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Abstract

Abstract

Ventilation and underlying neural rhythmogenesis were investigated on the
behavioural, neuroanatomical and neurophysiological level in different locust species
(Locusta migratoria, Schistocerca gregaria, Schistocerca americana, Taeniopoda
eques).

Staining with CoCl, revealed the anatomy of putative ventilatory interneurones in the
metathoracic ganglion. One possible ventilatory intersegmental interneurone could
be characterised due to the position of the soma and the anatomical structure.

Possible receptor cells exposed on the surface of the ganglion which might detect
respiratory gases in the hemolymph were stained with dextrane-linked fluorescein
and revealed neurite -like endings reaching into the ganglion. Their function might be
detection of changing partial pressures in the surrounding medium.

In an isolated locust nerve cord preparation (mesothoracic — first abdominal ganglion)
efferent ventilatory patterns could be recorded without interference from sensory
feedback and were compared to patterns in intact animals. A wide range of
ventilatory patterns occurred depending on temperature, physiological condition of
the used animal and on oxygen supply of the tissue. Two extreme pattern (with
transient forms) occurr: continuous, often high frequency ventilation and low
frequency discontinuous ventilation (typical insect “group ventilation”) with long
pauses between two burst groups. Clear discontinuous ventilatory patterns occurred
regularly when the ventral tracheal supply of the ganglion was maintained. By
comparing results from various insect species it could be demonstrated that regular
ventilatory patterns are produced in the isolated locust CNS.

Experimental change of partial pressures of O, and CO, in the ambient athmosphere
showed a significant correlation to ventilatory frequencies for the isolated CNS (in
intact animals: Taeniopoda eques and Schistocerca americana). Increased
concentration of CO, raises the frequency and increased oxygen lowers the
frequency. This is clear evidence for the presence of internal oxygen receptors of the
CNS that could be a separate type of chemoreceptors as well as oxygen sensitive
neurons. Exposure to increased levels of oxygen elicited clear ventilatory rhythms
causing excitatory input from (a) presynaptic cell(s) in one identified interneurone.

With intracellular recording and staining with Lucifer Yellow ventilatory interneurones
in the metathoracic ganglion from the region of the fused abdominal neuromeres

(mainly first fused neuromer) were studied. Experiments were made in semiintact
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preparations and mainly in the isolated CNS with tracheal supply. In the semiintact
preparation two new ventilatory interneurones were found, including a local one
previously unknown for locusts. In the isolated CNS further 8 ventilatory
interneurones were recorded, stained and were named VentIN 1-10. Functionally,
they can be subdivided into: “correlated to the ventilatory central pattern generator
(CPG)”, “components of the CPG” and “connecting function to other neuronal
networks” (e.g. flight, excretion, running etc.). Especially the VentIN4 and 5 revealed
new insights in the nature of ventilatory rhythmogenesis in insects.

A multilevel model of ventilatory rhythmogenesis is suggested:

A basic network of interneurones in the metathoracic ganglion produces a continuous
synaptical output of EPSPs to second order interneurones which, depending on their
output threshold are activated and feed back inhibitory or excitatory input to the
basic network. These interneurones could be connected to “third or fourth order”
interneurones in the abdominal ganglia or neuromeres which drive the ventilatory
motoneurones. Sensory or metabolic influences, which should almost be eliminated
in the isolated CNS, provide input to the different network levels and adapt it to other
physiological needs. Tonically active interneurones couple ventilation to other
facultatively linked networks (moulting, excretion or flight, walking and stridulation)

and give an additional drive to the basic network.



Einleitung

(Taeniopoda eques)

1. Einleitung

Die Atmung bei Insekten ist eines der grundlegenden Verhaltensmuster rhythmischer
Funktionen des Korpers, das eine hinreichende Versorgung der Gewebe mit
Sauerstoff sichert. Bei Arthropoden erfolgt die Gasversorgung uber ein
Tracheensystem, das aus einem immer feiner verzweigten Rohrensystem chitindser
Struktur besteht. Die feinsten Auslaufer reichen bis zu einzelnen Zellen, die dadurch
eine direkte Sauerstoffversorgung erhalten. Je nach der Insektenkérpergrofie
existiert Atmung in Form von passivem Gasaustausch durch Diffusion bis hin zu
aktiver Konvektion im trachealen System, hauptsachlich vermittelt durch die
koordinierte motorische Aktivitat (Chapman, 1998). Diese aktive Ventilation erfolgt
Uber eine Reihe respiratorischer Muskeln (Snodgrass 1935, Hustert, 1974), die durch
Kontraktion des Abdomens (Miller, 1960, Lewis et al., 1973; Hustert, 1974, Rose et
al.,, 2000), in Koordination mit alternierender Stigmenaktivitat (Verschlul3klappen am
aulBeren Ende der Tracheen), einen stetigen Luftstrom durch das Insekt hervorrufen.
Die motorische Aktivitat wird von rhythmischer neuronaler Kontrolle getrieben,
welche bei Heuschrecken im zentralen Rhythmusgenerator (CPG, von engl.: central
pattern generator) entsteht, der sich im Metathorakalganglion befindet (Review:
Burrows, 1996). Die neuronalen Muster dieses ventilatorischen CPGs zeigen eine

weite Bandbreite von Intervallen der
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Atemziige. Sie sind hauptsachlich von Verhaltens- oder Stoffwechselzustanden
abhangig, die Einflul auf das Tier ausuben. Eine Heuschrecke unter Stress wird
hohe Frequenzen abdominaler ventilatorischer Bewegungen zeigen (Harrison et al.,
1991; Krolikowski & Harrison, 1996; Greenlee & Harrison, 1998). Eine Heuschrecke
im  Ruhezustand hingegen zeigt Ventilationsmuster mit langsamen und
diskontinuierlichen abdominalen Pumpbewegungen (Quinlan & Hadley 1993, Lange
et al. 2000). Zwischen diesen zwei Extremformen kommen viele Ubergangsmuster
vor (Bustami & Hustert, 2000). Sie entstehen aus dem zugrundeliegenden CPG.
Dieser ist ein neuronales Netz - von z. T. bekannten Interneuronen (Pearson, 1980;
Ramirez & Pearson, 1989, Ramirez, 1998) - das die Rhythmen fir die Motoneurone
erzeugt, welche die ventilatorischen Muskeln versorgen.

Basierend auf der grundlegenden Rhythmizitat dieses CPGs konnen
Stoffwechseleinflisse, Hormoneinflisse, Sinneseinflisse, neuronale Einflisse und
Verhaltenseinflisse den rhythmischen Ausgang modifizieren. Viele dieser Aspekte
sind bereits untersucht worden:

Bei Heuschrecken analysierten Ramirez & Pearson (1989) ventilatorische
Mustergeneration wahrend hochfrequenter Atmung im semiintakten Praparat, indem
sie zum CPG gehdrende Interneurone mit sog. "resetting properties" suchten, d. h.
Depolarisierung solcher Interneurone sollte zu einer Phasenverschiebung oder
Neukonstitution des Rhythmus fuhren. Solche Interneurone sind vorwiegend im
Metathorakalganglion lokalisiert. Dort befindet sich wahrscheinlich der primare
Oszillator des aus intersegmentalen Interneuronen bestehenden ventilatorischen
Netzwerkes.

Die Beziehung von korperlicher Aktivitat zur Atmung (Sauerstoffverbrauch) wurde bei
folgenden Verhaltensweisen untersucht: Heuschreckenatmung und tracheale
Atmung wahrend Flugaktivitat (Weis-Fogh, 1967), fur den Flugmetabolismus in
bezug auf Sauerstoffkonsum der Libelle Erythemis simplicicollis (Harrison und
Lighton, 1998) und fur Laufen bei verschiedenen Schabenarten (Herreid und Full,
1983).

Der Einflu von Hypoxie und Hyperkapnie auf ventilatorische Bewegungen wurde im
Wasserinsekt Cornutus corydalus studiert (Kinnamon et al., 1984). Die Relation
interner physiologischer Parameter wie pH, Pco; und anderer trachealer
Gaskonzentrationen zur Ventilationsrate wurde bei den Feldheuschrecken

(Acrididae) Melanoplus differentialis und Schistocerca americana studiert
2
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(Krolikowski und Harrison, 1995). So konnte gezeigt werden, dal3 der PCO, einen
Einflud auf Ventilationsraten in Heuschrecken ausubt. Temperaturanderungen
verursachen Ubergange zwischen kontinuierlicher und diskontinuierlicher COg-
Abgabe bei Honigbienen (Lighton und Lovegrove, 1990). Atmungsmuster wurden
zum Wasserverlust in Drosophila melanogaster korreliert (Williams et al. 1997 und
1998). Genetische Unterschiede von Atmungsmustern entwickelten sich bei
Populationen von Drosophila, die mit unterschiedlichen Feuchtigkeitsbedingungen

gezichtet wurden.

Ventilatorische Muster im isolierten ZNS

Ein typisches ventilatorisches Muster ruhender Insekten wurde diskontinuierliche
Atmung (DV von engl.: discontinuous ventilation) genannt (Schneidermann, 1956).
Dieses Muster findet sich oft bei Insekten, so z.B. bei Ameisen (Lighton, 1990;
Lighton und Berrigan, 1994; Quinlan und Lighton, 1999), Feldheuschrecken
(Harrison et al.,, 1995; Lange et al. 2000), Honigbienen (Lighton und Lovegrove,
1990), Laufkafern (Punt et al., 1957), Schaben (Kestler et al., 2000) und bei anderen
Insektenspezies (Kestler, 1984). Die endogene Aktivitdt des durch die afferente
Ruckkopplung ungestérten CPGs ist nie intensiver betrachtet worden (aber siehe:
Case, 1961; Komatsu, 1982).

In den meisten der bisherigen Untersuchungen zum ventilatorischen Netzwerk
verursachte das verletzte Abdomen (durch die notwendige Praparation
hervorgerufen) unnattrliche afferente Rickwirkungen auf zugrundliegende Neurone
des Rhythmusgenerators, hauptsachlich resultierend in heftiger hochfrequenter
Ventilation. In dieser Arbeit wurde deswegen ein neuer Ansatz zusammen mit der
“"traditionellen” Methode - der intrazellularen Suche nach Interneuronen des CPG -
versucht: Atmungsmuster von einem isolierten Nervensystem miuf3ten vergleichbar
sein mit Mustern, die sich auch bei intakten ruhenden Tieren finden. In diesem Fall
sollte der motorische Output von einem isolierten Zentralnervensystem (ZNS) die
nahezu reine endogene Aktivitat des ventilatorischen CPGs darstellen.
Langzeitversuche mit dem isolierten Heuschrecken-ZNS sind in der Lage, die weite
Bandbreite von motorischen Mustern ohne externen Stress zu charakterisieren, die
auch fur intakte Tiere in friheren Untersuchungen gezeigt werden konnten Hustert,
1975). Ein vorrangiges Ziel dieser Untersuchungen war eine grundlegende

Vorbereitung fur weiterflhrende Experimente auf dem intrazellularen Niveau des
3
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Netzes (CPG), das endogen ventilatorische Muster erzeugt. Weiterhin ermdglicht das
isolierte  ZNS, bei dem insbesondere die Aufrechterhaltung trachealen
Gasaustausches sehr stabilisierend auf den ventilatorischen Rhythmus wirkt, die
Wirkung verschiedenster Parameter wie z.B. Gas-Partialdriicke (s. Kap. 2.4) , pH-
Werte, Transmitter usw. zu untersuchen.

Die Ergebnisse der Beschreibung dieser Muster wurden mit den Erkenntnissen
friherer Studien, mit Aussagen Uber Atmung in Heuschrecken und in verschiedenen

Spezies der Hexapoden, verglichen.

Untersuchung des EinfluBes von Partialdriicken atmungsrelevanter Gase

Die Untersuchungen an isolierten ZNS erlaubten es zu ermitteln, ob und in welcher
Weise externe Parameter den endogenen Rhythmus beeinflussen koénnen.
Partialdricke von CO, und O, standen zwar seit langerer Zeit in der Diskussion,
einen modulatorischen Einflu? auf die ventilatorische Rhythmogenese auf neuraler
Ebene und im intakten Insekt zu haben (Hazelhoff, 1927; Case, 1957a; Miller 1964,
Kinnamon et al., 1984; Harrison et al. 1991; Harrison, 1997, Henderson et al., 1998),
wahrend aber bei z. B. Saugern die Existenz von Rezeptoren zur Messung der
Atemgaspartialdriicke im Blut seit langem bekannt ist, war - insbesondere fur die
Frage nach Sauerstoffrezeptoren (Kinnamon et al.,, 1984) - dies im
Insektennervensystem noch nicht deutlich beantwortet worden. Untersuchungen
hierzu (im Rahmen einer messtechnischen Kooperation mit dem Labor von Jon
Harrison, ASU, Tempe, AZ) zeigten einen direkten hochsignifikanten Einflul? von
Sauerstoffpartialdricken auf den ventilatorischen Rhythmus im isolierten ZNS eines
Insekts. Dies erbrachte somit den ersten direkten Nachweis eines
Sauerstoffrezeptors, der Ventilation beeinflu3t. Auch Hinweise auf einen zentralen

CO,-Rezeptor im Insekten-ZNS konnten erbracht werden.

Suche nach ventilatorischen Interneuronen des Zentralen Mustergenerators

Netzwerke respiratorischer Interneurone bei Insekten wurden in der Vergangenheit
mehrfach untersucht (Pearson, 1980; Burrows, 1975 u. 1982; Komatsu, 1984,
Ramirez und Pearson, 1989; Otto und Janiszewski, 1989, Ramirez 1998). Insgesamt
liegen aber, im Gegensatz zu den Untersuchungen an  anderen
Rhythmusgeneratoren (Flug, Laufen), am Netzwerk der Ventilation bisher

vergleichsweise wenige Resultate vor. Dies beruht nicht zuletzt auf der weiten
4
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intersegmentalen Verzweigung dieses neuronalen Netzwerkes Uber das Insekten-
ZNS und der kleinen Somata der Interneurone, von denen schwer abzuleiten ist.

Eine Reihe von Interneuronen, die sog. "resetting properties” haben (s.0.) und das
Zusammenspiel des ventilatorischen mit anderen rhythmischen Netzwerken
(Ramirez, 1998) konnten zwar gezeigt werden, jedoch wurde der primare Antrieb der
Ventilation bisher nicht gefunden. Mit Hilfe des in dieser Studie beschriebenen
isolierten ZNS-Praparates konnten sensorische Einflisse ausgeschaltet und ein
moglicherweise basaler Antrieb nun auch intrazelluldar gezeigt werden.
Descendierende Interneurone, deren Somata in den verschmolzenen Neuromeren
des Metathorakalganglions sitzen, kénnten ein "inneres Uhrwerk" antreiben, das auf
andere Interoneurone in den Abdominalganglien aufschaltet, die ihrerseits wieder
mitunter eine positive Ruckkopplung auf das Uhrwerk haben kénnen. Anhand der in
dieser Arbeit auf intrazellularer Ebene gewonnenen Erkenntnisse konnte ein
erweitertes und neues Modell zur ventilatorischen Rhythmogenese entwickelt
werden, welches die verschiedenen Ebenen von Netzwerkeigenschaften mit
einbezieht.

Die vorgenommenen Arbeiten zur Entwicklung und Charakterisierung eines isolierten
ZNS-Praparates, die Untersuchungen externer Parameter und schlie8lich die
intrazellularen Arbeiten an diesem Praparat haben Erkenntnisse zur ventilatorischen
Rhythmogenese erbracht und wunser Grundverstandnis der Funktionsweise

neuronaler Netzwerke in Insektennervensystemen erweitert.
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2. Material und Methoden

2.1 Neuroanatomische Vorarbeiten

Backfills

Vor Beginn der elektrophysiologischen Untersuchungen erfolgten neuroanatomische
Untersuchungen, die die Lage evtl. ventilatorischer, projezierender Interneurone
erhellen sollten. Aus friheren Untersuchungen zur ventilatorischen Rhythmogenese
der Atmung war bekannt, dal3 wichtige Bestandteile des CPG sich im Bereich des
Metathorakalganglions befinden. Mit Hilfe retrograder Kobaltfullung der Axone
ganzer Konnektive, die vorzugsweise hinter dem zweiten freien Abdominalganglion
nach anterior durchgefuihrt wurden, sollten die Lage potentieller Atemneurone, ihrer
Somata und ihre Neuritenverzweigungen im Metathorakalganglion fir spéatere

intrazellulare Ableitungen dargestellt werden.

Praparation:

Das Tier wurde unter Kaltenarkose von ventral oder dorsal gedffnet. Das
Nervensystem wurde so frei gelegt, dal3 der Bereich der Konnektive hinter dem 2.
freien Abdominalganglion sichtbar wurde. Das Konnektiv wurde mit einer Feinschere
durchtrennt und das durchtrennte Ende in eine Art Vaselinetopfchen, welches den
Farbstoff (3% CoClkL) enthielt, gelegt. Durch den natlrlichen axonalen Transport
und/oder durch Diffusion konnte der Farbstoff dadurch die Axone im Konnektiv ins
Metathorakalganglion gelangen. Das Praparat wurde wber Nacht im Kuhlschrank
belassen, damit dem Farbstoff genligend Zeit zur Ausbreitung blieb. Bei erfolgreicher
Farbung konnte man nun den Verlauf der Axone und die Somata erkennen. Als
Farbstoff wurden schwermetallhaltige Salzlsungen verwendet. Kobaltchlorid oder
Kobalthexaminchlorid kamen zum Einsatz. Die Entwicklung der Praparate geschah

wie folgt beschrieben:

- Féllung der Kobaltionen unter dem Abzug durch eine verdiunnte (3%)
Ammoniumsulfidiésung [(NH4)2S,], wodurch die Kobaltionen in Form von CoS
vorliegen und die Strukturen dunkel farben (Konzentration: 2 Tropfen (NH4)2S auf
2 ml Ringer).

- Das Praparat ca. 10 min in der verdinnten (NH4)>S-L6sung belassen.
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- Spulen des Praparates in Ringer zwei mal 5 min. Praparat ggf. vorsichten und
/oder freilegen besonders interessanter Strukturen in der Peripherie. Fixieren in
kiuinstlich gealterter Bouinlésung (Pitmann, 1972) im Kihlschrank Gber Nacht.

Stark gefarbte Praparate wurden wie folgt weiterbehandelt:

- Entwéssern in aufsteigender Alkoholreihe:

50% Alkohol 10-20 min
70% Alkohol 10-20 min
90% Alkohol 10-20 min
100% Alkohol 10 min
100% Alkohol 10 min

- Die Praparate konnten von dieser Stufe aus direkt in Salicylsduremethylester

(Methylsalicylat) gegeben werden. Dort werden sie nach 10-20 min durchsichtig.

Weniger gut gefarbte konnten wie folgt silberintensiviert (nach Bacon & Altmann

1977) werden (vor dem Entwassern):

- In der Entwicklerstammlésung bei 60°C im Dunkeln inkubieren. (Inhalt der
Losung: Zitronensaure; Hydrochinon; Saccharose; Gummi arabicum aufgefullt mit
agua dest.). Dauer: 1-2 h

- Silberintensivierung: auf 10 Teile der Entwicklerstammldsung wird ein Teil 1%
Silbernitratltdosung gegeben (auf 10 ml aqua dest. 0,1g AgNOs-L6sung geben;
daraus 1 ml in 10 ml Entwicklerstammldsung). Praparat fir 30-40 min in die hei3e
Ldsung (50-60°C) geben.

Wichtig: diese Losung mufd vor der Intensivierung immer frisch angesetzt und die
Losung alle 20 min erneuert werden, da sonst zu viele Reduktionskeime entstehen.

Die Praparate wurden im Dunkeln so lange in der Entwicklerstammldsung gelassen, bis
sie eine tabakbraune Farbung annahmen. Kontrolle der Praparate erfolgte alle 5 min.
AnschlieBendes Abstoppen der Reaktion in 50°C warmem aqua dest., dann warmes
und kaltes aqua dest. Gesamtdauer: 5 min. Das Entwassern und Aufklaren erfolgte wie

oben beschrieben fur Praparate, die nicht intensiviert wurden.
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Dextranfarbungen von Ganglienoberflachen

Ausgehend von der Beobachtung, dafd eine Stromung im Ringerbad beim isolierten
ZNS starke Effekte hervorrief, kam die Frage auf, ob sich vielleicht Strukturen an der
Ganglienoberflache befinden, welche rezeptorische Eigenschaften besitzen kbnnten.
Um diese mdglichen Oberflachenstrukturen im Ganglion zu finden, welche u.U. in die
ventilatorische Rhythmogenese involviert sind (atemgassensitive Neurone oder
Gliazellen) wurden verschiedene Farbstoffe (FITC und Dextran) auf das
Metathorakalganglion appliziert. Dies geschah, indem die Tiere durch Kihlung auf
0°C narkotisiert wurden, dann im Bereich des Metathorakalganglions ein Fenster i. d.
Cuticula gemacht, um das ZNS lokal freizulegen. Nach einer Einwirkungszeit von 10
Minuten wurde das Dextran entfernt, das Praparat weiterentwickelt und unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Erfolgreiche Farbungen wurden fotografisch

dokumentiert.

2.2 Versuchstiere

Vier Heuschreckenarten, Schistocerca gregaria, Schistocerca americana, Locusta
migratoria und Taeniopoda eques wurden in dieser Studie wiederholt verwendet. In
einem Einzelexperiment wurde auch die ventilatorische Rhythmizitat eines isolierten
ZNS von Anacridium aegypticum aufgezeichnet (s. Anhang). Alle genannten Arten
sind Einwohner trockener Gebiete oder von Wiusten. Taeniopoda eques wurde
aufgrund guter Vergleichbarkeit mit Atmungsuntersuchungen ausgewahlt, die an
dieser Feldheuschrecke vorgenommen wurden (Harrison et al., 1995).

Locusta migratoria und Schistocerca gregaria werden in der Kolonie in Gottingen
gezichtet und vornehmlich mit jungem Weizen gefiittert. Die Tiere werden bei 25-
35°C in einem 12stindigen Tag- und Nachtrhythmus gehalten. Taeniopoda eques
wurden &hnlich aus Eigelegen herangezogen, die freundlicherweise von Dr. Jon
Harrison, Arizona State University zur Verfligung gestellt wurden. Die
Untersuchungen an Taeniopoda eques zur Atemgassensivitat erfolgten wéahrend

eines Forschungsaufenthaltes in den USA (s. Kapitel 2.4) an
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2.3 Efferente Entladungen von ventilatorischen Nerven im isolierten Nervensystem

Um die ventilatorische Aktivitat im ZNS der Versuchsheuschrecken bestmaéglich
abzuleiten, wurde in extrazellularen Ableitungen die Frequenz efferenter
Gruppenentladungen ("Bursts”) von Aktionspotentialen der Einheiten relevanter
Nerven, welche bekanntermaflen Axone von Motoneuronen der Atmung enthalten,

registriert. Dazu waren vorhergehende Praparationen zur Isolierung des
Nervenstrangs erforderlich.

Abbildung 1:

Foto eines isolierten Heuschrecken-ZNS (Taeniopoda eques) mit intakter Tracheenversorgung. Der
isolierte Nervenstrang besteht aus Mesothorakalganglion (ms), Metathorakalganglion (mt) und dem 1.
freien Abdominalganglion (ag 4). Der Nervenstrang ist mit einer dinnen Schicht Ringerlésung
Uberspult und die durchtrennten Enden der Tracheen offnen sich zur Oberflaiche (ce). Dies
gewahrleistet einen guten Gasaustausch durch Diffusion. Das Foto wurde wahrend der
messtechnischen Kooperation im Labor von Jon Harrison, ASU, Tempe 1999, aufgenommen.
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2.3.1 Préaparation der Tiere zur Entnahme des Nervenstranges

Vor der Entnahme des Nervenstranges, wurden die Tiere durch Kiuhlung auf nahe 0°
immobilisiert. Der Kopf wurde genauso wie die hinteren Segmente vom Abdomen
abgeschnitten. Das Darmsystem wurde entfernt, und der dorsale Teil des Tieres mit
seitlichen Einschnitten abgetrennt. Der ventrale Teil, der das Nervensystem enthalt,
wurde fixiert mit der Ventralseite nach unten mit Insektennadeln in einer kleinen
Petrischale auf Sylgarduntergrund (Dow Corning) und mit Ringerldsung (Clements
und May, 1974) vital gehalten. Dann wurde das Nervensystem isoliert, indem die
peripheren Nerven gekappt wurden. Die Konnektive wurden unterhalb des
Prothorakalganglions bis hinter dem 1. freien Abdominalgang durchtrennt, welches
direkt hinter dem Metathorakalganglion liegt. Der nun isolierte Nervenstrang wurde in
eine  kleine  Petrischale  Ubertragen und mit  Sauerstoff gesattigter
Heuschreckenringerlosung umspilt (nach Clements und May (1974), pH 6,8, mit
Saccharose).

Bei den Versuchen im semiintakten Praparat wurde das ZNS nicht entfernt. Die
relevanten Nervenstimpfe wurden von der Dorsalseite des Tieres mit einer
Saugelektrode abgeleitet.

Bei einer zweiten Praparation wurde die tracheale Versorgung des
Metathorakalganglions beibehalten, indem die ventralen Tracheen vorsichtig mit
herausprapariert und zusammen mit dem isolierten Nervensystem in die Petrischale
Uberfuhrt wurden. Die Enden der ventralen Haupttracheen wurden mit der
Atmosphére in Kontakt gebracht und hielten sich selbsttatig offen. So war eine
Sauerstoffversorgung gewahrleistet (s. Abbildung 1). In diesem Fall war eine

regelmafige Umspullung der Ganglien nicht erforderlich.

2.3.2 Aufzeichnung efferenter Aktivitaten auf Magnetband-Kassetten

Aktivitaten  ventilatorischer Motoneurone wurden von ventralen Nerv2(N2)-
Nervenstimpfen des isolierten Nervenstrangs (oder im semiintakten Praparat) - mit
primér expiratoischer Aktivitat - und von Mediannerven mit primar antagonistischer
inspiratorischer Aktivitdt mit Saugelektroden abgeleitet. Ventilatorische Rhythmen
dauerten zuverlassig fuir mindestens drei Stunden an, oft aber auch vier oder funf

Stunden. Das dritte Neuromer (=verschmolzenes drittes Abdominalganglion) wurde
10
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bevorzugt, weil hier die neuronale Versorgung der ventilatorischen Muskeln des
dritten und vierten Abdominalsegments lokalisiert ist. Diese Segmente sind bei
abdominalen Pumpbewegungen mit am starksten involviert.

Bei in situ Praparationen korrespondierten ventilatorische abdominale
Pumpbewegungen mit dem beobachteten Output, d.h. mit den respiratorischen

Bursts aus den Nervenenden.

Der Standardversuchsaufbau fur die in dieser Arbeit vorgenommenen extrazellularen
Versuche bestand aus folgenden Geréten:

- Saugelektrode zur Registrierung der Aktionspotentiale aus dem efferenten Nerv

- AC-Verstarker 10-1000X verstarkend, Hoch-und Tiefpaflifilter (Eigenbau Werkstatt
Zoologie).

- Oszilloskop (HM 605, HAMEG GmbH, Frankfurt), machte die efferenten
Aktivitaten sichtbar.

- Lautsprecher, diente als Audiomonitor.

- Ein Tapedeck (TASCAM Portastudio Tapedeck), diente zur Aufzeichnung und
Speicherung der Aktivitat.

Externe Bedingungen (Temperatur, Ringerldsung, pH, Sauerstoff) wurden wahrend
der Aufnahmen innerhalb einer geringen Schwankungsbreite stabil gehalten. Die
Temperatur im Ringerbad wurde regelmaf3ig mit einem Thermometer Uberprift. Bei
der Préparation mit beibehaltener trachealer Versorgung - d.h. wenn keine Perfusion
des isolierten ZNS notig war - wurde der Ringerspiegel konstant gehalten, indem
verdunstete Flussigkeit im Bad durch destilliertes Wasser ersetzt wurde. Dies schlof3
eine Anderung der Ringerkonzentration im Bad aus. Es kam gepufferte Ringer-
Lésung zum Einsatz (Clements & May, 1974), dessen pH-Wert auf 6.8 gesetzt
wurde. Bei den Experimenten, bei denen die Tracheen vom isolierten ZNS entfernt
worden waren, sicherte eine Perfusion des Bades mit stark mit Luft begastem Ringer
(durch Agquarienpumpe) eine konstante O»-Versorgung im Bad. AufRerdem wurde
eine Anreicherung von z.B. CO; verhindert. Oberhalb des isolierten ZNS befand sich
nie mehr als ca. 1 mm Ringerflussigkeit. Dies sicherte zusétzlich eine ausreichende

O,-Versorgung und die Abgabe von COs.

1
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2.3.3 Analyse der Daten

Die gespeicherten Daten von efferenter ventilatorischer Aktivitat konnten auf einem
Achtkanal-Schreiber ausgedruckt werden (UNISCRIPT digital, PICKER International
GmbH). Zur Erhaltung von Mittelwerten wurden in Minutenintervallen die Anzahl der
Bursts gezahlt. Nur eindeutige Bursts (z.T. mit groRerer Spikeamplitude Uber
anhaltender tonischer Aktivitdt) wurden als ventilatorische Aktivitat gewertet. Immer
wenn wenigstens ein Intervall ohne Burstaktivitat auftrat, wurde dies als
diskontinuierliche Ventilation (DV) gewertet (in Anlehnung an frihere Arbeiten:
Lighton, 1990; Harrison et al., 1995 u. a.).

Die Ergebnisse dieser Analysen wurden als sequentielle Frequenzhistogramme
dargestellt (ventilatorische Frequenz aufgetragen gegen den Aufnahmezeitraum in
Minutenintervallen).

Zur Analyse der Rohdaten wie oben beschrieben wurden einige wichtige Parameter
wie folgt definiert:

Burst: Eine hochfrequente Entladung von Spikes (Aktionspotentialen)
ventilatorischer Motoneurone, die ca. 0,5-1,5 sec dauern kann.

Wann ein Burst endete war, bei inspiratorischen Nerven, eindeutig von evtl.
unterlagerter tonischer Aktivitdt zu unterscheiden, da die inspiratorischen Phasen
immer relativ gleichmafig lang sind (Hustert, 1974). Bei expiratorischer Aktivitat
kénnen bei eindeutiger hochfrequenter Atmung und diskontinuierlicher Atmung
Bursts deutlich voneinander getrennt werden. In Ubergangsphasen (s. Ergebnisse)
gab es jedoch z.T. sehr langanhaltende (mehrere Sekunden lang) expiratorische
Bursts (entsprechend sehr flacher Ausatmung im intakten Tier), bei denen es zu
Uberlagerungen mit sehr kurzen tonischen Abschnitten innerhalb eines Burst kam,
bevor die antagonistische inspiratorische Aktivitdt einsetzte (sichtbar in Nerven mit
sowohl inspiratorischen als auch expiratorischen Motoneuronen). Hierbei unterlag
die Burstzahlung manchmal - bei gro3tmdoglicher Genauigkeit - einer gewissen
Schwankungsbreite.

Burstperiode: Zeitabschnitt - in dem sich wiederholende Bursts ereignen - der von
vorhergehenden und darauffolgenden Zeitabschnitten durch mindestens eine Minute
ohne Burstaktivitat getrennt ist.

Pausen: Zeitabschnitt von mindestens einer Minute Lange, in dem keine

Burstaktivitat erfolgt.
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Zahlintervall: FUr die sequentiellen Histogramme wurden Intervalle von einer Minute
Lange verwendet. Innerhalb dieser Intervalle wurden die Bursts gezahit.

Kontinuierliche Ventilation: Lange Burstperiode mit einer hohen Bandbreite von
Frequenzen (Abb. 2)

Arndtss inlsragt
A 1 min
1 min

B R A S R
1 min
Abbildung 2:

Efferente ventilatorische Aktivitat, die extrazellular von den Stimpfen efferenter Nerven (hier
metathorakaler Mediannerv) in  einem isolierten  Heuschrecken-ZNS (Locusta migratoria)
aufgenommen wurden. A: Langzeitaufnahme mit variablen inspiratorischen Burstmustern, die als
sequentielles Frequenzhistogramm auch in Abbildung 9 dargestellt sind. Die Daten in A zeigen
eindeutig diskontinuierliche Ventilationsmuster. B: Aufnahme wahrend hochfrequenter Ventilation.

Diskontinuierliche Atmung: Zeitabschnitt, in dem Burstperioden durch absolut

aktivitatsfreie Intervalle oder Intervalle mit lediglich tonischer Aktivitat voneinander
getrennt sind (Abb. 2).

Zur ndheren Charakterisierung der beobachteten Atmungsmuster wurden
Pausenlange-Histogramme - basierend auf den sequentiellen Frequenz-

histogrammen - erstellt (Kapitel 3.2.1.3).

2.3.4 Verwendung der Aufnahme- und Analyse-Software DATAPAC 2000

Zusétzlich zu den unter 232 und 2.3.3 beschriebenen Analyse- und
Aufnahmemethoden trat spater eine moderne integrierte Softwareanwendung hinzu.
Es handelt sich um das Datenanalyseprogramm DATAPAC 2000 (Version 2.0, Run

Technologies; mit AD-Wandlerkarte DAS-PCI/JR 1200/JR bis max. 16 Kandle), mit
13
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dem man elektrophysiologische Aktivitaten direkt auf Computerfestplatte aufzeichnen
kann. Die Aktivitait wird durch die zugehdrige Software simultan auf dem
Computermonitor 1:1 abgebildet, wodurch der Monitor gleichzeitig auch als
Oszilloskop fungiert. Dabei wurde bei der hier vorliegenden Arbeit eine
Datenabtastrate von 10 kHz gewahlt, d.h. die eingehenden Signale wurden 10 000
mal/Sekunde erfal3t und zu dem Signal verschmolzen. Dies erlaubte anschlie3end
eine hohe Auflosung der Aktionspotentiale (sowie der Bursts) bei verschiedenen
Verstarkungen und Zeitablenkungen. Man konnte die Monitoranzeige als EMF-Datei
exportiert und spater mit einem Bildverarbeitungsprogramm (Corel Draw, Corel Photo
Paint) fur die Belange einer grafischen Darstellung mit den zugehdérigen Neuronen (s.
Ergebnisse) weiterverarbeiten. Diese Form der Datenaufzeichnung wurde sowohl fur

extrazellulare als auch intrazellulare Ableitungen verwendet.

2.4 Einflusse von Sauerstoff- und Kohlendioxidpartialdriicken auf die Ventilationsrate

im isolierten ZNS

Im Rahmen eines ca. zweimonatigen Forschungsaufenthaltes in den USA (Oktober
und November 1999) im Labor von Jon Harrison, Arizona State University, Tempe,
AZ, sollte die Frage geklart werden, welche externen Faktoren einen Einflu auf die
beobachteten Ventilationsmuster haben kdnnen. Dazu wurde das in Abbildung 1
dargestellte isolierte ZNS mittels einer Gasmixapparatur unterschiedlichen
Sauerstoff- bzw. Kohlendioxidpartialdriicken ausgesetzt. In Abbildung 3 st

schematisch der Versuchsaufbau wiedergegeben.

Die Instrumente bestanden aus folgenden Komponenten:

Grass P5 Serie AC-Vorverstarker, Grass RPF 107 - regulierte Energieversorgung,
Tektronix 5113 Dual Beam Speicheroszilloskop, Gould 220 Schreiber, Realistic SA-
10 Solid State-Stereoverstarker und Lautsprecher.

Sauerstoff, Stickstoff und Kohlendioxid aus Gasflaschen wurden tber einen Omega
Rotatometer geliefert, der Uber sog. "soapfilm bubble meters" kalibriert war. Flaschen
waren mit einem Omega verbunden, mit dessen Hilfe die Gaszusammensetzung
eingestellt wurde. Eine Saugeinrichtung leitete das Gasgemisch Uber ein Gerat zur

Kontrolle des durchflieBenden Volumens in einen verschlossenen Glaskolben, in

14
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dem sich Wasser befand. Dort perlte das Gasgemisch Uber einen Belliftungsstein in
die umgebende Atmosphére. Ein zweiter abgehender Schlauch fiihrte das mit
Luftfeuchtigkeit gesattigte Gasgemisch in die Petrischale mit dem Préaparat (s. Abb.
3). Mit Hilfe eines Amatek S3A Oz-Analyzers wurde noch einmal der Sauerstoffgehalt

des Gasgemisches kontrolliert.

R
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Nir staxkor s s
Elddrwdemit effermbtem
Nerven (Miolian- sl Vi tralney)
Tnudifferente Fldtrude
ivdulemit Sylpod
Gamisdnng Tk it 3. By
(ca Iml Vahumemn)
< R D |
T1 2 3 \lit;p:lirm:
»uliextes Hawschwekom-ENS
Abbildung 3:

Schematischer Versuchsaufbau fir die Untersuchung von Atemgassensivititen des isolierten
Heuschrecken-ZNS. Uber eine Gasmixapparatur wurde eine kleine Petrischale mit verschiedenen
Gasgemischen geflutet. Die dickeren Pfeile zeigen die Richtung des Luftstroms. 1 =
Mesothorakalganglion, 2 = Metathorakalganglion, 3 = erstes freies Abdominalganglion. Zum Vergleich
s. auch Abbildung 1.

Die verwendeten Versuchstiere waren Wildfange von Taeniopoda eques, die sidlich
von Tuscon, nahe der mexikanischen Grenze im US-Bundesstaat Arizona, kurz vor
Beginn der Experimente gefangen wurden. Zusatzlich erfolgten Versuche an
Schistocerca americana, die aus der Zuchtkolonie der Abteilung von Jon Harrison
entstammten. Die Tiere wurden wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben prapariert und das
ZNS isoliert. Um einen Vergleich zu den Daten des isolierten Préaparates zu erhalten,
wurden auch intakte Tiere verschiedenen Partialdriicken ausgesetzt.

Die Rohdaten wurden wie folgt ermittelt:
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a) Im isolierten ZNS: Extrazellulare Ableitung von relevanten Nervenstimpfen - wie
vorhergehend beschrieben (s. Kap. 2.3.2) - diente der Ermittlung der
ventilatorischen Aktivitdt. Der EinfluR der verschiedenen Partialdriicke wurde
durch in  moglichst kurzen Abstdnden erfolgendes manuelles Zéhlen
ventilatorischer Bursts mittels einer Zahluhr ermittelt (d.h. ca. alle 3-5 Minuten
Registrierung der Atmungsaktivitat fur jeweils eine Minute).

b) Im intakten Tier: die abdominalen ventilatorischen Pumpbewegungen wurden
gezahlt (wie in a beschrieben). Die Tiere wurden lose in einem Plastikzylinder (mit
einem inneren Durchmesser von ca. 2 cm) mit Wollballchen gehaltert wodurch die
Bewegungsfreiheit eingeschrankt wurde. Der Plastikzylinder wurde an beiden
Enden mit Gummistopfen verschlossen. Das Gasgemisch stromte mit ca. 100
ml/min durch den Zylinder. Jedes Tier wurde 2%, 10%, 20%, 21% und 100%

Sauerstoff in zufalliger Reihenfolge ausgesetzt.

Im isolierten Praparat wurden zwei Variationen verwendet:

1.) Um eine grol3e Datenbasis zu erhalten wurde in dem einen Praparat die tracheale
Versorgung entfernt, da hier eine deutlichere Antwort auf verschiedene Partialdriicke
zu sehen war.

2.) Fur stabile und lang anhaltende Ableitungen wurden mit den Ganglien auch die
zu ihnen fuohrenden Tracheen mit aus dem Tier enthommen, wie in Kap. 2.3.1
beschrieben (s. Abb. 1).

Die Daten wurden anschlieRend in Form von Sauerstoff-Antwortkurven graphisch
ausgewertet. Mittels des ANOVA-Tests (englisch fir: analysis of variance) fir
wiederholte Messungen wurden Mittelwerte berechnet und statistisch ihre Signifikanz
untersucht. Die Berechungen betrachten, ob die Ventilationsraten statistisch
signifikant korreliert zu sich &ndernden Sauerstoffpartialdriicken sind.

Das verwendete System zur Durchfihrung der statistischen Berechnungen war
SYSTAT (Wilkinson, 1989). Die Berechnungen erfolgten im Labor von Jon Harrison.
Soweit nichts anderes angefihrt wird, erfolgten Préaparation, Ableitung, Verwendung

von Ringer wie vorab beschrieben (s. Kap. 2.3).

Die statistischen Berechnungen, die ausgefuhrt wurden (s. Tabelle 1), erfolgten in

Zusammenarbeit mit Dr. Jon Harrison.
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2.5 Intrazellulare Ableitungen

In dem isolierten Praparat, dessen Entwicklung und Charakterisierung in den beiden
vorhergehenden Kapiteln beschrieben wurde, erfolgten intrazellulare Ableitungen,
um einzelne Neurone des dem ventilatorischen Rhythmus zugrundeliegenden CPGs
zu finden, sie mittels intrazellularer Farbetechnik darzustellen und ihre Funktion im

Netzwerk elektrophysiologisch zu charakterisieren.

2.5.1 Im semiintakten Praparat

Zur Aufnahme und Farbung einzelner Zellen im Ganglion wurden intrazellulare
Standardtechniken verwendet. Die verwendeten Gerate waren: DC-Verstarker mit
Impedanzwandler (Modell Syummous, UK), Mikroelektroden aus Glaskapillaren
(innerer Durchmesser 0,78 mm, auf3erer Durchmesser 1mm), sie wurden an einem
Elektroden-Horizontalpuller hergestellt (DMZ Universal-Puller, Zeitz-Instrumente
GmbH, Minchen), Leitz-Mikromanipulator, Farbstoff war Lucifer Yellow. Der
Widerstand der Elektroden betrug zwischen 50-100 MW. Die Elektrodenflissigkeit in
den Elektroden ist LiClk. Die neuronale Aktivitat wurde auf Band aufgezeichnet (wie
fur die Extrazellularaufnahmen, AC gekoppelt, s. Kapitel 2.3.2). Wann immer
moglich, wurde simultan ein extrazellularer Monitor (Ventraloder Mediannerv) mit
ventilatorischen Entladungen mit abgeleitet.

Durch Injektion von negativem Strom (Hyperpolarisation) wurde der Farbstoff in die
Zelle gepumpt. Die Laufzeit des Farbstoffs betrug ca. 10-30 min fir eine erfolgreiche
Farbung. Das ZNS wurde anschlieBend in Paraformaldehyd (PFA) fixiert, in
aufsteigender Alkoholreihe fixiert, mit Methylsalicylat aufgeklart und unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Die Experimente erfolgten zum einen in
semiintakten Praparaten (s. Kapitel 2.3.1), mit belassener afferenter Versorgung des
ZNS und zum anderen im isolierten ZNS (s.u.). Beim semiintakten Praparat wurde
das Ganglion auf einer Miniaturplattform festgelegt. Die Ganglienoberflaiche, das
Neurilemm wurde mittels vorsichtiger Proteaseapplikation (max. 10-30 sec.)
durchlassiger fir die Intrazellularelektrode gemacht. Der Einstich erfolgte von dorsal
(im isolierten ZNS von ventral), mdoglichst im kommissuralen Bereich des 1

Abdominalneuromers, wo sich die Neuriten der Interneurone stark verzweigen.
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Das Metathorakalganglion wurde primar nach relevanten Interneuronen abgesucht,
weil hier vermutlich der CPG lokalisiert ist, speziell in der Region der verschmolzenen

Abdominalganglien (Neuromere).

2.5.2 Imisolierten ZNS mit intakter trachealer Versorgung

Die experimentellen Bedingungen und die Art der Ableitung, Farbung usw. waren wie
in Kapitel 2.5.1 beschrieben. Das Praparat war mit Insektennadeln fixiert wie in
Abbildung 1 gezeigt. Der Einstich der Mikorelektroden erfolgte dann auch von
ventral, weil sich dort die Tracheen befinden und sich zur Oberflache der Badlésung
Offneten. Der Ganglienstrang muf3te nicht mit Hilfe einer Plattform festgelegt werden,

sondern lag flach auf dem Boden der Praparatwanne aus Weichsilikon (Sylgard) auf.

2.5.3 Analyse der elektrophysiologischen Daten und erfolgreiche Farbungen

Die elektrophysiologischen Daten wurden fir einzelne Interneurone auf Band
aufgenommen und anschlielRend ausgedruckt wie es fir die extrazellularen Daten
beschrieben ist (s. Kapitel 2.3.3 und 2.3.4). Erfolgreiche Farbungen wurden unter
dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und zur besseren Darstellung der Anatomie
des Somas, der Neuriten, des Axons und der Position des Neurons im Ganglion
fotografisch dokumentiert und gezeichnet. Dies geschah wie folgt:

Fotoaufnahmen erfolgten mit einer Digitalkamera (Marke: Nikon, Uber den
Kameraaufsatz des Mikroskops) von verschiedenen Ebenen des sich im Ganglion
verzweigenden Neurons. Die Fotos wurden von der Kamerafestplatte auf einen
Computer uUbertragen und dort mit Bildbearbeitungssoftware betrachtet. DIN-A4
Fotoausdrucke der einzelnen Ebenen des jeweiligen gefarbten Neurons dienten als
Matrize zur zeichnerischen Dokumentation aller Ebenen des gesamten Neurons auf
Transparentpapier. Diese Zeichnungen wurden dann eingescannt und mit Corel
Draw-Grafiksoftware (Version 8.0) in ein idealisiertes Metathorakalganglion
eingebettet, so wie es der Lage im Originalpraparat entsprach.

In Anlehnung an die Untersuchungen von Ramirez (1989) sowie auch als
Erweiterung des Begriffs eines ventilatorischen  Netzwerkneurons durch

Beriicksichtigung des neuen Ansatzes des isolierten ZNS wurden Interneurone dann
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als zugehorig zum ventilatorischen Netzwerk betrachtet, wenn sie mindestens 3 der
4 u. g. Kriterien erfillten:

- sie feuern rhythmisch (auch simultan mit einem extrazellularen Monitor, oder visuell
sichtbar simultan mit abdominalen Ventilationsbewegungen des semiintacten
Praparates)

- sie haben Resetting-Eigenschaften, d.h. bei einer Injektion mit depolarisierendem
(oder hyperpolarisierendem) Strom Uber die Elektrode erfolgt eine Ricksetzung des
ventilatorischen Rhythmus auch im extrazellularen Monitor

- sie feuern rhythmisch im isolierten ZNS bei intakter trachealer Versorgung des
Metathorakalganglions, d.h. sie erhalten keinen ersichtlichen afferenten Input.

- die Anatomie weist eine deutliche Struktur deszendierender Kommandoneurone
auf, wie sie vorab (Ramirez 1989, Pearson 1980) mehrfach als typisch fir

ventilatorische Interneurone gezeigt wurde.
Ergdnzend dazu wurden Interneurone, die nicht alle oder nur vereinzelte Kriterien

erfillten als zum "Netzwerk korreliert" oder "verschaltend auf andere Netzwerke"

bezeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Neuronanatomische Vorarbeiten

Axonale Kobaltfarbungen tber durchtrennte Nervenendigungen ("Konnektivbackfills™)
Die Konnektivbackfills ergaben in einem Fall die Farbung eines descendierenden
Kommandoneurons, dessen Axon bis mindestens hinter das zweite freie
Abdominalganglion zieht und dessen Struktur der bisher bekannter ventilatorischer
Interneurone entspricht. Das Soma liegt lateral in den Neuromeren und das Axon
zieht nach kontralateral, um dann in das Konnektiv abzusteigen. In Abbildung 4 ist
fotografisch die relative Lage im Ganglion gut zu erkennen. Abbildung 5 zeigt das
Neuron zeichnerisch dargestellt, aus mehreren Aufnahmen, mit verschiedenen
Scharfeebenen innerhalb des Ganglions und somit den Gesamtverlauf den IN
zeigend. In einer weiteren - hier nicht dokumentierten Farbung - gelang es ein IN
ahnlicher Struktur im 1. Neuromer zu farben zu dem wahrscheinlich homologe
Neurone im 2. und 3. Neuromer zu erkennen waren.

Abbildung 4

Vermutlich ventilatorisches Interneuron im 1. Neuromer (Pfeil) des Metathorakalganglions von Locusta
migratoria, welches bis mindestens zum 3. freien Abdominalganglion deszendiert. Konnektivbackfill
mit 6% CoClz hinter dem 2. freien Abdominalganglion, silberintensiviert. Erkennbar sind die Lage und
der Verlauf ohne Feinverzweigungen. Die Aufnahme erfolgte mit Hilfe einer Digitalkamera, welche die
Abspeicherung der Abbildung unter dem Mikroskop als Bilddatei ermdglicht.
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Dieses IN zeigte ebenfalls ein laterales Soma mit nach kontralateral ziehendem
Axon, welches anschlieRend ins Konnektiv deszendierte.

Aufgrund der Farbung hinter dem 2. freien AG ist mit Sicherheit zu sagen, dal3 die
Axone mindestens auch bis in 3. freie AG deszendieren.
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Abbildung 5

Vermutlich ventilatorisches Interneuron im 1. Neuromer eines idealisierten Metathorakalganglions von
Locusta migratoria, welches bis mindestens zum 3. freien Abdominalganglion deszendiert.
Konnektivbackfill mit 6% CoCl2 hinter dem 2. freien Abdominalganglion, silberintensiviert. Erkennbar
sind die Lage und der Verlauf ohne Feinverzweigungen. Die Zeichnung ist eine Kombination aus
mehreren Fotoaufnahmen wie in Abbildung 4.

Dextranfarbungen der Ganglienoberflache

Die Oberflachenfarbungen mit FITC ergaben keine deutlichen Ergebnisse. Hingegen
konnten durch eine Dextranfarbung (s. Abbildung 6) Oberflachenstrukturen optisch
sichtbar gemacht werden, durch welche Dextran in die oberste Schicht des
Ganglions eindringen konnte. Eine Art Pore ist sichtbar, die eine neuritenartige

Struktur aufweist. Weiterhin ist eine grol3e Zahl kleinerer zellartiger Strukturen
erkennbar. Zuséatzlich sind Fettzellen erkennbar.
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Abbildung  6:  Dextranoberflaichenfarbung eines  Teilbereichs des  Metathorakalganglions
(Dorsalansicht). Nach Entfernung der Fettschicht Uber dem Neurilemm wurde ein kleiner Pool aus
Vaseline gebaut, in den Dextran mit TRITC appliziert wurde. Die Einwirkzeit betrug ca. 10-20 Minuten.
Es zeigen sich eine Reihe von Zellen, von denen manche eine Art Verlangerung aufweisen, die als
Dendrit interpretiert werden kénnen. Der kleine schwarze Blockpfeil zeigt auf eine solche Zelle.

3.2 Efferente ventilatorische Muster

Die extrazellularen Ableitungen ventilatorischer Muster von isolierten Nervenstrangen
verschiedener  Heuschreckenarten ergaben eine hohe Bandbreite von
Atmungsformen, die sich zwischen diskontinuierlicher und stressbedingt
kontinuierlicher Atmung bewegten.

Die Untersuchungen zur Atemgas-Sensivitit ergaben unerwartete Resultate
hinsichtlich mdglicher Rezeptoren fur Sauerstoff und Kohlendioxid.
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3.2.1 Langzeitaufnahmen ventilatorischer Aktivitaten

3.2.1.1 Ventilationsmuster von Taeniopoda eques

Die efferenten Muster ventilatorischer Motoneurone des isolierten ZNS zeigen eine
grof3e Bandbreite von totaler Inaktivitdt bis hin zu kontinuierlicher Rhythmizitét
(Abbildung 7A und 7B). Um eine Klassifikation dieser groRen Bandbreite zu
ermaglichen, wurden zwel grundlegende Ventilationsmuster definiert
(diskontinuierliche und gestresste kontinuierliche Atmung). Die vorliegenden Daten
zeigen beide Typen mit Ubergangen zwischen ihnen. Es zeigt sich relativ haufig
diskontinuierliche Ventilation.

In Abbildung 7A fangt die Ventilation mit hohen Frequenzen von Uber 30
Bursts/Minute an. Nach einer halben Stunde entwickeln sich diskontinuierliche
Atmungsmuster mit Pausen von bis zu 16 Minuten zwischen zwei Burstperioden.
Abbildung 7B zeigt die Ergebnisse eine Experiments, in dem der Nervenstrang zwar
isoliert wurde, aber im Abdomen belassen war. Wie in den anderen hier beispielhaft
gezeigten Experimenten wurden samtliche Nervenverbindungen, die Konnektive
zwischen Prothorakal- und Mesothorakalganglion sowie zwischen dem 1. und 2.
freien Abdominalganglion durchtrennt. Die Verbindung zu den Tracheen wurde
beibehalten, was eine Versorgung des Nervenstrangs mit Sauerstoff sicherte.
Bewegungen der abdominalen Muskeln - der Segmente posterior vom 1. freien
Adominalganglion - bewirkten eine Umspilung des Nervenstrangs mit Ringerlésung.
Wahrend der ersten 113 Minuten zeigte das Ganglion Kkontinuierliche
Atmungsmuster, die aber durch hohe Frequenzschwankungen gepréagt waren. Eine
Pause von mehreren Minuten leitete einen Abschnitt von diskontinuierlicher Atmung
ein, der bis zum Ende der Aufnahme anhielt. Diese Langzeitaufnahme (215 Minuten)
ist durch starke kontinuierliche aber auch diskontinuierliche Atmung gekennzeichnet,
mit Ubergangsformen zwischen beiden. Ahnliche Muster fanden sich auch in

anderen Experimenten, deren Verlaufe im Anhang dokumentiert sind (s. Anhang I).
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Abbildung 7:

Ventilatorische Aktivitdt von Langzeitaufnahmen (A u. B) efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im isolierten Heuschrecken-ZNS ohne Tracheen (A) von Taeniopoda eques. Sequentielles
Frequenzhistogramm von Bursts/Minute. In beiden Aufnahmen tritt diskontinuierliche Atmung auf. In B wurde
das ZNS im Abdomen belassen aber deafferentiert und die Versorgung durch die Tracheen erhalten. Die
kontinuierlichen Abschnitte in B zeigen unregelmagige Oszillationen von hohen zu niedrigen und wieder zu hohen
Frequenzen. AuBerdem ist zu erkennen, dall mit steigender Ringertemperatur die Frequenz steigt. Die
Experimente fanden bei Raumtemperatur statt. Diamantensymbol: Temperatur, Skala = rechte y-Achse.
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Bei Minute 175 wurde die Temperatur der Ringerlésung erhéht, um eventuelle
Reaktionen der Atmungsmuster zu sehen. Ein Anstieg der Frequenz (Bursts/Minute)
erfolgte, der parallel zum Temperaturanstieg war. Mit dem Abfallen der Temperatur
verringerte sich auch wieder die Frequenz. Die maximale Ventilationsrate betrug 30

Bursts/Minute.

3.2.1.2 Ventilationsmuster von Locusta migratoria

Die Atmungsmuster im isolierten Nervensystem von Locusta migratoria zeigen
ebenfalls eine grol3e Bandbreite zwischen totaler Inaktivitat und kontinuierlicher
Rhythmizitat inclusive diskontinuierlicher Atmungsmuster. Diskontinuierliche Atmung
zeigt sich in Abbildung 8A mit einer maximalen Burstfrequenz von 19 Bursts/Minute.
Ein weiteres Beispiel fur eine Atmungssequenz des isolierten Praparates ist in
Abbildung 8B dargestellt. Diskontinuierliche Atmung mit unregelméRigen
Oszillationen ereignen sich innerhalb einer Burstperiode. Ahnliche Muster der
Atmung konnten bei intakten, ungestorten Tieren beobachtet werden. Diese
Beobachtungen erfolgten mittels Videoaufnahmen von abdominalen
Pumpbewegungen. Die maximale Ventilationsrate betrug 55 Bursts/Minute. Ahnlich
hohe Frequenzen konnten bei Schistocerca americana beobachtet werden (s. Kapitel
3.2.2.3).

Als Referenzaufnahme wurde eine Langzeitaufnahme von fast 400 Minuten gemacht
(Abbildung 9). Die tracheale Versorgung des Nervenstrangs wurde beibehalten wie
vorab beschrieben (s. Kapitel 2.3.1 und Abbildung 2). Es entwickelte sich ein
deutlicher und stabiler DV-Rhythmus. Zum Ende der Aufnahme die Pausenlangen
zwischen 15-20 Minuten. Auch die Lange der Burstperioden zeigte mit 4-6 Minuten
eine relative RegelmalRigkeit. Die Abschnitte der Burstperioden waren
gekennzeichnet durch sog. Gruppenatmung (welche charakteristisch  fr
Insektenatmung ist), d.h. die Bursts folgten aufeinander oftmals ohne Unterbrechung
fir mehrere Minuten. Beispielhaft ist dies auch in den dargestellten Rohdaten in
Abbildung 1A zu sehen. Die Frequenz innerhalb der Burstperioden betrug zum Ende
hin ca. 10-15 Bursts/Minute. Die Temperatur im Ringer betrug konstant ca. 18-19°C.
Ahnliche Ventilationsfrequenzen fand Miller (1960) bei Temperaturen zwischen 18-
20°C.
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A
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Abbildung 8:
Ventilatorische Aktivitdat von Langzeitaufnahmen @ u. B) efferenter Nerven (metathorakaler Median-

oder Ventralnerv) im isolierten Heuschrecken-ZNS ohne Tracheen von Locusta migratoria.
Sequentielles Frequenzhistogramm von Bursts/Minute. In beiden Aufnahmen tritt diskontinuierliche
Atmung auf. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt.
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A

Isoliertes ZNS mit trachealer Versorgung (Locusta migratoria)
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Abbildung 9:
Ventilatorische Aktivitat von einer Langzeitaufnahme (A u.B) eines efferenten Nerven (metathorakaler

Mediannerv des 3. Neuromers) im isolierten Heuschrecken-ZNS von Locusta migratoria. Die tracheale
Versorgung wurde beibehalten. Sequentielles Histogramm von Bursts/Minute. In A und B dieser
Aufnahme ist ein ausgepragter und wiederkehrender DV-Rhythmus zu sehen. In A dauern die meisten
Burstperioden 5 bis 6 Minuten. Die Pausen in B dauern zwischen den Burstperioden bis zu 15-20
Minuten. Die Temperatur im Ringer betrug 18-19°C.
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Weitere Langzeitexperimente von Locusta migratoria, aber auch von Schistocerca
americana und Schistocerca gregaria sind im Anhang dokumentiert (s. Anhang).

3.2.1.3 Pausenlange-Histogramm

Die typische Dauer einer Pausenlange zwischen zwei Burstperioden ventilatorischer
Muster fir Taeniopoda eques (nur bei den Experimenten, bei denen die Tracheen
entfernt wurden) betrug ca. 1-2 Minuten bei allen durchgeflhrten Experimente. Bei
Locusta migratoria dauerte die Mehrzahl der Pausen eine Minute (s. Abbildung 10).
Es zeigt sich eine Bevorzugung kurzer Pausenléangen, ahnlich der Verteilung von
Taeniopoda eques. Dies weist evtl. auf eine Tendenz hin (statistisch allerdings nicht
Uberprift), dafl Locusta migratoria schneller atmet. Die Art ist auch sonst in ihrem
Verhalten agiler als Taeniopoda eques. Miller (1960) fand bei kontinuierlichen
Aufnahmen fur Schistocerca gregaria Atmungsmuster, die denen von Locusta
migratoria ahneln. Die Burstperioden waren hier auch oft von Pausen von einer
Minute unterbrochen.

Pauselénge-Histogramm
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Haufigkeit (n)
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4
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Pausenlange (min)
|E| Locusta migratoria M Taeniopoda eques |
Abbildung 10:

Pausenléange-Histogramm von Langzeitaufnahmen efferenter ventilatorischer Nerven (metathorakaler
Median-oder Ventralnerv) in isolierten ZNS von Taeniopoda eques (7 Experimente) und Locusta
migratoria (7 Experimente) ohne tracheale Versorgung. Die Pausenldangen zwischen zwei
Burstperioden wurden gezéhlt. Pausenlangen von einer bis zwei Minuten (berwiegen offenbar i.d.
Praparationen. Langere Pausen, wie sie in den Praparaten mit beibehaltener trachealer Versorgung
auftreten (Abbildung 9), sind selten.
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3.2.2 Untersuchung des Einflusses von verschiedenen Atemgaspartialdriicken

Die Experimente an Taeniopoda eques und Schistocerca americana ergaben sowohl
fur die Experimente mit Sauerstoff als auch fur Kohlendioxid Effekte auf die
Ventilation.

Die dargestellten Registrierungen sind fur jeden Experimentansatz exemplarisch mit
einer reprasentativen Abbildung gezeigt. Die Gesamtheit der durchgefihrten
Experimente sind im Anhang aufgefiuhrt und konnen als weiterer Vergleich

herangezogen werden (s. Anhang ).

3.2.2.1 EinfluR3 variierender Sauerstoffpartialdriicke auf die Ventilation

Der Einflul3 verschiedener Sauerstoffpartialdriicke wurde untersucht, indem die
Anderungen der ventilatorischen Aktivitat (abdominale Pumpbewegungen/Minute
bzw. Bursts/Minute) registriert wurden. Wie unter Kapitel 2.4 beschrieben wurde im
isolierten ZNS und am intakten Tier untersucht. Fir Taeniopoda eques und

Schistocerca americana zeigten sich klare Effekte.

Taeniopoda egues:

Intaktes Tier:

Die Einflisse verschiedener Sauerstoffpartialdriicke auf das intakte Tier sind in
Abbildung 11 dargestellt. Die Pfeile zeigen an, wann die Gasmischung in ihrem
Sauerstoffgehalt zwischen 2 und 100% geandert wurde. Im Abstand von ca. 2-5
Minuten erfolgten Messungen. Es wurden fir eine Minute die abdominalen
Pumpbewegungen gezahlt. Bei sinkendem Sauerstoffgehalt in der Kammer mit dem
Versuchstier stieg die Frequenz der abdominalen Pumpbewegungen. In
Einzelexperimenten fuhrten aber auch niedrigere Partialdriicke nicht zu einer
Steigerung der Ventilationsrate sondern zu langeren und tieferen Atemzigen (s.

Anhang).
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Intaktes Tier (Taeniopoda eques)
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Abbildung 11:

Ventilatorische Aktivitdat des lubber grasshopper ("Pferdefaulpelzgrashiipfers™ Taeniopoda eques.
Frequenzhistogramm von abdominalen Pumpbewegungen/Minute (Saulen) unter variierenden
Partialdricken (in %) von Sauerstoff (PO,). In Zeitintervallen zwischen zwei Saulen erfolgten keine
Messungen. Der Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen Sauerstoffpartialdriicken -
die die Kammer mit dem Tier durchstromen - ist durch die senkrechten Pfeile markiert. Niedrige
Sauerstoffpartialdriicke steigern die Ventilation und hohe senken die ventilatorische Aktivitat.
Hauptanteil des Gasgemisches war N2.

Isoliertes ZNS

a) mit trachealer Versorgung

Abbildung 12 zeigt - exemplarisch fur die vorgenommenen Experimente - den Verlauf
der Atmung im isolierten ZNS von Taeniopoda eques. Die Datenmenge, die mit
diesem Ansatz erzielt wurde, ermdglichte keine aussagekraftige statistische Analyse,

wie sie es mit den beiden anderen hier geschilderten Versuchsansatzen moglich war.



Ergebnisse

Isoliertes ZNS mit intakter trachealer Versorgung
(Taeniopoda eques)

50
45 A
40 - Totale Inaktivitat des Nerven ;,
35 - s
o P02=21% £ L
5 301 po2= 2
= 0% ’ 2
= pPO2=21%
3 25
S5 20 4 Poz=100% pPo2= .| pox P02=10%
@ 2% poazgy, f 100% ) -
5 1 . :
v N
0 00 0o L b o coodeo o0 om0 bufero o
0 24 48 72 96 120 144168 192216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480 504
Minute der Aufnahmezeit
Abbildung 12:

Efferente ventilatorische Aktivitdit in einem isolierten ZNS mit intakter trachealer Versorgung -
aufgenommen von einem Median-oder Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - des
Lubber grashoppers ("Pferdefaulpelzgrashiipfers™) Taeniopoda eques. Frequenzhistogramm der
Bursts/Minute (Saulen) unter variierenden Sauerstoffpartialdriicken. In Zeitintervallen zwischen zwei
Saulen erfolgten keine Messungen. Der Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen
Sauerstoffpartialdriicken - welche die Kammer mit dem isolierten ZNS durchstrémen - ist durch die
dicken senkrechten Pfeile markiert. Niedrige Sauerstoffpartialdriicke (Hypoxie) steigern die Ventilation
und hohe (Hyperoxie) senken die ventilatorische Aktivitat. Hauptanteil des Gasgemisches war No.
Nach Hypoxie und totaler Inaktivitat der efferenten ventilatorischen Entladungen (dinner langer Pfeil)
erfolgt eine Erholung von dem Hypoxieeffekt.

Wenn im isolierten ZNS die tracheale Versorgung beibehalten wurde, erfolgte die
Antwort auf Anderungen des Sauerstoffpartialdrucks mit einer langen Verzégerung
(s. Abbildung 12) und dies auch dann erst deutlich, nachdem der Sauerstoffgehalt
0% (Anoxie) betrug. Das ZNS reagierte heftig auf Hypoxie und erholte sich wieder,
nachdem es 100% Sauerstoff ausgesetzt wurde. Nachdem der O,-Gehalt auf 0%
gesetzt wurde, stieg die ventilatorische Frequenz immer steiler an und fiel schliel3lich
auf Null ab. Dies wurde bei Saugern biphasische Antwort genannt (Bureau et al.,
1984; Haddad and Jiang, 1993) und wird als typische Reaktion auf Hypoxie

betrachtet.
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| 2560 mV [AC 1000X)
5sec

Abbildung 12-1:

Hypoxieeffekte im isolierten Heurschrecken ZNS. Efferente ventilatorische Aktivitat (Mediannerv 3. AG) im
isolierten ZNS von Schistocerca gregaria. Zu Beginn wurde die tracheale Versorgung belassen. Es zeigte sich
Ruheatmung mit niedrigen Atemfrequenzen (I-11). Nach Entfernung der Tracheen (schwarzer Pfeil in 11I)
erfolgte unmittelbar eine deutliche Steigerung der ventilatorischen Frequenz, die schlielich zu volliger Inaktivitat
fuhrte (111-1V). Nach erneuter Begasung mit O, (Beginn der Begasung zwischen IV-V, hier nicht dargestellt,
Unterbrechung (ca. 1 Min.) symnolisiert durch gestrichelte Linien) begann wieder Aktivitat (zuerst nur tonisch),
die schlieBlich zu ventilatorischen Bursts fuhrte (V-VII). Vergl. Abb. 12.
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In Abbildung 12-1 sind hierzu elektrophysiologische Aufnahmen am Beispiel von
Schistocerca gregaria dargestellt. Die tracheale Versorgung wurde zuerst
beibehalten. Abgeleitet wurde am Mediannerv des 3. Abdominalneuromers. Es
zeigte sich niederfrequente Ventilation. Dann wurden die Tracheen entfernt, was in
diesem Fall zu einer sofortigen Frequenzsteigerung und anschlieendem Ausfall
jeglicher Aktivitat fihrte. Nachdem eine direkte Begasung des ZNS mit 100%igen
Sauerstoff erfolgte, fing wieder eine tonische Aktivitat an, die schlie3lich zu erneuter

rhythmischer Entladung der Mediannervmotoneurone flhrte.
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b) ohne tracheale Versorgung

Wurde die tracheale Versorgung entfernt (Abbildung 13), war zwar die
Vitalitatsphase des isolierten ZNS kirzer als mit trachealer Versorgung, jedoch
reagierte das Praparat schneller auf die Anderungen der Partialdriicke mit
Anderungen der Ventilationsrate, so daB die anfallende Datenmenge statistische
Auswertungen ermoglichte (Abb. 14, Tabelle 1). Weitere durchgefuhrte Experimente

sind ebenfalls dokumentiert (s. Anhang).
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Abbildung 13:
Efferente ventilatorische Aktivitat in einem isolierten ZNS - aufgenommen von einem Median- oder
Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - des "Pferde-Faulpelzgrashupfers"

Taeniopoda eques. Frequenzhistogramm der  Bursts/Minute  (Saulen) unter variierenden
Sauerstoffpartialdricken. In Zeitintervallen zwischen zwei Saulen erfolgten keine Messungen. Der
Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen Sauerstoffpartialdricken - welche die
Kammer mit dem isolierten ZNS durchstrémen - ist durch die dicken senkrechten Pfeile markiert.
Niedrige Sauerstoffpartialdriicke steigern die Ventilation und hohe senken die ventilatorische Aktivitat.
Hauptanteil des Gasgemisches war N,.

3.222 Sauerstoffantwortkurven und ANOVA-Test

In Abbildung 14 sind die Sauerstoffantwortkurven fir das isoliete ZNS ohne
tracheale Versorgung und das intakte Tier gezeigt. Fur das isolierte ZNS wurden aus
sechs Experimenten die Mittelwerte fur die ventilatorische Frequenz genommen. Fir
das intakte Tier waren es die Mittelwerte aus sieben Langzeitaufnahmen. Es zeigt
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sich ein Zusammenhang zwischen steigendem Sauerstoffpartialdruck und sinkender
ventilatorischer Aktivitat. Die statistische Analyse mittels ANOVA-Test fir wiederholte
Messungen ergab einen hochsignifikanten Wert (P=0,001) fur das isolierte ZNS und
einen signifikanten (P=0,00186) fur das intakte Tier.

In anderen Worten: die Ventilationsraten wurden durch den Sauerstoffgehalt
hochsignifikant (signifikant) verandert.

Die Daten weisen daher auf einen ventilationsandernden Sauerstoffrezeptor hin (s.
Diskussion).

Die Ventilationsraten fur die verschiedenen Sauerstoffpartialdriicke im intakten Tier
und im isolierten ZNS sind noch einmal zusammenfassend mit den errechneten
Signifikanzwerten in Tabelle 1 zusammengestellt.

Tabelle 1:

Effekte von variierenden Sauerstoffpartialdriicken im Gasgemisch - welches die Kammern mit dem

isolierten ZNS/intakten Tier durchstromte - auf die \entilationrate (Taeniopoda eques) und kritische
Werte des ANOVA-Tests (Varianzanalyse fur wiederholte Messungen).

Partialdruck O2 Ventilationsrate
(% des Gasgemisches) (Bursts bzw. abdominale Pumpbewegungen/Min)
Isoliertes ZNS (N=6) Intaktes Tier (N=7)

2 32,8 22,5

10 26,6 22,7

20 16,0 18,1

21 - 17

50 9,8 -

100 9,1 8,8

Kritischer Wert ANOVA-test P=0,001, d.h. hochsignifikant P=0,00186,d.h. signifikant
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Sauerstoffantwortkurve, isoliertes ZNS vom Pferde-Faulpelzgrashipfer (Taeniopoda
eques) - Mittelwerte aus sechs Langzeitaufnahmen
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Sauerstoffantwortkurve, fir intaktes Tier vom Pferde-Faulpelzgrashipfer (Taeniopoda
eques) - Mittelwerte aus 7 Langzeitaufnahmen
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Abbildung 14:
Sauerstoffantwortkurven: A: ventilatorische Aktivitdit im isolierten Nervensystem vom "Pferde-

Faulpelzgrashipfer® Taeniopoda eques gegen Partialdricke von Sauerstoff (PO,). Mittelwerte von
sechs Langzeitaufnahmen. B: intaktes Tier. Mittelwerte von sieben Langzeitaufnahmen. Die
statistische Analyse erfolgte mittels ANOVA-Test fir wiederholte Messungen. Die Messungen der
ventilatorischen Aktivitat (Bursts/Minute) sind signifikant bezliglich der Sauerstoffpartialdriicke, d.h.
steigende ventilatorische Aktivitat ist signifikant korreliert mit sinkendem Sauerstoffgehalt der Luft. P
= 0,001. Fur das intakte Tier ergab sich ebenfalls eine signifikante Korrelation von steigender
Atemaktivitat des Tieres und sinkendem Sauerstoffgehalt der Luft in der Kammer P=0,00186 (in
Anlehnung an Harrison 1999, personliche Mitteilung)
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3.2.2.3 EinfluR variierender CO,-Partialdriicke auf die Ventilation

Fiur verschiedene CO,-Partialdriicke wurde ebenfalls der Verlauf der Ventilation im
isolierten ZNS untersucht. Bei diesem Versuchsansatz wurden Heuschrecken der Art
Schistocerca americana (eine enge Verwandte der Wistenheuschrecke
Schistocerca gregaria) fur die Experimente verwendet. Exemplarisch ist auch ftr
diese Experimente ein Beispiel in Abbildung 15 wiedergegeben. Die Verlaufe der

Ubrigen Experimente sind wiederum dem Anhang zu entnehmen.
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Abbildung 15:

Efferente ventilatorische Aktivitat in einem isolierten ZNS - aufgenommen von einem Median- oder
Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - der amerikanischen Wistenheuschrecke
Schistocerca americana. Frequenzhistogramm der Bursts/Minute (Séulen) unter variierenden
Kohlendioxidpartialdriicken. In Zeitintervallen zwischen zwei Sdulen erfolgten keine Messungen. Der
Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen Kohlendioxodpartialdriicken - welche die
Kammer mit dem isolierten ZNS durchstrémen - ist durch die dicken senkrechten Pfeile markiert.
Niedrige Kohlendioxidpartialdriicke senken die Ventilationsrate und hohe steigern die ventilatorische
Aktivitat. Hauptanteil des Gasgemisches waren N und Sauerstoff. Sauerstoff wurde bei 50 % stabil
gehalten; bei Anderung des CO,-Gehaltes wurde N, entsprechend variiert.

Die Ventilationsrate variiert infolge verschiedener CO,-Gehalte der Luft in der
Kammer mit dem isolierten ZNS. Ab einer CO,-Konzentration von 20% im

Gasgemisch ist ein deutlicher Anstieg der Ventilationsrate zu sehen.
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Dieser Sachverhalt ist auch bereits bei intakten Tieren von Schistocerca americana
beobachtet worden (Harrison, personliche Mitteilung), daher wurden die Aufnahmen

lediglich im isolierten ZNS durchgefuhrt.

Kohlendioxid-Antwortkurve, isoliertes ZNS in Ringerldsung der amerikanischen
Wiustenheuschrecke (Schistocerca americana) - Durchschnittswert aus vier
Langzeitaufnahmen
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Abbildung 16:
Kohlendioxidantwortkurve: ventilatorische Aktivitdét im isolierten Nervensystem der amerikanischen

Woistenheuschrecke gegen  Partialdriicke  von  Kohlendioxid (PCO;). Mittelwerte von vier
Langzeitaufnahmen. Es zeigt sich eine steigende ventilatorische Aktivitat mit steigendem CO,-Gehalt

des Gasgemisches, das die Petrischale durchstromte. Bei diesen Experimenten wurde der N-Gehalt
bei stabilem O2-Gehalt variiert. Basis der Gasgemische waren N, und Sauerstoff.

Eine statistische Auswertung, wie sie fur die verschiedenen Sauerstoffpartialdriicke
vorgenommen wurde, erfolgte auch fur Kohlendioxid, trotz der geringen Anzahl (n=4)
aussagekraftiger Experimente. Die statistische Auswertung (Abbildung 16) ergab fur
die Stichprobenzahl von n=4 einen kritischen Wert von P=0.01, d.h. es gab einen
schwach signifikanten Effekt von CO, auf die Ventilationsraten.

Bei einigen Experimenten zur CO,-Sensivitat des isolierten ZNS (im Anhang grafisch
dokumentiert) wurden bei Erhéhung der CO,-Gehalte im Gasgemisch bei
konstantem N> die Anteile Sauerstoff variiert. Die Effekte von CO, waren bei diesen
Versuchen deutlicher als bei konstantem O,-Anteil von 50% (s. Anhang Il, dA-C),
wie es fur den Versuch in Abbildung 15 galt.

In Abbildung 17 ist der Zusammenhang zwischen CO.- und Sauerstoffgehalt fur

Taeniopoda eques in einer kombinierten Grafik dargestellt. Hier zeigt sich keine
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deutliche gesteigerte Ventilationsrate ab 10% CO». Vielmehr sind die Werte fir 10%,
20% und 50% nahezu gleich. Es handelte sich um ein Einzelexperiment mit
Taeniopoda eques (alle anderen CO,-Versuche wurden mit Schistocerca americana
durchgefuhrt). Insgesamt ist ein deutlicher Effekt erst ab 10% CO, zu erkennen, und
die Op-Partialdriicke scheinen keinen unmittelbaren EinfluR zu haben. Auch im
intakten  Tier konnten bei einzelnen Experimenten teilweise (bei den
Sauerstoffversuchen) keine Frequenzerhéhungen beobachtet werden. Jedoch fuhrte
Hypoxie immer zu deutlich tieferen Ventilationsbewegungen des Abdomens, d.h. mit
jedem Atemzug wurden grol3ere Luftvolumina eingeatmet.

Fur Schistocerca americana konnte dies nicht so eindeutig beobachtet werden wie
bei Taeniopoda eques.

Anders hingegen zeigt sich die Kohlendioxidantwortkurve bei variiertem
Sauerstoffpartialdruck fir Schistocerca americana, welche in Abbildung 18 zu sehen
ist: man erkennt einen deutlich starkeren Anstieg der Ventilationsraten bei
gleichzeitig sinkendem Sauerstoffpartialdruck im Vergleich zu Abbildung 16, wo bei
den zugrundeliegenden Experimenten der Sauerstoffgehalt konstant bei 50% lag.

Reaktion auf Kohlendioxid in Abh&ngigkeit von variierten O2-Partialdriicken
(Taeniopoda eques)

35 60
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Partialdruck CO2
|I:IBursts/Min P02 |
Abbildung 17:

Ventilationsraten im isolierten ZNS beim Grashipfer Taeniopoda eques mit steigenden
Kohlendioxidpartialdricken (5% CO2 kein MefRwert aufgenommen). Der Sauerstoffpartialdruck wurde
ebenfalls variiert im Gasgemisch. Fur die Untersuchungen der Kohlendioxidantworten wurde nur in
diesem Experiment Taeniopoda eques verwendet. Hauptanteil des Gasgemisches waren N, und
Sauerstoff. Bei Anderung des Kohlendioxidpartialdrucks wurde Sauerstoff entsprechend angepaft.
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Kohlendioxid-Antwortkurve, isoliertes ZNS in Ringerldsung der amerikanischen
Waustenheuschrecke (Schistocerca americana); CO2-Antwortkurve bei variierten O2-
Partialdriicken, Durchschnittswert aus zwei Experimenten
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Abbildung 18:
Kohlendioxidantwortkurve: Auftragung ventilatorischer Aktivitat im isolierten

Nervensystem der amerikanischen Waistenheuschrecke gegen Partialdriicke von
Kohlendioxid (PCO,). Mittelwerte von zwei Langzeitaufnahmen. Bei diesen
Experimenten wurde der Oj,-Gehalt variiert bei stabilem N»-Gehalt. Der
Sauerstoffgehalt im Gasgemisch betrug bei 0% CO, 50%, bei 3% CO, 47%, bei 5%
CO3, 45%, bei 10% CO, 40%, bei 20% CO, 30% und bei 50% CO, 0%. Es zeigt sich
eine deutlich steigende ventilatorische Aktivitdit mit steigendem CO,-Gehalt des
Gasgemisches - das die Petrischale durchstréomte - erst ab einem Sauerstoffgehalt
von 30%. Bei absoluter Hypoxie (0% Sauerstoff) steigt die Ventilationsrate am
deutlichsten. Bei Hyperoxie (mehr als 20% Sauerstoff) bewirken selbst hohe CO,-
Partialdrucke > 3% (im Vergleich zur tblichen Konzentration in der nattrlichen Luft
< 0,3%) keine deutliche Steigerung der ventilatorischen Aktivitat. Hauptanteil des
Gasgemisches waren N, und Sauerstoff. Bei Anderung des Kohlendioxidpartialdrucks
wurde Sauerstoff entsprechend angepalf3t.
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3.3 Identifizierte Interneurone

Bei dieser Untersuchung konnten Interneurone identifiziert werden, die zum
ventilatorischen Rhythmus korreliert aktiv sind und solche, die Teil des
rhythmusgenerierenden Netzwerkes selbst sein konnten.

Es konnte von insgesamt 10 ventilatorischen Interneuronen elektrophysiologisch
abgeleitet werden und ihre Morphologie mit Lucifer Yellow dargestellt werden. Zwei
Farbungen waren im semiintakten Praparat und acht im isolierten ZNS erfolgreich.

Die Interneurone sind von 1 bis 10 durchnumeriert (VentIN1-10). Eine Klassifikation
nach vermutlicher Funktion, Anatomie etc. ist im Kapitel 3.3.3 dargestellt (s.Tabelle
2).

3.3.1 Im semiintakten Praparat

In  Voruntersuchungen am isolieten ZNS wurden im nicht deafferentierten,
semiintakten Praparat ventilatorisch aktive Regionen im Metathorakalganglion
starker eingegrenzt. Im Verlaufe dieser Experimente gelang es, bisher nicht
identifizierte Interneurone zu finden, deren Aktivitdt mit dem ventilatorischen
Netzwerk in Verbindung gebracht werden konnten. Die Abbildungen 19 und 20
zeigen die Grundstruktur dieser Interneurone und ihre relative Lage im
Metathorakalganglion. Exemplarisch ist ein Ausschnitt aus der ventilatorischen
Aktivitat der hier gezeigten Neurone dargestellt. Die Farbungen erfolgten mit Lucifer
Yellow.

Beide Interneurone haben ihr Soma im anterioren Bereich des 1. verschmolzenen
Abdominalneuromers bzw. im Bereich des eigentlichen Metathorakalganglions in der
Nachbarschaft des grofen Beinnervs. Das Interneuron der Abbildung 19 (im
folgenden ventilatorisches Interneuronl - VentIN1 - genannt) zeigt Korrelation zum
ventilatorischen Netzwerk (obere Spur: Mediannerv, untere Spur: expiratorisches
Interneuron). Es handelt sich um ein lokales Interneuron.

Das Interneuron der Abbildung 20 (im folgenden ventilatorisches Interneuron2 -
VentiN2 - genannt) hat die typische Struktur eines ventilatorischen
Kommandoneurons. Es handelt sich um ein deszendierendes Neuron, dessen Soma

kontralateral zum in das Konnektiv absteigenden Axon liegt. In diesem Fall
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5sec
Abbildung 19 (VentIN-1)

Lokales Interneuron mit rhythmischer Aktivitat (Lucifer Yellow-Féarbung), die Kkorreliert ist zur
Ventilation im  Metathorakalganglion von Locusta migratoria, Dorsalansicht. Dargestellte
elektrophysiologische Daten: Obere Spur = extrazellularer Monitor (Ventral-oder Mediannerv d.
Metathorakalganglions), Untere Spur = Aktivitdt des expiratorischen IN (weitere Erlauterungen s.
Text)

verhinderten technische Probleme die Ableitung extrazellularer Daten. Daher sind

lediglich intrazellulare elektrophysiologische Daten dargestellt. Stattdessen konnte
visuell eine Korrelation zwischen den rhythmischen Entladungen und ventilatorischen
abdominalen Pumpbewegungen hergestellt werden. Depolarisierung trieb es an und
Hyperpolarisierung hemmte es.

V)
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5sec
Abbildung 20 (VentIN-2)

Intersegmentales Interneuron mit rhythmischer Aktivitét, die zur Ventilation korreliert ist (visuelle
Kontrolle). Lucifer Yellow-Farbung im Metathorakalganglion von Locusta migratoria, Dorsalansicht. A:
Intrazellulare Aktivitdt des IN nach Depolarisierung. Simultan mit den Entladungen dieses Neurons
konnten abdominale Pumpbewegungen der ventilatorischen Muskulatur beobachtet werden. B:
wahrend Hyperpolarisation, welche den Rhythmus unterdriickt, spontan neu beginnende Aktivitat.
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Wahrend einer Reihe von intrazellularen Experimenten, die wie o. g. durchgefiihrt
wurden, wurde die Mikro-Glaselektrode immer in eine bestimmte Region des
Metathorakalganglions gestochen. Es handelt sich um die im Bereich der medianen
Mittellinie liegende Neuropilregion, in deren Bereich sich die bisher identifizierten
ventilatorischen Interneurone stark verzweigen.

Insbesondere der Bereich im 1. Neuromer wurde immer wieder gezielt nach
Interneuronen abgesucht. Einstiche erfolgten im semiintakten Praparat von dorsal
und im isolierten von ventral, aufgrund der ventral liegenden Tracheen, die sich zur
Atmosphare 6ffnen sollten (vergl. Kapitel 2.5 und s. Abbildung 1).

Die Einstiche in dieser mdglicherweise verschaltenden Region fuhrten immer zu
einem starken Effekt auf die efferente ventilatorische Aktivitat der Monitornerven oder
auf abdominale Pumpbewegungen. Dies konnte auch mehrfach Uber den
Audiomonitor beobachtet werden (Aufnahme aus technischen Grinden nicht

verfugbar).

3.3.2 Imisolierten ZNS mit intakter trachealer Versorgung

Im isolierten Praparat mit intakter trachealer Versorgung wurden mehrfach
ventilatorische Neurone abgeleitet, ohne dafl} eine ausreichende Farbung gelang.
Lediglich die Lage der Somata in den lateralen Bereichen der Neuromere deutete auf
eine &ahnliche Struktur hin, wie sie fur bisher bekannte ventilatorische Interneurone
typisch war.

Die Interneurone, die eine elektrophysiologische Ableitung und eine Farbung
ermdglichten, sind im folgenden dokumentiert.

In Abbildung 21 ist fotografisch die Lage eines solchen Somas zu erkennen
(VentIN3). Das Soma ist relativ klein und liegt lateral im Neuromer. Es zeigt eine

(vermutlich) inspiratorische Aktivitat (s. auch Tabelle 2).
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5 sec

Abbildung 21 (VentiIN-3)

Ventilatorisches Neuron mit kleinem Soma im Metathorakalganglion von Locusta migratoria welches
lateral im Bereich des 1. Neuromers lokalisiert ist. Nur das Soma ist gut gefarbt, hat aber eine
charakteristische Lage und GréRe fir ventilatorische Interneurone. Der Pfeil zeigt auf das gefarbte
Soma, Die gezeigte Spur demonstriert die rhythmische Aktivitat des Neurons.

Das Interneuron VentIN-4 konnte im isolierten ZNS Uber einen langeren Zeitraum
gehalten und erfolgreich gefarbt werden. Seine Physiologie konnte relativ gut
beobachtet werden und zeigte einige Charakteristika, mit deren Hilfe einige neue
Erkenntnisse zur ventilatorischen Rhythmogenese gelangen. Die Anatomie dieses
deszendierenden "Kommandoneurons" (deszendierendes Axon in abdominale
Ganglien) ist in Abbildung 22 fotografisch und zeichnerisch dokumentiert.

Die Daten lassen erkennen (Abb. 22-1 und 22-ll), dall das Kommandoneuron
prasynaptischen Input (IPSPs und EPSPs, Abb. 22-1I) von offenbar aufgeschalteten
Neuronen vom CPG erhalt. Die EPSPs werden nur gelegentlich Gberschwellig und
fihren zu einem Burst (s. Abbildung 22-I-B). Die Abbildung 22-I-C zeigt eine heftige
Reaktion des Neurons (in Form von hochfrequenter Dauerrhythmik) bei Ricksetzung
("rebound") der Hyperpolarisierung. Es ist also selbst positiv riickgekoppelt auf das

antreibende Netzwerk. Im ungestorten Zustand (Abbildung 22-A) zeigten sich
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diskontinuierliche Burstmuster, mit kleinen Gruppen aufeinander folgender Bursts,
getrennt durch kleinere Pausen.

Dorsal

Abbildung 22 (VentiN-4)

Intersegmentales "Kommandoneuron" des ventilatorischen Netzwerkes, mit Soma, 1. Neuriten,
Verzweigungen und Feinverzweigungen, die feine synaptische Endigungen im Bereich des 2. und 3.
Neuromers enthielten. Das Axon zieht nach kontralateral wnd deszendiert dann ins Konnektiv (Lucifer
Yellow-Farbung). Foto: Ventralansicht
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Abbildung 22-1:
Elektrophysiologische Daten zum Interneuron in Abbildung 22
Die in A gezeigte elektophysiologische Aktivitét zeigt das Neuron im unbeeinfluf3ten Zustand. Kleine Burstgruppen
sind erkennbar. In B ist die Aktivitat zu sehen, in der eine Dauerhyperpolarisierung durch die injizierte Elektrode
erfolgte. Die erste Spur in B wurde mit der halben Verstarkung der anderen Aufnahmen aufgezeichnet. Es zeigen
sich unterschwellige PSPs (weiler Pfeil), gefolgt von Uberschwellig ausgeldsten Bursts von Aktionspotentialen
(schwarzer Pfeil). In C wurde die Hyperpolarisierung zurtickgesetzt (rebound und erneute Hyperpol., durch Pfeile
angezeigt). In D Rucksetzung der Inhibition und erneute Hyperpolarisierung (Pfeile) in stérkerer VergréfRerung
(2X). Es folgt eine heftige Reaktion in Form von immer schneller werdenden Burstserien.
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Abbildung 22-11

Fortsetzung elektrophysiologische Daten zu VentIN4 (s. Abb. 22).:

In der zeitlichen Dehnung vergroferte Darstellung der Aktivitat des VentIN4. A: EPSPs (Pfeile) des
zugrundeliegenden  unterschwelligen  Rhythmus'. B: IPSPs (Pfeile) des zugrundeliegenden

unterschwelligen Rhythmus. C: Aktionspotentiale eines Bursts und darauffolgende unterschwellige
PSP-Serie (vergl. Abb. 22-1-B). AC-Aufnahmen.
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Abbildung 23 (VentIN-5):

Intersegmentales aszendierendes Interneuron im Metathorakalganglion von Schistocerca gregaria, das
ins Mesothorakalganglion zieht (LY-Farbung). A: Simultane inspiratorische Aktivitat des N2 (AG 3) mit
dem Interneuron. B: Extrazellulare Spur wahrend Dauerhyperpolarisierung .C: Rucksetzung der
Inhibition (Rebound, weiler Pfeil) des Interneurons, die zu einem heftigen Anstieg der Frequenz und
der Intensitat der Bursts fuhrt, die auch extrazellular deutlich erkennbar ist. Schwarzer Pfeil: erneute
Hyperpolarisierung C: Die Briickenkompensation des DC-Verstarkers war nicht richtig eingestellt,
wodurch bei Hyperpolarisierung die Aufnahmespur nach unten verrutschte (hier bildtechnisch
angepalit)

49



Ergebnisse

In Abbildung 23 ist ein Interneuron dargestellt (VentIN-5), welches eine Reihe von
Ruckschlussen auf seine ventilatorische Funktion anhand der erhaltenen
elektrophysiologischen Daten erlaubt. Die Farbung war nicht ausreichend, um auch
die Feinverzweigungen dieses Neurons darzustellen. Das Soma liegt relativ ventral-
median mit nach kontralateral ziehendem Axon, welches dann aszendiert. Auffallig:
die beiden ersten Verzweigungen, welche nach posterior ziehen, um dann seitlich
relativ gleichmafig in den lateralen Bereich des 1. Neuromers zu ziehen (Ort der
Somata ventilatorischer Kommandoneurone). Es feuert simultan mit der abgeleiteten
inspiratorischen Aktivitat des N2 des 3. Abdominalneuromers, den grof3en Einheiten
des Monitors (Abbildung 23-A). Depolarisierung fuhrte zwar zu keinem erkennbaren
Effekt auf den Rhythmus des Monitors, fihrte aber zu einer deutlichen
Beschleunigung des Interneurons selbst (aus technischen Grunden nicht darstellbar).
Hingegen zeigte sich bei Hypolarisierung ein klarer Effekt, der zu einer deutlichen
Verlangsamung des inspiratorischen extrazellularen Rhythmus fuhrte (s. Abbildung
23-B). Nur die extrazellulare Spur konnte dargestellt werden, da ein temporarer
Offset der Intrazellularspur wahrend der Aufzeichnung erfolgte. In Abbildung 23-C ist
deutlich erkennbar, daf} eine Ricksetzung der Inhibition des Interneurons zu einem
heftigen Anstieg der Frequenz und der Intensitdt der Bursts fuhrte, die auch
extrazellular deutlich erkennbar ist (vergl. Abbildung 22-I-B1).

Abbildung 24 zeigt das VentIN-6, welches wahrscheinlich zum ventilatorischen
Rhythmus Kkorreliert ist. Neben einem starken Dauertonus ereigneten sich spontan
immer wieder rhythmische Entladungen, wie sie in Abbildung 24-A exemplarisch zu
sehen sind.

Depolarisierung beschleunigte die Frequenz der tonischen Entladungen (nicht
gezeigt, weil Aufnahme aus technischen Grinden fir Darstellung ungeeignet).
Wahrend Hyperpolarisation sind deutlich unterlagerte EPSPs anderer, auf das
Neuron aufgeschalteter Neurone, erkennbar (B u. C.). Das ventral liegende Soma
befindet sich lateral im Bereich des 1. Neuromers. Der primare Neurit zieht nach
kontralateral mit prominenten Verzweigungen im medianen Bereich des

Metathorakalganglions.
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Abbildung 24 (VentIN-6)

Intersegmentales Interneuron (LY-Farbung im) Metathorakalganglion von Schistocerca gregaria, A
rhythmische Entladungen zwischen Dauertonus B u. C: Wahrend Hyperpolarisation erkennbar sind
unterlagerte EPSPs anderer, auf das Neuron aufgeschalteter Neurone.
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Abbildung 25 (VentIN-7)

Interneuron im Metathorakalganglion von Schistocerca gregaria mit Dauertonuns und
gelegentlich rhythmischen Abschnitten (verdeutlicht durch Pfeile in Ableitung),
welches nur leicht gefarbt werden konnte. Das Soma liegt median. Der primére
Neurit zieht nach lateral.

Die Abbildung 25 zeigt das (wahrscheinliche) VentIN-7. Die Farbung war
unzureichend und lie3 keine nahere Analyse dieses Neurons im medianen Bereich
des Metathorkalganglions zu. Ein Dauertonus wurde sporadisch von kurzen Pausen
unterbrochen. Evtl. handelt es sich um ein zum ventilatorischen Rhythmusgenerator
korreliertes IN, das koordinierend zu anderen Netzwerken wirkt.
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Abbildung 26 (VentIN-8)

Neuron im Metathorakalganglion von Schistocerca gregaria (Interneuron?) zur Ventilation korreliert

ist. (LY-Farbung) Ableitungen: Monitor (N2, 2-3 Neuromer), expiratorisch aktiv, intrazellular:
inhibitorische Hemmung wéahrend Expiration
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Die Abbildung 26 dokumentiert ein Neuron im Metathorakalganglion von
Schistocerca gregaria (Interneuron?), welches zur Ventilation korreliert aktiv ist. (LY-
Farbung) In den dargestellten Ableitungen ist ein Antagonismus zu erkennen: Wenn
der extrazellulare Monitor (N2, 2-3 Neuromer) expiratorische rhythmische
Entladungen zeigt, wird das Neurons gehemmt (weil3er Pfeil). Depolarisierung und
Hyperpolarisierung des Neurons hatten keinen Effekt auf die expiratorische Aktivitat
des N2. Artefakte bei der Fixierung des Ganglions erschwerten die genaue
Lokalisierung des Neurons. Das Soma lag wohl relativ median.

Abbildung 27 zeigt ein morphologisch sehr auffalliges Interneuron (VentIN-9). Es ist
ein intersegmentales, vermutlich zur Ventilation korreliertes Interneuron im
Metathorakalganglion von Schistocerca gregaria (Lucifer Yellow-Farbung). Es ziehen
jeweils ipsilateral zum ventralen Soma im 1. Neuromer Axone sowohl ins
Mesothorakalganglion als auch hinab ins Abdominalganglion. Nach kontralateral sind
dendritische Verzweigungen erkennbar, die im oberen dorsal-medianen Bereich des
Ganglions durch eine starke Aufzweigung mit synaptischen Endigungen
gekennzeichnet sind. In diesem Bereich befinden sich auch Neurone der
Flugaktivitat. Erkennbar ist auch eine Abzweigung kontralateral, die in den Bereich
des gegenuberliegenden 1. Neuromers reicht. Das Neuron feuerte tonisch mit kurzen
rhythmischen Abschnitten (A). In B ist zu sehen, dal3 Depolarisierung (weiRe Pfeile)
auf das Neuron excitatorisch wirkte. Bei einer Ricknahme der Depolarisierung wurde
die Spikefrequenz wieder sichtbar langsamer (s. schwarze Pfeile) um dann bei
erneuter Depolarisierung wieder schneller zu feuern. Die dargestellte Aufnahme mit

einer Digitalkamera ist eine Ventralansicht auf das Metathorakalganglion.
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Abbildung 27 (VentIN-9):

Intersegmentales, zur Ventilation schwach korreliertes Interneuron im Metathorakalganglion von
Schistocerca gregaria (Lucifer Yellow-Farbung). A: intrazellulare tonische Aktivitat unterbrochen von
kurzen Bursts. B Depolarisierung (weil3e Pfeile) wirkte excitatorisch. Ricksetzung der Depolarisierung
fuhrte zu langsamerer Frequenz (schwarze Pfeile) Die Brickenkompensation des DC-Verstarkers war
nicht richtig kalibriert, wodurch bei Depolarisierung die Aufnahmespur nach unten verrutschte.
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Darsal

Abbildung 28 (VentIN-10)

Intersegmentales ascendierendes Interneuron im Metathorakalganglion von Schistocerca gregaria .
Foto (Ventralansicht) und Zeichnung.
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Abbildung 28-1

Intersegmentales ascendierendes Interneuron im Metathorakalganglion von Schistocerca gregaria A
intrazellulare Aktivitdit Dauertonus mit phasischen Entladungen. B Interneuron (untere Spur) feuert
simultan mit inspiratorischer Aktivitdt (hohe Aps) des Monitors. C: Depolarisierung (weilRe Pfeile)
bewirkte keinen Effekt auf extrazelluldare Aktivitat. Die Brickenkompensation des DC-Verstarkers war
nicht richtig kalibriert, wodurch bei Depolarisierung ein Offset der Aufnahmespur resultierte.

Das in der Abbildung 28 illustrierte Neuron ist ein intersegmentales ascendierendes
Interneuron im Metathorakalganglion von Schistocerca gregaria . In Abbildung 28-I-
A ist die Aktivitat des Neurons dargestellt. Neben einem heftigen Dauertonus sind
phasische Entladungen sichtbar, die wie in Abbildung 28-I-B erkennbar ist, simultan

mit verstarkter inspiratorischer Aktivitdt erfolgen. C zeigt den Monitor mit
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inspiratorischer Aktivitdt und darunter die kurz vorher erfolgende Entladung des
Interneurons. Sehr deutlich erkennbar ist, die Korrelation zu den "grof3en"
inspiratorischen Einheiten, bei denen es sich wahrscheinlich um Einheiten der
inspiratorischen Longitundinalmuskulatur des Abdomens innervieren.
Depolarisierung (Pfeile in C) bewirkte keine deutliche Veranderung der
extrazellularen registrierten Aktivitat. Das Soma liegt ventral relativ median mit einem
dorsal aufsteigenden, wahrscheinlich nach kontralateral ziehenden priméren
Neuriten, der sich lateral stark im Bereich des eigentlichen Metathorakalganglions
und im Bereich des 1. Neuromers stark aufzweigt mit deutlich sichtbaren

synaptischen Endigungen.
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3.3.3 Kilassifizierung der Interneurone

Um einen Uberblick tUber die gefundenen Interneurone zu erhalten, sind diese in der
Tabelle 2 nach Physiologie, Anatomie und der méglichen Funktion fir den Zentralen
Rhythmusgenerator klassifiziert. Mehrfachnennungen fur eine Kategorie sind
moglich. Generell galt fir alle hier vorgestellten Neurone, dal3 das Soma relativ
ventral lokalisiert war und der primére Neurit nach dorsal aufstieg, um dort weitere
Verzweigungen zu vollziehen. Daher wird hierauf in der Tabelle nicht mehr naher
eingegangen. (weitere Details s. Tabelle 2).

3.3.4 Intrazellularer Nachweis von Sauerstoffsensivitét

Zusétzlich zu der Experimentserie zur Atemgassensivitat, die im Kapitel 3.2.2
beschrieben ist, wurde versucht auch auf der Ebene einzelner identifizierbarer
ventilatorischer Neurone, einen Effekt von Sauerstoff auf die Aktivitdt nachzuweisen.
In einem Einzelexperiment gelang dies sehr deutlich. In Abbildung 29 sind die
Ableitungen dieses Neurons dargestellt. Das Bad mit dem isolierten ZNS, dessen
Tracheen entfernt waren, wurde mit 100%igem Sauerstoff aus einer Druckluftflasche
begast, um seine Vitalitdt sicherzustellen. Kurz vor Beginn (ca. 10 Minuten) des
eigentlichen Experiments wurde die O,-Begasung unterbrochen. Der extrazellulare
Monitor zeigte einen regelméaRigen (aber nicht gestressten) ventilatorischen
Rhythmus. AnschlieRend wurde mit der intrazellularen Ableitung begonnen. Es
gelang das in Abbildung 29 dargestellte Neuron abzuleiten. Durch die
vorgenommene Lucifer Yellow-Farbung konnte lediglich das Soma dargestellt
werden. Es liegt relativ lateral im Bereich des eigentlichen Metathorakalganglions (s.
Abb. 29).

Das Neuron zeigte zu Beginn einen heftigen Dauertonus, dessen Frequenz durch
Hyperpolarisierung gehemmt werden konnte (Abb. 29 B). Dann wurde die O,-
Begasung wieder gestartet. Das Neuron begann innerhalb weniger Sekunden mit
rhythmischem Feuern (Abb. 29 B u. B 1), denn es wurde excitatorisch angesteuert
(s. EPSPs in Abb. 29 B 1, gestreifter Pfeil). Nachdem der Rhythmus des Neurons zu
Anfang "stotternd" begonnen hatte, setzte er nach einer Weile korreliert zum

extrazellularen Monitor (Mediannerv des 3. Abdominalneuromers) ein.
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Abbildung 29:

Nachweis der Sauerstoffsensivitdt eines ventilatorisch korrelierten Neurons im Metathorakalganglion
von Schistocerca gregaria. Foto: Somafarbung, Ventralansicht (Lucifer Yellow), Lage des Somas durch
weilen Pfeil angezeigt. A: Aktivitdt des Neurons (untere Spur) korreliert zum extrazellularen Monitor
nach Beginn der O-Begasung (Mediannerv 3. Abdominalneuromer des Metathorakalganglions, obere
Spur). B: tonische Aktivitat des Neurons wahrend Hyperpolarisierung (untere Spur) und extrazellularer
Monitor (obere Spur). Nach Beginn der Q-Begasung des Ganglions (schwarzer Pfeil) horte innerhalb
weniger Sekunden der Dauertonus auf, excitatorische Ansteuerung des Neurons begann (s. EPSPs in
B 1, schraffierter Pfeil) und es fing rhythmisch zu feuern an (B und B1).
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Tabelle 2:

Klassifizierung der ventilatorischen Interneurone nach Anatomie, Physiologie und mdglicher Bedeutung fir die ventilatorische
Rhythmogenese. + = trifft zu, k.A.m. = keine Angabe maoglich.

Kategorie

Einstufung

VentIN1
(Abb. 19)

VentIN2
(Abb. 20)

VentIN3
(Abb. 21)

VentIN4
(Abb.22)

VentIN5
(Abb. 23)

VentIN6
(Abb. 24)

VentIN7
(Abb. 25)

VentIN8
(Abb. 26)

VentIN9
(Abb. 27)

VentIN10
(Abb. 28)

Anatomie

Soma mehr
lateral

+

+

+

+

+

+

Soma mehr
median

Axon zieht
nach
kontralateral

Axon zieht
nach
ipsilateral

k. A. m.

k. A. m.

Axon
aszendiert

Axon
deszendiert

Axon lokal

k. A.m.

k. A. m.

k. A. m.

Physiologie

vorwiegend
tonisch

vorwiegend
phasisch

inspiratorisch

expiratorisch

unklar

k. A. m.

Bedeutung f.
Rhythmoge-
nese

Komponente
des CPG

Korreliert zum
CPG

verschaltend
zu anderen
Netzwerken
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4. Diskussion

4.1 Neuroanatomische Vorarbeiten

Die in Abbildung 4 und 5 gezeigte Struktur ist eine flr ventilatorische
Kommandoneurone, die evtl. auf sekundare und tertiare nachgeschaltete IN
aufschalten, typsiche anatomische Struktur. Diese Anatomie - mit absteigendem
Axon im Konnektiv bis hinter das 2. freie Abdominalganglion - kann auch fur die
intrazellular (s. Kap. 3.3) gefundenen IN angenommen werden, deren
Konnektivverlauf mittels der Lucifer Yellow Farbungen zumeist nur tber eine kirzere

Distanz verfolgbar ist.

4.2 Langzeitaufnahmen ventilatorischer Aktivitat

Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen, dal3 - wie es in intakten Tieren der Fall
ist - in einem isolierten Nervensystem eine grof3e Bandbreite neuraler ventilatorischer
Muster erzeugt wird. Es koénnen zwei grundlegende Typen unterschieden werden:
kontinuierliche und diskontinuierliche Atmung. Diese Definitionen beschreiben die
beiden Enden einer Skala mit allen Ubergangsformen ventilatorischer Muster, wie sie
in beiden, dem intakten Tier und dem isolierten ZNS vorkommen.

Alle Muster fiktiver Atmung, die bei Locusta migratoria gefunden werden kénnen (s.
Kapitel 3.2.1.2), sind vergleichbar mit den Mustern, welche bei Taeniopoda eques
auch auftraten (s. Kapitel 3.2.1.1). Dies laf3t eine Rhythmogenese der Ventilation bei
Heuschrecken im allgemeinen vermuten, welche von intrinsischen Faktoren priméar
angetrieben wird (basaler CPG, "internal clock™). Es ist hierdurch nun mdglich
geworden, auf intrazellularer Ebene integrale Elemente des CPGs abzuleiten und
dadurch die basale Rhythmogenese des ventilatorischen Systems zu untersuchen.
Dies geschieht unter Ausschlul3 von sensorischem Einflul3 aus der Peripherie des
Tieres und ermdglicht einen Vergleich mit dem ventilatorischen Netzwerk, das fur die
Entstehung hochfrequenter Atmungsmuster verantwortlich ist (Ramirez & Pearson,
1989), sowie mit den Ergebnissen aus Studien mit intakten Tieren und auch mit
anderen Insekten.

Neuere Untersuchungen zur Ventilation bei einer Reihe von Insektengruppen

betrachteten spezifische Aspekte der Insektenatmung. Sauerstoffverbrauch und
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Atmung in Ruhephasen und wahrend Bewegungsphasen bei der Schabe Blaberus
giganteus (Bartholomew & Lighton 1985) zeigen ventilatorische Muster &hnlich
denen im isolierten Préparat bei Heuschrecken. Diskontinuierliche Ventilationsmuster
von emittierten CO,-Volumina konnten bei Taeniopoda eques (Harrison et al. 1995)
gezeigt werden. Bei der Libelle Erythemis simplicicollis fanden Harrison & Lighton
(1998) verschiedene Muster von CO,-Abgabe, die von dem Sauerstoffgehalt der Luft
beeinflut wurden. Sehr frih beschrieb Tonner (1936) fur Libellenlarven drei
grundlegende ventilatorische Muster: normale Ventilation, "Schluckatmung",
"Kauatmung". Diese Atmungstypen werden durch die Untersuchungen von Hughes &
Mill (1966) bestatigt. Hughes und Mill stellen heraus, dal3 zwischen diesen drei
Typen eine groRe Bandbreite von Ubergangsformen herrscht. Diese Muster zeigen
wiederum Ahnlichkeiten zu den Mustern, die im isolieten ZNS in dieser
Untersuchung gefunden wurden.

Die Ergebnisse von Williams (1997) fiur Drosophila, Lighton bei Ameisen (1990),
Lighton & Lovegrove fir Hongbienen (1990) (u.a.) beleuchten verschiedene Aspekte
der Ventilation und wurden unter vollig verschiedenen Bedingungen erhalten. Jedoch
zeigen diese Ergebnisse Gemeinsamkeiten bezlglich der ventilatorischen Muster
und Gasaustauschmuster und sich auch vergleichbar mit denen im isolierten ZNS.
Sie kdnnen auch in die zwei basalen Muster geteilt werden, wie sie fur diese Studie
fur fiktive ventilatorische Muster definiert wurden.

Oszilierende  Atemfrequenzen sind eine typische Struktur wahrend des
Gasaustauschs oder bei ventilatorischen Bewegungen vieler Insekten, wie dies auch
Daten von Feldheuschrecken in Frequenzhistogrammen als ventilatorische Aktivitat
gegen aufgenommene Zeit zeigen. Im isolierten ZNS unserer Versuchstiere (Locusta
migratoria und Taeniopoda eques) fur diese Studie sind die verschiedenen
ventilatorischen Muster (Abbildung 7, z.B. bei Taeniopoda eques) sehr &hnlich, aber
offensichtlich unterscheiden sich die Frequenzen von denen des intakten Tieres. Die
Ventilationsraten im isolierten ZNS von Taeniopoda eques sind ohne tracheale
Versorgung (Abb. 7) zu Beginn &hnlich denen von Tieren im Alarmzustand. Die
nachfolgenden Pausenléangen sind deutlich kirzer als bei intakten Individuen von
ruhenden Taeniopoda eques. Bei diesen erstrecken sich die Langen der
Atmungspausen von 20 Minuten bis zu Uber 60 Minuten (Harrison, persoénliche
Mitteilung). In Langzeitaufnahmen von Taeniopoda eques mit beibehaltener

trachealer Versorgung (s. Kapitel 3.2.1.1) wurden ahnliche Pausenléangen gefunden
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wie fUr intakte Tiere (Harrison, personliche Mitt.) beschrieben. Zum Vergleich: Bei
Drosophila melanogaster fand Lehmann (2000) DV mit Pausenlangen von bis zu 30
Minuten.

So ist es wahrscheinlich, dal? im Ganglion ohne tracheale Versorgung schlechtere
Sauerstoffversorgung und Hypoxieeffekte den Rhythmus beeinflussen. Zum
Vergleich: Louw et al. (1986) fanden beim Tenebrioniden Onymacris unguicularis
Pausenlangen zwischen zwei Atemzyklen (Messung von COe2-Abgabe) - in
Abhangigkeit von Temperatur - von 9-26 Minuten. Diese z.T. extrem niedrigen
metabolischen Raten erklaren Louw et al. (1986) mit moglichen adaptiven Vorteilen
an aride und heil3e Standorte.

Die spezifischen Muster diskontinuierlicher Atmung oder unregelmafiger
Oszillationen innerhalb einer Burstperiode wurden in friiheren Untersuchungen als
"Gruppenatmung” bezeichnet (Hustert, 1974). Insbesondere die Langzeitaufnahme,
welche in Abbildung 9 gezeigt ist, war sehr stark gepragt von diesem Phanomen der
Gruppenatmung, lange Burstperioden gefolgt von minutenlangen Atempausen (s.
Abbildung 2). Diese Muster finden sich auch in anderen Insekten. So konnte z. B.
Lighton (1990) bei der Wiistenameise Camponotus detritus den Ubergang von reiner
DV hin zu schneller kontinuierlicher Atmung zeigen, der durch Aktivitat ausgelost
wurde. Es gibt Ubergangsformen, welche sich mit den Mustern, die in dieser
Untersuchung gefunden wurden vergleichen lassen (z.B. Abbildung 7, bei
Taeniopoda eques). Frihe Untersuchungen zu efferenten ventilatorischen Mustern
von Insekten zeigten lediglich regelmafiige neurale Entladungen (Case 1961, Miller
1960, Komatsu 1982) in Kurzzeitaufnahmen ohne diskontinuierliche Atmung. Eine
nahere Betrachtung von Millers Daten (1961) in ruhenden Woistenheuschrecken
(Schistocerca gregaria) zeigen jedoch auch diskontinuierliche Atmungsmuster bei
seinen  Aufnahmen von  abdominalen = Pumpbewegungen. In  neueren
Untersuchungen konnten sogar an Schnitten (slices) von Insektenganglionen
(Schistocerca gregaria) die Erhaltung von Atemrhythmen in isolierten Praparaten
gezeigt werden (Ramirez et al., 1999).

Bei Saugern ist seit langerer Zeit bekannt, daf} im isolierten Hirnstamm in vitro
neuronale Entladungen ventilatorischer Art fir viele Stunden erzeugt werden. Aber
generell zeigen Vertebraten nur kontinuierliche ventilatorische Atmungsaktivitaten,

mit Ausnahme wahrend des Tauchens bei z. B. Meeressaugern oder in
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pathologischen Fallen (Zigmond et al. 1999). Diskontinuierliche Atmung ist nicht als
normaler Mechanismus des Gasaustausches bei Vertebraten bekannt.

Die Ventilationsrate steigt auch im isolierten ZNS, wenn simultan
Temperaturerhbhung des Ringers erfolgt (Abbildung 7 B). Dies erinnert an die
Anderungen von ventilatorischen Mustern und Frequenzen an, wie sie Lighton &
Lovegrove (1990) bei Honigbienen durch einen Temperaturanstieg hervorrufen
konnten. Vergleichbar ist auch der Anstieg ventilatorischer Aktivitat beim Grashupfer
Tmethis pulchripennis, welcher durch einen Anstieg der Temperatur verursacht
wurde (Prange, 1990). Vanselow et al. (2000) fanden bei Temperaturen unterhalb
von 15° C eindeutige diskontinuierliche CO2-Abgabemuster bei der Wistenameise
Cataglyphis bicolor. Mit steigender Temperatur &anderten sich auch die COe-
Abgabemuster. Bei der Larve des Riesenmehlwurms Zophobas rugipes (Wobschall
et al, 2000) traten bei Temperaturen unterhalb von 20° C DV-Muster auf.
Offensichtlich  beeinfluBen Temperaturanderungen die Ventilationsmuster im
isolierten ZNS, ahnlich wie im intakten Tier. Zur Klarung dieser Fragen wéaren weitere
Untersuchungen fiir eine verlafiliche Datenbasis notig.

Ausgepragte kontinuierliche ventilatorische Muster finden sich in verschiedenen
Insekten - wie auch im isolierten Heuschrecken-ZNS. Bei intakten Tieren, die zwei
Minuten lang zu Sprung-Serien veranlaf3t wurden (in Anlehnung an Krolikowski &
Harrison (1996)) fanden sich &hnlich hochfrequente Atmungsmuster, wie sie auch im
isolierten ZNS auftreten (s. Abbildungen 8 und 9 und Anhang). Die wiederholten
Sprungbewegungen steigern offensichtlich die metabolische Aktivitdt und somit auch
die abdominale Pumprate.

Lighton (1988) fand bei Psammodes striatus (Tok-Tok-Kéfer) diskontinuierlichen
Gasaustausch und eine Korrelation zwischen Sauerstoffaufnahme und der
Kontraktion des Abdomens. Dieser diskontinuierliche Gasaustausch basiert auf
diskontinuierlichen Pumpbewegungen der Abdominalsegmente, deren neuronale
Versorgung im ZNS lokalisiert ist. Die Muster der Sauerstoffaufnahme bei
Psammodes striatus zeigen Ahnlichkeiten mit denen fikitver ventilatorischer Muster in
dieser Studie (vergl. Abbildung 9).

Der Vergleich zwischen bisherigen Untersuchungen an Insekten und den eigenen
Daten wirft die Frage nach den zugrundeliegenden Prinzipien der Rhythmogenese
der Atmung auf - abgesehen von vielen externen Faktoren, wie sie von den hier

zitierten Autoren beschrieben und untersucht wurden. Krolikowski und Harrison
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(1996) schlugen Partialdriicke von COz2 und O2 in den Tracheen als wichtige
Parameter fur die Regulation der Atmung bei verschiedenen Insekten vor (vergl.
Kapitel 4.3). Die Veranderung des intratrachealen Partialdrucks durch Gasaustausch
oder Speicherung hat - so die Vermutung - eine Triggerfunktion fur die Ausiibung von
Ventilation fir momentane Erfordernisse, so z.B. in Situationen, in welchen DV
auftritt. Im isolierten Nervenstrang existiert jedoch keine ventilatorisch bedingte
Anderung von Partialdriicken, da ja lediglich efferente ventilatorische Muster
generiert werden. Daher kann im isolierten ZNS dieser Parameter nicht der
Hauptfaktor fur die Regulation der ventilatorischen Rhythmogenese sein. Die
vorliegende Untersuchung deutet auf einen intrinsischen Regulations- oder
Triggermechanismus auf der Ebene des CPG hin, der weitgehend unabhéngig von
sensorischen Einflissen und daher wohl auf der Ebene des Zellmetabolismus des
ZNS oder innerhalb ventilatorischer Interneurone zu lokalisieren ist. Die
intrazellularen Daten von einem spezifischen ventilatorischen Interneuron (VentiN4)
im isolierten Nervenstrang (s. Abbildung 22) untermauern diese Vermutung (s.
Kapitel 3.3.2 und s. Kapitel 4.4).

Die Resultate der Langzeitaufnahme in Abbildung 9 weisen am deutlichsten auf
ZNS-generierte ventilatorische Rhythmussteuerung hin. Frihere Untersuchungen
(Harrison, 1996) schlugen eine Rhythmogenese der Atmung in Heuschrecken in
Abhéangigkeit von Partialdriicken, insbesondere von CO,, vor. Wenn ein bestimmtes
Triggerniveau von CO, innerhalb der Tracheen erreicht ist, startet das ventilatorische
Netzwerk, um Uberschissiges CO, abzugeben. Mogliche zentralnervose
Chemorezeptoren, die auf O, oder CO, reagieren und im Ganglion - oder den
Tracheen innerhalb der Ganglien lokalisiert sind - wurden friiher und auch in jingster
Zeit postuliert (Miller, 1966; Kinnamon et al., 1982; Harrison, 1997; Bustami &
Harrison, unveroffentlichte Erg., siehe auch Kapitel 4.3). Dies kdnnte die Rhythmik
des CPG beeinflussen, bedingt durch ein Ungleichgewicht eines der beiden Gase (z.
B. Hypoxie/Hyperoxie oder Hyperkapnia (=CO2-Uberschuf)) im umgebenden Ringer
oder im Gewebe.

Die Daten dieser Arbeit weisen weiterhin auf eine moglich Zellatmungsabhéngigkeit
des ventilatorischen Netzwerkes - durch Koppelung mit dem Bikarbonatsystem - hin.
Wenn in einer Zelle ein bestimmtes Niveau von CO; erreicht ist (oder im Interstitium),
konnte dies zu einer Veranderung des Gleichgewichts des Puffersystems H,O + CO,

> HCOz; + H' fihren. Dies wiirde wiederum zu einer Anderung des ionalen
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Gleichgewichts an den neuronalen Membranen fuhren. Von bestimmten
Molluskenneuronen oder  auch Vertebratenherzen ist  bekannt, dafi
Schrittmacherpotentiale (also rhythmusgenerierende  Aktivitaten) durch einen
langsamen Calciumstrom in die Zellen erzeugt werden, einhergehend mit einer
Aktivierung calciumabhangiger Kaliumkanale (Eckart, 1986). Mdglicherweise flhrt
eine Erhohung des CO,-Gehaltes innerhalb der Zelle (durch Zellatmung) zu einer
Verschiebung des Gleichgewichtes zu negativen HCOs'-lonen hin. Eine erhohte
negative Ladung innerhalb der Zelle héatte dann einen Einstrom positiver Ladungen
(Ca®>*?) zur Folge. Daraus koénnten Aktionspotentiale bei tberschwelliger
Depolarisierung resultierenden. Zusatzlich ware es auch moglich, dafl durch den
Ca®"-Einstrom die Ausldsung von Aktionspotentialen durch eintreffende EPSPs aus
anderen Zellen erleichtert wird. Im intakten Tier wirde die einsetzende Ventilation zu
einem verstarkten Abstransport von CO; fuhren. Im isolierten ZNS waére vorstellbar,
daR durch den Ca?'-Einstrom ein Gegenstrom negativer Ladung aus der Zelle
erfolgt, also z.B. HCO3 -lonen, was dann auch zu CO,-Abbau in der Zelle fiihren
wirde. Jedenfalls ist zu vermuten, daf3 die intrinsische Rhythmizitdt (CPG) des
isolierten ZNS von COz-Empfindlichkeit beeinflut wird, die auch mit dem
Bikarbonatsystem gekoppelt sein kann. Auch Frisch (1993) fand beim zentralen
Rhythmusgenerator des Ovipositor-Herzens der Grille Acheta domesticus einen
deutlichen Effekt von CO,. Generell spielt aber auch Sauerstoffempfindlichkeit eine
Rolle (s. Kapitel 3.2.2.1 u. vergl. Kapitel 4.3).

Zusammenfassend la3t sich also sagen, daf sich - unter Bertcksichtigung
Untersuchungen anderer Autoren an intakten Tieren (s. oben) - mehrere plausible
Hypothesen Uber die Faktoren mdglicher neuronaler (z.B. CO,- oder O»-sensitive
Neurone, s.u.) oder metabolischer Mechanismen (Zellatmungseinfliisse) ergeben,
die den endogenen Rhythmusgenerator im Ganglion von Insekten beeinflussen

konnten. Weitere Untersuchungen hierzu sind erforderlich.

4.3 Wirkungen verschiedener Partialdricke von Oz und CO;

Nachweis eines Sauerstoffrezeptors
Die Ergebnisse zur Untersuchung der Sauerstoffsensivitat des isolierten ZNS weisen
erstmals klar auf zentrale Chemorezeption hin, die verschiedene Konzentrationen

von Sauerstoff wahrnehmen kann. Dies zeigten hochsignifikante Effekte durch
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Partialdruckdnderungen von Sauerstoff auf die ventilatorische Rate. Der spezifische
Einfluld von Sauerstoff auf die Ventilation im isolierten Nervensystem war bisher nicht
klar gezeigt worden (vergl.: Miller, 1960; Kinnamon et al.; 1984). Die Daten der
vorliegenden Arbeit deuten auf eine ahnliche Bedeutung der Sauerstoffrezeption, wie
sie bereits bisher fir CO, angenommen wurde (s. unten). Kinnamon et al. (1984)
konnten einige Hinweise auf mdgliche Sauerstoffrezeptoren im ZNS der aquatischen
Larve von Corydalus cornutus (Schlammfliege) erbringen. Hypoxie fihrte zur
Erh6éhung der ventilatorischen Frequenz. Gleichzeitig unterstreichen die Autoren,
dal? nur wenige Informationen Uber evtl. Sauerstoffrezeptoren bei Insekten bekannt
seien und vermuten eine zentrale Lokalisierung im ZNS. Die Frage nach einer
respiratorischen Chemorezeption fur Sauerstoff im Insektennervensystem ist also in
der Vergangenheit eher vernachlassigt worden. Im Allgemeinen sind nur wenige
Daten uber Sauerstoffrezeptoren bei Arthropodennervensystemen erhaltlich. Taylor
(1980) erwahnte Sauerstoffrezeptoren im ZNS von Krustaceen. Im Gegensatz zu
diesem bislang relativ geringen Wissen uber die Situation bei Arthropoden ist die
Existenz von CO»- und Sauerstoffsensivitat bei Vertebraten gut erforscht und
bekannt (Zigmond et al., 1999). Einige Untersuchungen an intakten Insekten zeigten
hingegen die Bedeutung von divergierenden Konzentrationen des Atemgases
Sauerstoff: Greenlee und Harrison (1998) konnten fir intakte Schistocerca
americana einen klaren Abfall der ventilatorischen Aktivitat mit steigenden
Sauerstoffpartialdricken zeigen. Dieser Befund korrespndiert gut mit den
Ergebnissen, die fur Taeniopoda eques, sowohl im intakten Tier als auch im
isolierten ZNS gefunden werden konnten und untermauert die Annahme eines
Rezeptors, der Sauerstoff detektiert. Erst kirzlich konnten Chappell et al. (2000) bei
zwei Cerambycidenkafern (Phorcantha recurva und P. semipunctata) einen Wechsel
von diskontinuierlicher hin zu kontinuierlicher Ventilation zeigen, der durch schwere
Hypoxie (PO, < 5-6%) hervorgerufen wurde. Die Autoren konnten auf3erdem zeigen,
dafd sich mit fallendem Sauerstoffpartialdruck (P0,=20,95%, 15,7% und 10,4%) die
Dauer des diskontinuierlichen Gasaustauschzyklus' verkirzte: die Kéafer atmeten
schneller durch Hypoxie. Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen die im intakten
Tier und im isolierten ZNS von Taeniopoda eques gefunden wurde (s. Tabelle 1),
scheint nicht markant zu sein. Im Zusammenhang mit den oben angefihrten

Beispielen anderer Autoren ist dies ein weiterer Hinweis auf den Sauerstoffrezeptor.
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Nachweis eines Kohlendioxidrezeptors

Der ANOVA-Test auf eine Chemorezeption auch fur CO, ergab signifikante Resultate
- obwohl die Datenbasis mit N=4 relativ niedrig war. Die Daten dieser Arbeit und die
Annahme eines CO»-Rezeptors werden durch die Resultate anderer Autoren (Case,
1957; Miller, 1960; Mill & Hughes, 1966) gestutzt. In intakten Individuen der
Heuschrecke Schistocerca americana zeigten Krolikowski & Harrison (1996) einen
Anstieg ventilatorischer Frequenzen, die durch hyperkapnische Bedingungen
verursacht wurden. Dies ist mit den Daten vergleichbar, die in der vorliegenden
Arbeit fur isolierte ZNS von Schistocerca americana erhalten wurden: hierbei fuihrten
hohe Partialdriicke von CO, im Gasgemisch zu einem statistisch signifikanten
Anstieg der ventilatorischen Frequenzen des neuralen Outputs. Auch Hustert (1975)
konnte dies fUr intakte Tiere zeigen. Eventuelle Einflisse des pH-Wertes (der
wahrend der Aufzeichnungen nicht kontrolliert wurde) sind zwar nicht ganz
auszuschlieen, aber eher unwahrscheinlich, da auch Gulinson & Harrison (1996)

herausstellen, dal3 CO, und nicht der pH-Wert fir die Ventilation Bedeutung hat.

Zellulare Rezeptoren und ihre mégliche Lokalisierung im Nervensystem von Insekten
Die Frage nach der Struktur von zentralen O,- und CO;-Rezeptoren mufl3
gegenwartig theoretisch bleiben. Die rezeptiven Fahigkeiten kdnnten direkt durch
verteilte metabolische Prozesse aber auch uber einzelne Zellen (Neurone oder auch
Gliazellen), die direkt auf O, oder CO, reagieren, bedingt sein. Die Schnelligkeit, mit
der jedoch Frequenzanderungen im isolierten ZNS (ohne tracheale Versorgung)
nach Verédnderung der Atemgaskonzentrationen jedoch beobachtet wurden (s. z.B.
Anhang Il: Abb. cE), lassen eher einen zellularen Rezeptor vermuten. Ein deutlicher
und unmittelbarer Einflu? von Sauerstoff auf die Aktivitat einzelner Nervenzellen
konnte auch auf intrazellularer Ebene nachgewiesen werden (s. Kapitel 3.3.4).
Dieser EinfluR kénnte durch an der Ganglienoberflache lokalisierte Zellen vermittelt
sein. Mdgliche "Kandidaten" sind Gliazellen, die in Insektenganglien schon
Gegenstand von solchen Untersuchungen waren (Treherne, 1972). Hierbei wurden
der morphologische Aufbau des Neurilemms und ionale Strome untersucht. Eigene
Dextranfarbungen der Ganglienoberflaiche (s. Abbildung 6) zeigten von dort
ausgehende astrozytenférmige Zellen an, die mdoglicherweise in der Lage sind,
externe Partialdruckanderungen von Sauerstoff (und COy;) wahrzunehmen.

Gliazellen bei Insekten werden als moglicher Teil der Signaltransduktion angesehen,
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u. a. weil sie sich ins eigentliche Neuropil der Ganglien erstrecken (Dettner & Peters,
1999). Hier kdnnten in spateren Arbeiten z.B. den Farbungen folgende histologische
Schnitte des Ganglions Klarheit verschaffen.

Zellulare Chemorezeption fur CO, ist bei einer Reihe von Insekten - wie z. B.
Schmetterlingen, parasitische Dipteren, Honigbienen u.a. (Dettner & Peters) -
nachgewiesen. Im Allgemeinen befinden sich diese Rezeptoren auf der Oberflache
des Insekts und &neln in ihrer Morphologie der von Geschmacksrezeptoren. Die
Lokalisierung von Rezeptoren fur Sauerstoff und CO, ist nicht eindeutig geklart.
Vermutlich befinden sie sich zentral im Ganglion, wie es schon friher fir CO;
angenommen worden war (Miller, 1960). Auch Case (1957) erachtete eine verstarkte
Fokusierung auf das Innere des Nervensystems als notwendig zur Untersuchung von
respiratorischer Chemorezeption bei Insekten. Miller (1960) vermutete CO»-
Rezeptoren im Kopfganglion und in den Thorakalganglien von Schistocerca gregaria.
In der vorliegenden Arbeit wurden vom ZNS nur das Mesothorakalganglion bis zum
1. freie Abdominalganglion entnommen. Eine Uber das ganze ZNS verteilte
Chemorezeption ist aber wahrscheinlicher als Konzentration auf eine bestimmte
Region im Nervensystem, an dem sich respiratorische Chemorezeptoren befinden
konnten. Harrison et al. (1991) und Harrison (personl. Mitt.) vermuteten sensitive
Mechanismen fur Partialdruckédnderungen innerhalb der Tracheen. Die Daten aus
den hier vorliegenden Ergebnissen - insbesondere die Versuche zur O,-Sensivitat im
isolierten ZNS (s. Kapitel 3.2.2.1 und 3.2.2.2, Anhang tc, A-G) - deuten nun eher auf
eine Lokalisierung direkt innerhalb des Neuropils des Ganglions hin. Es kann jedoch
auch weiterhin nicht ausgeschlossen werden, daf3 auch innerhalb der feinen
Tracheendaste, welche das Ganglion versorgen, sich die eigentlichen Rezeptoren fir

Partialdruckéanderungen befinden.

Interaktion zwischen Sauerstoff-und CO»-Rezeptoren?

Die Ergebnisse aus einigen Versuchen (s. Abb. 17 und 18 und Anhang I, d , D-F)
lassen eine gewisse Interaktion zwischen den Einflissen der Partialdricke von
Sauerstoff und Kohlendioxid auf das ZNS vermuten: in diesen Experimenten zum
EnfluR des Kohlendioxidpartialdrucks auf die Ventilation wurde N, stabil gehalten
wahrend  Sauerstoff variiert wurde. Dies bedeutete einen sinkenden
Sauerstoffpartialdruck bei gleichzeitig steigendem CO2-Partialdruck. Die Effekte von

steigendem COz-Partialdruck (Frequenzanderungen) waren sehr viel deutlicher als
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bei den Experimenten, in welchen & bei 50% konstant gehalten wurde (s. Abb. 15
und Anhang I, d, A-C). Dies scheint auf eine unterdriickende Wirkung von hohen Q-
Partialdricken auf die Ventilation zurlickzufihren zu sein, welche stérker ist, als die
Wirkung frequenzsteigernder hoher CO»-Partialdriicke. Interessanterweise war die
ventilatorische Frequenz im isolierten ZNS in 21% Sauerstoff (also Atmosphéarenluft)
leicht erhoht gegenuber der reinen 20%igen Sauerstoffatmosphare. Dies konnte auf
das fehlende CO; in 20% zurickzufihren sein, was als ein weiteres Indiz fur die

vermutete Interaktion angesehen werden kann.

Hypoxieeffekte im Insektennervensystem im Vergleich mit dem ZNS von Saugern

In Abbildung 12 (12-l) ist deutlich eine Erholung des ZNS nach erfolgter totaler
Hypoxie und daraus resultierender totaler ventilatorischer Inaktivitat zu erkennen.
Dieser "Recovery"-Effekt scheint auch bei Vertebraten aufzutreten (nachgewiesen in
Brainslices von Mausen) und wurde als "biphasische Antwort" bezeichnet (Bureau et
al., 1984; Richter et al, 1991; Haddad & Jiang, 1993). Sie ist gekennzeichnet durch
einen anfanglichen Anstieg der ventilatorischen Frequenz als Antwort auf Hypoxie,
gefolgt von einem Abfall der Ventilation, die bis zum volligen Stillstand der Ventilation
fuhren kann. Genau dieser Ablauf ist in Abbildung 12 erkennbar bei Herabsetzung
des Sauerstoffpartialdrucks. Eventuell liegen hier &hnliche Mechanismen bei

Insekten vor, wie sie bislang fur Sdugetiere bekannt waren.

Verhaltensbeobachtungen im intakten Tier zu Formen der abdominalen Atmung

Es konnte beobachtet werden, dal3 die verwendeten Versuchstiere bei Hypoxie,
Hyperkapnie und auch Hyperoxie auf zweierlei Weise reagierten: zum einen mit einer
Frequenzerh6hung, zum anderen aber auch mit Volumenerweiterung oder
Intensivierung der einzelnen Atemzilge. Dies zeigte sich besonders deutlich bei
Hyperoxie. Auch im isolierten ZNS konnte dies beobachtet werden.

In Begleitversuchen konnte auch bei Flugverhalten beobachtet werden, dal3
physiologische Anstrengung nicht nur zu einer Frequenzerhdéhung fuhrten, sondern
auch vertiefte Atemzlge erfolgten. Krolikowski und Harrison (1996) zeigten
Frequenzerhbhungen als charakteristische Antwort von Heuschrecken auf

Anstrengung.
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4 4 |dentifizierte Interneurone

Im semiintakten Praparat

Die im semiintakten Praparat gefundenen Interneuronen spiken Kkorreliert zur
rhythmischen Atmungsaktivitat.

Die wichtigste Charakteristik ventilatorischer Interneurone, die zum CPG gehoren, ist
nach Ramirez & Pearson (1989) seine sog. Reset-Eigenschaft (s. Kapitel 2.5). Fur
die gezeigten IN, die im semiintakten Praparat (mit intakten Afferenzen) abgeleitet
wurden, konnte diese Eigenschatft hier nicht nachgewiesen werden.

Die Identifizierung einer mdglichst groRen Anzahl von Interneuronen des
ventilatorischen Netzwerkes ist fur eine tiefergehende Beschreibung des sehr
komplexen CPG der Heuschreckenatmung dringend erforderlich. Die bisherigen
Untersuchungen (Ramirez & Pearson 1989) deuten auf eine Vielzahl von
Interneuronen hin, die direkt oder indirekt an der ventilatorischen Rhythmogenese im
ZNS von Heuschrecken beteiligt sind. Fur diese Vielzahl existiert wahrscheinlich ein
primdres verschaltendes Zentrum ventilatorischer Aktivitst - im medianen,
komissuralen Bereich des ‘"echten" Metathorakalganglions und des 1.
Abdominalneuromers. Dies ergibt sich u. a. aus visueller Beobachtung der
abdominalen Pumpbewegungen  ventilatorischer =~ Muskeln  wéhrend  der
Intrazellularexperimente im semiintakten Praparat (bei Einstich in dieser Region
manchmal erhohte Atemfrequenzen), der charakteristischen Morphologie von
identifizierten Interneuronen in dieser Arbeit (typische Anatomie deszendierender
Interneurone des Metathorakalganglions, vergl. Ramirez & Pearson (1989)) und der
gelegentlichen Steigerung der Atemfrequenzen des Monitors bei Ableitungen im
isolierten ZNS (s.u.). Die meisten der identifizierten intersegmentalen IN, die von
Pearson (1982) sowie von Ramirez & Pearson (1989) gefunden wurden, zeigen eine
weitldufige Verastelung der Axone und Dendriten in dieser relativ dorsal-medianen
Neuropilregion. Oftmals zeigen die deszendierenden Bereiche der in das
kontralaterale Konnektiv ziehenden Axone sichtbare synaptische Endigungen in den
homologen Bereichen der anderen Neuromere. Dies zeigte sich auch fir VentIN2 (s.
Abbildung 20) deutlich. Beim VentIN1 (s. Abbildung 19) handelt es sich um ein
lokales Interneuron. Bisher ist kein lokales Interneuron beschrieben worden, welches

zum ventilatorischen Netzwerk korreliert werden konnte.
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Im isolierten ZNS mit intakter trachealer Versorgung

Die im isolierten ZNS mit beibehaltener trachealer Versorgung nachgewiesenen
Interneurone (s. Abbildungen 21-28) der Ventilation muissen in verschiedene
Kategorien unterteilt werden (s. Tabelle 2). Einige kénnen als zum Netzwerk
gehdrend bezeichnet werden, im Gegensatz zu den im semiintakten Préparat (s.o.)
nachgewiesenen, bei denen ja ein sensorischer Einfluld nicht ausgeschlossen
werden kann. Daher wurden diese Interneurone als “korreliert® zum Netzwerk
bezeichnet. Auch bei den in friheren Untersuchungen zur ventilatorischen
Rhythmogenese (Pearson 1982, Ramirez & Pearson 1989) identifizierten
Interneuronen ist nicht auszuschlieRen, dal3 deren "resetting properties” nicht
unbedingt bedeuten, daf} sie zum essentiellen Netzwerk gehdren. Schon Pearson
(1980) betonte, dall bei den zwei von ihm beschriebenen ventilatorischen
Interneuronen nicht ausgeschlossen werden kann, daf diese bei langsamer Atmung
nicht rekrutiert werden. Sie konnten evtl. auch modulierende oder vermittelnde
Funktionen zu anderen Netzwerken haben (Hustert, pers. Mitteilung), oder auch
sensorisch beeinflul3t sein. Bei den hier im isolierten ZNS gezeigten Interneuronen
kann  afferenter Einflu@  weitgehend verneint werden. Einflisse von
atemgassensitiven Rezeptoren (fir Sauerstoff oder Kohlendioxid) kénnen jedoch
angenommen werden. Daher gehoren diese Neurone zum ventilatorischen Netzwerk

bzw. sind Teil des Netzwerks, welches intrinsisch tatig ist.

Komponenten des Zentralen Rhythmusgenerators (CPG)

Einen vdllig neuen Einblick in die zugrundeliegenden Mechanismen der
ventilatorischen Rhythmogenese geben die Ergebnisse, welche im Zusammenhang
mit dem VentIN-4 (Abbildung 22) gefunden wurden. Das Interneuron, dessen Axon in
die Abdominalganglien deszendiert, zeigte im "ungestorten" Zustand eine
Autorhythmizitdt, die ventilatorische Bursts in  kleinen diskontinuierlichen
"Burstgrippchen” hervorbringt mit einem unterlagerten kontinuierlichen PSP-
Rhythmus (s. Abb. 22-I-A). Diese Muster kleiner Burstgruppen fanden sich auch in
Ableitungen von efferenten ventilatorischen Nerven wieder, welche Motoneurone
enthalten, die die abdominalen Muskeln ansteuern. Hier traten diese Muster
charakteristisch beim Ubergang von kontinuierlicher zu diskontinuierlicher Atmung
auf. Das Interneuron konnte hyperpolarisiert werden, so dald die EPSPs deutlicher

sichtbar wurden (s. Abb. 22-FB und 22-ll), welche von anderen auf dieses
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Interneuron aufgeschalteten Interneuronen stammen mussen. Immer wenn die sich
summierenden EPSPs Uberschwellig wurden, kam es zu Bursts. Das bedeutet, dal3
hinter diesem Kommandoneuron ein Netzwerk weiterer Interneurone steht, das als
"inneres Uhrwerk" feuert und nur fakultativ Uberschwellige Reaktionen des VentIN-4
hervorufen. Eine mogliche Erklarung wére variable An- und Abkopplung von
aufgeschalteten Neuronen. Gleichzeitig zeigte sich eine heftige Reaktion des
Interneurons auf die Ricksetzung der Hyperpolarisierung ("Rebound”). Es kam zu
einer immer schneller werdenden Burstserie. Dies deutet auf eine positive
Ruckkopplung des Kommandoneurons auf das antreibende Netzwerk und somit
auch auf sich selbst hin, d.h. neben seiner Funktion als auf Motoneurone und andere
Interneurone aufgeschaltetes Neuron, kommt diesem identifizierten Neuron
modulierende Wirkung auf das basale "innere Uhrwerk" zu. Dieses "Autofeedback",
das das Neuron uber das Netzwerk ausubt, wird wahrscheinlich im intakten Tier
durch eine sensorische oder metabolische Triggerung (vermehrte Atmung und damit
einhergehend z. B. sinkende CO;-Konzentration im Gewebe) wieder gehemmt, wenn
ein neuer Sollzustand hergestellt ist. Im isolierten ZNS ist diese sensorische
(metabolische) Riuckmeldung ausgeschaltet und kann nicht mehr ausbalancierend
auf Kommandoneurone wirken (wie z.B. im Fall des gefundene Interneurons) und die
positive Ruckkopplung hemmen. Die im intakten Tier vorgefundene Gruppenatmung,
die auch extrazellular in den Ableitungen efferenter Nerven im isolierten
Metathorakalganglion nachgewiesen werden konnte (s. Abbildung 2), kdnnte hiermit
erklat werden. Dafl mechano-sensorische Reize auf die Ebene der
Kommandoneurone einwirken koénnen, konnte in friheren Untersuchungen
(Consoulas & Hustert, unveréffentliche Daten) gezeigt werden.

Robertson (1986) beschrieb eine solche gegenseitige Rickkopplung von
Interneuronen des Flugrhythmusgenerators, welche auch im deafferentierten
Préaparat ihre Funktion als koordinierendes Netzwerk der Motoneurone der Elevator-
und Depressoraktivitat erfiliten. Ein &hnlicher Befund ergab sich auch fir das
VentIN-5 (s. Abbildung 23). Diese Neuron entladt fast simultan mit inspiratorischen
Einheiten des N2 (intrazellulare Aktivitdt setzt etwas friher als die korrelierte
extrazellulare Aktivitat ein). Auch bei VentIN-5 fuhrte eine Ricksetzung der Inhibition
("Rebound"”) zu immer schnellerer Burstfolge (s. Abbildung 23 C). Also wirkt auch
dieses Neuron Uber das Netzwerk auf sich selbst zurtick. Deutlich erkennbar war

auch, dal3 die motoneuronale Aktivitdt wahrend Dauerhyperpolarisierung gehemmt
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wurde. VentIN-5 treibt und hemmt die die Inspiration also. Diese Neurone kdnnten
sowohl eine weitere essentielle Komponente des Netzwerkes sein als auch ein
integraler Bestandteil des origindren "pacemakers”, da es zwar die physiologischen
Eigenschaften eines Kommandoneurons hat, aber gleichzeitig eine untypische
Anatomie im Vergleich z.B. zu den VentIN-2 und 4 bzw. im Vergleich zu einer Reihe
von anderen Autoren identifizierten Interneuronen (Ramirez & Pearson, 1989). Die
Tatsache, dal} es sich bei VentIN-5 um ein im isolierten ZNS aktives Interneuron
handelt, untermauert diese Vermutung ebenso, wie die auffalligen Verzweigungen
des Axons in Richtung der lateralen Neuromerbereiche, also dem Sitz der Somata

ventilatorischer Kommandoneurone.

Verschaltende (antreibende?) und korrelierte Interneurone des CPG

Die in Tabelle 2 vorgenommene Klassifizierung (s. Kapitel 3.3.3) basiert bei den als
"verschaltend” bezeichneten Interneuronen Uberwiegend auf indirekten Hinweisen
bzw. Analogschlissen, da eine Korrelation zum extrazellularen Monitor nur bei den
VentIN-8 und 10 gelang. Gleichzeitig sind diese Neurone in ihrer wahrscheinlichen
Funktion getrennt zu betrachten von denen, die in dieser Arbeit als
"Kommandoneurone” oder "Komponenten des CPG" Kkategorisiert sind. Die
letztgenannten erfullen wichtige Eigenschaften, um sie fur die Rhythmogenese als
essentiell zu betrachten (vergl. Ramirez & Pearson, 1989). Diese Zuordnung kann
man den verschaltenden bzw. korrelierten Interneuronen nicht zubilligen (z.T.
aufgrund nicht gentigender Informationen zur Physiologie). Die VentIN6-10 gehdren
in diese Kategorie.

Das VentIN6 (s. Abbildung 24) hat ein lateral im 1. Neuromer liegendes Soma. Der
festgestellte Dauertonus - mit gelegentlichen kurzen phasischen Abschnitten - und
der in das Mesothorakalganglion aszendierende Ast kdonnten auf eine Funktion zur
Stigmenkoordination im Mesothorax hindeuten. Bei Burrows (1996) ist angefuhrt,
dall die mesothorakalen Stigmen durch einen SchlieBermuskel verschlossen
gehalten werden. Eine Ansteuerung durch ein tonisch angesteuertes Motonneuron
konnte die Grundlage fir den Stigmenverschlul? sein. Gleichzeitig zeigt das Neuron
Aufzweigungen im medianen Bereich, dort wo sich das vermutlich verschaltende
Neuropilareal des priméaren Oszillators des CPGs befindet. Deutlich zu erkennen ist
bei VentIN-6 auch, dall es synaptische Inputs von anderen aufgeschalteten

Neuronen erhalt (EPSPs, s. Abbildung 24 B und C) und durch Depolarisierung
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getrieben wird. Eine verschaltende Funktion zu anderen Netzwerken kann daher
nicht ausgeschlossen werden. Zu den wahrscheinlich verschaltenden Interneuronen
gehdren auch die VentIN9 und 10. Hervorstechend sind diese beiden Interneurone
schon aufgrund der guten anatomischen Beschreibbarkeit anhand der detailgenauen
Farbungen, aber insbesondere anhand ihrer insgesamt fur ventilatorisch gekoppelte
Neurone ungewohnlichen Anatomie. Das VentIN9 mit seinen ipsilateral
deszendierenden und aszendierenden Axonen, sowie den auffalligen Verzweigungen
mit den deutlich synaptischen Endigungen im Bereich von Neuronen des
Flugrhythmusgenerators (Hedwig & Pearson, 1984; Burrows 1996), weisen auf ein
moglicherweise zum Flugrhythmus verschaltendes Neuron hin. Da auch auffallige
Verzweigungen zu beiden lateralen Neuronenbereichen vorhanden sind, scheint eine
Verbindung zu ventilatorischen Neuronen wahrscheinlich. Bei Pearson et al. (1989)
fand sich ein Interneuron mit einer verbliffend &hnlichen Anatomie: ipsilateral
aszendierendes und deszendierendes Axon, laterales Soma im 1. Neuromer, starke
dendritische Verzweigungen mit synaptischen Endigungen in der gleichen Region
wie VentIN9, aber keine auffalligen Abzweige in beide Ganglienhélften in den
Bereich ventilatorischer Neurone. Dieses Neuron sprach auf sensorische Eingange
vom Chordotonalorgan der Hinterfligel an. Es hatte also eine sensorisch-
verschaltende Funktion. Dies kann als weiterer Hinweis auf die verschaltende
Funktion von VentIN9 zwischen ventilatorischem Netzwerk und Flug gewertet
werden. Der Dauertonus mit kurzen phasischen Unterbrechungen, den das VentIN9
zeigt, erlaubt auch eine Rolle fir die Stigmenkoordination zu postulieren, wie auch
fur das VentIN6 (s.0.) Das VentIN9, dessen heftiger Dauertonus durch
Depolarisierung beschleunigt werden konnte, wird wahrend seiner rhythmischen
Phasen evtl. inhibitorisch angesteuert. Prinzipiell kann ein solch komplexes Neuron
Bestandteil mehrerer Funktionen sein (Burrows, 1996). Die enge Verzahnung von
ventilatorischem Rhythmus und Fluggenerator wurde dementsprechend auch auch
schon mehrfach nachgewiesen (Burrows 1975, Ramirez 1998). Abschlie3end mulite
dies fur das VentIN9 in weiteren Untersuchungen in Relation zum extrazellularen
Monitor geklart werden.

Fur das VentIN-10 laR3t sich die Korrelation zum ventilatorischen Netzwerk deutlich
demonstrieren. Auf der unterlagerten starken tonischen Aktivitat sind die
rhythmischen, an die Inspiration gekoppelten, Entladungen des Interneurons zu

sehen (Abbildung 29 C). Die starken dendritischen Verzweigungen, mit klaren
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synaptischen Endigungen, sind lateral im Bereich des 1. Neuromers und des
eigentlichen Metathorakalganglions lokalisiert. Dort befinden sich u.a. Motoneurone
des Laufrhythmus (Burrows, 1996). Es kdnnte sich daher um eine zum Laufrhythmus
verschaltendes Interneuron handeln. Das aszendierende Axon macht auch hier eine
Funktion bei der Stigmenkoordinierung moglich.

Fur die VentIN7 und 8 lassen sich nur relativ geringfligige Interpretationen
hinsichtlich mdglicher Funktionen anstellen. Eine Korrelation zum ventilatorischen
Netzwerk ist fir das VentIN-8 eindeutig zu erkennen. Es wird inhibitorisch
angesteuert, wenn der extrazellulare Monitor expiratorisch feuert, aufgelagert auf
einen Dauertonus. Da die Anatomie beider Neurone unklar ist, kann lediglich
vermutet werden, dald es sich um Interneurone mit einer ahnlichen Struktur handel,
wie man sie beim VentIN 10 findet. Die mediane Lage des Somas unterstiitzt diese
Annahme. Bei VentIN-8 handelt es sich u.U. um ein Stigmen koordinierendes
Interneuron oder um eines, das inspiratorische Neurone hemmt (bzw. tonisch

antreibt) und bei Expiration entsprechend gehemmt wird (s. Abbildung 26).

Mehrebenen-Modell ventilatorischer Rhythmogenese

Untersuchungen zu neuronalen Mechanismen der Rhythmogenese bei Insekten
(insbesondere an Orthopteren) fanden beispielsweise am Rhythmusgenerator des
Laufens bei Stabheuschrecken (Fischer et al., 2000; Schmidt et al., 2000), am
Flugrhythmusgenerator der Heuschrecken (Robertson, 1986) und nicht zuletzt am
CPG der Atmung verschiedener Heuschreckenarten und bei Grillen statt (Burrows
1975 und 1981; Pearson, 1980; Ramirez & Pearson, 1989; Otto & Janiszweski,
1989; Ramirez, 1998). Kinnamon & Kammer (1983) untersuchten die neuronale
Kontrolle ventilatorischer Bewegungen bei der aquatischen Schlammfliegenlarve
Corydalus cornutus. Diese Autoren schlugen ein Modell vor, das eine direkte
inhibitorische und excitatorische Aufschaltung von speziellen identifizierten
Interneuronen auf zwei Motoneurone postuliert, welche die antagonistischen Muskeln
ansteuern, die die Atembewegungen bei Corydalus cornutus-Larven antreiben.

Robertson  (1986) entwickelte ein komplexes Modell der synaptischen
Verschaltungen von einer Reihe von Interneuronen, die untereinander inhibitorisch
und excitatorisch verschaltet sind, um die Depressor- bzw. Levator-
Motoneuronenaktivitdat zu koordinieren. Auch die bisherigen Untersuchungen zu

ventilatorischen Interneuronen bei Heuschrecken der 0.g. Autoren, ergaben Einblicke
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in die Funktion dieser Interneurone im ventilatorischen Netzwerk (vergl:
entsprechende Stellen der Diskussion).

Es zeigt sich, daR die zugrundeliegenden neuronalen Mechanismen auf der Ebene
der Zellen und synaptischen Verschaltungen zwar teilweise schon recht gut
verstanden wurden, dal3 aber das Zusammenspiel der verschiedenen
Netzwerkebenen im Insektennervensystem bisher nur wenig erklart werden konnte.
Die Komplexitdt neuronaler Netze, selbst bei so "einfachen" Organismen wie es
Insekten (respektive Arthropden) scheinbar sind, verhinderte bislang eine
umfassende und vollstandige Analyse von neuronalen Netzen. Nur bei Krustaceen
gelang es, das neuronale Netzwerk des stomatogastrischen System vollstandig zu
"entschlisseln” (Selverston & Moulin, 1986).

Aufbauend auf den bisherigen Ergebnissen dieser Untersuchung und den friiheren
Resultaten verschiedener Autoren (Burrows 1975, Pearson 1980, Ramirez &
Pearson 1989) wird daher die Hypothese eines essentiellen CPG im
Metathorakalganglion von Heuschrecken (und evtl. anderen Insekten) gestellt, der
als "inneres Uhrwerk" den Grundrhythmus der Ventilation vorgibt und auf
nachgeschaltete deszendierende (aszendierende?) Kommandoneurone - wie z.B.
VentIN 4 und 5 - mittlels EPSPs aufschaltet. Erst vor kurzem konnte der
wahrscheinliche Mechanismus, mit dem die respiratorische Rhythmogenese bei
Vertebraten (Nager) erfolgt, beschrieben werden (Koshiya and Smith, 1999). In
Slices vom Préa-Botzinger-Komplex im Hirnstamm konnten die Autoren eine
autonome Rhythmizitdt von inspiratorisch aktiven Neuronen nachweisen, die ein
Grundnetzwerk von Schrittmacherneuronen bilden durch synaptische Verschaltung
und die durch glutamaterge Synapsen desychronisiert werden koénnen. Eine
vergleichbarer Mechanismus ist nun aufgrund der vorliegenden Ergebnisse dieser
Dissertationsarbeit fir Heuschrecken bzw. Insekten zu vermuten. Gleichzeitig scheint
es die Theorie vom Rhythmusgenerator mit variabel Uberschwelliger Wirkung
(Koppelung) auf andere verhaltenssteuernde Netzwerke (Burrows 1975) zu
unterstutzen. Der Vorteill eines solchen Neuronennetzes wére nicht nur ein
bestandiger Output auf autorhythmische und modulierende ventilatorische
Interneurone (welche die Motoneurone versorgen), sondern konnte auch dem
kontinuierlichen synaptischen Ausgang auf verschiedene ankoppelbare motorische
Systeme dienen (Laufen, Fliegen, Eiablage, Defakation, H&utung), die aber

postsynaptisch nur dann Gberschwellig reagieren, wenn Bedarf besteht.
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In dem dargestellten Modell ist die moégliche Vernetzung der verschiedenen Ebenen
von oszilierendem ventilatorischen  Netzwerk, =~ Kommandoneuronen, sowie
nachgeschalteten (parallelverschalteten?) sekundaren (tertidren) Interneuronen in
den Abdominalganglien, Motoneuronen sowie sensorischen Einflissen illustriert.
Interaktionen sind durch Pfeile angezeigt.

Solche Interaktionen kdnnen sein: PSPs und elektrische Koppelung (Selverson &

Moulin, 1986) und humorale Wirkungen (Hustert, pers. Mitteilung).

SchlufRfolgerung und Ausblick:

Das isolierte Nervensystem kann eine grol3e Bandbreite von ventilatorischen
Mustern selbst erzeugen. Die Muster bewegen sich zwischen den Extremen
diskontinuierliche und kontinuierliche “"gestresste" Atmungsmuster. Untersuchungen
an intakten Tieren (Hustert, 1974; Herreid & Full, 1984; Bartholomew & Lighton,
1985; Lighton, 1990; Lighton & Lovegrove, 1990; Slama & Coquillaud, 1992; Lighton
& Berrigan, 1995; Krolikowski & Harrison, 1996; Williams et al., 1998) zeigen
Ahnlichkeiten mit den Mustern, wie sie im isolierten Heuschrecken-ZNS auftreten.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 die ventilatorischen Muster neuronalen oder
physiologischen Ursprungs sind. Weiterhin kann man ein "allgemeines Prinzip"
ventilatorischer Muster postulieren, das sich in verschiedenen Insektenfamilien
ausgebildet hat, z. B. Ameisen (Lighton, 1990), Libellen (Hughes & Mills, 1966),
Heuschrecken (Harrison, 1997), Schaben (Herreid & Full, 1984; Bartholomew &
Lighton, 1985) und Kéafer (Chown & Holter, 2000). So findet man kontinuierliche wie
auch diskontinuierliche Atmungsmuster - mit Ubergangsformen - Uber die ganze
Insektengruppe verteilt. Genetische Unterschiede, wie man sie bei Drosophila
melanogaster durch kinstliche Selektion mittels verschiedener
Luftfeuchtbedingungen hervorrufen konnte (Williams & Bradley, 1998), kénnten auch
bei anderen Insekten vorkommen. Dies konnte der langfristigen Anpassung von
Insektenpopulationen an sich verandernde Umweltbedingungen dienen.

Die zellularen Mechanismen der ventilatorischen Rhythmogenese konnten u. a. auf
ionalen Veranderungen an der Zellmembran basieren, die im Zusammenhang mit
dem Bicarbonatsystem stehen. Hierzu sind weitere Untersuchungen erforderlich.

Die vorliegenden Daten zur Atemgassensivitdt ergaben deutliche Beweise fir
respiratorische Chemorezeption in Insektennervensystemen - insbesondere neue

Belege fir eine Sauerrezeption - und unterstitzen die Ergebnisse friherer Studien
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zu CO,-Rezeptoren (Case, 1957; Miller, 1960; Kinnamon et d., 1984). Wahrend bei
Vertebraten (besonders in Saugern) die Forschung beeindruckende Fortschritte auf
diesem Gebiet gemacht hat, ist die Frage nach Atemgasrezeptoren von der
Insektenneurophysiologie eher vernachlassigt worden. Der Fokus muf3 nun zukinftig
auf die zellularen (oder molekularen/ionalen) Mechanismen gelegt werden. Ein erster
Schritt in diese Richtung gelang mit der Ableitung eines Neurons, das durch
Sauerstoffeinwirkung excitatorisch angesteuert wurde und von tonischer zu
phasischer ventilatorischer Aktivitat Uberging.

In der vorliegenden Arbeit, gelang es, weitere ventilatorische Interneurone zu finden,
die in ihrer Morphologie und Physiologie z.T. denen ahneln, die in friheren Arbeiten
identifiziert wurden (Burrows, 1975 u. 1982; Pearson, 1980; Ramirez & Pearson,
1989), z. T. aber auch von der typischen Erscheinugsform abweichen z. B. war
bislang kein lokales ventilatorisches Interneuron bekannt.

Die Arbeiten am isolierten ZNS erlaubten es nun auch anhand der intrazellularen
physiologischen Daten eine "innere Uhr" zu postulieren (wie es sich ja schon durch
die gewonnenen extrazellularen Daten abzeichnete, s.0.), die Grundelement im CPG
der Ventilation im Insekten-ZNS ist. Diese "innere Uhr" feuert immer rhythmisch,
auch wenn dies nicht immer efferent sichtbar wird. Einzelne identifizierte
Interneurone (z.B. VentIN4) sind auf dieses innere Netzwerk riickgekoppelt und sind
daher nicht nur getrieben von diesem, sondern auch Teil davon.

Als neuer Ansatz fur die ventilatorische Rhythmogenese kann auch die Postulierung
eines Antriebs des Basisnetzwerks durch tonisch aktive Neurone gelten, welche
maoglicherweise eine Doppelfunktion erfillen, weil sie auch als verschaltende
Elemente zu anderen Netzwerken fungieren konnten.

Der Bereich des Metathorakalganglions, der vornehmlich fur die intrazellularen
Ableitungen abgesucht wurde (kommissural-medianer Bereich, s.0.), fihrte zu einer
gewissen Selektivitdt bezlglich der gefundenen Interneurone. So wurden
vornehmlich intersegmentale Interneurone mit kontralateralem Axon gefunden. Es ist
daher sehr wahrscheinlich, daf} die koordinierte motorische Aktivitdt der Ventilation
im Zusammenspiel der Interneurone, nicht nur des Metathorakalganglions, sondern
auch mit Interneuronen nachgeschalteter abdominaler Ganglien, erfolgt. Es ist aber
ebenfalls nicht auszuschlieBen, dafld auch ipsilateral liegende Neuronengruppen
vorkommen, die in der Lage sind, die ndtigen ventilatorischen Muster zu erzeugen.

Ronacher et al.(1988) konnten zeigen, dal3 auch bei longitudinaler Sektion thorakaler
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Ganglien (als Durchtrennung des kommissuralen Bereichs) jede Ganglienhalfte
trotzdem Flugrhythmen erzeugen konnte. Gleichwohl ergaben sich in den friheren
Untersuchungen zur ventilatorischen Rhythmogenese bei Heuschrecken (Burrows,
1975 u. 1982; Pearson, 1980; Ramirez & Pearson, 1989; Ramirez, 1998) keine
Befunde, die auf etwas Ahnliches hinweisen. Eine Klarung dieser Frage ware fir
zukiinftige Arbeiten am ventilatorischen Netzwerk von Insekten sicher sinnvoll.

Allerdings zeigen die gegenwartigen dektrophysiologischen Methoden, die z. Z . in
der Insektenneurobiologie in Verwendung sind, einige Grenzen. Neuere
experimentelle Ansétze wéren in der Lage sind, das Zusammenspiel von
verschiedenen Neuronengruppen des ventilatorischen Netzwerks in verschiedenen
Bereichen des Insekten-ZNS zu beleuchten. Moglicherweise ist die Anwendung von
etablieten Methoden der Human- und Vertebratenneurobiologie (z. B.
computertomographische  Techniken oder Ca®*-Imaging) ein Weg, tiefere
Erkenntnisse zu gewinnen, als es de auf zellularer Ebene in den letzten 25 Jahren

gewonnenen moglich machten.
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6. Zusammenfassung

Ventilation und zugrundeliegende neuronale Rhythmogenese bei Insekten wurden
am Beispiel verschiedener Heuschreckenarten (Locusta migratoria, Schistocerca
gregaria, Schistocerca americana und Taeniopoda eques) auf der Verhaltensebene,
auf extrazellularer und intrazellularer Ebene sowie durch neuroanotomische Arbeiten
untersucht.

Farbungen mit CoCl2 zeigten Verlauf und Lage von potentiellen ventilatorischen
Interneuronen im Metathorakalganglion auf. Genauer konnte ein vermutliches
ventilatorisches  intersegmentales  Interneuron  aufgrund  seiner Lage und
anatomischen Struktur dargestellt werden.

Zur Lokalisierung moglicher Rezeptoren auf der Ganglienoberflache, die
Atemgaskonzentration in der Hamolymphe messen, wurden Farbungen des
Neurilemms mittels Farbstoff gekoppeltem Dextran durchgefiihrt. Angefarbte Zellen
zeigten einen neuritendhnlichen Fortsatz, der in das Ganglion hineinfuhrt. Potentiell
sind dies Rezeptoren, die sich a&ndernde Partialdricke im umgebenden Medium
wahrnehmen koénnten (s.u.).

Um von sensorischen und metabolischen EinfliRen ungestorte ventilatorische
Muster zu finden, wurde ein isoliertes Praparat eines ,atemaktiven“ Heuschrecken-
ZNS (Mesothorakalganglion- 1. freies Abdominalganglion) entwickelt. In
Langzeitableitungen wurden die auftretenden efferenten ventilatorischen Muster
registriert, wie in intakten Tieren. Es zeigte sich eine hohe Bandbreite ventilatorischer
Muster in Abhangigkeit von Temperatur, vorherigem Erregungszustand der Tiere,
sowie der Sauerstoffversorgung des Ganglions. Zwei Extremformen (mit
Ubergangsformen) traten auf: kontinuierliche, oft hochfrequente Stressatmung und
diskontinuierliche niederfrequente Ruheatmung (oft in Form insektentypischer
Gruppenatmung) mit langen Pausen zwischen zwei Burstgruppen. Deutlich konnten
charakteristische diskontinuierliche Atmungsmuster beobachtet werden, wenn am
isolierten ZNS die ventrale tracheale Versorgung beibehalten wurde, indem Kontakt
zur Atmosphéare bestand. Im Vergleich zur Atmung in verschiedensten
Insektenspezies, konnte gezeigt werden, dald typische ventilatorische
Verhaltensweisen offensichtlich intrinsisch im ZNS von Insekten erzeugt werden.

Experimente zu Atemgassensivitat des isolierten ZNS zeigten, daf3 fur Partialdriicke
von CO; und Sauerstoff Taeniopoda eques und Schistocerca americana sowohl im
intakten Tier als auch im isolierten Praparat (mit und auch ohne tracheale
Versorgung) ein signifikanter Zusammenhang zwischen sinkenden Partialdriicken
und steigenden ventilatorischen Frequenzen besteht. Dies weist deutlich auf eine Art
von Sauerstoffrezeptor im Ganglion hin, der erstmals direkt im ZNS terrestrischer
Insekten nachgewiesen werden konnte. Dabei konnte es sich um einen
Chemorezeptor aber auch um eine sauerstoffsensitive Sinneszelle handeln (s.0.).
Sauerstoffbegasung des isolierten ZNS flihrte in einem spezifischen Neuron zur
Entstehung ventilatorischer Rhythmen.

Intrazellulare  Ableitungen und Farbungen mit Lucifer Yellow wurden von
ventilatorischen Interneuronen im Bereich der Neuromere (insbesondere m Bereich
des 1. Neuromers) des Metathorakalganglions durchgefiihrt. Gearbeitet wurde im
semiintakten Préparat und im isolierten ZNS mit intakter trachealer Versorgung. Im
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semiintakten Praparat konnten zwei bisher nicht bekannte Interneurone identifiziert
werden, eines davon ein lokales Interneuron, fiur Heuschrecken erstmals
nachgewiesen. Im isolierten ZNS erfolgte die Ableitung und Farbung von weiteren
insgesamt 8  Interneuronen, zusammen die ventilatorischen Interneurone 1-10
(VentIN1-10). Es wurden folgende Kategorien von Interneuronen unterschieden:
"zum CPG korrelierte”, "Komponenten (Teile) des CPG" und "verschaltend zu
anderen Netzwerken". Besonders VentIN4 und Ventin5 erbrachten neue
Erkenntnisse zur ventilatorischen Rhythmogenese im Insektennervensystem.

Ein Mehrebenenmodell ventilatorischer Rhythmogenese wird vorgeschlagen:

Ein Kernnetzwerk von Interneuronen im Metathorakalganglion erzeugt einen
kontinuierlichen synaptischen Ausgang in Form von EPSPs auf nachgeschaltete
Interneurone, die variabel Uberschwellig aktiviert werden konnen und ihrerseits
inhibitorisch oder excitatorisch ruckgekoppelt wirken auf das Kernnetzwerk. Diese
Interneurone wiederum konnten auf sekundare (tertiare) Interneurone in den
Abdominalganglien aufschalten, welche dann die ventilatorischen Motoneurone
synaptisch versorgen. Sensorische und metabolische EinfliRe, die im isolierten ZNS
weitestgehend ausgeschaltet sind, sollten im intakten Tier ,von auflen* dieses
Netzwerk modulieren. Tonisch aktive Interneurone verschalten auf andere
ankoppelbare rhythmische Systeme (Hautung, Defékation oder auch Flug, Laufen,
Stridulieren) und treiben zusatzlich das Kernnetzwerk.
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7. Anhang

l. Frequenzhistogramme der Daueraufzeichnungen efferenter ventilatorischer
Aktivitdt von Locusta migratoria, Schistocerca gregaria, Taeniopoda eques u.
Anacridium aegypticum

A

Locusta migratoria

60

50 1

40

30 1

Bursts/Minute

20 1

10 T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 23 min

Ventilatorische Aktivitdét einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im isolierten Heuschrecken-ZNS  von  Locusta  migratoria.  Sequentielles
Frequenzhistogramm von Bursts/Minute. In der Aufnahme tritt diskontinuierliche Atmung auf, bei
niedrigen Burstfrequenzen. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt.

B

Locusta migratoria

60

50 1

DurchfluRstop Durchflustop DurchfluRstdr

40 A
DurchfluB3start l

Bursts/Minute

20

10

0
1 10 19 28 37 46 55 64 73 82 91 100 109 118 127 136 145 154 163 172 181 190 199 208
Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment 208 Min

Ventilatorische Aktivitdt einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im isolierten Heuschrecken-ZNS  von  Locusta  migratoria.  Sequentielles
Frequenzhistogramm von Bursts/Minute. Die gepunkteten Pfeile zeigen an, wenn am DurchfluR des
oxygenierten Ringers Anderungen vorgenommen wurden. Die Experimente fanden bei
Raumtemperatur statt.
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C

Locusta migratoria

60

50 1
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Bursts/Minute

20 1
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0123 4 0123 45 012 3 45 0123 456 012 3

Minuten Aufnahmezeit/ in diesem Experiment: 3 x 5 Min

Ventilatorische Aktivitat einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im isolierten Heuschrecken-ZNS  von Locusta  migratoria. Sequentielles
Frequenzhistogramm von Bursts/Minute. Hier erfolgten drei mal funf Minutenaufnahmen, mit Pausen
von jeweils 10 Minuten dazwischen. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt.

D

Locusta migratoria

60

50 1

40

30 1

Bursts/Minute

20 1

10 A

012 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 23 Min

Ventilatorische Aktivitdt einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im isolierten Heuschrecken-ZNS  von Locusta  migratoria.  Sequentielles
Frequenzhistogramm von Bursts/Minute. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt.
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Ventilatorische Aktivitat einer

Ventralnerv) im
Frequenzhistogramm von Bursts/Minute.

isolierten

Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 103 min

Langzeitaufnahme efferenter

Heuschrecken-ZNS

von

Nerven (metathorakaler

Locusta

migratoria.

niedrigen Burstfrequenzen. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt.
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Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 73 Min

Ventilatorische Aktivitat einer
Ventralnerv) im
Frequenzhistogramm von Bursts/Minute. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt. Rechte
Ordinate: Temperatur, Diamantensymbol.
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Langzeitaufnahme efferenter

Heuschrecken-ZNS

von

Nerven (metathorakaler

Locusta

0

migratoria.

Median-oder
Sequentielles

In der Aufnahme tritt diskontinuierliche Atmung auf, bei
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Median-oder
Sequentielles
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Locusta migratoria
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Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 58 min

Ventilatorische Aktivitat einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im isolierten Heuschrecken-ZNS  von  Locusta  migratoria.  Sequentielles
Frequenzhistogramm von Bursts/Minute. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt. Rechte
Ordinate: Temperatur, Diamantensymbol. Vierzackenstern: CO,-Zugabe zum Ringer, Flinfzackenstern:
Absenkung Ringerspiegel, dadurch mehr CO,-Kontakt, Rechteck: Austausch Ringer durch Q-reichen
Ringer.
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Locusta migratoria

60
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40 A

30 1

Bursts/Minute

20
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1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49

Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 50 min

Ventilatorische Aktivitdt einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im isolierten Heuschrecken-ZNS  von  Locusta  migratoria.  Sequentielles
Frequenzhistogramm von Bursts/Minute. In der Aufnahme tritt diskontinuierliche Atmung auf, bei z.T.
hohen Burstfrequenzen. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt.



Anhang-I

Locusta migratoria

60

50 4

40 1

30 1

Anzahl Bursts
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 25 Min

Ventilatorische Aktivitat einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im isolierten Heuschrecken-ZNS  von Locusta  migratoria.  Sequentielles
Frequenzhistogramm von Bursts/Minute. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt.

J

Schistocerca gregaria

60

40 A

30 1

Bursts/Minute

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 23 Min

Ventilatorische Aktivitdt einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im  isolierten  Heuschrecken-ZNS von  Schistocerca gregaria.  Sequentielles
Frequenzhistogramm von Bursts/Minute. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt.
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K

Schistocerca gregaria

60

40

30 1

Bursts/Minute

20 1

10 4

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45
Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 45 min

Ventilatorische Aktivitdt einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im isolierten  Heuschrecken-ZNS von  Schistocerca gregaria.  Sequentielles
Frequenzhistogramm von Bursts/Minute. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt.

Taeniopoda eques
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Minuten Aufnahmezeit/ in diesem Experiment: 83 min

Ventilatorische Aktivitat einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im Heuschrecken-ZNS von Taeniopoda eques. Sequentielles Frequenzhistogramm von
Bursts/Minute. In der Aufnahme tritt diskontinuierliche Atmung auf. Die kontinuierlichen Abschnitte
zeigen unregelmaBige Oszillationen von hohen zu niedrigen und wieder zu hohen Frequenzen. Die
Experimente fanden bei Raumtemperatur statt. Diamantensymbol: Temperatur, Skala = rechte y
Achse.

Vi
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Taeniopoda eques
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Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 75 min

Ventilatorische Aktivitat einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im Heuschrecken-ZNS von Taeniopoda eques. Sequentielles Frequenzhistogramm von
Bursts/Minute. In der Aufnahme tritt zu Beginn diskontinuierliche Atmung auf. Die Kkontinuierlichen
Abschnitte zeigen unregelméfiige Oszillationen von hohen zu niedrigen und wieder zu hohen
Frequenzen. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt. Diamantensymbol: Temperatur, Skala
= rechte y-Achse.
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Taeniopoda eques

60

50 1

30 1

Bursts/Minute

20

10 1

ittt ottt W ..

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57
Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 59 min

Ventilatorische Aktivitdt einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im Heuschrecken-ZNS von Taeniopoda eques. Sequentielles Frequenzhistogramm von
Bursts/Minute. In der Aufnahme tritt zum Ende diskontinuierliche Atmung auf. Die kontinuierlichen
Abschnitte zeigen unregelmaBige Oszillationen von hohen zu niedrigen und wieder zu hohen
Frequenzen. Die Frequenzen sind sehr niedrig insgesamt. Die Experimente fanden bei
Raumtemperatur statt.
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Taeniopoda eques
60 20
>
. 118
50 T ¢
. 14 ’ . . ’ . ’ . L 4 o 16 O
T14 5
40 T ag”
c
5 T2 %
@ 1 1 £
3 30 10 =
=
a T8 %
20 T ls &
6 g
14 #
10 T 4
2
0 0

1 7 13 19 25 31 37 43 49 55 61 67 73 79 85 91 97 103 109 115 121 127

Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 127 min

Ventilatorische Aktivitat einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im Heuschrecken-ZNS von Taeniopoda eques. Sequentielles Frequenzhistogramm von
Bursts/Minute. In der Aufnahme tritt keine diskontinuierliche Atmung auf. Die Kkontinuierlichen
Abschnitte zeigen unregelméfiige Oszillationen von hohen zu niedrigen und wieder zu hohen
Frequenzen. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt. Diamantensymbol: Temperatur, Skala
= rechte y-Achse.
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Taeniopoda eques
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Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 97 min

Ventilatorische Aktivitat einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im Heuschrecken-ZNS von Taeniopoda eques. Sequentielles Frequenzhistogramm von
Bursts/Minute. In der Aufnahme tritt diskontinuierliche Atmung auf. Aufféllig ist die lange Pause ohne
ventilatorische Aktivitat.Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt.
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Q

Taeniopoda eques

60 25

115

30 T

Bursts/Minute

2 T

Temperatur im Ringer (°C
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0 ++
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45
Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 45 min

Ventilatorische Aktivitdt einer Langzeitaufnahme efferenter Nerven (metathorakaler Median-oder
Ventralnerv) im Heuschrecken-ZNS von Taeniopoda eques. Sequentielles Frequenzhistogramm von
Bursts/Minute. In der Aufnahme tritt nur zum Ende diskontinuierliche Atmung auf. Die kontinuierlichen
Abschnitte zeigen unregelméaBige Oszillationen von hohen zu niedrigen und wieder zu hohen
Frequenzen, werden aber immer niedriger. Die Experimente fanden bei Raumtemperatur statt.
Diamantensymbol: Temperatur, Skala = rechte y-Achse.
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Minuten Aufnahmezeit/in diesem Experiment: 57 min

Ventilatorische Aktivitat von Langzeitaufnahmen efferenter Nerven (metathorakaler Median- oder
Ventralnerv) im isolatierten Heuschrecken ZNS von Anacridium &agypticum (Wildfang aus dem
Libanon). Sequentielles Frequenzhistogramm (Bursts/Minute).
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Il. Frequenzhistogramme* der Daueraufzeichnungen efferenter ventilatorischer
Aktivitat im isolierten ZNS (mit und ohne tracheale Versorgung) unter dem
EinfluB  verschiedener  Sauerstoff-und  Kohlendioxidpartialdricke  bei

Taeniopoda eques und Schistocerca americana )
*Jeder Grol3buchstabe kennzeichnet jeweils den Verlauf eines Experiments. Zur besseren Ubersichtlichkeit sind je 2
Experimente in einer Legende kombiniert

a. Einfluld von Sauerstoffpartialdriicken im intakten Tier

Intaktes Tier (Taeniopoda eques)
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Minuten Aufnahmezeit

Ventilatorische  Aktivitait des  "Pferdefaulpelzgrahlpfers" Taeniopoda eques. Sequentielles
Frequenzhistogramm von abdominalen Pumpbewegungen/Minute (S&ulen) unter variierenden
Partialdricken (in %) von Sauerstoff (PO,). Die Minuten zwischen zwei Sdulen ist die Zeitspanne ohne
Messungen. Der Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen Sauerstoffpartialdriicken -
die die Kammer mit dem Tier durchstromen - ist durch die senkrechten Pfeile markiert. Niedrige
Sauerstoffpartialdriicke steigern die Ventilation und hohe senken die ventilatorische Aktivitat. Basis
des Gasgemisches war N,.
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Intaktes Tier (Taeniopoda eques)
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Minuten Aufnahmezeit

Ventilatorische  Aktivitait des  "Pferdefaulpelzgrahipfers” Taeniopoda eques. Sequentielles
Frequenzhistogramm von abdominalen Pumpbewegungen/Minute (S&ulen) unter variierenden
Partialdricken (in %) von Sauerstoff (PO,). Die Minuten zwischen zwei Séulen ist die Zeitspanne ohne
Messungen. Der Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen Sauerstoffpartialdriicken -
die die Kammer mit dem Tier durchstromen - ist durch die senkrechten Pfeile markiert. Niedrige
Sauerstoffpartialdriicke steigern die Ventilation und hohe senken die ventilatorische Aktivitat. Basis
des Gasgemisches war N,.
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Intaktes Tier (Taeniopoda eques)
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Intaktes Tier (Taeniopoda eques)
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Minuten Aufnahmezeit

Ventilatorische  Aktivitdt des  "Pferdefaulpelzgrahlipfers" Taeniopoda eques. Sequentielles
Frequenzhistogramm von abdominalen Pumpbewegungen/Minute (Saulen) unter variierenden
Partialdricken (in %) von Sauerstoff (PO,). Die Minuten zwischen zwei Saulen ist die Zeitspanne ohne
Messungen. Der Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen Sauerstoffpartialdricken -
die die Kammer mit dem Tier durchstromen - ist durch die senkrechten Pfeile markiert. Niedrige
Sauerstoffpartialdriicke steigern die Ventilation und hohe senken die ventilatorische Aktivitat. Basis
des Gasgemisches war N,.
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b. EinfluR von Sauerstoffpartialdriicken im isolierten ZNS mit trachealer Versorgung

A

Isoliertes ZNS mit trachealer Versorgung (Taeniopoda eques )
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Minuten Aufnahmezeit

Isoliertes ZNS mit intakter trachealer Versorgung (Taeniopoda eques)
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Minuten Aufnahmezeit

Bursts/Minute

Efferente ventilatorische Aktivitat in isolierten ZNS mit intakter trachealer Versorgung - aufgenommen
von einem Median-oder Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - des
"Pferdefaulpelzgrashipfers Taeniopoda eques. Frequenzhistogramm der Bursts/Minute (S&ulen) unter
variierenden Sauerstoffpartialdriicken. Die Minuten zwischen zwei Séaulen ist die Zeitspanne ohne
Messungen. Der Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen Sauerstoffpartialdriicken -
die Petrischale mit dem isolierten ZNS durchstromen - ist durch die dicken senkrechten Pfeile markiert.
Niedrige Sauerstoffpartialdriicke steigern die Ventilation bis auf z. T. stundenlange Inaktivitat. In A
bewirkte erst die Herabsenkung des Sauerstoffpartialdrucks auf 0% (mit langer Verzégerung) einen
deutlichen Effekt. Dies konnte auf die in den Tracheen gespeicherte Luft zurlckzufihren sein und
deutet gleichzeitig auf hohe Hypoxiatoleranz des ZNS hin. In B zeigt sich bei % ein deutlicher
frequenzmindernder Effekt, wohingegen niedrige Partialdriicke keinen deutlichen Effekt bewirken.
Basis des Gasgemisches war N,.
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Isoliertes ZNS mit intakter trachealer Versorgung (Taeniopoda eques)
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Minuten Aufnahmezeit

Efferente ventilatorische Aktivitdt in einem isolierten ZNS mit intakter trachealer Versorgung -
aufgenommen von einem Median-oder Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - des
"Pferdefaulpelzgrashipfers Taeniopoda eques. Frequenzhistogramm der Bursts/Minute (S&ulen) unter
variierenden Sauerstoffpartialdriicken. Die Minuten zwischen zwei Saulen ist die Zeitspanne ohne
Messungen. Der Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen Sauerstoffpartialdriicken -
die Petrischale mit dem isolierten ZNS durchstromen - ist durch die dicken senkrechten Pfeile markiert.

Basis des Gasgemischs war N..
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c. EinfluB von Sauerstoffpartialdricken im isolierten ZNS ohne tracheale
Versorgung

Isoliertes ZNS (Taeniopoda eques )
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Minuten Aufnahmezeit
Efferente ventilatorische Aktivitat in isolierten ZNS - aufgenommen von einem Median-oder

Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - des "Pferdefaulpelzgrashipfers Taeniopoda
eques. Frequenzhistogramm der Bursts/Minute (S&ulen) unter variierenden Sauerstoffpartialdriicken.
Die Minuten zwischen zwei Saulen ist die Zeitspanne ohne Messungen. Der Wechsel zwischen den
Gasgemischen mit verschiedenen Sauerstoffpartialdriicken - die Petrischale mit dem isolierten ZNS
durchstromen - ist durch die dicken senkrechten Pfeile markiert. Niedrige Sauerstoffpartialdriicke
steigern die Ventilation und hohe senken die ventilatorische Aktivitat. Basis des Gasgemisches war N,.
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Isoliertes ZNS (Taeniopoda eques)
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Minuten Aufnahmezeit
Efferente ventilatorische Aktivitat in isolierten ZNS - aufgenommen von einem Median-oder

Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - des "Pferdefaulpelzgrashipfers Taeniopoda
eques. Frequenzhistogramm der Bursts/Minute (S&aulen) unter variierenden Sauerstoffpartialdriicken.
Die Minuten zwischen zwei S&ulen ist die Zeitspanne ohne Messungen. Der Wechsel zwischen den
Gasgemischen mit verschiedenen Sauerstoffpartialdriicken - die Petrischale mit dem isolierten ZNS
durchstrémen - ist durch die dicken senkrechten Pfeile markiert. Niedrige Sauerstoffpartialdricke
steigern die Ventilation und hohe senken die ventilatorische Aktivitat. Insbesondere in C zeigt sich
deutlich ein Effekt, nachdem wiederholt der Partialdruck auf 100% angehoben wurden und dann
abgesenkt. Basis des Gasgemisches war N,.
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Efferente ventilatorische Aktivitdt in einem isolierten ZNS - aufgenommen von einem Median-oder
Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - des "Pferdefaulpelzgrashipfers Taeniopoda
eques. Frequenzhistogramm der Bursts/Minute (S&ulen) unter variierenden Sauerstoffpartialdriicken.
Die Minuten zwischen zwei S&ulen ist die Zeitspanne ohne Messungen. Der Wechsel zwischen den
Gasgemischen mit verschiedenen Sauerstoffpartialdriicken - die Petrischale mit dem isolierten ZNS
durchstrémen - ist durch die dicken senkrechten Pfeile markiert. Insbesondere der letzte Abschnitt in
E zeigt wegen der durchgehenden Aufnahme den abgestuften Anstieg bei zunehmender Hypoxie.
Niedrige Sauerstoffpartialdriicke steigern die Ventilation und hohe senken die ventilatorische Aktivitat.
Basis des Gasgemisches war N,.
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Efferente ventilatorische Aktivitdt in einem isolierten ZNS - aufgenommen von einem Median-oder
Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - des "Pferdefaulpelzgrashipfers Taeniopoda
eques. Frequenzhistogramm der Bursts/Minute (S&ulen) unter variierenden Sauerstoffpartialdriicken.
Die Minuten zwischen zwei S&dulen ist die Zeitspanne ohne Messungen. Der Wechsel zwischen den
Gasgemischen mit verschiedenen Sauerstoffpartialdriicken - die Petrischale mit dem isolierten ZNS
durchstrémen - ist durch die dicken senkrechten Pfeile markiert. Niedrige Sauerstoffpartialdricke
steigern die Ventilation und lohe senken die ventilatorische Aktivitat. Besonders hervorzuheben ist in
der in G gezeigten Aufnahme, dafl bei einem Partialdruck von 10% die Ventilationsrate auf 76
bursts/min steigt, die hochste Uberhaupt gemessene Frequenz und nach 2% ein eindeutiger
Hypoxieeffekt zu erkennen ist. Die Skalierung geht in dieser Abbildung bis 80 Bursts/Min. Basis des
Gasgemisches war N,.
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d. Einflu3 von Kohlendioxidpartialdriicken im ZNS ohne tracheale Versorgung

Bei variiertem O,-Gehalt des Gasgemischs:

Isoliertes ZNS (Schistocerca americana)
50
45 4
Pco2=50%
40 A
Pco2=10%
35 1 1 34 34
o Pco2=3%
5 30
£ Pco2=5%
% 25 Pco2=20% 24
v 20 20 20 l
S 20 18
@ 16
| 14
15 12 12 12 12 12
10 10 10 10 10
10 1 8
5 -
0 i e P T T T T T T T T T T T A A e
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105 112 119 126 133 140
Minuten Aufnahmezeit
PCo2=0% Isoliertes ZNS (Schistocerca americana)
50
PC02=50%
45 o2=Atmosphere
40
35
Q 30 PCo2= 30
2 30 7 PC02=10% 20% 28 28 2
.'EE PC02=3%
= | l 24
@ 25 22 22 22
&
S 20 18
o 16 16
4 14 14
15 12 12 12 12 12
10 A
6
5 - |
0 T T T T T T T A T T T T T T T T T I T T T T

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105 112 119 126 133 140
Minuten Aufnahmezeit

Efferente ventilatorische Aktivitdt in einem isolierten ZNS - aufgenommen von einem Median-oder
Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - der amerikanischen Wustenheuschrecke
Schistocerca americana. Frequenzhistogramm der Bursts/Minute (Saulen) unter variierenden
Kohlendioxidpartialdriicken. Die Minuten zwischen zwei Saulen ist die Zeitspanne ohne Messungen.
Der Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen Kohlendioxodpartialdriicken -welche die
Petrischale mit dem isolierten ZNS durchstromen - ist durch die dicken senkrechten Pfeile markiert.
Niedrige Kohlendioxidpartialdriicke senken die Ventilationsrate und hohe steigern die ventilatorische
Aktivitat. Basis des Gasgemisches waren N und Sauerstoff. In diesen Experimenten wurde N, stabil
gehalten, wahrend O, und CO, variierten. In Anpassung an den CO,-Gehalt wurde O, verringert (von
50% am Gesamtgemisch=0% CO,).
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Isoliertes ZNS (Taeniopoda eques )
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Efferente ventilatorische Aktivitdt in einem isolierten ZNS - aufgenommen von einem Median-oder
Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - des "Pferdefaulpelzgrashiipfer" Taeniopoda
eques. Frequenzhistogramm der Bursts/Minute (Saulen) unter variierenden
Kohlendioxidpartialdriicken. Die Minuten zwischen zwei Saulen ist die Zeitspanne ohne Messungen.
Der Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen Kohlendioxodpartialdriicken -welche die
Petrischale mit dem isolierten ZNS durchstromen - ist durch die dicken senkrechten Pfeile markiert.
Niedrige Kohlendioxidpartialdriicke senken die Ventilationsrate und hohe steigern die ventilatorische
Aktivitat. Basis des Gasgemisches waren N2 und Sauerstoff. In diesem Experiment wurde N stabil
gehalten, wahrend O, und CO, variierten. In Anpassung an den CO,-Gehalt wurde O, verringert (von
50% am Gesamtgemisch=0% CO,).
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Bei konstantem O,-Gehalt des Gasgemischs:

D

Isoliertes ZNS (Schistocerca americana)
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Efferente ventilatorische Aktivitat in einem isolierten ZNS - aufgenommen von einem Median-oder
Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - der amerikanischen Wistenheuschrecke
Schistocerca americana. Frequenzhistogramm der Bursts/Minute (S&ulen) unter variierenden
Kohlendioxidpartialdriicken. Die Minuten zwischen zwei Saulen ist die Zeitspanne ohne Messungen.
Der Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen Kohlendioxodpartialdriicken -welche die
Petrischale mit dem isolierten ZNS durchstromen - ist durch die dicken senkrechten Pfeile markiert.
Niedrige Kohlendioxidpartialdriicke senken die Ventilationsrate und hohe steigern die ventilatorische
Aktivitat. In Dist erst ab einer CO,-Konzentration von 50% ein deutlicher Effekt zu sehen. Basis des
Gasgemisches waren N und Sauerstoff, das stabil gehalten wurde bei 50 %; in E ist kein drastischer
Effekt zu erkennen. Evtl. bewirkt der hohe Q-Gehalt eine Unterdriickung einer Frequenzsteigerung;
bei Anderung des CO,-Gehaltes wurde N, entsprechend angepasst.

XXI



Anhang-Il

F

Isoliertes ZNS (Schistocerca americana)

50

45 A
co2=Atmosphere P =50%
CO2 o

g |
35 3 Peoz=0% Pco2=20%
30 l Pco2=10% l 80
26

259 22

20

16 16
15
10
5
0 ............................................................

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60
Minuten Aufnahmezeit

Bursts/Minute

Efferente ventilatorische Aktivitdt in einem isolierten ZNS - aufgenommen von einem Median-oder
Ventralnerv des dritten fusionierten Abdominalganglions - der amerikanischen Wustenheuschrecke
Schistocerca americana. Frequenzhistogramm der Bursts/Minute (Saulen) unter variierenden
Kohlendioxidpartialdriicken. Die Minuten zwischen zwei Saulen ist die Zeitspanne ohne Messungen.
Der Wechsel zwischen den Gasgemischen mit verschiedenen Kohlendioxodpartialdriicken -welche die
Petrischale mit dem isolierten ZNS durchstrémen - ist durch die dicken senkrechten Pfeile markiert.
Niedrige Kohlendioxidpartialdriicke senken die Ventilationsrate und hohe steigern die ventilatorische
Aktivitat. Basis des Gasgemisches waren N und Sauerstoff,das stabil gehalten wurde bei 50 %; bei
Anderung des CO,-Gehaltes wurde N, entsprechend.
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