die überwiegend aus dem Protein Aktin bestehen. Das 

Aktinfilament entsteht durch polymerisierte globuläre Aktin-Moleküle (G-Aktin), die 

eine lange Doppelhelix aus faserähnlichem Aktin (F-Aktin) bilden. In den 

Oberflächenrinnen der Aktinhelices liegen jeweils die fadenförmigen Moleküle des 

Tropomyosins. An jedem Tropomyosin ist ein Komplex globulärer Proteinmoleküle 

angelagert, der so genannte Troponin-Komplex. Dieser Komplex wiederholt sich 

etwa alle 40 nm an dem Aktinfilament. Tropomyosin und Troponin regulieren 

gemeinsam die mechanische Aktivität der Muskelfaser. 

Zwischen den Aktinfilamenten befinden sich die dicken Filamente oder 

Myosinfilamente, die ihrerseits über das Protein Titin an der Z-Scheibe befestigt 

sind. Die einzelnen Myosin-Monomere sind lang und dünn; an den Enden befindet 

sich ein rundlicher zweigeteilter „Kopf“. Der Kopf enthält zwei so genannte leichte 

Myosinketten (mLC). Diese unterscheiden sich in verschiedenen Muskeltypen und 

beeinflussen die ATPase-Aktivität des Myosins. 

In der glatten Muskulatur fehlt ein solcher, geordneter Aufbau der Muskelfilamente, 

wenngleich auch hier Aktinfilamente, Myosinfilamente und regulatorische Proteine 

vorhanden sind. Der Troponin-Komplex fehlt bei der glatten Muskulatur, als 

Regulatorproteine fungieren hier Calponin und Calmodulin. 

(zusammengefasst nach: Dudel et al., 2001; Eckert et al., 2000; Penzlin, 1991; Voet 

und Voet, 1992) 

1.1.1. Muskelkontraktion und Regulation 
Bei der Muskelkontraktion gleiten Aktin- und Myosinfilamente aneinander vorbei und 

bewirken so eine Verkürzung der Sarkomere. Dabei sind neben den Proteinen Aktin 

und Myosin auch die regulatorischen Proteine Tropomyosin und Troponin wichtig. 
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Ebenso ist die Anwesenheit von Ca2+, Mg2+, Adenosintriphosphat (ATP) und eine 

ATPase-Aktivität notwendig. 

Während der Muskelkontraktion der Skelettmuskulatur sind nie alle Myosin-

Köpfchen gleichzeitig an Aktin gebunden; vielmehr handelt es sich um eine Art 

asynchronen „Ruderschlag“ der Köpfchen (Vale und Milligan, 2000). Im nicht an 

Aktin gebundenen Zustand hydrolysiert ein einzelnes Myosin-Köpfchen ATP zu 

Adenosindiphosphat (ADP) und Pi. Damit verbunden wird eine 

Konformationsänderung des Kopfes induziert, die diesen mit potenzieller Energie 

anreichert (Vale und Milligan, 2000). Bei niedriger Ca2+-Konzentration ist der 

Troponin-Komplex derart mit dem Aktin und Tropomyosin verbunden, dass 

Tropomyosin die Anheftung der Querbrückenköpfe an die Myosin-bindenden 

Zentren des Aktins sterisch verhindert (Ebashi et al., 1980; Eckert et al., 2000). 

Ein über das motorische Axon eintreffendes Aktionspotenzial löst die Ausschüttung 

einer Transmittersubstanz in den synaptischen Spalt aus. Bei den Vertebraten wird 

die Substanz Azetylcholin ausgeschüttet, die an ionotrope Rezeptoren in der 

postsynaptischen Membran bindet. Dadurch strömen Na+-Ionen in die Muskelzelle 

und spannungsabhängige Na+-Kanäle werden aktiviert; ein Aktionspotenzial wird 

generiert. Spannungsabhängige, membranständige Dihydropyridin-Rezeptoren 

(L-Typ Ca2+-Kanäle) des tubulären Systems sind elektromechanisch an Ca2+-Kanäle 

(Ryanodin-Rezeptoren) des sarkoplasmatischen Retikulums (SR) gekoppelt. Durch 

die Depolarisation werden so Ca2+-Ionen aus dem SR freigesetzt. (nach Hille, 2001) 

Die Transmittersubstanz der Arthropoden ist Glutamat, beziehungsweise die auf den 

Muskel inhibitorisch wirkende γ(Gamma)-Aminobuttersäure (GABA). Bindet 

Glutamat an den postsynaptischen Rezeptor, kommt es zu einem geringen 

Ca2+-Einstrom über die Muskelmembran und es werden exzitatorische 

postsynaptische Potenziale (EPSPs) erzeugt. Nach dem Eintreffen weiterer 

präsynaptischer Signale wird durch Summation der EPSPs die Aktivierungsschwelle 

von Dihydropyridin-Rezeptoren erreicht, und extrazelluläre Ca2+-Ionen strömen 

verstärkt in die Muskelfaser ein. In der Folge werden Ryanodin-Rezeptoren am SR 

aktiviert, und es kommt zur Ca2+-induzierten Ca2+-Ausschüttung aus dem SR. 

(zusammengefasst nach Ashley und Ridgway, 1970; Atwater et al., 1974; Gainer, 

1968) 
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In der Arthropoden- und auch in der Herzmuskulatur sind, im Gegensatz zur 

Skelettmuskulatur der Vertebraten, meist mehrere Aktionspotenziale am 

motorischen Axon notwendig, um die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären 

Speichern der Muskelfaser zu induzieren. 

In Folge der Aktivierung der Muskelzelle steigt die intrazelluläre Ca2+-Konzentration 

von ca. 10-8 M auf über 10-6 M. Die freigesetzten Ca2+-Ionen binden an das 

Troponin C. Daraufhin werden die Troponin-Untereinheiten (Troponin C, T und I) und 

damit die Konformation des Troponin-Komplexes so verändert, dass das 

Tropomyosinmolekül die Myosinbindestellen am Aktin freigibt (Ebashi et al., 1980). 

Durch die Aufhebung der sterischen Hinderung kann Myosin nun an Aktin binden, 

zumal die Aktinaffinität des Myosins hoch ist. Durch die Abspaltung der 

Hydrolyseprodukte Pi und anschließend ADP vom Myosin entsteht eine Kopfrotation 

des Myosinköpfchens (Eckert et al., 2000). Es kommt also zu einer 

Filamentverschiebung oder - unter isometrischen Bedingungen - zu einer 

Verformung des Myosinköpfchens (Dudel et al., 2001). Die Bindung von Mg2+-ATP 

an das aktingebundene Myosin löst die Querbrückenverbindung wieder. ATP kann 

wieder hydrolysiert werden und bei einer ausreichend hohen Ca2+-Konzentration 

kann der Zyklus erneut ablaufen (Eckert et al., 2000). 

Die Kontraktion des Vertebraten-Herzmuskels ähnelt weitgehend der des 

Skelettmuskels. Hier kann jedoch ein Einstrom von extrazellulärem Ca2+ über die 

sarkolemmale Membran durch spannungsgesteuerte Ca2+-Kanäle zu einer 

zusätzlichen Freisetzung von Ca2+ aus dem SR führen. Außerdem kann die 

Ca2+-Permeabilität der sarkolemmalen Membran über Hormone und 

Neurotransmitter reguliert werden. Bindet beispielsweise Adrenalin an bestimmte 

Rezeptoren (β1-Adrenorezeptoren) von Herzmuskelzellen, so wird die G-Protein-

gekoppelte Adenylatzyklase aktivert, die ihrerseits die Umsetzung von ATP zu 

zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) katalysiert. Dadurch steigt die 

intrazelluläre cAMP-Konzentration. Die Proteinkinase A (PKA) wird durch den 

Anstieg der cAMP-Konzentration aktiviert. Die aktivierte PKA phosphoryliert Proteine 

eines sarkolemmalen Ca2+-Kanals, mit dem Ergebnis einer höheren 

Öffnungswahrscheinlichkeit dieses Kanals. In der Folge strömen mehr Ca2+-Ionen in 

die Muskelzelle und bewirken eine verstärkte Muskelkontraktion. Außerdem können 

durch die aktivierte PKA auch andere Proteine phosphoryliert werden, wie zum 
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Beispiel das regulatorische Troponin I am Aktinfilament und verschiedene 

Membranproteine des SR. Dies verändert die Ca2+-Sensitivität des molekularen 

Muskelkontraktionsapparates und führt zu einer schnelleren Erschlaffung des 

Muskels (Perry, 1999). Durch die Bindung von Adrenalin an andere Rezeptoren 

(α1-Adrenorezeptoren) wird die Aktivität der G-Protein-gekoppelten Phospholipase C 

(PLC) gesteigert und dadurch mehr Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in 

Diazylglyzerin (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) umgewandelt. Die derart 

erhöhte IP3-Konzentration führt durch die Bindung von IP3 an Ryanodin-Rezeptoren 

des SRs zu einer erhöhten Freisetzung von Ca2+-Ionen in das Zytoplasma und 

verstärkt die Kraftentwicklung. (zusammengefasst nach Voet und Voet, 1992) 

 

Auch die Kontraktion der glatten Muskulatur wird durch Ca2+ ausgelöst. Die in Folge 

der Muskelanregung aus dem SR freigesetzten zytoplasmatischen Ca2+-Ionen 

binden an Calmodulin und bilden auf diese Weise einen Komplex, der unter 

anderem die Myosin-leichte-Ketten-Kinase (mLC-Kinase) aktiviert. Die mLC-Kinase 

phosphoryliert dann ihrerseits die leichten Ketten des Myosins, wodurch der glatte 

Muskel schließlich kontrahiert. Die Permeabilität der sarkolemmalen Membran für 

Ca2+-Ionen wird durch das vegetative Nervensystem gesteuert. Bei geringer 

intrazellulärer Ca2+-Ionen-Konzentration (<10-7 M) werden die mLC durch die mLC-

Kinase dephosphoryliert und der Muskel erschlafft. Ca2+-Ionen dienen in diesem 

System als sekundärer Botenstoff, wobei ihre Wirkung über die Assoziation mit 

Calmodulin zum Ca2+-Calmoldulin-Komplex vermittelt wird. Die Kontraktion der 

glatten Muskulatur wird ebenfalls von Hormonen beeinflusst. Die Bindung von 

beispielsweise Adrenalin an einen Rezeptor in der Membran aktiviert, ähnlich wie im 

quergestreiften Herzmuskel, die Adenylatzyklase. Der daraus resultierende Anstieg 

der zytoplasmatischen cAMP-Konzentration führt über mehrere Zwischenschritte zu 

einer Phosphorylierung der mLC-Kinase. Die phosphorylierte mLC-Kinase bindet nur 

schwach Ca2+-Calmodulin, was zu einer Entspannung der glatten Muskulatur führt. 

Der Weg, der zur Kontraktion der glatten Muskulatur führt, verläuft wesentlich 

langsamer als der Prozess der Skelettmuskel-Kontraktion. (zusammengefasst nach 

Voet und Voet, 1992) 
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In Skelettmuskeln der Arthropoden, die in ihrem Aufbau der Skelettmuskulatur der 

Vertebraten teilweise ähnlich sind, scheinen aus den beiden 

Regulationsmechanismen der verschiedenen Vertebraten-Muskeln Elemente 

zusammenzuspielen. Im Skelettmuskel von Insekten ist beispielsweise die über 

Ca2+-Ionen laufende Regulation der Muskelkontraktion und der Myosin-ATPase-

Aktivität sowohl von der Aktivität von Troponin und Tropomyosin abhängig (Bullard 

et al., 1973), als auch von der Phosphorylierung der leichten Ketten des Myosins 

(mLC) (Winkelman und Bullard, 1980). Die mLC regulieren die Muskelkontraktion 

(Winkelman und Bullard, 1980; Takano-Ohmuro et al., 1986). Im Unterschied dazu 

phosphoryliert bei den Pfeilschwanzkrebsen Limulus spec. eine Ca2+-Calmodulin-

abhängige mLC-Kinase zwei von drei Isoformen der mLC, was zu einer Aktivierung 

der Myosin-ATPase führt (Sellers, 1981). In der viszeralen Muskulatur der Schabe 

wird zum Beispiel ein 20 kd-Protein (vermutlich mLC) in Folge einer Proctolin-

Stimulation phosphoryliert (Lange und Nykamp, 1996). In der Flugmuskulatur von 

Drosophila wird durch die Phosphorylierung einer mLC die ATPase-Aktivität des 

Muskels erhöht (Takahashi et al., 1990). Bei der Muskelkraftentwicklung in 

Arthropoden spielt aber auch die Tropomyosin/Troponin-vermittelte Regulation eine 

wichtige Rolle (Lehman, 1982). 

1.1.2. Motorische Steuerung der Invertebraten-Muskulatur 
Zwischen der quergestreiften Vertebraten-Skelettmuskulatur und der Invertebraten-

Muskulatur existieren – trotz der ähnlichen Struktur der Muskelfasern – 

unterschiedliche Innervationsmechanismen. Bei den Vertebraten wird jede 

Muskelfaser von genau einem Neuron innerviert, wobei ein Neuron seinerseits 

mehrere Fasern innervieren kann. Die Muskelfasern von Invertebraten bekommen 

zumeist synaptische Eingänge von mehreren Neuronen (polyneurale Innervation), 

wobei jedes motorische Axon mehrere Synapsen an einer Muskelfaser ausbildet 

(multiterminale Innervation). Bei den Wirbeltieren finden hemmende Prozesse 

ausschließlich auf der Ebene des Zentralnervensystems (ZNS) statt. Bei vielen 

Invertebraten hingegen existiert eine synaptische Hemmung, die peripher an der 

Muskulatur ansetzt.  

(zusammengefasst nach Dudel et al., 2001) 
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Eine große Bedeutung für die Bewegungssteuerung der Invertebraten haben 

Neuromodulatoren, deren Wirkung das Bewegungsrepertoire der Arthropoden 

erweitert. Diese chemische Modulation findet nicht nur auf neuronaler Ebene, 

sondern auch direkt am Effektor – der einzelnen Muskelfaser – statt. 

1.2. Neuromodulatoren 

1.2.1. Übersicht 
Neben der klassischen synaptischen Übertragung durch Transmitter und ionotrope 

Rezeptoren findet man in neuromuskulären Systemen von Vertebraten und 

Invertebraten weitere Mechanismen der synaptischen Kommunikation. Eine Vielzahl 

von Signalsubstanzen, die aus Neuronen freigesetzt werden, beeinflussen die 

synaptischen Übertragungen zwischen Neuronen und zwischen Neuronen und 

Muskeln. 

Klassische Neurotransmitter verändern nach Ausschüttung direkt und sehr schnell 

(im Bereich einiger Millisekunden) die Permeabilität der postsynaptischen Membran. 

Neuromodulatoren hingegen beeinflussen die Wirkung der klassischen 

Neurotransmitter meist über einen längeren Zeitraum und haben alleine eine geringe 

Wirkung (Florey, 1967; Orchard et al., 1989). Neuromodulatoren wirken prä- oder 

postsynaptisch und beeinflussen das Nervensystem oder dessen Zielorgane. 

Präsynaptisch verändern sie die Menge an ausgeschütteten Neurotransmittern 

durch ihre Wirkung auf Vesikelproteine oder spannungsgesteuerte Ca2+-Kanäle. 

Postsynaptisch gibt es eine Vielzahl von Wirkungsmöglichkeiten, wie zum Beispiel 

die Veränderung von Ruheleitfähigkeiten der Membrankanäle, die Modulation von 

spannungsabhängigen Membrankanälen und die Phosphorylierung von Kanal- und 

intrazellulären Proteinen. Auf diese Weise wird das Leistungsspektrum des 

Übertragungssystems erweitert, und es werden feine und komplexe 

Verhaltensmuster und Bewegungsabläufe ermöglicht. Neuromodulatoren wirken 

nicht nur zentral im ZNS, sondern auch auf neuromuskuläre Synapsen in der 

Peripherie (Rathmayer et al., 2002b). 

Aufgrund der geringeren Anzahl von Neuronen und Muskelfasern spielen 

naturgemäß Neuromodulatoren in Invertebraten bei der Feinsteuerung von Muskeln 

eine viel größere Rolle als in Vertebraten. In Vertebraten erfolgt die Feinsteuerung 
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von Muskeln über die differenzierte Erregung einzelner Muskelfasern durch die 

jeweiligen einzelnen innervierenden Neuronen. 

Weit verbreitete Neuromodulatoren bei Invertebraten sind biogene Amine, wie 

Serotonin (5-Hydroxytryptamin), Dopamin und Octopamin, eine Vielzahl von 

Peptiden, z.B. FMRFamide - wie DF2 - und Proctolin, sowie die Gruppe der 

Allatostatine (Dudel et al., 2001; Rathmayer et al., 2002b). 

1.2.1.1 Proctolin 

Das myotrope Penta-Peptid Proctolin (RYLPT) konnte erstmals in der 

Dickdarmmuskulatur der Schabe Periplaneta americana identifiziert werden (Brown, 

1967; Brown und Starrat, 1975) und wurde wenig später auch in Crustaceen 

nachgewiesen (Sullivan, 1979). Proctolin wurde im ZNS vieler Arthropoden lokalisiert 

(Bishop et al., 1984; Brüstle et al., 2001; Kingan und Titmus, 1983; Lange et al., 

1986; Schwarz et al., 1984; Witten und O'Shea, 1985). Es ist beteiligt an der 

Kontraktionsregulation der Skelettmuskulatur und der glatten Muskulatur (Evans und 

Myers, 1986; Lange, 2002; O'Shea, 1985; Orchard et al., 1989). Proctolin verstärkt 

in Insekten und Crustaceen die Amplituden myogener Kontraktionen (Lange und 

Orchard, 1984; May et al., 1979). Durch die Stimulation mit Proctolin können in 

Insekten (Adams und O'Shea, 1983; Baines und Downer, 1992; Bartos et al., 1994; 

Bauer, 1991; Lange et al., 1986; Wegener und Nässel, 2000), aber auch in Limulus 

polyphemus (Watson und Hoshi, 1985) und in Crustaceen (Schwarz et al., 1980) 

Kontraktionen direkt ausgelöst werden. Proctolin erhöht Nerven-evozierte 

Muskelkontraktionen in Insekten und Crustaceen (Adams und O'Shea, 1983; Bartos 

et al., 1994; Bishop et al., 1987; Facciponte et al., 1996; Mercier und Wilkens, 1985). 

Die Wirkung von Proctolin verläuft sowohl über prä- als auch über postsynaptische 

Mechanismen (Rathmayer et al., 2002b). 

1.2.1.2 DF2 

Seit der Isolierung des Tetra-Peptids FMRFamid aus der Venusmuschel 

Macrocallista nimbosa (Price und Greenberg, 1977) wurden mehr als einhundert 

FMRFamid-verwandte Peptide (FaRPs) charakterisiert. Sie sind im Nervensystem 

der meisten Invertebraten, speziell in Arthropoden (zusammenfassend in Greenberg 

und Price, 1992; Orchard et al., 2001; Sithigorngul et al., 2002) aber auch in einigen 

Vertebraten verschiedener Klassen (siehe auch Oelschläger et al., 1998; Askwith et 
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al., 2000) nachgewiesen worden. FaRPs sind an vielschichtigen Modulationen 

verschiedenster Zielbereiche beteiligt. In Arthropoden können sie sowohl erregende 

als auch hemmende Effekte auf die Herzschlagfrequenz und auf die Kontraktionen 

der Skelettmuskulatur und der glatten Muskulatur (Zusammenfassung für Insekten: 

Orchard et al., 2001; für Crustaceen: Tierney et al., 1997) verursachen. Zusätzlich zu 

den Effekten auf die neuromuskulären Parameter in der Peripherie modulieren 

FaRPs auch die Aktivität von neuronalen Netzwerken, wie dem stomatogastrischen 

zentralen Mustergenerator der Crustaceen (Weimann et al., 1993; Tierney et al., 

1997; Jorge-Rivera et al., 1998). In Crustaceen konnten bisher 19 verschiedene 

FaRPs identifiziert werden (Marder et al., 1987; Trimmer et al., 1987; Krajniak, 1991; 

Mercier et al., 1993; Weimann et al., 1993; Sithigorngul et al., 1998; Sithigorngul et 

al., 2001; Sithigorngul et al., 2002), die alle die gleiche Sequenz am C-terminalen 

Ende besitzen, das Tetra-Peptid XLRFamid (das X steht für Phenylalanin oder 

Arginin). Eines dieser nachgewiesenen XLRFamide ist das Peptid DRNFLRFamid 

(DF2). In Idotea wirkt DF2 auf die Extensormuskelfaser depolarisierend und 

potenziert K+-induzierte Muskelkontraktionen (Weiss et al., 2003). Im Flusskrebs 

Procambarus clarkii erhöht DF2 die Amplitude und die Frequenz der 

Herzmuskelkontraktionen (Skerrett et al., 1995) und die Aktivitätsfrequenz von 

pylorischen Neuronen (Tierney et al., 1997). Außerdem wird in der abdominalen 

Extensormuskulatur des Flusskrebses eine Rolle von DF2 bei der Anpassung der 

neuromuskulären Funktionen an tiefe Temperaturen postuliert (Friedrich et al., 

1994). 

1.2.1.3 Allatostatine 

Eine Familie kleiner Neuropeptide, die die C-terminale Penta-Peptid-Sequenz 

–YXFGL-NH2 gemeinsam haben, wurde erstmals aus der Schabe Diploptera 

punctata isoliert (Pratt et al., 1989; Pratt et al., 1991; Woodhead et al., 1989; 

Woodhead et al., 1994). Da sie dort die Juvenilhormon-Synthese in der Corpora 

allata inhibieren, wurden sie Allatostatine genannt (Tobe und Stay, 1980). Eine 

Vielzahl von Peptiden mit homologem C-Terminus wurde danach in verschiedenen 

Insekten, wie Schaben (Bellés et al., 1994; Weaver et al., 1994; Yu et al., 1993), 

Heuschrecken (Veelaert et al., 1996), Grillen (Lorenz et al., 1995), Lepidoptera 

(Duve et al., 1997a; Duve et al., 1997c) und Diptera (Duve et al., 1993; Duve et al., 
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1994; Duve et al., 1995; Duve et al., 1996; Duve und Thorpe, 1994; Veenstra et al., 

1997) identifiziert. Immunzytochemische Untersuchungen zeigten eine weite 

Verbreitung an Allatostatinen. Sie kommen in zentralen und peripheren 

Nervensystemen, in den Antennen und an der Eingeweidemuskulatur von 

verschiedenen Insekten vor (zusammenfassen in Duve et al., 1997a; Duve et al., 

1997c; Gäde et al., 1997; Nässel, 1996; Stay et al., 1994). Allatostatin-Gene 

verschiedener Insekten, wie zum Beispiel der Heuschrecke Schistocerca gregaria 

(Vanden Broeck et al., 1996; Veenstra et al., 1997) und der Schabe Diploptera 

punctata (Ding et al., 1995; Donly et al., 1993; Reichwald et al., 1994), wurden 

kloniert und sequenziert. Allatostatine wurden auch in Crustaceen nachgewiesen 

(Christie et al., 1995; Duve et al., 1997b; Skiebe, 1999; Skiebe und Schneider, 

1994). Zum Beispiel wurden aus der Krabbe Carcinus maenas 20 verschiedene 

Peptide der Allatostatin-Familie isoliert. Untereinander zeigten sie 

Sequenzhomologie am C-Terminus, aber keines von ihnen war mit einem einzigen 

der bisher bekannten Insekten-Allatostatine identisch (Duve et al., 1997b). 

Allatostatin-immunoreaktive (AST-ir) Neurone wurden im stomatogastrischen 

Nervensystem in Crustaceen gefunden. In adulten Insekten und Crustaceen werden 

Eingeweidemuskeln, Herzmuskeln und Motoneurone der Maxillen- und Thorax-

Skelettmuskulatur (z.B. in Larven von Manduca sexta; Davis et al., 1997) von 

solchen AST-ir Neuronen innerviert und moduliert. In Skelettmuskeln von 

Heuschrecken wurden AST-ir Neurone gefunden (Kreissl et al., 1995). Und auch an 

den dorsalen Extensormuskelfasern von Idotea baltica und Idotea emarginata 

wurden AST-ir Neurone nachgewiesen (Kreissl et al., 1999). 

Die Entdeckungen vieler verschiedener Allatostatine in derart vielfältigen 

Arthropoden und ihre weite Verbreitung im Nervensystem und in anderen Geweben, 

lassen noch andere Funktionen neben der Regulation der Juvenilhormon-Synthese 

vermuten. Bisher sind Allatostatine die einzigen bekannten Peptide mit 

inhibitorischer Wirkung auf die Skelettmuskulatur in Crustaceen. Es wurde gezeigt, 

dass Allatostatin die Kontraktionskraft der Dickdarmmuskulatur des Flusskrebses 

Orconectes limosus reduziert (Dircksen et al., 1999), spontane Kontrakturen im 

Enddarm der Schabe Leucophaea maderae werden ebenfalls inhibiert. Andererseits 

zeigt sich keine inhibitorische Wirkung von Allatostatin auf die Eileitermuskulatur von 

Locusta migratoria (Veelaert et al., 1995). 
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Frequenz und Amplitude Proctolin-induzierter und spontaner Kontraktionen des 

Enddarms – nicht aber des Eileiters – der Schabe Diploptera punctata nehmen bei 

steigender Allatostatin-Konzentration zunehmend ab (Lange et al., 1995). Der 

Allatostatin-verwandte Modulator Helicostatin inhibiert in der Motte Helicoverpa 

amigera die spontanen Kontraktionen des Vorderdarms vollständig (Duve et al., 

1999). Durch Allatostatin nimmt in der Krabbe Cancer borealis die 

Kontraktionsamplitude der Magenmuskulatur ab, exzitatorische postsynaptische 

Potenziale werden reduziert (Jorge-Rivera und Marder, 1997) und die 

Aktivitätsfrequenz von pylorischen Neuronen wird verringert (Skiebe und Schneider, 

1994). 

In der Meeresassel Idotea emarginata wird die Kontraktionskraft der dorsalen 

Extensormuskelfasern durch Allatostatin reduziert (Kreissl et al., 1999; Rathmayer et 

al., 2002b). 

1.2.2. Wirkungen von Neuromodulatoren auf die Präsynapse 
Präsynaptisch wirken Neuromodulatoren auf die Transmitterfreisetzung. So erhöhen 

FMRFamide die Transmitterausschüttung in den synaptischen Spalt in Krabben, 

Hummer und Flusskrebs (Friedrich et al., 1998; Jorge-Rivera und Marder, 1996; 

Mercier et al., 1990; Pasztor und Golas, 1993; Skerrett et al., 1995; Worden et al., 

1995). In der Krabbe Eriphia spinifrons wird die Freisetzung von Transmittern durch 

die beiden Neuropeptide DF2 und Proctolin erhöht. Dabei wirkt Proctolin über 

ω-Agatoxin-sensitive P/Q-Typ Ca2+-Kanäle, DF2 über ω-Conotoxin-sensitive N-typ-

Ca2+-Kanäle (Rathmayer et al., 2002a). In Aplysia und in der Teichschnecke 

Helisoma verursachen FaRPs hingegen eine Verringerung der 

Transmitterausschüttung über die Reduktion des Ca2+-Ionen-Einstroms und die 

Desensibilisierung der sekretorischen Maschinerie des präsynaptischen Neurons 

gegenüber Ca2+-Ionen (Cropper et al., 1994; Haydon et al., 1991; Man-Son-Hing et 

al., 1989). Auch Allatostatin reduziert die Transmitterausschüttung an der 

präsynaptischen Membran in Idotea und Eriphia spinifrons (Kreissl et al., 1999; 

Rathmayer et al., 2002b). 
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1.2.3. Wirkungen von Neuromodulatoren auf Membranproteine und Kanäle der 
Postsynapse 

Im Gegensatz zu den Wirkungen des Neuropeptids Proctolin auf die präsynaptische 

Membran, die bisher wenig untersucht wurden, ist über die dessen Wirkung auf 

postsynaptische Vorgänge in Idotea emarginata weit mehr bekannt. In Stomklemm-

Versuchen können durch direkte Depolarisation ausgelöste Muskelkontraktionen 

mittels Proctolin-Applikation verstärkt werden (Erxleben et al., 1995). Proctolin 

verstärkt sowohl Kontraktionen, die durch Depolarisation der Muskelfaser mittels 

hoher extrazellulärer K+-Ionen-Konzentration generiert wurden, als auch 

Kontraktionen in Folge Koffein-ausgelöster Ca2+-Ionen-Freisetzung aus dem 

sarkoplasmatischen Retikulum, den Ca2+-Speichern der Muskelzellen (Bishop et al., 

1987; Brüstle et al., 2001; Cook und Holman, 1980; Wegener und Nässel, 2000). 

Offenbar kann Proctolin sowohl an der sarkolemmalen Membran, als auch am 

kontraktilen Apparat in der Muskelzelle wirken. Das Peptid induziert eine Schließung 

von spannungsunabhängigen K+-Kanälen (Erxleben et al., 1995; Walther et al., 

1998) und erhöht die Öffnungswahrscheinlichkeit von membranständigen 

Ca2+-Kanälen (Bishop et al., 1991; Rathmayer et al., 2002b). In Folge der Proctolin-

Applikation wird in Idotea ein 30 kd-Protein am Aktinfilament phosphoryliert (Brüstle 

et al., 2001). Dies könnte auf eine Modulation der Ca2+-Sensitivität von 

sarkoplasmatischen Proteinen durch Proctolin hinweisen. Auf diese Weise würde, 

zusammen mit einer erhöhten Ca2+-Ausschüttung aus dem SR (Wegener und 

Nässel, 2000), die Kraftentwicklung unabhängig vom Ionenfluss durch die 

membranständigen Ionenkanäle verstärkt. 

 

Die Wirkungsweise von DF2 ist bisher nicht umfassend untersucht. In der tiefen 

Extensormuskulatur von Procambarus clarkii verstärkt dieses FMRFamid erregende 

postsynaptische Potenziale, wobei der Eingangswiderstand des Muskels 

unverändert bleibt (Skerrett et al., 1995). In der Magenmuskulatur der Krabbe wird 

das Membranpotenzial von DF2 depolarisiert (Meyrand und Marder, 1991). In Idotea 

wird die Extensormuskelfaser unter der Einwirkung von DF2 depolarisiert, der 

Eingangswiderstand verringert sich, und der Einwärtsstrom durch den 

L-Typ Ca2+-Kanal wird erhöht (Weiss et al., 2003). 
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In Crustaceen hemmt Allatostatin erregende postsynaptische Ströme, was in der 

Folge zu einer Reduktion der Kontraktionsamplitude führt (Jorge-Rivera et al., 1998; 

Jorge-Rivera und Marder, 1997). In der Krabbe Cancer borealis vermutet man eine 

Verringerung der Anzahl oder der Sensibilität der postsynaptschen Azetylcholin- und 

Glutamatrezeptoren durch Allatostatin (Jorge-Rivera und Marder, 1997). In der 

Meeresassel Idotea emarginata wird der postsynaptische spannungsabhängige 

Ca2+-Einwärtsstrom durch Allatostatin-Einwirkung reduziert (Rathmayer et al., 

2002b). 

1.2.4. Signaltransduktion 
In jüngster Zeit hat man vermehrt untersucht, über welche Mechanismen 

Neuromodulatoren ihre Wirkung an der Zielzelle erreichen. So wurde, ausgehend 

von heptahelikalen Somatostatin/Galanin- und Opioid-Rezeptoren aus Vertebraten, 

mit molekularbiologischen Methoden eine Reihe von strukturell ähnlichen 

Rezeptoren in der Fruchtfliege Drosophila melanogaster nachgewiesen. Einer dieser 

membranständigen Rezeptoren bindet spezifisch den Neuromodulator Proctolin 

(Egerod et al., 2003; Johnson et al., 2003). Die Aktivierung membranständiger 

Rezeptoren durch die Bindung des jeweiligen spezifischen Liganden und die damit 

einhergehende Konformationsänderung des Rezeptors wandeln ein extrazelluläres 

in ein intrazelluläres Signal um. Das Signal wird an eine katalytische Einheit des 

Rezeptors an der Innenseite der Zellmembran weitergeleitet, die wiederum 

Proteinkinasen aktiviert und auf diese Weise intrazelluläre Antworten, wie die 

Mobilisierung von Ca2+-Speichern oder die Aktivierung von Enzymen, auslöst. Häufig 

sind an Signaltransduktionen G-Proteine beteiligt, die mit Hilfe von Proteinfaktoren, 

den „Guaninnucleotide-releasing-Proteins“ (GNRP), aktiviert werden und so durch 

die Bindung von Guanosintriphosphat (GTP) an der Aktivierung anderer Proteine 

beteiligt sind. Es wurden bisher mehr als fünfzig verschiedene Isoformen von 

G-Proteinen charakterisiert, die in drei unterschiedliche Gruppen eingeteilt werden. 

Eine dieser Gruppen, die der heterotrimeren G-Proteine, wird vor allem durch 

heptahelikale Rezeptoren aktiviert. Der Proctolin-affine Rezeptor aus Drosophila 

weist sieben transmembrane Domänen auf, weshalb man vermutet, dass es sich um 

einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor handelt (Egerod et al., 2003). 
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Insbesondere die α-Untereinheit der heterotrimeren G-Proteine ist für die Regulation 

der Aktivierung von intrazellulären sekundären Botenstoffen und der daraus 

folgenden physiologischen Antwort bedeutend. Durch die Bindung eines Hormons 

oder Neuromodulators an seinen spezifischen Rezeptor wird hier ein gebundenes 

Guanosindiphosphat (GDP) durch GTP ausgetauscht, was zu einer Dissoziation der 

α-Untereinheit vom verbleibenden βγ-Komplex des heterotrimeren G-Proteins führt 

und eine Interaktion der freien α-Untereinheit mit möglichen Zielproteinen 

ermöglicht. 

Viele heterotrimere G-Proteine bedienen sich der Adenylatzyklase als katalytischer 

Einheit auf der zytosolischen Seite der Zellmembran. Dabei wird die katalytische 

Untereinheit C des Adenylatzyklasesystems durch aktivierende (Gs) beziehungs-

weise hemmende (Gi) α-Untereinheiten reguliert. Wird die Adenylatzyklase durch die 

stimulierende Untereinheit Gsα  eines G-Proteins aktiviert, kommt es zu einem 

Anstieg der cAMP-Konzentration. cAMP aktiviert die PKA und es werden spezifische 

Phosphorylierungskaskaden ausgelöst und damit das extrazellulär empfangene 

Signal zu intrazellulären Effektoren übertragen. 

(zusammengefasst nach Löffler, 2003) 

 

Einige der durch Proctolin auslösbaren Effekte in Idotea können durch cAMP-

Agonisten nachgeahmt werden, und die Wirkung dieser cAMP-Agonisten kann durch 

PKA-Antagonisten oder den Proteinkinase-Inhibitor H-7 blockiert werden (Erxleben 

et al., 1995; Rathmayer et al., 2002b). Ein cAMP-Analogon ahmt die Proctolin-

induzierte Erhöhung der Ca2+-Kanal-Aktivität im Flusskrebs nach (Bishop et al., 

1991). Die experimentelle Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration mittels 

eines membrangängigen cAMP-Analogons induzierte, ebenso wie Proctolin, eine 

Steigerung des myogenen Rhythmus in langsamen Fasern des Schrittmacher-

Bündels von Extensortibiae-Muskeln in Heuschrecken (Evans, 1984). Bisher wurde 

nur in diesen Fasern eine Proctolin-sensitive Adenylatzyklase nachgewiesen 

(Swales und Evans, 1988). In anderen Arthropoden-Muskeln wurde durch Proctolin-

Applikation keine cAMP-Konzentrationserhöhung induziert (Baines und Downer, 

1992; Evans und Myers, 1986; Goy et al., 1984; Groome und Watson, 1989; 

Mazzocco-Manneval et al., 1998; Philipp et al., in Vorbereitung). 
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Eine Aktivierung der PKA durch Foskolin oder durch das cAMP-Analogon 

8-Bromo-cAMP hemmt – ebenso wie Allatostatin – die Juvenilhormonsynthese 

(Meller et al., 1985; Rankin et al., 1986). In der Corpora allata der Schabe Diploptera 

punctata wurde mit verschiedenen Allatostatin-Konzentrationen und 

unterschiedlichen Stimulationszeiten jedoch keine Veränderung der intrazellulären 

cAMP-Konzentration gemessen (Cusson et al., 1992). Ebenso zeigt die Applikation 

von Allatostatin auf die dorsale Extensormuskulatur in der Meeresassel Idotea keine 

Erhöhung oder Reduktion der intrazellulären cAMP-Konzentration (Fritsche, 2004). 

Neben der Aktivierung des Adenylatzyklasesystems kann über heterodimere 

G-Proteine auch die PLC aktiviert werden. Dies erfolgt nach der Bindung eines 

Liganden an den heptahelikalen Rezeptor. Die PLC spaltet im aktiven Zustand 

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in IP3 und DAG. DAG aktiviert die 

Proteinkinase C (PKC), die daraufhin die Guanylatzyklase (GC) hemmt. Durch die 

Hemmung der GC sinkt in der glatten Muskulatur der Vertebraten die Konzentration 

an zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) (Jaiswal, 1992). In der 

Extensormuskulatur von Idotea kann nach der Stimulation mit Proctolin ebenfalls 

eine Verringerung der cGMP-Konzentration gemessen werden (Philipp et al., i.V.). 

Nach Stimulation desselben Muskels mit Allatostatin erhöht sich hingegen die 

intrazelluläre cGMP-Konzentration (Fritsche, 2004). Dies steht im Gegensatz zu den 

Befunden von Cusson et al. (1992), wonach in der Schabe Diploptera punctata die 

cGMP-Veränderung durch Allatostatin nicht signifikant ist. 

Ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, der eine hohe Affinität zu Allatostatin aufweist, 

wurde erstmals in Drosophila beschrieben (Birgül et al., 1999). Ein 

sequenzhomologer Rezeptor wurde in der Schabe Periplaneta americana 

identifiziert (Auerswald et al., 2001) und dessen Aktivierbarkeit durch Allatostatin 

(aus Diploptera punctata) konnte in Säugerzellen (CHO) nachgewiesen werden 

(Larsen et al., 2001). 

Das Drosophila Genom kodiert eine ganze Reihe G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, 

die durch FaRPs aktiviert werden können (Cazzamali und Grimmelikhuijzen, 2002; 

Meeusen et al., 2002). Im Flusskrebs Procambarus clarkii ist die PKC für die 

DF2-induzierte lang-anhaltende synaptische Verstärkung essentiell (Friedrich et al., 

1998). Die Signaltranduktionswege von DF2 sind auf molekularer Ebene noch nicht 

näher charakterisiert. 
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1.3. Ziel der Arbeit 

Die bisherigen Informationen über die Transduktionsmechanismen der 

muskelstimulierenden Effekte des Neuropeptids Proctolin sind widersprüchlich. Über 

die Wirkungsmechanismen des inhibitorischen Neuromodulators Allatostatin und des 

FMRFamids DF2 ist bis jetzt wenig bekannt. 

In dieser Arbeit werden die intrazellulären Signalwege dieser Neuromodulatoren mit 

Hilfe elektrophysiologischer Methoden und Kontraktionsmessungen an der 

Extensormuskelfaser von Idotea emarginata eingehender untersucht. In Idotea 

besteht der untersuchte Extensormuskel aus genau einer einzelnen Muskelfaser, 

was die physiologische Untersuchung an identifizierten Einzelfaser-Präparaten des 

gleichen physiologischen Typs ermöglicht (Rathmayer et al., 2002b). Außerdem 

werden alle diese dorsalen Extensormuskeln von Motoneuronen innerviert, die 

Proctolin, Allatostain und DF2 enthalten (Brüstle et al., 2001; Kreissl et al., 1999; 

Weiss et al., 2003). Insofern kann von einer physiologischen Relevanz dieser drei 

Neuromodulatoren im Modellorganismus ausgegangen werden. 

Mit extrazellulär erhöhten K+-Ionen-Konzentrationen werden Depolarisationen und 

somit Kontraktionen an der Extensormuskelfaser ausgelöst und unter Verwendung 

spezifischer Hemmstoffe und Aktivatoren die Wirkungsmechanismen der drei 

Neuromodulatoren untersucht. 

Dabei sollen mit typspezifischen Hemmstoffen für unterschiedliche G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren die potenziellen Rezeptoren für Proctolin, DF2 und 

Allatostatin näher charakterisiert werden. Mit Inhibitoren der Proteinkinasen A 

beziehungsweise C und mit einem Aktivator der Proteinkinase C wird der Frage 

nachgegangen, ob und wie die Neuromodulatoren Proctolin und DF2 diese Kinasen 

beeinflussen. 

Des Weiteren wird die Wirkung des Neuromodulators Allatostatin auf die 

Guanylatzyklase untersucht, indem das Enzym mit einem spezifischen Inhibitor 

blockiert wird und die Folgen für die Allatostatin-Wirkung auf die Muskelkontraktion 

beobachtet werden. 

Neben der Untersuchung des Einflusses der Neuromodulatoren auf intrazelluläre 

Proteine unterschiedlicher Signalkaskaden soll auch die Beteiligung der 
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postsynaptischen KCa– und L-Typ Ca2+-Membrankanäle an der K+-induzierten 

Kontraktion weiter aufgeklärt werden. 
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2. MATERIAL UND METHODEN 

2.1. Material 

2.1.1. Versuchstier 
Als Versuchstiere dienten in allen Experimenten adulte Männchen der marinen 

Isopoden Idotea emarginata (Crustacea, Isopoda) mit Körperlängen zwischen 10 

und 40 mm. Die Meeresasseln stammten ursprünglich von der Biologischen Anstalt 

Helgoland des Alfred-Wegener-Instituts (Bremerhaven) und wurden in der 

Tierforschungsanstalt der Universität Konstanz unter konstanten Bedingungen in 

Aquarien bei 16°C Wassertemperatur gehalten und auch gezüchtet. 

Um die Versuchsergebnisse nicht durch hormonelle Phänomene zusätzlich zu 

beeinflussen, wurden für die Experimente nur Tiere ausgewählt, die sich erkennbar 

nicht in einem Häutungsstadium befanden. 

 

Abbildung 1: Meeresassel Idotea emarginata (Foto: Dr. Berit Philipp) 
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2.1.2. Chemikalien 

Substanz Hersteller 

Allatostatin (Dip-AST 7) Sigma Aldrich 

BIM-1 (Bisindolylmaleimid 1) Calbiochem 

8-Br-cGMP 

(8-Bromoguanosin 3’,5’-zyklisches 

Monophosphat) 

Calbiochem 

CaCl2 (2 x H2O) Riedl-de Haën GmbH 

D+-Glucose Merck 

DF2 Bachem AG 

GP Antagonist-2A Calbiochem 

H89 Calbiochem 

HEPES MP Biomedicals 

Iberiotoxin Sigma Aldrich 

KCl Acros Organics 

MgCl2 (6 x H2O) Acros Organics 

NaCl Roth 

NaOH Riedl-de Haën GmbH 

NF449 Calbiochem 

Nifedipin Calbiochem 

ODQ Calbiochem 

Pertussis Toxin Calbiochem 

PMA (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate) Calbiochem 

Proctolin Sigma Aldrich 
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2.1.3. Lösungen 
Für die Herstellung der folgenden Lösungen wurde destilliertes Wasser verwendet. 

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit 1 N NaOH. 

2.1.3.1 ASW (artificial sea water) 

NaCl 490 mM 
KCl 8 mM 
CaCl2 10 mM 
MgCl2 48 mM 
HEPES 20 mM 
D+-Glucose 30 mM 
 pH 7,4 

2.1.3.2 30 mM KCl in ASW 

NaCl 468 mM 
KCl 30 mM 
CaCl2 10 mM 
MgCl2 48 mM 
HEPES 20 mM 
D+-Glucose 30 mM 
 pH 7,4 

2.1.4. Neuromodulatoren und Pharmaka 
Von folgenden Substanzen wurden konzentrierte Stammlösungen hergestellt, diese 

aliquotiert und unmittelbar vor dem Experiment bis zur zu verwendenden 

Endkonzentration in ASW verdünnt. Die verwendeten Endkonzentrationen richteten 

sich zur Sicherstellung der Vergleichbarkeit der Ergebnisse in ihren 

Größenordnungen nach Literaturwerten (Literaturzitate sind im Ergebnisteil jeweils 

angegeben). Erst wenn der entsprechende Inhibitor oder Aktivator in der 

verwendeten Konzentration und bei isolierter Anwendung keinen Effekt auf die 

K+-induzierte Kontraktur zeigte, wurden auch andere Konzentrationen der jeweiligen 

Substanz getestet (siehe 3.2.4.). 

Pharmakon Lösungsmittel Konzentration der 
Stammlösung 

Lagerung 

8-Bromo-cGMP H2O tridest. 10-2 M  -20°C 

Allatostatin H2O tridest. 10-3 M  -20°C 

BIM-1 H2O tridest. 10-3 M   +4°C 
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Pharmakon Lösungsmittel Konzentration der 
Stammlösung 

Lagerung 

DF2 H2O tridest. 10-3 M  -20°C 

GP Ant-2A H2O tridest. 10-3 M  -20°C 

H89 DMSO 10-3 M   +4°C 

IbTx H2O tridest. 10-5 M  -20°C 

NF449 H2O tridest. 10-2 M  -20°C 

Nifedipin DMSO 10-1 M  -20°C 

ODQ DMSO 10-2 M  -20°C 

PerTx H2O tridest. 0,1 µg/µl   +4°C 

PMA DMSO 10-3 M  -20°C 

Proctolin H2O tridest. 10-3 M  -20°C 

 

Die Endkonzentration des Lösungsmittels DMSO lag in den physiologischen 

Lösungen zwischen 0,05 und 0,2 % (v/v). Bis zu einer Endkonzentration 0,2% (v/v) 

wurde gezeigt, dass DMSO keinen Einfluss auf die Amplitude der K+-induzierten 

Kontraktur hat (Weiss et al., 2001). 

2.1.5. Geräte 

Analysenwaage Mettler A163 

KG3 Kraftaufnehmer Scientific Instruments Güth 

Meßbad Werkstätten der Universität Konstanz 

Präzisionswaage Mettler P1200 

Schnittstelle DigiData 1200 Und 1320 A Axon Instruments, Inc. 

Verstärker AxoClamp 2B Axon Instruments, Inc. 

Vorverstärkerkopf HS-2Ax10MGU Axon Instruments, Inc. 

Vorverstärkerkopf HS-2Ax1LU Axon Instruments, Inc. 
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2.1.6. Materialien 

Elektrodenglas (GC150F-15) Clark Electromedical Instruments 

Elektrodendraht Axon Instruments, Inc. 

Elektrodenhalter Axon Instruments, Inc. 

Sylgard Dow Corning GmbH 

2.1.7. Software 

Excel 2000 Microsoft Corporation 

Illustrator 9.0 Adobe Systems Incorporated 

Origin 6.0 Microcal Software, Inc. 

pClamp 8.0 Axon Instruments, Inc. 

Photoshop 7.0 Adobe Systems Incorporated 

Reference Manager 10.0 ISI Research Soft. 

Word 2000 Microsoft Corporation 
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2.2. Methoden 

2.2.1. Kontraktionsmessung und Intrazelluläre Muskelableitung 

2.2.1.1 Präparation 

Für alle elektrophysiologischen Versuche wurde die identifizierbare 

Extensormuskelfaser 2 des Pleonsegments 2 verwendet (siehe Abbildung 2A; für 

anatomische Details siehe Kreissl et al., 1999). 

 

Abbildung 2: Versuchsaufbau der Kontraktionsmessungen (modifiziert, nach Weiss et al., 
2001) A Es wurde die Faser 2 des 2. Pleonsegmentes verwendet (Ansicht einer Idotea von 
dorsal) B Schematische Darstellung des Perfusionsbads und der verwendeten 
Messinstrumente. 

Die Tiere wurden vor der Präparation 5 Minuten in eisgekühltem ASW sediert. In 

einer mit gekühltem ASW gefüllten Präparationsschale wurden die Tiere mit der 



 Material und Methoden 

24

ventralen Seite nach oben fixiert. Nun wurde die Bauchdecke geöffnet, 

Flexormuskelfasern, Verdauungstrakt und Herz entfernt und so die 

Extensormuskulatur freigelegt. Durch das Entnehmen der langen Muskelfasern 5 

und 6, die jeweils zwei Segmente überspannen, wurde der Zugang zu Muskelfaser 2 

eröffnet. Zu diesem Zeitpunkt enthielt das Präparat noch die kurzen Fasern 1-4, von 

denen die Fasern 3 und 4 durchtrennt wurden. Die Muskelfasern 1 und 2 sind eng 

benachbart. Auf die Entfernung oder Durchtrennung der Muskelfaser 1 wurde 

verzichtet, um jede mögliche Schädigung der Muskelfaser 2 auszuschließen. Da die 

Muskelfaser 1 nur einen geringen Querschnitt aufweist, wurde die zusätzliche 

Kraftentwicklung in den Experimenten vernachlässigt. Mit Hilfe eines dünnen 

Skalpells wurde das Präparat in der Mitte längs geteilt. Nun wurde die Inter-

segmentalmembran zwischen dem 7. Pereionsegment und dem 1. Pleonsegment 

durchtrennt. 

Das Versuchspräparat wurde in ein kleines Perfusionsbad (1,5 ml Kammervolumen) 

transferiert und auf Sylgard (Dow Corning) mit einer feinen Nadel am 

1. Pleonsegment fixiert. Das posteriore Ende des Präparates wurde an einer kleinen 

Metallnadel befestigt. Diese Metallnadel war mit einem Kraftaufnehmer verbunden, 

der eine Aufzeichnung der Muskelkraft ermöglichte (Schema: siehe Abbildung 2). 

Schließlich wurde die Präparation auf die (zuvor an der intakten Idotea gemessene) 

in situ-Länge gespannt. Die durch diese Muskeldehnung hervorgerufene und am 

Kraftaufnehmer messbare Krafteinwirkung (Ruhekraft) wurde als „Nulllinie“ des 

jeweiligen Präparates definiert und die Rückkehr der gemessenen Krafteinwirkung 

auf diesen Wert als vollständige Relaxation definiert. Das Bad wurde kontinuierlich 

mit gekühltem ASW (18°C), oder den gegebenenfalls zu applizierenden Pharmaka-

Lösungen, mit einer Flussrate von 2 ml/min perfundiert. 
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2.2.1.2 Kontraktionsmessung 

Anhaltende tonische Kontrakturen wurden durch extrazellulär erhöhte 

Kaliumkonzentrationen (30 mM) induziert. Die Muskelkraft wurde isometrisch mit 

einem Kraftaufnehmer gemessen. Die Messdaten wurden über eine „DigiData“- 

Schnittstelle an einen IBM-kompatiblen Computer und „pClamp“ Datengewinnungs-

Software übertragen, digitalisiert und mit einer zeitlichen Auflösung von 10 kHz vom 

Computer automatisch protokolliert. 

Durch die Perfusion mit 30 mM Kalium in ASW wurde die Faser depolarisiert und auf 

diese Weise eine Kontraktion ausgelöst, die für die Dauer der extrazellulären 

Kalium-Perfusion anhielt. Die Konzentration der neuen Lösung im Bad erreichte 

jeweils nach ca. 5 Minuten ca. 90 % des Endwertes. Danach nähert sich die 

Konzentration im Bad nur sehr langsam an den Maximalwert an. Der Verlauf des 

Konzentrationsaustausches wurde zum einen mit Hilfe von zwei Salzlösungen mit 

verschiedenen pH-Werten (7,4 und 10) mit einer pH-Elektrode zeitlich verfolgt und 

protokolliert (siehe Abbildung 3A). Zum anderen wurde die räumliche Verteilung der 

Austauschlösung im Bad durch die Superfusion wurde mit blauem Farbstoff 

(Bromphenolblau) verfolgt (Abbildung 3B), um zu überprüfen, ob die Ausbreitung 

ohne Verwirbelungen erfolgte. 
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Abbildung 3: Zeitlicher Ablauf und Konzentrationsverteilung der 
Superfusion im Bad. A Veränderung des pH-Wertes über die Zeit. 
Nach dem Wechsel der ASW-Lösung von pH 7,4 auf pH 10. 
B Ausbreitung einer Bromphenolblau-Lösung im Bad. 

Für die Messungen wurden zunächst je drei Kontrollkontrakturen mit 30 mM K+ 

(Applikation für 5 Minuten) ausgelöst. Nach jeder Kontraktur wurde zur Relaxation 

der Muskelfaser 15 Minuten mit ASW gewaschen. Danach wurde eine Kontraktur in 

Anwesenheit des Neuromodulators und/oder der jeweiligen Pharmaka durch 

5-minütige Badfusion bei gleichzeitiger Applikation von K+ und Wirkstoff induziert 

und diese Kontraktion aufgezeichnet. Um anschließend das Auswaschen der 

Wirkstoffe zu gewährleisten, wurden die Kammer und das Präparat für 30 Minuten 

mit ASW gespült. Um die physiologische Integrität der untersuchten Muskelfaser und 

die Reversibilität der Wirkstoffeinflüsse beurteilen zu können, wurden abschließend 
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zwei Kontrollkontrakturen, also ohne Neuromodulator und/oder Pharmakon, 

induziert. 

Bei der dargestellten Methode handelt es sich um Langzeitversuche, die mehrere 

Stunden (ca. 2,5 Stunden) andauern. Aufgrund des komplexen Versuchaufbaus und 

der Morphologie der Muskelfasern kann es zu Verletzungen der Membran im Laufe 

des Versuches kommen. Dies kann am Verlust des physiologischen 

Membranpotenzials festgestellt werden, das während der Experimente permanent 

überwacht wurde. Experimente, in deren Verlauf die untersuchte Muskelfaser 

offensichtliche Läsionen erlitt, flossen nicht in die Versuchsauswertung ein. Soweit 

nicht anders beschrieben, wurde das Maximum der Kraftamplituden der 

Kontrakturen  und des Membranpotenzials ausgewertet, der zeitliche Verlauf der 

Kontrakturen wurde nicht berücksichtigt. 

2.2.1.3 Intrazelluläre Ableitung 

Parallel zur Kontraktionsmessung wurde bei jedem Präparat das Membranpotenzial 

gemessen und protokolliert. Für diese Messungen wurde ein „AxoClamp“-Verstärker 

verwendet. Der Verstärker war über eine „DigiData“-Schnittstelle mit einem 

Computer und „pClamp“-Software verbunden, die die Messdaten des Verstärkers 

automatisch protokollierten. Zur Spannungsmessung verwendete intrazelluläre 

Elektroden herkömmlicher Bauart wurden mit 3 M KCl gefüllt und hatten einen 

Gleichstromwiderstand zwischen 4 und 6 MΩ. 

Die Stromklemm-Messungen wurden mit konstanten intrazellulären Strominjektionen 

von 100 ms Dauer durchgeführt. Die Glasmikroelektroden für die Strominjektion 

wurden, ebenso wie die Spannungsmesselektroden, mit 3 M KCl gefüllt und hatten 

einen Gleichstromwiderstand zwischen 2 und 4,5 MΩ. 

Auch für die Auswertung der intrazellulären Ableitungen wurden jeweils die 

Maximalwerte der resultierenden Depolarisationen verwendet. 
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2.2.2. Statistik 
Für die statistische Auswertung der Daten wurde der Student’s T-Test von 

heteroskedastischem (zwei Stichproben mit ungleicher Varianz) Typ verwendet 

(Excel). Die Signifikanzbewertung erfolgte mit einem Signifikanzniveau von 5% 

(p<0,05). Sämtliche Fehlerbalken in den Abbildungen geben die Standard-

abweichung (SD) an, der Stern markiert einen signifikanten Unterschied des 

Messwertes im Vergleich mit den Ergebnissen unter Kontrollbedingungen. 
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3. ERGEBNISSE 

3.1. Die K+-induzierte Muskelkontraktur 

Die Extensormuskelfasern von Idotea haben in ASW ein durchschnittliches 

Ruhemembranpotenzial von –70,1±8,7 mV (N=49). Die 5-minütige Applikation von 

30 mM K+ in ASW depolarisiert die Muskelfaser um 24,98±1,55 mV (N=8). Dadurch 

werden graduierte Kontrakturen mit einer Maximalamplitude von 142,35±48,49 µN 

(N=8) ausgelöst, die bei einem Membranpotenzial von 63,9±9,9 mV (N=42) 

beginnen und so lange andauern, wie die extrazelluläre K+-Konzentration erhöht ist. 

Vor der Auslösung einer weiteren Kontraktur, relaxierte die Muskelfaser während 

einer 15-minütigen Waschphase vollständig. 

Der L-Typ Ca2+-Kanal ist an der K+-induzierten Muskelkontraktur beteiligt 

In vorangegangenen Kontraktionsmessungen an Strom-geklemmten Fasern wurde 

in Idotea eine muskelkontraktionsverstärkende Wirkung von Proctolin beobachtet 

(Erxleben et al., 1995). Einer der postsynaptischen Mechanismen der Proctolin-

Wirkung ist die Erhöhung der Öffnungswahrscheinlichkeit von L-Typ Ca2+-Kanälen. 

In der Idotea-Muskelfaser werden diese L-Typ Ca2+-Kanäle durch eine 

strominduzierte Depolarisation über –40 mV aktiviert (Rathmayer et al., 2002b; 

Weiss et al., 2001). 

Zur Klärung der Frage, ob dieser L-Typ Ca2+-Kanal auch während der K+-induzierten 

Kontrakturen eine Leitfähigkeit aufweist, wurde der spezifische L-Typ Ca2+-Kanal-

Blocker Nifedipin (Erxleben und Rathmayer, 1997; Monterrubio et al., 2000) 

appliziert. Die Applikation von 5x10-5 M Nifedipin bewirkt nach Einwirkzeiten 

zwischen 10 und 60 min zunächst eine Verstärkung der Kontraktur. Nach 100 min 

Einwirkung von Nifedipin wird die K+-induzierte Kontraktur reduziert (Abbildung 4A). 

Dieser Effekt war in drei weiteren Experimenten mit 10- und 100-minütiger 

Einwirkzeit von Nifedipin qualitativ reproduzierbar (Daten nicht gezeigt). Nach 

30-minütiger Perfusion mit ASW ohne Nifedipin relaxiert der Muskel vollständig, und 

die Kontraktionskraft erreicht durch K+-Induktion wieder den Wert der 

Kontrollmessung vor Beginn der Nifedipin-Applikation. Die maximale Depolarisation 
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in jeder einzelnen Kontraktur liegt bei dem in Abbildung 4 gezeigten Experiment bei 

-51 mV. 

 

Abbildung 4: Der L-Typ Ca2+-Kanal Blocker Nifedipin bewirkt zunächst eine Verstärkung, nach 100 
min Einwirkung eine Reduzierung der K+-induzierten Kontraktur der Extensormuskeln. A K+-induzierte 
Kontraktur: Kontrollkontraktur, unterschiedliche Einwirkzeiten (10, 30, 60 und 100 min) für Nifedipin 
und eine Kontrolle nach 30 min waschen mit ASW. B Beispiel für den gleich bleibenden Verlauf der 
K+-induzierten Depolarisation in dem gezeigten Einzelexperiment. C Zeitlicher Verlauf der Nifedipin-
Wirkung auf die K+-induzierte Kontraktur  
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3.2. Proctolin-Wirkung auf die Extensormuskulatur von Idotea emarginata 

3.2.1. Proctolin verstärkt die K+-induzierte Muskelkontraktur 
In Procambarus clarkii können K+-induzierte Kontrakturen der Extensormuskulatur 

durch 10-8 M Proctolin verstärkt werden (Bishop et al., 1987). In dieser Arbeit wird 

gezeigt, dass Proctolin ebenso die K+-Kontraktur in Idotea verstärken kann, wobei 

die K+-induzierte Depolarisation nicht von Proctolin verändert wird (Abbildung 5A). 

Werden die Fasern danach für 30 min in ASW relaxiert, kann erneut eine 

K+-induzierte Kontraktur ausgelöst werden, deren Kraftamplitude wieder auf den 

Level der Kontraktur vor der Proctolin-Applikation zurückgeht (Abbildung 5A). 

Im Durchschnitt werden die Amplituden der K+-induzierten Kontrakturen durch 

Proctolin (10-6 M; Philipp et al., i.V.) signifikant um 47% (SD±42,2%, N=8, p<0,05) 

verstärkt (Abbildung 5B). Die Applikation von Proctolin ohne die Erhöhung der 

extrazellulären K+-Konzentration hat bei den untersuchten Fasern weder Einfluss auf 

das Ruhemembranpotenzial (–64 bis –88 mV), noch auf die Ruhekraft (Daten nicht 

gezeigt). Die Depolarisation der Membran durch 30 mM K+ wird durch Proctolin nicht 

signifikant geändert (105,6%, SD±11,4 %, N=8, p = 0,24; Abbildung 5C).  
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Abbildung 5: Proctolin (Proc) verstärkt die K+-induzierte Kontraktur isolierter Extensormuskelfasern 
von Idotea: A Originalaufzeichnung eines Einzelexperimentes mit gleichzeitiger Aufzeichnung von 
Kontraktur und Depolarisation: unter Kontrollbedingungen, in der Anwesenheit von Proctolin und nach 
dem Auswaschen für 30 min. Die Kontrolle repräsentiert eine von drei Kontrakturen vor der Peptid-
Applikation. B Zusammenfassung der Kraftentwicklung von 8 normalisierten unabhängigen 
Einzelergebnissen; C Zusammenfassung der Depolarisation (∆Vm) von 8 normalisierten 
unabhängigen Einzelergebnissen. 

Ebenso ist die Kraftentwicklung einer 30 min nach Beendigung der Proctolin-

Applikation erneut ausgelösten Kontraktur gegenüber den zu Beginn des 

Experiments aufgenommenen Kontrollkontrakturen nicht signifikant verändert 

(104%, SD +/- 34,5%, N=8, p = 0,796; Abbildung 5B). 
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3.2.2. Proctolin rekrutiert Iberiotoxin-sensitive Kanäle 
Die Amplitude der Depolarisation wird durch Proctolin in der Extensormuskelfaser 

von Idotea nicht verändert, obwohl durch den verstärkten Ca2+-Einstrom durch die 

L-Typ Ca2+-Kanäle (Erxleben und deSantis, 1998) und das Schließen von 

spannungsunabhängigen K+-Kanälen (Erxleben et al., 1995), eine verstärkte 

Depolarisation der Muskelfasermembran nach der Einwirkung von Proctolin messbar 

sein sollte. 

Die hier gezeigten experimentellen Daten legen nahe, dass Proctolin Iberiotoxin-

sensitive (Ca2+-abhängige) K+-Kanäle rekrutiert. Die erfolgende Öffnung dieser 

Kanäle durch die intrazellulär ansteigende Ca2+-Konzentration könnte so im Verlauf 

einer Kontraktur einer stärkeren Depolarisation der Zellmembran entgegenwirken. 

Das Blockieren Ca2+-abhängiger K+-Kanäle (KCa) mit Iberiotoxin (Garcia et al., 1991; 

10-7 M) zeigt ohne gleichzeitige Applikation von Proctolin (10-6 M) keine signifikante 

Veränderung des mit der Stromklemme ermittelten Membranwiderstandes (102,4 %, 

SD±16,9 %, N=10, p=0,684; Abbildung 6B). Wird aber Proctolin gemeinsam mit 

Iberiotoxin appliziert, wird nach Injektion eines gleich großen Stromes mit der 

Stromklemme ein erhöhtes Depolarisationspotenzial gemessen (Abbildung 6A). Die 

Berechnung des Membranwiderstandes im linearen Bereich zeigt eine Erhöhung um 

14,5 % (SD±16,8 %, N=10, p=0,023; Abbildung 6C,D). 

Werden die Iberiotoxin-sensitiven K+-Kanäle mit Iberiotoxin (10-7 M) blockiert und die 

Wirkung von Proctolin (10-6 M) auf die K+-induzierte Kontraktur gemessen, so 

verstärkt sich neben der Amplitude der Kontraktur (146,6 %, N=4, p=0,016; 

Abbildung 7C) auch die K+-induzierte Depolarisation um 27 % (SD±24,5 %, N=7, 

p=0,018; Abbildung 7A und B). 
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Abbildung 6: Iberiotoxin (IbTx) erhöht nach der Einwirkung von Proctolin (Proc) den 
Membranwiderstand (Ri) der Muskelfaser von Idotea. A beispielhaftes Einzelexperiment mit 
Strominjektion (I) und Spannungsantwort (∆Vm) in Anwesenheit von Proctolin, vor und unter der 
Einwirkung von Iberiotoxin. B Zusammenfassung des Membranwiderstandes (Ri) von 10 
normalisierten unabhängigen Einzelergebnissen ohne Proctolin, vor und unter der Einwirkung von 
Iberiotoxin. C Strom-Spannungs-Kurve mit Proctolin vor (�) und unter (�) der Einwirkung von 
Iberiotoxin. D Zusammenfassung des Membranwiderstandes (Ri) von 10 normalisierten 
unabhängigen Einzelergebnissen mit Proctolin vor und unter der Einwirkung von Iberiotoxin. 
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Abbildung 7: Proctolin (Proc) verstärkt gleichzeitig die K+-induzierte Depolarisation (∆Vm) und die 
Kontraktur (Kraftentwicklung) isolierter Muskelfasern nach der Einwirkung des KCa-Kanal-Blockers 
Iberiotoxin (IbTx). A Originalaufzeichnung eines Einzelexperimentes; Kontraktur und Depolarisation 
gleichzeitig aufgezeichnet: unter Kontrollbedingungen und in der Anwesenheit von Iberiotoxin und 
Proctolin; B Zusammenfassung der Depolarisation (∆Vm) der 7 normalisierten unabhängigen 
Einzelexperimente. C Zusammenfassung der Kraftentwicklung der 4 normalisierten unabhängigen 
Einzelexperimente. 
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3.2.3. Die Potenzierung der K+-induzierten Muskelkontraktur durch Proctolin 
kann durch den spezifischen PKA-Inhibitor H89 nicht verhindert werden 

H89 ist ein spezifischer Hemmstoff der PKA (Leemhuis et al., 2002) Sollte die 

kontraktionsverstärkende Wirkung von Proctolin über die Aktivierung der PKA 

vermittelt werden, sollte eine Proctolin-Applikation bei gleichzeitig inhibierter PKA die 

Amplitude der Kontraktur nicht verstärken. 

 

Abbildung 8: Der spezifische PKA-Hemmstoff H89 bewirkt eine 
Verstärkung des Proctolin (Proc)-Effektes auf den Extensormuskel von 
Idotea und H89 alleine verstärkt die K+-induzierte Kontraktur: 
Zusammenfassung der normalisierten, unabhängigen Einzelexperimente 
unter Kontrollbedingungen, mit der Einwirkung von Proctolin (N=8), mit 
der Einwirkung von Proctolin in Anwesenheit von H89 (N=4) und mit H89 
alleine (N=6). 

Die Hemmung der PKA in Anwesenheit von Proctolin bewirkt eine Verstärkung des 

Proctolin-Effektes auf die K+-induzierte Kontraktur. Die Werte zeigen, dass H89 

(Chijiwa et al., 1990; Leemhuis et al., 2002; 5x10-5 M) den kontrakturverstärkenden 

Effekt von Proctolin signifikant von 47% auf 152% erhöht (SD±109 %, N=4, 

p=0,047). Der PKA-Inhibitor H89 allein verstärkt die Kontraktur um 16,5 % (SD±11,4 

%, N=6, p=0,011). 
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3.2.4. Die Potenzierung der K+-induzierten Kontraktur wird durch die PKC 
vermittelt 

In Idotea wurde gezeigt, dass Proctolin-Applikation – unabhängig von der Aktivität 

des Muskels – die intrazelluläre cGMP-Konzentration der Extensormuskelfaser 

absenkt. Die Absenkung der cGMP-Konzentration ist abhängig von einer Aktivierung 

der PKC (Philipp et al., i.V.). Folglich sollte eine Hemmung der PKC durch den 

spezifischen membrangängigen Hemmstoff BIM-1 (Philipp et al., i.V.; Toullec et al., 

1991) dem kontrakturverstärkenden Effekt von Proctolin entgegenwirken. 

Die Muskelfasern wurden für 10 min mit 10-8 M BIM-1 (Philipp et al., i.V.) des 

inkubiert und anschließend unter dauernder Einwirkung dieses Hemmstoffs eine 

K+-Kontraktur induziert. BIM-1 veränderte in dieser Konzentration die K+-induzierte 

Kontraktur nicht, daher wurde die Applikation des Hemmstoffs mit anderen 

Konzentrationen (10-6 bis 10-10 M) wiederholt (Tabelle 1 und Abbildung 9). Die 

Hemmung der PKC mit dem spezifischen PKC-Hemmstoff BIM-1 wirkt sich mit allen 

getesteten Hemmstoffkonzentrationen nicht auf die K+-induzierte Kontraktur aus. Die 

Kraftentwicklung verändert sich nicht signifikant, wenn BIM-1-Konzentrationen 

zwischen 10-10 M und 10-6 M appliziert werden. Auch die K+-induzierte Depolarisation 

wird durch den PKC-Hemmstoff BIM-1 nicht signifikant verändert. 

 

Abbildung 9: Die Applikation des PKC-Hemmstoffes BIM-1 beeinflusst die 
K+-induzierte Kontraktur nicht. Zusammenfassung von jeweils vier normalisierten 
unabhängigen Einzelkontrakturen mit den BIM-1-Konzentrationen 10-6 M, 10-7 M, 
10-8 M, 10-9 M und 10-10 M. 
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[BIM-1] Amplitude der 
Depolarisation 

[%] 

Students 
t-Test 

(p) 

Amplitude der 
Kontraktur 

[%] 

Students 
t-Test 

(p) 

10-6 M 108,3±3,6 0,192 113,1±16,7 0,214 

10-7 M 121,4±16,9 0,116 108,0±31,3 0,687 

10-8 M 104,7±13,3 0,705 102,8±22,4 0,842 

10-9 M 116,4±18,4 0,219 95,6±12,8 0,593 

10-10 M 122,1±26,8 0,249 97,17±17,9 0,800 
 

Der Proctolin-Effekt wird verhindert, wenn die Muskelfaser zugleich mit dem PKC-

Hemmstoff BIM-1 (10-8 M) und mit Proctolin (10-6 M) stimuliert wird. Die Amplitude 

der Kontraktur unterscheidet sich nicht signifikant (5,21 %, SD±26,3 %, N=5, p=0,71) 

vom Kontrollwert einer reinen K+-induzierten Kontraktur. 

Wird der kontraktionsverstärkende Effekt von Proctolin über eine Aktivierung der 

PKC vermittelt, sollte auch die Aktivierung von PKC durch den Phorbolester 

Phorbol-12-Myristate-13-Acetate (PMA) die K+-induzierte Kontraktur verstärken. Die 

K+-induzierte Kontraktur wird durch den PKC-Aktivator PMA (Friedrich et al., 1998; 

10-6 M) um 51,3 % (SD±33,31 %, N=7, p=0,009) signifikant erhöht. 

 

Abbildung 10: Die Proctolin (Proc)-induzierte Verstärkung der Muskel-
spannung in der Extensormuskulatur von Idotea wird durch den PKC-Inhibitor 
BIM-1 verhindert. Die Applikation von PMA ahmt den kontrakturverstärkenden 
Effekt von Proctolin nach: Zusammenfassung der normalisierten unabhängigen 
Einzelexperimente unter Kontrollbedingungen, unter Einwirkung von Proctolin 
(N=8), unter Einwirkung von Proctolin in Anwesenheit von BIM-1 (N=5) und in 
Anwesenheit von PMA (N=7). 

Tabelle 1:  
Übersicht der nor-
malisierten Werte 
der Amplituden der 
K+-induzierten De-
polarisationen und 
Kontrakturen nach 
Applikation von ver-
schiedenen BIM-1-
Konzentrationen. 
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3.2.5. Die Iberiotoxin-sensitiven Kanäle werden von Proctolin durch 
Aktivierung der PKC rekrutiert 

Die Muskelkontraktur-Verstärkung durch Proctolin ist abhängig von einer Aktivierung 

der PKC. Es liegt nahe, dass auch die Proctolin-induzierte Rekrutierung der 

Iberiotoxin-sensitiven Kanäle über diesen Signalweg vermittelt wird. Daher sollte sich 

die Rekrutierung der Iberiotoxin-sensitiven Kanäle durch Hemmung der PKC 

inhibieren lassen. 

Hemmt man die PKC der Extensormuskelfaser mit dem spezifischen PKC-

Hemmstoff BIM-1 (10-8 M), so kann kein signifikanter Unterschied (101,6 %, 

SD±7,8 %, N=5, p=0,666) im Membranwiderstand durch das Blockieren der 

Iberiotoxin-sensitiven Kanäle mit Iberiotoxin (10-7 M) beobachtet werden. 

 

Abbildung 11: Die Blockierung der 
PKC mit BIM-1 verhindert die 
Rekrutierung von Iberiotoxin-sensitiven 
Kanälen: Zusammenfassung des 
Membranwiderstandes (Ri) von 5 nor-
malisierten unabhängigen Einzel-
experimenten mit Proctolin (Proc) unter 
Einwirkung des PKC-Hemmstoffes 
BIM-1 vor und mit der Applikation von 
Iberiotoxin (IbTx). 
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3.2.6. 8-Bromo-cGMP, ein cGMP-Analogon, verringert die Proctolin-induzierte 
Verstärkung der Kontraktur 

Philipp et al. (2004) konnten zeigen, dass die cGMP-Konzentration im 

Extensormuskel von Idotea durch die Einwirkung von Proctolin (10-6 M) reduziert 

wird. Um zu untersuchen, ob diese cGMP-Reduktion durch Proctolin eine 

Voraussetzung der Proctolin-induzierten Kontrakturverstärkung ist, wurde die 

Wirkung des membranpermeablen und Phosphodiestersase-resistenten cGMP-

Analogons 8-Bromo-cGMP (Ruth et al., 1991) in Kombination mit Proctolin 

untersucht. 

In Anwesenheit von Proctolin (10-6 M) und 8-Bromo-cGMP (Ruth et al., 1991; 

5x10-8 M) sind die Amplituden der K+-induzierten Kontraktur nicht signifikant 

(119,6 %, SD±24,3 %, N=8, p=0,732) unterschiedlich zu den Kontrollkontrakturen 

(Abbildung 12), die Applikation von 8-Bromo-cGMP wirkt dem Kontraktur-

verstärkenden Effekt von Proctolin entgegen. 

8-Bromo-cGMP alleine reduziert die Amplituden der Kontraktur signifikant auf 81,5 % 

(SD±6,1 %, N=8, p=0,019; Abbildung 12). 

 

Abbildung 12: Die Applikation von 8-Bromo-cGMP reduziert die 
K+-induzierte Kontraktur und wirkt dem kontrakturverstärkenden Effekt von 
Proctolin (Proc) entgegen: Zusammenfassung der normalisierten 
unabhängigen Einzelexperimente unter Kontrollbedingungen, mit der 
Einwirkung von Proctolin (N=8), mit der Einwirkung von Proctolin in 
Anwesenheit von 8-Bromo-cGMP (N=8) und 8-Bromo-cGMP alleine (N=8). 
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3.2.7. Proctolin bindet an einen Gq-gekoppelten Rezeptor 
Johnson et al. (2003) identifizierten und charakterisierten in Drosophila 

melanogaster einen Rezeptor für den Neuromodulator Proctolin, der zu der Familie 

der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehört. G-Proteine (Gi- oder Gq-Proteine) 

regulieren die Phospholipase Cβ  (Löffler, 2003). Die Aktivierung dieser 

Phospholipase führt zu einer verstärkten Spaltung des Membranphospholipids  PIP2 

in IP3 und Diazylglyzerin. Letzteres kann die PKC aktivieren und somit das Signal 

des Rezeptors ins Zellinnere übertragen. 

Um herauszufinden, über welche G-Proteine Proctolin wirken kann, wurden einzelne 

G-Proteine mit jeweils spezifischen Inhibitoren gehemmt und die Auswirkung auf die 

K+-induzierte Kontraktur gemessen. Wird das Gq-Protein durch den spezifischen 

Hemmstoff GP-Antagonist 2A (Croxton et al., 1998; 10-5 M) gehemmt, so wird die 

Kontraktur im Vergleich zu Kontrolle nicht signifikant verstärkt (92,7 %, SD±31,2 %, 

N=5, p=0,028; Abbildung 13). Der Gq-Protein-Hemmstoff alleine zeigt keine Wirkung 

auf die K+-induzierte Kontraktur (111,1 %, SD±54,6 %, N=4, p=0,712). 

Pertussis Toxin, ein spezifischer Hemmstoff für Gi-Proteine hat keinen Einfluss auf 

die Wirkung von Proctolin (N=3; Daten nicht gezeigt). 

 

Abbildung 13: Die Proctolin (Proc)-induzierte Verstärkung der Muskel-
spannung in der Extensormuskulatur von Idotea kann durch das Blocken 
des Gq-Proteins verhindert werden. Zusammenfassung der 
Kraftentwicklung von normalisierten unabhängigen Einzelexperimenten: 
Kontrolle, Proctolin (N=8), mit GP Antagonist-2A (GP Ant-2A) und 
Proctolin (N=5), sowie mit GP Antagonist-2A alleine (N=5). 
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3.2.8. Zusammenfassung 
Die Amplitude der K+-induzierten Kontraktur in Extensormuskelfasern von Idotea 

wird durch das Neuropeptid Proctolin verstärkt. Proctolin beeinflusst jedoch nicht die 

Stärke der K+-induzierten Depolarisation der Zellmembran. 

Die Hemmung der PKA hat keine Auswirkung auf den kontrakturverstärkenden 

Effekt von Proctolin. Die Hemmung der PKC hebt den Proctolin-Effekt hingegen 

vollständig auf. Die alleinige Hemmung der PKC hat keinen Einfluss auf die 

Muskelkontraktur. 

Die Applikation von Proctolin bewirkt eine Rekrutierung von Iberiotoxin-sensitiven 

Kanälen. Dieser Effekt kann ebenfalls durch die Inhibierung der PKC verhindert 

werden. 

Die Erhöhung der cGMP-Konzentration durch das membrangängige 8-Bromo-cGMP 

wirkt der Kontrakturverstärkung durch Proctolin entgegen; auch ohne Proctolin-

Stimulation verringert 8-Bromo-cGMP die Kontrakturkraft. 

Die Kontrakturverstärkung durch Proctolin wurde mit einem Gq-Protein-Blocker 

unterdrückt. 
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3.3. DF2-Wirkung auf die Extensormuskulatur von Idotea emarginata 

3.3.1. DF2 potenziert die K+-induzierte Kontraktur und verstärkt die 
Depolarisation des Membranpotenzials 

Weiss et al. (2003) konnten eine Ca2+-abhängige Depolarisation der sarkolemmalen 

Membran des Extensormuskels von Idotea durch das Crustaceen-Neuropeptid DF2 

beobachten. Die Applikation von DF2 potenzierte dort die K+-induzierte Kontraktur 

der Faser. 

Mit K+-induzierten Kontrakturen, bei denen zeitgleich die Depolarisation und die 

Kontraktur der Extensormuskelfaser gemessen wurden, konnten diese Ergebnisse in 

Idotea bestätigt werden (Abbildung 14A). Die Depolarisation verstärkt sich durch die 

Wirkung von DF2 (Weiss et al., 2003; 10-7 M) um 53,3 % (SD±52,2 %, N=8, p=0,016) 

(Abbildung 14C), die Kontraktur wird durch DF2 um das nahezu 30-fache verstärkt 

(2918 %, SD±4058 %, N=8, p=0,040) (Abbildung 14B). Die Kontrolle 30 min nach 

Beendigung der Applikation von DF2 zeigt einen Rückgang beider Parameter auf 

Kontrollniveau (Depolarisation: 117,5 %, SD±30,2 %, N=8, p=0,168; Abbildung 14C; 

Kontraktur: 267 %,SD±188 %, N=8, p=0,052; Abbildung 14B). 
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Abbildung 14: DF2 verstärkt die K+-induzierte Kontraktur isolierter Extensormuskelfasern von 
Idotea: A Originalaufzeichnung eines Einzelexperimentes; Kontraktur und Depolarisation 
gleichzeitig aufgezeichnet: unter Kontrollbedingungen, in der Anwesenheit von DF2 und nach 
dem Auswaschen für 30 min. Die Kontrolle repräsentiert eine von drei Kontrakturen vor der 
Peptid-Applikation. B Zusammenfassung der Kraftentwicklung von 8 normalisierten 
unabhängigen Einzelergebnissen; C Zusammenfassung der Depolarisation (∆Vm) von 8 
normalisierten unabhängigen Einzelergebnissen. 
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3.3.2. DF2 wirkt nicht auf Iberiotoxin-sensitive Kanäle 
Während der Wirkung von DF2 wird eine verstärkte Depolarisation in den 

Kontraktions-Messungen beobachtet. Weiss et al. (2003) haben gezeigt, dass diese 

Depolarisation durch einen Ca2+-Einstrom erzeugt wird. Im Gegensatz zu Proctolin 

scheint diese Depolarisation nicht durch die zusätzliche Aktivierung von 

Auswärtsströmen überlagert zu werden. 

 

 

 

Die Applikation von Iberiotoxin (Garcia et al., 1991; 10-7 M) nach der Einwirkung von 

DF2 zeigt keine signifikante Veränderung des Membranwiderstandes (107 %, 

SD±12,8 %, N=6, p=0,238; Abbildung 15). 

Abbildung 15: Iberiotoxin (IbTx) erhöht 
nach der Einwirkung von DF2 den 
Membranwiderstand (Ri) der Muskelfaser 
von Idotea nicht: Zusammenfassung des 
Membranwiderstandes (Ri) von 6 nor-
malisierten unabhängigen Einzeler-
gebnissen mit Proctolin vor und unter der 
Einwirkung von Iberiotoxin. 
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3.3.3. Das G-Protein des DF2-Rezeptors ist ein GS-Protein 

Die Gq-α-Untereinheit wird durch Applikation von Proctolin aktiviert (Abbildung 13). 

Durch Proctolin werden auch Iberiotoxin-sensitive KCa–Kanäle rekrutiert, was unter 

der Einwirkung von DF2 nicht der Fall ist. Daher kann für den G-Protein-gekoppelten 

Rezeptor des Neuromodulators DF2 die Gq-α-Untereinheit ausgeschlossen werden. 

Eine weitere Untereinheit der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit stimulierender 

Wirkung ist die Gs-α-Untereinheit. Diese soll für die Stimulierung des 

Adenylatzyklasesystems und die damit einhergehende Aktivierung der PKA (Löffler, 

2003) verantwortlich sein. Unter Einwirkung des PKA-Hemmstoffs H89 wurde 

allerdings festgestellt, dass eine Aktivierung dieser Proteinkinase zu einer 

Verringerung der Kontraktionsamplitude führt (Abbildung 8). Wang et al. (1993) 

konnten zeigen, dass eine Aktivierung der Gs-α-Untereinheit in der Vertebraten-

Herzmuskulatur direkt L-Typ Ca2+-Kanäle aktiviert. 

 

Abbildung 16: Die DF2-induzierte Potenzierung der Muskelkraftentwicklung und Depolarisation der 
Extensormuskulatur von Idotea kann durch das Blocken des Gs-Proteins verhindert werden: 
A Zusammenfassung der Kraftentwicklung von jeweils 3 normalisierten unabhängigen 
Einzelexperimenten unter Kontrollbedingungen, während der Applikation von DF2 und NF449 und 
während der Applikation von NF449 allein. B Zusammenfassung der Depolarisation (∆Vm) von jeweils 
3 normalisierten unabhängigen Einzelexperimenten unter Kontrollbedingungen, während der 
Applikation von DF2 und NF449 und während der Applikation von NF449 allein. 
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Die Hemmung der Gs-α-Untereinheit durch den spezifischen Antagonist NF449 

(Braun et al., 2001; 10-4 M), reduziert den 30-fach kontrakturverstärkenden Effekt 

von DF2 (vgl. Abbildung 14B) auf 156,3 % (SD±83,0 %, N=3; Abbildung 16A). Die 

DF2-Wirkung auf die K+-induzierte Depolarisation wird durch die Hemmung der 

Gs-α-Untereinheit blockiert (100,9 %, SD±1,0 %, N=3; Abbildung 16B und vgl. 

Abbildung 14C). 

3.3.4. Die Potenzierung der K+-induzierten Kontraktur durch DF2 kann durch 
den spezifischen PKA-Inhibitor H89 nicht verhindert werden 

Die kontrakturverstärkende Wirkung von DF2 wird über eine Gs-α-Untereinheit am 

G-Protein-gekoppelten Rezeptor vermittelt (Abbildung 16). Viele Untersuchungen 

haben gezeigt, dass G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit einer Gs-α-Untereinheit 

das Adenylatzyklasesystem aktivieren (aus Löffler, 2003). Die Inhibierung der PKA 

und der daraus resultierenden Verminderung der Kontraktionskraft (Abbildung 8) 

macht eine Aktivierung der PKA durch die Einwirkung von DF2 jedoch 

unwahrscheinlich. Wang et al. (1993) zeigten eine direkte Wirkung der 

Gs-α-Untereinheit auf L-Typ Ca2+-Kanäle in der postsynaptischen Membran der 

Vertebraten-Herzmuskulatur. 

Mit Hilfe des membrangängigen spezifischen PKA-Hemmstoffs H89 wurde hier 

gezeigt, dass eine Wirkung von DF2 auf die PKA des Adenylatzyklasesystems 

ausgeschlossen werden kann. 



 Ergebnisse 

48

 

Abbildung 17: Die DF2-induzierte Potenzierung der Muskelkraft und Depolarisation der 
Extensormuskulatur von Idotea kann durch die Hemmung der PKA nicht verhindert werden: 
A Zusammenfassung der Kraftentwicklung von jeweils 3 normalisierten unabhängigen 
Einzelexperimenten unter Kontrollbedingungen, während der gemeinsamen Applikation von DF2 und 
H89 und nach 30 min Auswaschen. B Zusammenfassung der Depolarisation (∆Vm) von jeweils 3 
normalisierten unabhängigen Einzelexperimenten unter Kontrollbedingungen, während der 
Applikation von DF2 und H89 und nach 30 min Waschen. 

H89 verhindert den kontrakturverstärkenden Effekt von DF2 nicht, die Potenzierung 

der Kraftentwicklung durch DF2 erreicht in Anwesenheit von H89 die gleiche 

Größenordnung wie durch DF2-Applikation allein (3251%; SD±3222 %, N=7, 

p=0,021; Abbildung 17A und vgl. Abbildung 14B). Alleinige Applikation von H89 hat 

keine Wirkung auf die K+-induzierte Muskelkontraktur (vgl. Abbildung 8). Auch die 

Verstärkung der Depolarisation durch DF2 wird mit dem PKA-Hemmstoff H89 nicht 

verringert. (165,9% , SD±62,2 %, N=7, p=0,020) (Abbildung 17B). 

3.3.5. Zusammenfassung 
DF2 verstärkt die K+-induzierte Kontraktur und erhöht dabei auch die Depolarisation. 

Iberiotoxin-sensitive Kanäle werden durch das Neuropeptid nicht beeinflusst. Obwohl 

der spezifische Hemmstoff NF449 für das Adenylatzyklase-assoziierte Gs-Protein 

den kontrakturpotenzierenden Effekt von DF2 verringert, und dessen 

depolarisationserhöhenden Effekt ganz reduziert, hat der PKA-Inhibitor H89 keinen 

Einfluss auf die DF2-Wirkung. 
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3.4. Allatostatin-Wirkung auf die Extensormuskulatur von Idotea emarginata 

3.4.1. Allatostatin vermindert die Kontraktur 
In der Extensormuskulatur von Idotea emarginata werden graduierte Kontraktionen 

in spannungsgeklemmten Fasern durch die Applikation von Allatostatin verringert 

(Kreissl et al., 1999). 

Allatostatin (10-6 M) vermindert auch die K+-induzierte Kontraktur, ohne dabei die 

K+-induzierte Depolarisation zu beeinflussen (Abbildung 18). Die K+-induzierte 

Kraftentwicklung sinkt unter der Einwirkung von Allatostatin auf 64,6 % (SD±41,3 %, 

N=8, p=0,046) (Abbildung 18B). Die K+-induzierte Depolarisation bleibt von 

Allatostatin unbeeinflusst (107,2 %, SD±5,1 %, N=5, p=0,062) (Abbildung 18C). 

 

Abbildung 18: Allatostatin (AST) vermindert die K+-induzierte Kontraktur isolierter 
Extensormuskelfasern von Idotea: A Originalaufzeichnung eines Einzelexperimentes; Kontraktur und 
Depolarisation gleichzeitig aufgezeichnet: unter Kontrollbedingungen, in der Anwesenheit von 
Allatostatin und nach dem Auswaschen für 30 min. Die Kontrolle repräsentiert eine von drei 
Kontrakturen vor der Peptid-Applikation. B Zusammenfassung der Kraftentwicklung von 
8 normalisierten unabhängigen Einzelergebnissen. C Zusammenfassung des Membranpotenzials 
(∆Vm) von 5 normalisierten unabhängigen Einzelergebnissen. 
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3.4.2. Die Verminderung der K+-induzierten Kontraktur wird nicht über die 
Guanylatzyklase vermittelt 

Fritsche (2004) konnte nach Applikation von Allatostatin (10-6 M) einen Anstieg der 

der cGMP-Konzentration in der Muskelfaser von Idotea messen. Folglich wird in den 

Extensormuskelfasern von Idotea in Folge von Allatostatin-Einwirkung eine 

Guanylatzyklase aktiviert oder eine Phosphodiesterase gehemmt. Durch die 

Hemmung der Guanylatzyklase mit dem membrangängigen spezifischen Hemmstoff 

ODQ (Imaeda und Cunnane, 2003; 10-5 M) wird untersucht, ob die Verringerung der 

K+-induzierten Kontraktur auf einer Aktivierung der Guanylatzyklase beruht. 

 

Abbildung 19: Die Allatostatin (AST)-induzierte Verringerung der 
Amplitude der K+-induzierten Kontraktur in der Extensormuskulatur von 
Idotea kann durch die Hemmung der GC mit dem spezifischen 
Hemmstoff ODQ nicht verhindert werden: Zusammenfassung der 
Kraftentwicklung von normalisierten unabhängigen Einzel-
experimenten: unter Kontrollbedingungen, mit Allatostatin (N=8), mit 
Allatostatin in der Anwesenheit von ODQ (N=7), sowie mit dem GC-
Hemmstoff ODQ allein (N=7). 

In Anwesenheit von Allatostatin (10-6 M) und ODQ (10-5 M) sind die Amplituden der 

K+-induzierten Kontraktur signifikant (48,2 %, SD±29,1 %, N=7, p= 0,003) gegenüber 

den Kontrollkontrakturen verringert (Abbildung 19). Die Hemmung der GC verhindert 

den kontrakturverringernden Effekt von Allatostatin nicht. 
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Der GC-Inhibitor ODQ (10-5 M) allein zeigt im Durchschnitt eine Verstärkung der 

K+-induzierten Kontraktur um 29,4 % (SD±95,4 %, N=7), die jedoch nicht signifikant 

ist (Abbildung 19). 

3.4.3. Das G-Protein des Allatostatin-Rezeptors ist ein Gi-Protein 
In Drosophila melanogaster wurde ein G-Protein gekoppelter Rezeptor identifiziert, 

der eine hohe Affinität zu Allatostatin aufweist (Birgül et al., 1999). In der Schabe 

Periplaneta americana wurde ein sequenzhomologer Rezeptor nachgewiesen 

(Auerswald et al., 2001), der nach Expression in CHO-Säuger-Zellen mit Allatostatin 

aktiviert werden konnte (Larsen et al., 2001). Als regulierende α-Untereinheit des 

Allatostatin-Rezeptors kann sowohl die Gs-α-Untereinheit, über die die DF2-Wirkung 

vermittelt wird, als auch die Gq-α-Untereinheit, die durch Proctolin-Applikation 

aktiviert wird, ausgeschlossen werden. Denn DF2 und Proctolin haben, im 

Gegensatz zu Allatostatin, kontrakturverstärkende Wirkung auf die 

Extensormuskelfaser in Idotea. Die hemmende Wirkung von Allatostatin lässt 

vermuten, dass die regulierende α-Untereinheit des G-Proteins eine 

Gi-α-Untereinheit ist. Um diese Annahme zu untersuchen, wurde der Allatostatin-

Effekt auf die Muskelkontraktion unter der Einwirkung des spezifischen Gi-Protein-

Hemmstoffs Pertussis Toxin (Martinez et al., 2003; 1 µg ml-1) beobachtet. Der 

Gi-Protein-Inhibitor verhindert die AST-induzierte Verringerung der 

Muskelkraftentwicklung in Idotea. 
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Abbildung 20: Die Allatostatin (AST)-induzierte Verminderung der 
Muskelkraft in der Extensormuskulatur von Idotea kann durch das Blocken 
des Gi-Proteins durch den spezifischen Inhibitor Pertussis Toxin (PerTx) 
verhindert werden. Zusammenfassung der Kraftentwicklung von 
normalisierten unabhängigen Einzelexperimenten: Kontrolle, Allatostatin 
(N=8), mit Pertussis Toxin (PerTx) und Allatostatin (AST) (N=3), sowie mit 
dem Gi-Protein-Inhibitor Pertussis Toxin (N=3) alleine. 

Durch Applikation des spezifischen Gi-Protein-Hemmstoffs Pertussis Toxin wurde 

keine signifikante (116,4 %, SD±22,9 %, N=3) Veränderung der Muskel-

kraftentwicklung im Vergleich zur Kontrolle beobachtet (Abbildung 20). Dieser 

spezifische Hemmstoff verhindert den Allatostatin-Effekt, ohne bei alleiniger 

Applikation eine signifikante Wirkung auf die K+-induzierte Kontraktur auszuüben 

(93,6 %, SD±3,7 %, N=3; Abbildung 20). 

3.4.4. Zusammenfassung 
Die K+-induzierte Kontraktur von Idotea Extensormuskelfasern wird durch den 

Neuromodulator Allatostatin verringert. Dabei beeinflusst Allatostatin die 

K+-induzierte Depolarisation nicht. Die Hemmung der Guanylatzyklase hat keinen 

Einfluss auf den Allatostatin-induzierten Effekt auf die Muskelkontraktur. Die 

hemmende Wirkung von Allatostatin kann durch den Gi-Protein-Inhibitor ODQ 

aufgehoben werden. 
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4. DISKUSSION 

4.1. Die Neuromodulatoren Proctolin, DF2 und Allatostatin 

Im Nervensystem der Meeresassel Idotea emarginata wurden Proctolin und 

XLRFamide, zu denen auch DF2 gehört, jeweils in einem einzelnen Paar 

identifizierter Motoneurone immunzytochemisch nachgewiesen (Brüstle et al., 2001; 

Weiss et al., 2003). Der inhibitorische Neuromodulator Allatostatin kann, außer im 

Proctolin-immunoreaktiven Neuron, in allen homonomen Motoneuronen der 

Pereionsegmente immunzytochemisch detektiert werden (Kreissl et al., 1999). 

Proctolin führt in der Extensormuskulatur von Idotea zu einer Verstärkung von 

Muskelkontraktionen. Dabei können diese durch Strominjektion in spannungs-

geklemmten Fasern depolarisationsinduziert oder mit Koffein ausgelöst werden 

(Brüstle et al., 2001; Erxleben et al., 1995; Rathmayer et al., 2002b). Es werden 

spannungsunabhängige K+-Kanäle geschlossen, und die Öffnungswahrschein-

lichkeit für spannungsabhängige L-Typ Ca2+-Kanäle wird erhöht (Erxleben et al., 

1995). Außerdem wird intrazellulär ein 30 kd-Protein durch die Wirkung von Proctolin 

phosphoryliert (Brüstle et al., 2001). DF2 erhöht – ebenso wie Proctolin – den 

Ca2+-Einstrom durch die L-Typ Ca2+-Kanäle (Weiss et al., 2003). 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass auch K+-induzierte Kontrakturen durch Proctolin 

und DF2 verstärkt werden (Abbildung 5 und Abbildung 14). Dabei bleibt die 

K+-induzierte Depolarisation durch Proctolin unbeeinflusst (Abbildung 5). DF2 

hingegen erhöht die K+-induzierte Depolarisation (Abbildung 14). Diese Befunde 

bestätigen die von Weiss et al. (2003) unabhängig gemessenen Effekte von DF2 auf 

die Muskelkraftentwicklung und die Depolarisation in Idotea.  

Auch in anderen Crustaceen-Präparationen konnte eine Potenzierung der 

K+-induzierten Kontraktur durch DF2 festgestellt werden (Jorge-Rivera und Marder, 

1996; Worden et al., 1995). Dennoch haben FaRPs in anderen Organismen sehr 

variierende und häufig gegenteilige Effekte auf die Muskulatur. So reduziert 

YGGFMRFamid die K+-Ruheleitfähigkeit in Fasern der Extensortibiae-Muskulatur der 

Heuschrecke (Walther et al., 1998). In anderen Muskeln dieser Art konnte für die 

FaRPs SchistoFLRFamid, ManducaFLRFamid und Leucomyosuppressin eine 
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hyperpolarisierende Wirkung nachgewiesen werden (Lange und Cheung, 1999). In 

Herzmuskelzellen der Süßwasserschnecke Lymnea aktiviert ein FMRFamid bereits 

im Ruhezustand der Zelle einen kobaltsensitiven Kationen-Kanal (Brezden et al., 

1991). Spannungsabhängige K+-Ströme, die durch ein FMRFamid aktiviert werden, 

wurden in der Radula-Muskulatur von Aplysia nachgewiesen (Cropper et al., 1994; 

Scott et al., 1997). 

Allatostatin ist bisher das einzig bekannte Peptid, das inhibitorische Effekte auf 

Crustaceen Skelettmuskeln zeigt. Ein hemmender Effekt konnte ebenfalls auf 

graduierte Kontraktionen in spannungsgeklemmten Fasern beobachtet werden 

(Kreissl et al., 1999). Auch Kontraktionen des Enddarms im Flusskrebs Orconectes 

limosus werden durch Allatostatin reduziert (Dircksen et al., 1999). Der 

spannungsabhängige Einwärtsstrom durch die L-Typ Ca2+-Kanäle wird durch 

Allatostatin reduziert (Rathmayer et al., 2002b). Ergänzend zu diesen Ergebnissen 

konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Allatostatin die K+-induzierte 

Kontraktur der Extensormuskulatur in Idotea verringert (Abbildung 18). 

4.2. Kontraktionen sind Ca2+ abhängig 

Kontraktionen der Arthropoden-Muskulatur sind abhängig vom Einstrom 

extrazellulärer Ca2+-Ionen (Ashley und Ridgway, 1970; Atwater et al., 1974; Gainer, 

1968) und beruhen auf der Ca2+-induzierten Ca2+-Ausschüttung. Erxleben und 

Rathmayer (1997) fanden Hinweise, dass es in Extensormuskeln von Idotea nur 

einen spannungsabhängigen Ca2+-Kanal gibt. Dieser Dihydropyridin-sensitive 

Ca2+-Kanal (L-Typ Ca2+-Kanal) öffnete in Spannungsklemm-Versuchen bei einer 

Aktivierungsschwelle von -40 mV (Weiss et al., 2001). Die Öffnungswahr-

scheinlichkeit für den L-Typ Ca2+-Kanal wird durch Proctolin und DF2 erhöht, durch 

Allatostatin verringert (Bishop et al., 1991; Rathmayer et al., 2002b; Weiss et al., 

2003). 

In der vorliegenden Arbeit konnte die Wirkung dieser Neuromodulatoren auf die 

K+-induzierte Kontraktur dargestellt werden. In diesen Experimenten bleibt die 

K+-ausgelöste Depolarisation der Extensormuskelfaser jedoch weit unter -40 mV und 

die Muskelkontraktur beginnt bereits bei einer Depolarisation auf -64 mV. Folgt man 

Erxleben und Rathmayer (1997) hinsichtlich der Existenz nur eines sarkolemmalen 
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Ca2+-Kanals, der bei den gemessenen Depolarisationen jedoch nicht geöffnet 

werden sollte, müssten die K+-induzierten Muskelkontraktionen und auch die Effekte 

der Neuromodulatoren unabhängig vom Einstrom an extrazellulärem Ca2+ sein. Die 

Kraftentwicklung K+-induzierter Kontrakturen wird durch Proctolin-Applikation um 

47% erhöht (Abbildung 5B). Dieser Effekt von Proctolin auf Kontrakturen, die durch 

Depolarisation ausgelöst wurden, konnte auch für andere Organismen gezeigt 

werden (Bishop et al., 1987; Cook und Holman, 1980; Erxleben et al., 1995). 

Wird aber eine Muskelkontraktur mit Koffein, und damit nur durch die 

Ca2+-Ausschüttung aus dem SR ausgelöst, erreicht der Wert der Proctolin-

induzierten Muskelkraftverstärkung nur 27% (Brüstle et al., 2001). Mechanismen, die 

hier möglicherweise zugrunde liegen, sind die Proctolin-induzierte Phosphorylierung 

eines 30 kd-Proteins am dünnen Filament (Brüstle et al., 2001) und die erhöhte 

Ca2+-Ausschüttung aus dem SR (Wegener und Nässel, 2000). 

Dieser Unterschied in der Stärke des Proctolin-induzierten Effekts in Abhängigkeit 

vom kontrakturauslösenden Mechanismus lässt vermuten, dass die Verstärkung der 

K+-induzierten Kontraktur abhängig von membranständigen Prozessen oder 

Proteinen ist. 

Die verstärkte Depolarisation der Muskelmembran durch den Einfluss von DF2 

(Abbildung 14C) gibt einen Hinweis auf die Beteiligung von membranständigen 

Kanalproteinen an der durch K+ ausgelösten Kontraktur. Diese DF2-induzierte 

Depolarisation findet man auch in der Magenmuskulatur der Garnele (Meyrand und 

Marder, 1991), nicht aber in Eriphia (Weiss et al., 2003) und anderen Crustaceen 

(Jorge-Rivera und Marder, 1996; Mercier et al., 1990; Skerrett et al., 1995; Worden 

et al., 1995). Die Depolarisation durch DF2 in Idotea ist durch Kobaltionen 

blockierbar (Weiss et al., 2003), die selektiv Ca2+-Kanäle inhibieren. Dieses Ergebnis 

lässt die Schlussfolgerung zu, dass es eine Leitfähigkeit über die Zellmembran für 

Ca2+-Ionen unterhalb der postulierten Aktivierungsschwelle des L-Typ Ca2+-Kanals 

gibt. Das Auftreten Ca2+-getragener Einwärtsströme durch Proctolin- oder 

FMRFamid-Applikation wurde bereits im stomatogastrischen Ganglion von 

Crustaceen nachgewiesen (Golowasch und Marder, 1992; Swensen und Marder, 

2000). 
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4.3. Ca2+-Kanäle in der Muskelfaser von Idotea 

Der L-Typ Ca2+-Kanal, der bisher als einziger spannungsabhängiger Ca2+-Kanal in 

der Membran der Extensormuskulatur von Idotea emarginata beschrieben wurde, ist 

durch den spezifischen Antagonisten Nifedipin blockierbar (Erxleben und 

Rathmayer, 1997). Die K+-induzierten Kontrakturen werden nach einer 100-

minütigen Applikation mit Nifedipin reduziert (Abbildung 4). Das lässt auf eine 

Leitfähigkeit dieser Kanäle auch unter der Aktivierungsschwelle in 

spannungsgeklemmten Muskelfasern von -40 mV schließen lässt. Für den 

abdominalen Flexormuskel des Crustaceen Atya lanipes werden die L-Typ 

Ca2+-Kanäle als „leise Kanäle“ beschrieben, da ihre Aktivierung bei Potenzialen 

unter -40 mV mit Strom- und Spannungsklemm-Techniken nicht gemessen werden 

kann (Monterrubio et al., 2000). Trotzdem ist ihre Aktivierung offenbar essentiell für 

die Ca2+-induzierte Ca2+-Ausschüttung aus dem SR und der daraus folgenden 

Muskelkontraktion (Monterrubio et al., 2000). Die DF2-induzierte Depolarisation und 

auch der durch DF2 ausgelöste Einstrom extrazellulärer Ca2+-Ionen sind in Idotea 

durch Nifedipin nicht blockierbar (Weiss et al., 2003). Diese Beobachtungen 

erlauben die Annahme, dass noch andere spannungsabhängige Ca2+-Kanäle als der 

L-Typ Ca2+-Kanal an dem durch DF2-Applikation induzierten Effekt beteiligt sein 

müssen. 

Die mutmaßliche Existenz eines weiteren Ca2+-Kanals in der Muskelmembran wird 

gestützt durch folgende zwei Befunde: im pylorischen Neuron des 

stomatogastrischen Ganglions der Krabbe Cancer borealis wird durch Proctolin ein 

Einwärtsstrom aktiviert, der bereits ab -70 mV eine geringe Leitfähigkeit (0,01 nA) 

aufweist (Swensen und Marder, 2000); im tonischen Flexormuskel des Flusskrebses 

Procambarus clarkii wird die Aktivität von zwei unterschiedlichen Ca2+-Kanälen 

durch Proctolin erhöht, wobei der Kanal mit der geringeren Leitfähigkeit nur nach der 

Applikation von Proctolin nachgewiesen werden konnte (Bishop et al., 1991). 

Zusammenfassend kann also angenommen werden, dass neben dem Strom durch 

den L-Typ Ca2+-Kanal noch weitere Ca2+-getragene Einwärtsströme in Idotea 

vorhanden sind, die mit den bisher verwendeten Methoden von Weiss et al. (2001) 

nicht nachzuweisen waren und eventuell erst durch den jeweiligen Neuromodulator 

aktiviert werden. 
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Im Verlauf der K+-induzierten Kontraktur unter der Einwirkung von Nifedipin können 

ungewöhnliche „Schultern“ in den Messkurven festgestellt werden (siehe Abbildung 

4). Auf dieses Phänomen wird hier nicht weiter eingegangen, da es sich um 

methodische Artefakte aufgrund lockerer Transducer-Verbindungen zur Muskelfaser 

handeln könnte. An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass die 

antagonistische Wirkung von Nifedipin sowohl in Idotea, als auch in Atya lanipes erst 

nach einer ungewöhnlich langen Applikationszeit von 100 Minuten einsetzt 

(Monterrubio et al., 2000). Die Kontraktur kann durch Nifedipin nicht komplett 

blockiert werden (Abbildung 4), was ebenfalls auf die Existenz weiterer 

Ca2+-getragener Ströme hinweist. 

4.4. Iberiotoxin-sensitive K+-Kanäle in Idotea 

Aktivieren oder verstärken Neuromodulatoren Ca2+-Einwärtsströme, werden 

vermehrt positive Ladungen in die Muskelzelle gebracht. In der Folge würde man 

eine erhöhte Depolarisation der Muskelmembran erwarten. Diese 

Zusammenwirkung kann in Idotea durch die Applikation des FMRFamids DF2 

beobachtet werden (Abbildung 14, Weiss et al., 2003), nicht jedoch durch die 

Applikation von Proctolin (Abbildung 5). Auch der coxale Depressormuskel der 

Schabe und der tonische Flexormusel des Flusskrebses werden durch die Proctolin-

Applikation nicht depolarisiert, obwohl eine verstärkte Kontraktur mit Proctolin 

induziert werden konnte (Adams und O'Shea, 1983; Bishop et al., 1987). Offenbar 

wird der verstärkte Einwärtsstrom von Ca2+-Ionen durch einen entgegengerichteten 

Strom kompensiert, und das Membranpotenzial der Faser wird durch Proctolin nicht 

beeinflusst. Im Öffnermuskel des Laufbeines von Procambarus clarkii beispielsweise 

ermöglicht ein Ca2+-aktivierter K+-Kanal ein Negativ-Feedback und kontrolliert die 

Depolarisation durch den Ca2+-Einwärtsstrom (Araque et al., 1998). Auf diese Weise 

werden fein graduierte Muskelkontraktionen ermöglicht. 

Iberiotoxin (IbTx) ist ein spezifischer Blocker für Ca2+-aktivierte K+-Kanäle großer 

Leitfähigkeit (Garcia et al., 1991), die daher auch als Iberiotoxin-sensitive Kanäle 

bezeichnet werden. In Stomklemm-Experimenten konnte festgestellt werden, dass 

Proctolin IbTx-sensitive K+-Kanäle rekrutiert (Abbildung 6). Diese Kanäle werden in 

Folge der Applikation von Proctolin durch intrazelluläre Ca2+-Ionen aktivierbar. Nach 
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Aktivierung und Öffnung des Kanals strömt K+ aus der Muskelfaser und wirkt damit 

einer Depolarisation durch den Ca2+-Einstrom entgegen. Die Expression 

Ca2+-aktivierter K+-Kanäle wird in Drosophila melanogaster von zellzyklus-

gesteuerten Genen beeinflusst (Jaramillo et al., 2004). In solch einer zeitabhängigen 

Expression und der daraus resultierenden zeitlich unterschiedlichen Anzahl solcher 

Kanäle in der Zellmembran kann ein Grund für die Nichtidentifikation dieser Kanäle 

in Patchclamp-Untersuchungen an der Extensormuskulatur von Idotea (Erxleben 

und Rathmayer, 1997) vermutet werden. 

In der glatten Muskulatur von Säugetieren wirken α- und β-Untereinheiten des 

IbTx-sensitiven K+-Kanals zusammen und regulieren so die Aktivität dieses Kanals 

(Knaus et al., 1994; McManus et al., 1995). Eine spezielle, im menschlichen Gehirn 

exprimierte,  β-Untereinheit zum Beispiel macht die α-Untereinheit (Pore) des Kanals 

resistent für IbTx (Meera et al., 2000). Die Induktion einer Konformationsänderung 

an einer regulierenden β-Untereinheit wäre ein vorstellbarer Mechanismus, über den 

Proctolin den IbTx-sensitiven K+-Kanal in einen Ca2+-aktivierbaren Zustand versetzt. 

DF2 hat keinen Einfluss auf IbTx-sensitive K+-Kanäle (Abbildung 15) und der 

verstärkte Einwärtsstrom von Ca2+ durch die L-Typ Ca2+-Kanäle führt hier zu einer 

verstärkten Depolarisation der Muskelfaser (Weiss et al., 2003). 

In zahlreichen Crustaceenmuskeln, zum Beispiel in Procambarus clarkii (Bishop et 

al., 1987), induziert die Applikation von Proctolin alleine keine Kontraktion und auch 

das Ruhemembranpotenzial wird nicht verändert. Eine Ausnahme ist der 

Öffnermuskel des Dactylus am Laufbein des Hummers, bei dem Proctolin bei 

Ruhemembranpotenzial, dessen Wert in dieser Arbeit nicht angegeben wird,  eine 

Kontraktion auszulösen vermag (Schwarz et al., 1980). Eine Kontraktionsauslöung 

durch die alleinige Applikation von Proctolin konnte auch bei Messungen am 

Mandibel-Schließermuskel des Insekts Locusta migratoria gezeigt werden (Baines 

und Downer, 1992). Dort vermuten die Autoren, dass die Möglichkeit, eine Proctolin-

induzierte Kontraktion auszulösen, stark vom Ruhemembranpotenzial des Muskels 

abhängig ist. Sie stützen sich darauf, dass wenn ein Proctolin-sensitiver Muskel 

durch eine geringere K+-Konzentration im Bad (von 10 mM auf 1 mM) 

hyperpolarisiert wurde, keine Proctolin-induzierte Kontraktion mehr ausgelöst 

werden konnte (Baines und Downer, 1992). Diese Beobachtung erklärt 

möglicherweise, warum in den meisten Crustaceen Proctolin bei 
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Ruhemembranpotenzial keine Kontraktionen auslöst, wohl aber bei Insekten. Das 

Membranpotenzial von Crustaceenmuskeln ist negativer (z.B. bei der 

Flexormuskluatur des Flusskrebses Procambarus zwischen -110 mV und -80 mV; 

Bishop et al., 1987) als bei den meisten Insekten (z.B. im Coxa Rotator-Muskel in 

Locusta migratoria zwischen -38 mV und -47 mV; Müller et al., 1991). 

Die Auslösbarkeit von Kontraktionen allein durch das Neuropeptid Proctolin könnte 

zum einen abhängig vom langsamen Ca2+-Einwärtsstrom sein, der im 

stomatogastrischen Ganglion (STG) der Krabbe Cancer borealis erst bei -70 mV 

durch Proctolin aktiviert wird (Swensen und Marder, 2000). Zum anderen könnte 

aber auch die Spannungsabhängigkeit der IbTx-sensitiven Kanäle diese Schwelle 

bestimmen. Im Flusskrebs Procambarus clarkii ist dieser IbTx-sensitive Kanal im 

Öffnermuskel des Laufbeines – zumindest teilweise –  bei einem Membranpotenzial 

um -60 mV geöffnet (Araque und Buno, 1999). Eine Teilaktivierung des 

Ca2+-aktivierten K+-Kanals im STG des Hummers Panulirus interruptus wird 

ebenfalls unter Ruhemembranpotenzial-Bedingungen vermutet (Kloppenburg et al., 

1999). 

4.5. Signalkaskaden 

Pharmakologisch wurden die Neuromodulatoren Proctolin, DF2 und Allatostatin 

bereits an vielen Modellorganismen untersucht und so ihre physiologischen 

Wirkungen charakterisiert. Weniger ist bisher bekannt über den intrazellulären 

Metabolismus und die intrazellulären Signalwege im Anschluss an die Applikation 

dieser Neuromodulatoren. Erkenntnisse brachten in jüngster Zeit unter anderem 

molekulare Untersuchungen am Genom der Fruchtfliege Drosophila melanogaster 

(siehe Review Isaac et al., 2004). Dort konnten zum Beispiel für Proctolin einzelne 

Gene identifiziert werden, die jeweils ein Prepropeptid, einen Proctolin-Rezeptor und 

Proctolin-degradierende Peptidasen kodieren (Egerod et al., 2003; Johnson et al., 

2003; Mazzocco et al., 2003; Taylor et al., 2004). In diesem Genom wurde ein 

Proctolin-spezifischer Rezeptor identifiziert, der Sequenzhomologie zu 

Somatostatin/Galanin- und Opioid-Rezeptoren bei Vertebraten aufweist (Egerod et 

al., 2003; Johnson et al., 2003). Weiterhin sind dort eine Reihe von G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren für verschiedene FaRPs codiert (Cazzamali und 
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Grimmelikhuijzen, 2002; Meeusen et al., 2002). In einigen Mollusken-Neuronen 

nutzen FaRPs die G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion zur Aktivierung von 

nicht-spannungsabhängigen K+-Kanälen und der Verringerung der Ca2+-Leitfähigkeit 

(Brezina et al., 1987a; Brezina et al., 1987b; Cottrell et al., 1984; Green et al., 1994). 

Für Allatostatin konnten sowohl ein Preprohormon in Drosophila (Lenz et al., 2000b), 

als auch einige G-Protein-gekoppelte Rezeptoren in Drosophila melanogaster, 

Periplaneta americana und in der Seidenraupe Bombyx mori identifiziert werden 

(Auerswald et al., 2001; Birgül et al., 1999; Lenz et al., 2000a; Secher et al., 2001). 

Die zahlreichen Hinweise auf G-Protein-gekoppelte Signaltransduktion legen als 

Effektor für die von Neuromodulatoren ausgelösten Signale das Adenylatzyklase-

System nahe. Hinweise für die Wirkung von Allatostatin auf den sekundären 

Botenstoff cAMP wurden in der Corpora allata der Schabe Diploptera punctata 

gefunden: die Erhöhung von cAMP durch Foskolin oder die Applikation des cAMP-

Analogons 8-Bromo-cAMP führen – wie Allatostatin – zu einer Hemmung der 

Juvenilhormonsynthese (Meller et al., 1985; Rankin et al., 1986). Bei der direkten 

Messung der cAMP-Konzentration wurde in der Corpora allata der Schabe jedoch 

keine Veränderung nach der Applikation von unterschiedlichen Allatostatin-

Konzentrationen und verschiedenen Applikationszeiten gemessen (Cusson et al., 

1992). Auch in der Extensormuskulatur von Idotea emarginata verändert sich die 

cAMP-Konzentration unter Einwirkung von Allatostatin nicht (Fritsche, 2004). 

Es gibt Studien, die cAMP als einen möglichen sekundären Botenstoff für die 

Proctolin-Effeke in Betracht ziehen (Bishop et al., 1991; Evans, 1984; Swales und 

Evans, 1988). Es gibt cAMP-Agonisten, die in Idotea dieselben Effekte wie Proctolin 

auf Membranprozesse auslösen: die Applikation des membranpermeablen cAMP-

Analogons db-cAMP oder von Foskolin verstärken die Ca2+-Ströme und die Aktivität 

der K+-Kanäle (Erxleben et al., 1995). Darüber hinaus moduliert db-cAMP auch den 

Eingangswiderstand und die Kraftamplitude strominduzierter Kontraktionen in 

derselben Weise wie Proctolin (Erxleben et al., 1995). Der PKA-Inhibitor Rp-cAMP 

reduziert den Eingangswiderstand der Faser und hat so den entgegengesetzten 

Effekt von Proctolin (Rathmayer et al., 2002b). In direkten Konzentrationsmessungen 

in der Extensormuskulatur der Meeresassel kann durch Proctolin-Applikation 

allerdings keine Veränderung der cAMP-Konzentration nachgewiesen werden 

(Philipp et al., i.V.). Der schnelle Abbau von cAMP durch Phosphodiesterasen (PDE) 
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wurde in diesen Untersuchungen durch den Inhibitor IBMX verhindert. Auch in 

anderen Muskeln konnte bei direkten Konzentrationsmessungen keine Proctolin-

induzierte Erhöhung der cAMP-Konzentration gefunden werden (Baines und 

Downer, 1992; Goy et al., 1984; Groome und Watson, 1989; Mazzocco-Manneval et 

al., 1998). So bewirkt die Proctolin-Applikation auch in der Extensormuskulatur von 

Schistocerca gregaria keine Veränderung der intrazellulären cAMP-Konzentration 

(Evans und Myers, 1986). In Untersuchungen an Idotea mit dem PKA-Hemmstoff 

H89 wird die Kontraktion verstärkt (Abbildung 8). So könnte sich im Umkehrschluss 

eine Aktivierung der PKA inhibitorisch auf Kontraktionen dieser Muskeln auswirken. 

H89 verhindert die Proctolin-induzierte Muskelkraftverstärkung nicht, sondern 

potenziert den Proctolin Effekt noch (Abbildung 9). Ein Proctolin-aktivierter Einfluss 

anderer Proteinkinasen auf die PKA könnte Ursache dessen sein. 

Auch die Untersuchung mit dem unspezifischen Proteinkinase-Inhibitor H7, der 

einen inhibitorischen Effekt auf die Erhöhung der Ca2+-Ströme durch Proctolin hat 

(Rathmayer et al., 2002b), lässt die Schlussfolgerung zu, dass über andere 

Proteinkinasen als die PKA die Proctolin-Wirkung vermittelt wird. 

So könnte Proctolin über eine andere Proteinkinase wirken (z.B. PKC oder PKG), die 

auf denselben Ca2+-Strom konvergiert. Auch bei den vergleichbaren Effekten von 

Proctolin und db-cAMP auf die K+-Kanäle (Erxleben et al., 1995) sind 

konvergierende Mechanismen verschiedener Signalkaskaden möglich. 

Die Untersuchungen über den Wirkmechanismus von Proctolin lassen den Schluss 

zu, dass der cAMP-PKA-Weg zwar auf einige der von Proctolin beeinflussten 

zellulären Mechanismen konvergiert, die Proctolin-Wirkung selbst aber nicht über 

diese Kaskade vermittelt wird. 

Mit dem spezifischen Hemmstoff GP Antagonist-2A, der die Signalweiterleitung über 

die G-Protein-α-Untereinheit Gq blockiert, wurde der verstärkende Effekt von 

Proctolin auf die Muskelkontraktion in der Meeresassel vollständig aufgehoben 

(Abbildung 13). Dieses Ergebnis lässt darauf schließen, dass die Proctolin-Wirkung 

über einen Gq-gekoppelten Rezeptor vermittelt wird. Ein Aktivierungsweg für 

Gq-Proteine ist der Phospholipase C-Weg (aus Löffler, 2003). Über diesen 

Signalweg wird die Proteinkinase C (PKC) aktiviert, die ihrerseits in der glatten 

Muskulatur der Vertebraten die Synthese von cGMP über die Guanylatzyklase 

hemmt (Jaiswal, 1992). Eine Aktivierung der PKC durch Proctolin wurde bereits im 
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Ovidukt und in der Springmuskulatur von Locusta migratoria (Lange und Nykamp, 

1996; Walther et al., 1998), im Darm von Schistocerca gregaria (Hinton et al., 1998), 

im Herzmuskel von Limulus polyphemus und nur in Nerven-induzierten, nicht jedoch 

langanhaltenden, Kontrakturen im Mandibular-Schließer-Muskel von Locusta 

migratoria (Baines und Downer, 1992) gezeigt. Die Kontraktion des Hyperneural-

Muskels in der Schabe ist abhängig von der extrazellulären Ca2+-Konzentration, und 

kann sowohl durch Proctolin, als auch über eine PKC-Aktivierung induziert werden 

(Wegener und Nässel, 2000). In der Vertebraten-Herzmuskulatur wurde gezeigt, 

dass die Phosphorylierung der L-Typ Ca2+-Kanäle durch PKC die 

Öffnungswahrscheinlichkeit dieser Kanäle erhöht (Keef et al., 2001). 

Um diese Hinweise auf eine Aktivierung der PKC durch Proctolin zu bestätigen, 

wurde die PKC mit dem spezifischen Hemmstoff BIM-1 blockiert und der 

verbleibende Proctolin-vermittelte Effekt auf die Kontraktionen analysiert. Die 

Hemmung der PKC hob den Proctolin-Effekt auf die K+-induzierte Kontraktur auf 

(Abbildung 10). In der Umkehrung führt eine direkte Aktivierung der PKC mit deren 

Aktivator PMA zu einem der Proctolin-Wirkung auf die Kraftentwicklung der 

Extensormuskeln von Idotea vergleichbaren Effekt (Abbildung 10). Auch die zuvor 

beschriebene Sensibilisierung der IbTx-sensitiven K+-Kanäle durch Proctolin ist 

abhängig von der PKC (Abbildung 11). Die Stimulation dieser Kanäle über cAMP- 

und cGMP-vermittelte Signalwege wurde auch für die glatte Muskulatur von 

Vertebraten beschrieben (Zhou et al., 2001). 

Diese Befunde zusammengenommen legen die Vermutung nahe, dass Proctolin an 

einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor bindet, und in der Folge über bisher 

unbekannte Zwischenschritte die PKC aktiviert wird. Auf diese Weise würde die 

Wirkung des Neuropeptids von der Außenseite der Muskelmembran in das 

Zellinnere vermittelt. 

Die Schlussfolgerung, dass Proctolin die PKC aktiviert, wird gestützt durch die 

Beobachtung, dass die durch Proctolin induzierte Absenkung der intrazellulären 

cGMP-Konzentration von der Aktivierung der PKC abhängig ist (Philipp et al., i.V.). 

Auch in der Muskulatur des Laufbeins der Heuschrecke verringert Proctolin die 

cGMP-Konzentration signifikant (Goy et al., 1984), und – ähnlich wie in Idotea – 

verringert sich die cGMP-Konzentration nach der Applikation mit Proctolin (10-6 M) 

im Herzmuskel von Limulus polyphemus (Groome und Watson, 1989). Die 
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Guanylatzyklaseaktivität im Gehirn der Heuschrecke Locusta migratoria wurde durch 

den Einfluss von Proctolin auf 25% verringert (Hiripi et al., 1979). 

Der zur Proctolin-Wirkung physiologisch antagonistische Effekt von Allatostatin legt 

nahe, dass Allatostatin möglicherweise die PKC hemmt. Eine über die Hemmung der 

PKC vermittelte Wirkung hätte zur Voraussetzung, dass PKC in den 

Extensormuskeln von Idotea eine Grundaktivität aufweist. Dies ist nicht der Fall, da 

das Blockieren der PKC durch BIM-1 die Kontraktionsamplitude nicht verringert 

(Abbildung 9). Dennoch wurde durch Allatostatin-Applikation eine signifikante 

Erhöhung der intrazellulären cGMP-Konzentration erzielt (Fritsche, 2004). cGMP 

wird direkt durch die Guanylatzyklase (GC) synthetisiert, und möglicherweise besitzt 

Allatostatin eine aktivierende Wirkung auf dieses Enzym. Die Blockierung der GC mit 

dem spezifischen Blocker ODQ zeigt allerdings keine Veränderung am Allatostatin-

Effekt (Abbildung 19). Vielmehr wird die Allatostatin-induzierte Anreicherung an 

cGMP durch den PDE-Hemmstoff IBMX verhindert (Fritsche, 2004). Allatostatin wirkt 

also entgegengesetzt zu Proctolin, indem es den Abbau von cGMP durch die PDE 

hemmt und so die cGMP-Konzentration erhöht. Eine Erhöhung der cGMP-

Konzentration führt in der glatten Muskulatur von Vertebraten zur Relaxation der 

Muskulatur (Lucas et al., 2000). Dies konnte auch mit dem nicht abbaubaren cGMP-

Analogon 8-Bromo-cGMP gezeigt werden. Die so erreichte Erhöhung der cGMP-

Konzentration verhindert den Proctolin-Effekt und führt zu einer Muskelkraft-

Verringerung (Abbildung 12). In Abbildung 19 erkennt man den gegenteiligen Effekt: 

Hemmung der Guanylatzyklase und die damit einhergehende Verringerung der 

cGMP-Konzentration führt zu einer nicht signifikanten, dennoch auffälligen, 

Erhöhung der Kontraktionskraft (Abbildung 19). 

Die Erhöhung der cGMP-Konzentration durch Allatostatin-Applikation (Fritsche, 2004 

wirft die Frage auf, wie dieser intrazelluläre Effekt in die Muskelzelle vermittelt wird. 

Die Hemmung der Gi-α-Untereinheit mit dem spezifischen Hemmstoff Pertussis 

Toxin (PerTx) verhindert den Allatostatin-Effekt auf die Muskelkontraktion in Idotea 

(Abbildung 20). Mit diesem Hemmstoff kann auch die Aktivierung des identifizierten 

Allatostatin-Rezeptors (Birgül et al., 1999) durch verschiedene Allatostatine 

gehemmt werden (Larsen et al., 2001). 

Obwohl die Gi-α-Untereinheit in vielen Untersuchungen als hemmender Regulator 

für den Adenylatzyklase-Signalweg beschrieben wird (Löffler, 2003), kann eine 
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Hemmung des Adenylatzyklase-PKA-Weges analog zum β-adrenergen Rezeptor 

(Voet und Voet, 1992) ausgeschlossen werden, da Fritsche (2004) keine 

Allatostatin-abhängige Veränderung an der intrazellulären cAMP-Konzentration 

nachweisen konnte. 

Das FMRFamid DF2 hat qualitativ eine gleichgerichtete Wirkung wie Proctolin. Eine 

Signaltransduktion über PKC kann aber für diesen Neuromodulator ausgeschlossen 

werden, da für die Extensormuskulatur von Idotea eine Rekrutierung von 

Iberiotoxin-sensitiven KCa–Kanälen über die PKC gezeigt werden konnte. Durch die 

Applikation von DF2 bleiben diese Kanäle jedoch unbeeinflusst. 

Eine große Variabilität der neuromuskulären Effekte konnte sowohl für verschiedene 

FaRPs in einer Tierart, aber auch für ein einzelnes Peptid in unterschiedlichen 

Organismen beobachtet werden. Diese weitgestreuten Effekte und intrazellulären 

Wirkorte von FMRFamiden erschweren die Aufklärung der intrazellulären 

Signalwege für DF2 mit physiologischen Methoden in situ. 

Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen mit NF449 haben in der 

Extensormuskulatur von Idotea ergeben, dass DF2 an einen Gs-Protein-gekoppelten 

Rezeptor bindet beziehungsweise über diesen wirkt (Abbildung 16). In vielen Fällen 

aktivieren Gs-α-Untereinheiten das Adenylatzyklase-System (Löffler, 2003). Für DF2 

konnte eine Aktivierung dieses Signalweges hier jedoch nicht bestätigt werden, da 

der PKA-Hemmstoff H89 die Wirkung von DF2 nicht verhindert (Abbildung 17). 

Außerdem würde eine Aktivierung der PKA eine Verminderung der Kontraktionskraft 

des Extensormuskels erwarten lassen, da die Inhibierung der PKA mit H89 einen 

kontrakturverstärkenden Effekt zeigte (Abbildung 8). 

In der Herzmuskulatur der Vertebraten kann über die Aktivierung der 

Gs-α-Untereinheit eine direkte Wirkung auf L-Typ Ca2+-Kanäle nachgewiesen 

werden (Wang et al., 1993). Es wäre also vorstellbar, dass durch DF2-Applikation die  

Gs-α-Untereinheit des FMRFamid-Rezeptors und durch Allatostatin-Applikation die 

Gi-α-Untereinheit des Allatostatin-Rezeptors die L-Typ Ca2+-Kanäle direkt und 

antagonistisch regulieren. 

 

Die physiologisch antagonistischen Effekte der Neuromodulatoren Proctolin und 

Allatostatin auf die Kontraktionsamplitude der Extensormuskulatur in Idotea machen 
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für Allatostatin über Gi-gekoppelte Rezeptoren auch einen Guanylatzyklase-

unabhängigen Effekt auf Enzyme des PLC-Weges möglich. 

Der physiologisch kontrakturverstärkende Effekt von Proctolin ist abhängig von der 

Aktivierung der Gq-α-Untereinheit eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors. Sowohl 

die Verstärkung der Muskelkontraktur, als auch die Aktivierung von Iberiotoxin-

sensitiven KCa–Kanälen und die intrazelluläre Verminderung der cGMP-

Konzentration durch Proctolin, sind Proteinkinase C-abhängig. Dies legt die 

Schlussfolgerung nahe, dass Proctolin über einen Gq-gekoppelten Rezeptor, wie für 

die Gq-α-Untereinheit in anderen Organismen häufig gezeigt (Löffler, 2003), die 

PKC-Aktivierung über eine Aktivierung der Phospholipase C induziert. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG 
Das Verständnis über die Wirkungsweise der Neuromodulatoren und ihre 

physiologische Rolle in Arthropoden ist durch die Identifikation und 

Charakterisierung von zahlreichen spezifischen Rezeptoren über Genomalysen und 

molekulare Techniken in jüngster Zeit enorm erweitert worden. Die zahlreichen 

bisher entdeckten Signalwege in der Muskelzelle öffnen ein weites Spektrum an 

möglichen Angriffspunkten für Neuromodulatoren. 

 

Der Neuromodulator Proctolin verringert in der Extensormuskulatur von Idotea 

emarginata die intrazelluläre cGMP-Konzentration (Philipp et al., i.V.). Daneben 

erhöht Proctolin den spannungsabhängigen Einstrom an extrazellulärem Ca2+ durch 

die L-Typ Ca2+-Kanäle, schließt spannungsabhängige K+-Kanäle und verstärkt 

resultierend die Muskelkraftentwicklung (Erxleben et al., 1995; Erxleben und 

deSantis, 1998). 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Proctolin die K+-induzierte 

Muskelkontraktur verstärkt, ohne dabei die K+-induzierte Depolarisation zu 

beeinflussen. Der L-Typ Ca2+-Kanal ist an der K+-induzierten Kontraktur beteiligt, da 

eine Hemmung dieses Kanals mit einem spezifischen Inhibitor die Muskelkraft in 

Folge der K+-induzierten Depolarisation verändert. 

Außerdem wurde festgestellt, dass die Wirkung von Proctolin über einen G-Protein-

gekoppelten Rezeptor mit einer Gq-α-Untereinheit vermittelt wird; die Hemmung 

dieses Rezeptors verhindert die Proctolin-induzierte Verstärkung der Muskelkraft. 

Über die Bindung von Proctolin an diesen Rezeptor wird offenbar die 

Proteinkinase C aktiviert und so werden auch Ca2+-abhängige, Iberiotoxin-sensitive 

K+-Kanäle rekrutiert; die Blockierung der Proteinkinase C durch einen spezifischen 

Hemmstoff unterbindet sowohl die K+-induzierte Muskekraftverstärkung, als auch die 

Aktivierbarkeit der Iberiotoxin-sensitiven Kanäle durch Ca2+. 

Die Proteinkinase C hemmt im aktivierten Zustand die Guanylatzyklase und in Folge 

verringert sich die cGMP-Konzentration in der Muskelzelle (Jaiswal, 1992), was im 

Ergebnis in eine Verstärkung der Muskelkraft mündet. In dieser Arbeit wurde dies 

insofern bestätigt, als dass eine Verminderung der Muskelkraft durch die Erhöhung 
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der intrazellulären cGMP-Konzentration mit einem membrangängigen 

cGMP-Analogon induziert werden konnte. 

Der inhibitorisch wirkende Neuromodulator Allatostatin reduziert die intrazelluläre 

cGMP-Konzentration in der Extensormuskulatur von Idotea (Fritsche, 2004). 

In dieser Arbeit wird gezeigt, dass Allatostatin über einen Gi-Protein-gekoppelten 

Rezeptor die K+-induzierte Muskelkraftentwicklung verringert, da das Blockieren 

dieses Rezeptors die Allatostatin-Wirkung aufhebt. Die Hemmung der 

Guanylatzyklase hat keinen Einfluss auf die Allatostatin-induzierte Verringerung der 

Muskelkontraktur. Daher kann man davon ausgehen, dass der Anstieg der 

intrazellulären cGMP-Konzentration (Fritsche, 2004) über eine verminderte Aktivität 

der Phosphodiesterase vermittelt wird. 

 

Das FMRFamid-verwandte Peptid DF2 erhöht in der Extensormuskulatur von Idotea 

emarginata den Einstrom an extrazellulärem Ca2+, verstärkt die K+-induzierte 

Kontraktur und induziert eine Depolarisation der Muskelmembran (Weiss et al., 

2003). In den Untersuchungen dieser Arbeit konnte durch simultane Messungen von 

Kontraktur und Depolarisation gezeigt werden, dass durch DF2 zeitgleich zur 

Erhöhung der K+-induzierten Kontraktion auch die K+-induzierte Depolarisation 

ansteigt. Im Gegensatz zu Proctolin rekrutiert DF2 offenbar nicht die Iberiotoxin-

sensitiven K+-Kanäle. 

Die Inhibierung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit Gs-α-Untereinheit 

unterbindet die potenzierende Wirkung von DF2 auf die Muskelkontraktur; dies lässt 

vermuten, dass DF2 über die Bindung an diese Rezeptoren seinen physiologischen 

Effekt vermittelt. 
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6. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
°C Grad Celsius 

µl Mikro-Liter 

µN Mikro-Newton 

ADP Adenosindiphosphat 

AST Allatostatin 

AST-ir Allatostatin-immunoreaktive 

ASW artificial sea water, engl.: künstliches Meerwasser 

ATP Adenosintriphosphat 

ATPase Adenosintriphosphat-Phosphatase 

BIM-1 Bisindolylmaleimid 1 

ca. zirka 

Ca2+ Kalzium 

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 

cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat 

db-cAMP Dibutyryl-zyklisches Adenosinmonophosphat 

DAG Diazylglyzerin 

DMSO Dimethylsulfoxid 

EPSP exzitatorisches postsynaptisches Potenzial 

et al. und andere 

FaRPs FMRFamid-verwandte Peptide 

GABA γ(gamma)-Aminobuttersäure 

GDP Guanosindiphosphat 

GNRP Guaninnucleotide-releasing-Proteins 

GTP Guanosintriphosphat 

IBMX 3-Isobutyl-1-methylxanthin 

IbTx Iberiotoxin 

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat 

i.V. in Vorbereitung 

K+ Kalium 

KCl Kaliumchlorid 

kd Kilo-Dalton 
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l Liter 

M Mol pro Liter 

mg Milligramm 

Mg2+ Magnesium 

MgCl2 Magnesiumchlorid 

min Minute 

mLC leichte Myosinketten 

mm Millimeter 

mV Millivolt 

NaCl Natriumchlorid 

PDE Phosphodiesterase 

PerTx Pertussis Toxin 

Pi Phosphat 

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

PK Proteinkinase (PKA, PKC, PKG) 

PL Phospholipase (PLC, PLD) 

PMA Phorbol-12-Myristate-13-Acetate 

Proc Proctolin 

Rp-cAMP zyklisches Adenosinmonophosphothioat 

SR sarkoplasmatisches Retikulum 

STG stomatogastrisches Ganglion 

vgl. vergleiche 

z.B. zum Beispiel 

ZNS Zentral-Nervensystem 
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