Die ritselhaften Grottenkrebse der Blue Holes

Sind Remipedia primitive Crustaceen oder

schwimmende Insekten?
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Zusammenfassung

Zu den erst seit den frithen 80er Jah-
ren bekannten Grottenkrebsen Remipedia
Yager 1981 wurden seit ihrer Entdeckung
zahlreiche Theorien beziiglich ihrer Ab-
stammungsverhaltnisse postuliert. So sind
Hypothesen von einer basalen Stellung
innerhalb der Crustacea Uber eine Ver-
bindung zu verschiedenen niederen und
hoheren Krebsen bis hin zu einer nahen
Verwandtschaft mit Hexapoda bekannt.
In diesem Artikel werden die neuesten Er-
kenntnisse auf diesem Gebiet prisentiert.
Des Weiteren wird ein relativ neuer Ansatz

zur Losung der Verwandtschaftsbeziehun-
gen vorgestellt. Bei dieser als Neurophy-
logenie bezeichneten Disziplin werden
Merkmale der Neuroanatomie und Neuro-
entwicklungsbiologie analysiert. Ein spezi-
eller Merkmalkomplex ist die Morphologie
und Verteilung von serotonergen Zellen im
Bauchmark der Arthropoda, welcher mit
Hilfe der Immunhistochemie dargestellt
werden kann. Hier wird die Methode der
Immunhistochemie vorgestellt und erste
Ergebnisse zum serotonergen System der
Remipedia prisentiert.
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Abb. 1 Fotos einiger Arten der Remipedia (nicht
mafRstabsgetreu). A: Cryptocorynetes haptodiscus.

Einleitung
Remipedia

Die Remipedia zihlen zu den bemer-
kenswertesten zoologischen Neufunden
der letzten 30 Jahre. Withrend einer Tauch-
expedition auf den Bahamas wurden 1979
erstmals Individuen dieser bis dahin unbe-
kannten Gruppe von Gliederfiflern (Ar-
thropoda) entdeckt und als eine neue Klas-
se der Crustacea beschrieben (Yager 1981).
Nach dieser Entdeckung wurden und wer-
den immer wieder neue Arten gefunden,
sodass mittlerweile 24 gesicherte Arten

Tab. 1
ten Arten pro Gattung.

B: Speleonectes tulumensis. C: Godzilliognomus
frondosus. Fotos Thomas M. lliffe.

aus drei Familien bekannt sind (Tab. 1).
Dartiber hinaus liegen Exemplare von
circa fiinf unbeschriebenen Arten vor
(Abb. 1). Zuletzt wurde die Art Speleonec-
tes atlantida Koenemann et al. 2009b be-
schrieben. Alle rezenten Remipedien wer-
den der Ordnung Nectiopoda Schram
1986 zugeteilt. Die Nectiopoda wiederum
sind in drei Familien unterteilt. Die God-
zilliidae Schram et al. 1986 umfassen die
drei Gattungen Godzillius, Godzilliognomus
und Pleomothra. Die Familie Speleonec-
tidae Yager 1981 enthilt vier Gattungen:

Die taxonomische Einteilung der Remipedia in Familien und Gattungen und die Anzahl der rezen-

amilie Gattung Anzahl rezenter Arten
Godzilliidae Godzillius Schram et al. 1986 Monotypisch
Godzilliognomus Yager 1989 2
Pleomothra Yager 1989 2
Speleonectidae Speleonectes Yager 1981 12
Lasionectes Yager & Schram 1986 2
Cryptocorynetes Yager 1987 3
Kaloketos Koenemann et al. 2004 ~ Monotypisch
Micropacteridae Micropacter Koenemann et al. 2007a  Monotypisch
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Speleonectes, Lasionectes, Cryptocorynetes und
Kaloketos. Auflerdem wurde von Koene-
mann et al. (2007a) eine neue Familie, die
Micropacteridae, beschrieben.

Das Hauptverbreitungsgebiet der Re-
mipedien liegt in den Hohlensystemen
der Karibik. Auflerdem gibt es einzel-
ne, offenbar isolierte Fundstellen auf den
Kanarischen Inseln (Lanzarote) und in
West-Australien (Abb. 2C). Der Kor-
per der hermaphroditischen (zwittrigen)
Remipedia ist in einen Kopf- und einen

lang gestreckten Rumpfbereich gegliedert
(Abb. 2 A, B), der aus bis zu 42 gleichfor-
migen Segmenten bestehen kann (Koene-
mann et al. 2006). Im adulten Zustand er-
reichen kleine Arten eine Linge von ca.
9mm, bei groflen Arten konnen es bis
zu 45 mm sein. Remipedia besitzen we-
der Pigmente noch Augen, es handelt sich
um obligatorische Grottenkrebse. Alle be-
kannten Arten besiedeln sogenannte anchi-
aline Hohlensysteme (Schram et al. 1986)
(Abb. 3), welche in der Karibik gemeinhin

Abb. 2 A: Foto eines lebenden Exemplars der
Art Speleonectes tanumekes (unveréffentlichtes
Original). B: Habitus-Zeichnung von Speleonectes
parabenjamini; dorsale Ansicht (aus Koenemann
et al. 2006). C: Weltweite Verbreitung der rezenten
Remipedia; jedes Symbol reprasentiert Hohlen, in
denen Remipedia gefunden wurden.
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Abb. 3 Aufnahme wahrend der Lanzarote-Expe-
dition 2008 im Lavatunnel Atlantida, bei der die
neue Art Speleonectes atlantida gefunden wurde

auch als Blue Holes bezeichnet werden.
Der Begrift ,anchialin®, erstmals erwihnt
von Holthuis (1973), wurde 1986 von
Stock et al. neu definiert. Demnach beste-
hen anchialine Habitate aus halinen Was-
serkdrpern, normalerweise mit einer einge-
schrinkten Exposition zur Oberfliche und
stets vorhandenen, mehr oder weniger stark
ausgeprigten Verbindungen zum Meer,
wobei sie merklich marinen aber auch ter-
restrischen Einflissen unterliegen. Remi-
pedia finden sich ausschliefllich unterhalb
der Sprungschicht, welche sich zwischen
Salz- und Suflwasser aufgrund der Dichte-
unterschiede ausbildet (Halokline).
Aufgrund der spiten Entdeckung die-
ser Krebsgruppe und dem nur schwer zu-
ginglichen Lebensraum sind einige As-
pekte zur Biologie der Remipedia noch
unbekannt. Beispielsweise ist relativ wenig

iiber die Okologie und das Verhalten dieser

(Koenemann et al. 2009b). Die Ausriistung der
Taucher verdeutlicht den immensen Aufwand,
diese Hohlen zu untersuchen. Foto Jill Heinerth.

Krebse untersucht worden. Die Embryo-
nalentwicklung wurde erst vor drei Jahren
beschrieben, nachdem erstmals Nauplius-
Larven auf der Bahamas-Insel Abaco ge-
funden wurden (Koenemann et al. 2007b,
2009a). Beziiglich des Nervensystems der
Remipedia liegen bisher nur Studien zur
Gehirnanatomie vor (Fanenbruck et al.
2004; Fanenbruck & Harzsch 2005). Un-
tersuchungen der ventralen Nervenkette,
auch Bauchmark genannt, fehlen bis zum
heutigen Tag (allgemeine Erlduterungen
zum Nervensystem der Arthropoda siche
»Exkurs®).

Ebenso sind die genauen Verwandt-
schaftsbezichungen der Remipedia in-
nerhalb der Arthropoda noch umstritten.
Mittlerweile sind zahlreiche Theorien zur
Stellung der Remipedia postuliert worden.
Diese werden in diesem Artikel vorgestellt
und im Rahmen der neuesten Erkenntnisse
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Exkurs: Nervensystem der Arthropoda

Trotz einfacher Bauweise befihigt das
Nervensystem der Arthropoda zu ver-
schiedenen, zum Teil komplexen Sinnes-
leistungen. Es ldsst sich einteilen in das
enterische (ENS), das periphere (PNS)
und das zentrale Nervensystem (ZNS).
Das ENS reguliert alle Verhaltensmus-
ter, welche mit der Nahrungsaufnahme,
Verdauung und Ausscheidung assoziiert
sind. Bei der Europdischen Wanderheu-
schrecke Locusta migratoria und dem Ta-
bakschwirmer Manduca sexta wird die
Hiutung ebenfalls vom ENS beeinflusst,
wobei Luft verschluckt wird, um die alte
Cuticula zu sprengen (Ayali 2004). Uber
das PNS werden externe Reize aus der
Umgebung des Tieres, aber auch in-
terne Informationen des Koérpers zum
ZNS gesandt (Kandel et al. 2000). Das
PNS ist tber Nervenbahnen mit dem
ZNS verbunden. Das ZNS besteht aus
dem dorsal gelegenen Gehirn, welches
mit der ventral liegenden Nervenkette,
auch Bauchmark genannt, iber paari-
ge circumoesophageale Konnektive ver-
bunden ist. Gehirn und Bauchmark sind
segmentierte Strukturen, wobei die seg-
mentalen Ganglien tber paarige longitu-
dinale Konnektive in Verbindung stehen.
Die Ganglien setzen sich zusammen
aus zwei bilateralsymmetrischen Hemi-
ganglien, welche durch Kommissuren
verbunden sind (Reichert 2000). Diese
Form des ZNS bezeichnet man auch als
Strickleiternervensystem.

Die Ganglien des Bauchmarks sorgen
fiir eine Innervierung der Korperseg-
mente. Bei hoch entwickelten Inverte-
braten sind die Ganglien in eine Rinde
aus Zellkorpern und einen sogenannten

Neuropilkern unterteilt (Reichert 2000).
Als Zellkdrper wird der Teil der Nerven-
zelle (Neuron) benannt, in dem sich der
Zellkern und weitere wichtige Organellen
(z. B. Mitochondrien, Golgikérper, en-
doplasmatisches Reticulum) befinden.
Als Neuropil bezeichnet man speziel-
le Bereiche im Nervensystem, in denen
keine Zellkérper vorkommen, sondern
nur die als Neuriten bezeichneten Zell-
fortsatze der Nervenzellen. Je nach An-
zahl dieser vom Zellkérper ausgehenden
Zellfortsitze lassen sich Nervenzellen in
monopolare, bipolare oder sogar multi-
polare Neurone einteilen.

Vom Bauchmark werden tber die in
die Peripherie ziehenden Nervenfasern
die Korperanhinge und Organe des je-
weiligen Segments innerviert. Gleich-
zeitig werden aus der Peripherie sensori-
sche Einginge erhalten und verarbeitet.
Auflerdem werden Fasern aus jedem
Ganglion tiber die Konnektive in andere
Segmente und in das Gehirn projiziert
(Kandel et al. 2000).

Die Informationsiibertragung zwi-
schen einzelnen Neuronen findet an spe-
ziellen Strukturen statt, den sogenann-
ten Synapsen. Man unterscheidet zwei
Typen: Zum einen die elektrische zum
anderen die chemische Synapse (Rei-
chert 2000; Kandel et al. 2000). Bei der
chemischen Synapse dienen Neurotrans-
mitter als Botenstoffe, um die Informa-
tion von einer Nervenzelle zur anderen
weiter zu leiten. Diese Botenstoffe lassen
sich in niedermolekularen Transmitter
und Neuropeptide einteilen. Zur ersten
Klasse gehort der in dieser Arbeit unter-
suchte Neurotransmitter Serotonin.
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diskutiert. Hierbei wird ein relativ neuer
Ansatz zur Losung der phylogenetischen
Bezichungen gewihlt. Am Beispiel sero-
tonerger Zellen im Nervensystem der Re-
mipedia wird auf diese Weise ein speziel-
ler Merkmalskomplex zur Evaluierung der
Verwandtschaftsbeziehungen  innerhalb
der Arthropoda verwendet.

Phylogenie der Gliederfiifler und
Remipedia

Die Verwandtschaftsverhiltnisse (Phy-
logenie) innerhalb der Arthropoda werden
seit dem 19. Jahrhundert kontrovers disku-
tiert (z. B. Edgecombe 2010; Jenner 2010;
Koenemann et al. 2010; Regier et al. 2010).
Die traditionellen Vergleiche morphologi-
scher Merkmale oder verschiedener Bau-
pline werden seit einigen Jahrzehnten
durch molekulare Studien erginzt. Hierbei
werden molekulare Sequenzdaten der Taxa
verglichen, also die Abfolge der Grund-
bausteine (Nukleotide) der DNA bezie-
hungsweise RNA oder die Aminosiureab-
folge der Proteine.

Die orthodoxe Auffassung eines ge-
meinsamen Ursprungs Tracheen-atmen-
der Arthropoden, den Tracheata (Abb. 4),
erstmals erwihnt bei Haeckel (1866) und
spiter neu definiert von Pocock (1893a, b),
gilt heute weitgehend als tiberholt, und ist
durch neue Hypothesen zur Arthropoda-
Phylogenie ersetzt worden. So wurde das
Konzept der Pancrustacea (u. a. Fried-
rich & Tautz 1995, 2001; Regier & Shultz
1997) vorgeschlagen, bei dem die Hexa-
poda und Crustacea zu Schwestergruppen
(oft unter gegenseitigem Ausschluss einiger
Vertreter dieser beiden Gruppen) vereinigt
werden. Ein weiteres Konzept postuliert
eine enge Verwandtschaft der Myriapoda
und Chelicerata, genannt Paradoxopoda
(Mallat et al. 2004) bezichungsweise My-
riochelata (Pisani et al. 2004). Ein Taxon

Myriochelata ist wiederum per Definition
nicht mit der Verwandtschaft Mandibeln
tragender Arthropoden, den Mandibulata
(erstmals bei Snodgrass 1935), bestehend
aus Myriapoda, Crustacea und Hexapoda,
vereinbar (Abb. 4).

C

Abb. 4 Verschiedene Hypothesen zur Phylogenie
der Arthropoda. A: Im Tracheata-Konzept sind
Myriapoda und Hexapoda Schwestergruppen. B:
Beim Pancrustacea-Konzept stehen die Crustacea
und Hexapoda in einer Klade. Zu beiden Theo-
rien ist das Taxon Mandibulata kompatibel. C:

Im Myriochelata-Konzept bilden Chelicerata und
Myriapoda sowie Crustacea und Hexapoda jeweils
Schwestergruppen. Modifiziert nach Westheide &
Rieger 2007.
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Abb. 5 Phylogenetische Baume der Analysen von
88 Arthropoden-Taxa anhand der DNA-Marker COI,
165 und 18S aus Koenemnann et al (2010). Remi-
pedia bilden eine Klade mit Cephalocarida, welche

Bei Vergleichen morphologischer Merk-
male wurden Remipedia aufgrund ihres
auflergewohnlichen Bauplans hiufig als
primitive Krebsgruppe angesehen oder
fungierten z. B. a priori als Auflengruppe in
phylogenetischen Analysen (Schram 1986;
Ax 1999; Wills 1997). Diese theoretischen
Vorannahmen konnten allerdings bislang
nicht iberzeugend untermauert werden.
Mehrere umfangreiche phylogenetische
Analysen der Arthropoda/Metazoa schei-
nen einer basalen Stellung der Remipedia
zu widersprechen (Schram & Koenemann
2004; Giribet et al. 2001; Shultz & Regier
2000; Regier et al. 2008, 2010; Spears &
Abele 1997; Koenemann et al. 2010).

Neuere phylogenetische Studien zur
Stellung der Remipedia innerhalb der Ar-
thropoda sprechen fiir eine Verwandtschaft
zu hoher entwickelten Crustacea (IMala-
costraca) beziehungsweise Hexapoda. So
wurden aufgrund von Vergleichen der Ge-
hirnstrukturen Ahnlichkeiten zu Malacos-
traca und Hexapoda vermutet (Fanenbruck

13

wiederum in einem Schwestergruppenverhaltnis zu
basalen Hexapoden (A) beziehungsweise Malacos-

traca (B) stehen. Der schwarze Punkt markiert die

Pancrustacea-Klade.

et al. 2004; Fanenbruck & Harzsch 2005).
Dies wird durch Gemeinsamkeiten in der
Entwicklung und der Antennenmorpholo-
gie unterstitzt (Koenemann et al. 2009a).
Molekulare Vergleiche von Sequenzen des
Blutfarbstofts Hidmocyanin, welcher dem
Sauerstofftransport bei bestimmten Inver-
tebraten dient, ergaben tiberraschend vie-
le Gemeinsamkeiten zwischen Remipedia
und Hexapoda (Ertas et al. 2009).
Aktuelle molekulare Studien, welche
die zurzeit umfangreichsten auf dem Ge-
biet der Arthropoda-Phylogenie darstellen
(Koenemann et al. 2010; Regier et al. 2008,
2010), zeigen ein Schwestergruppenver-
hiltnis von Remipedia zu Cephalocarida.
Die Schwester-Taxa zu dieser phylogene-
tischen Gruppierung wiederum sind basale
Hexapoda. Somit scheint sich die Vermu-
tung zu erhirten, dass die Remipedia keine
primitive Krebsgruppe sind, sondern mit
den hoheren Krebsen oder sogar Hexapo-
da in Verbindung gebracht werden miissen
(zusammengefasst in Abb. 5).
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Serotonin-immunreaktive Neurone

als phylogenetisches Merkmal

Es sind weitere Untersuchungen erfor-
derlich, um zusitzliche Hinweise auf die
genauen Abstammungsverhiltnisse zu er-
halten. Alternative Herangehensweisen
zur Klirung der Arthropoden-Phylogenie
sind von grofler Wichtigkeit, da sie neue
Impulse in diesem Zusammenhang geben
konnen. Ein spezieller, in diesem Artikel
beschriebener Ansatz hierfiir ist der Ver-
gleich von Merkmalen aus den Bereichen
der Neuroanatomie und Neuroentwick-
lungsbiologie. Die Neurophylogenie be-
trachtet diese Merkmale in einem phyloge-
netischen Kontext (Harzsch 2002).

Die Idee ist nicht neu. Schon zu Beginn
des 20. Jahrhunderts begannen Holmgren
(1916) und Hanstrom (1928) die Gehirn-
architektur der Arthropoda zur Lésung
der Phylogenie heranzuziehen. Im Laufe
der letzten Jahre hat dieses Feld viel Auf-
merksamkeit erfahren. Neben einer Viel-
zahl von untersuchten Merkmalkomplexen
(zusammengefasst in Harzsch 2006) wurde
auch die Verteilung serotonerger Nerven-
zellen im Bauchmark der Crustacea in ei-
nem phylogenetischen Kontext untersucht
(Harzsch & Waloszek 2000).

Das biogene Monoamin Serotonin
(5-Hydroxytryptamin) gilt seit seiner Ent-
deckung Mitte des 20. Jahrhunderts (Rap-
port et al. 1948) als eine der am weitesten
verbreiteten Substanzen im Tierreich. So-
wohl im Nervensystem als auch in nicht-
neuronalem Gewebe konnte es bei einer
Vielzahl von Invertebraten nachgewie-
sen werden. Die Funktion von Seroto-
nin im Nervensystem der Invertebraten
ist vielfiltig. So konnte in diesem Zusam-
menhang unter anderem ein Einfluss auf
das Aggressionsverhalten, Flug-, bezie-
hungsweise Schwimmverhalten sowie die

Lernfihigkeit und circadiane Rhythmik

verschiedener Tiergruppen gezeigt werden
(Kravitz 1988; Bicker & Menzel 1989).

Diese funktionelle Vielfiltigkeit des Se-
rotonins und das Vorkommen in allen Be-
reichen des Tierreichs deuten auf ein frithes
Auftreten von Serotonin in der Stammes-
entwicklung hin. Dies gilt besonders fiir
seine Funktion als Botenstoff, weshalb es
vermutlich schon in sehr urspringlichen
Nervensystemen als Neurotransmitter fun-
gierte (Hay-Schmidt 2000).

Die Serotonin-immunreaktiven Neuro-
ne des Bauchmarks eignen sich aufgrund
verschiedener Eigenschaften fiir phylo-
genetische Untersuchungen. Zum einen
wurde das serotonerge System in vielen
Taxa der Arthropoda untersucht, somit ist
eine relativ hohe Datendichte vorhanden.
Zum anderen ist die Anzahl serotonerger
Nervenzellen im Bauchmark gering, wo-
durch sie individuell identifizierbar und so
leichter zu vergleichen sind. Beispielswei-
se besitzt das Bauchmark des Flusskrebses
Procambarus clarkii nur ungefihr 30 sero-
tonerge Zellkorper (Real & Czternasty
1990). Des Weiteren weisen die Neurite
dieser Serotonin-immunreaktiven Nerven-
zellen eine individuelle Morphologie auf,
sodass jede dieser Zellen gut identifizierbar
ist (Harzsch & Waloszek 2000).

Abb. 6 Darstellung der direkten und indirekten
Methode zur Immundetektion. Epitope (gelb,
hellblau, rot) des AG (blau) werden vom priméaren
AK (schwarz) erkannt. Die AK binden spezifisch
an diese Epitope (spezifisches Epitop in dieser
Darstellung rot). Bei der direkten Methode ist der
Primar-AK mit Fluorochromen konjugiert (griin).
Bei der indirekten Methode binden konjugierte
Sekundar-AK (grau) an den Primar-AK (modifiziert
nach Luttmann et al. 2009).
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Methoden

Immunhistochemie

Die Immunhistochemie, auch Immunzy-
tologie, ist ein seit Jahrzehnten gebrauchli-
ches Standardverfahren in vielen Gebieten
der Naturwissenschaften. Gekoppelt wird
diese Methode mit der so genannten Im-
munfluoreszenztechnik. Hierbei werden
die Antikérper (AK) mit Fluorochromen
markiert, welche bei der spiteren Aus-
wertung am Mikroskop durch monochro-
matisches Licht angeregt werden, je nach
Fluorochrom aber Licht unterschiedlicher
Wellenlinge emittieren. Die AK binden an
bestimmte Strukturen (Epitope) auf dem
Zielmolekil (Antigen; AG), in diesem Fall
Serotonin. Man unterscheidet im Allge-
meinen zwischen zwei Méglichkeiten zum
Nachweis der gewtnschten Substanz: der
direkten und der indirekten AG-AK-Re-
aktion. Bei der direkten Methode ist der
Primir-AK bereits mit Fluorochromen
markiert, bei der indirekten werden weitere
AK (Sekundir- bezichungsweise Tertidr-
reagenzien) eingeschaltet, welche mit den
Fluorochromen markiert sind (Abb. 6).

Der Vorteil der indirekten Methode ist
eine Verstirkung des Signals, begriindet
durch eine erhohte Anzahl an Fluoro-
chrom-Molekiilen pro Primir-AK-AG-
Bindung, da mehrere Sekundir-AK an ei-
nen Primir-AK binden, welche jeweils mit
Fluorochromen konjugiert sind. Nachteile
sind der grofere Zeitaufwand durch weite-
re Inkubationsschritte und die Moglichkeit
einer erh6hten Hintergrundfarbung.

Zu den gebriuchlichsten Fluorochro-
men zihlen Carbocyanin 3 und Alexa Flu-
or 488. Aufgrund der unterschiedlichen
Eigenschaften der verschiedenen Fluo-
rochrome sind Doppelfirbungen mog-
lich. Hierbei werden mehrere AK, wel-
che mit unterschiedlichen Fluorochromen

15

konjugiert sind, gegen verschiedene AG
eingesetzt. Im Folgenden wird eine Dop-
pelfirbung von Serotonin und Synapsin
erldutert. Synapsine sind spezielle Prote-
ine des prisynaptischen Kompartiments,
welche die Neurotransmittervesikel an
Komponenten des Zytoskeletts veran-
kern konnen. Des Weiteren findet der
Fluoreszenz-Farbstoff 4‘,6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI) Verwendung. Dieser
bindet spezifisch an DNA-Molekile und
erlaubt eine Detektion von Zellkernen und
somit Zellkérpern. Durch eine Kopplung
von Synapsin- und Zellkernfirbung lassen
sich Zellkérper-Regionen und Neuropil-
Regionen unterscheiden, was bei der Ori-
entierung im Gewebe von Nutzen ist.

In Tabelle 2 ist ein Standard-Proto-
koll der Immunhistochemie zur Detek-
tion von Serotonin und Synapsin, sowie
zur Fluoreszenzmarkierung der Zellker-
ne dargestellt. Anhand dieses Protokolls,
bei dem die indirekte Methode verwendet
wird, werden im Folgenden alle wichtigen
Schritte erldutert. Generell ist es empfeh-
lenswert, allen Pufferlésungen 0,5% Nat-
riumazid hinzuzufligen. Dies ist eine eta-
blierte Methode, um eine Verunreinigung
der Pufter durch Mikroorganismen zu ver-
meiden. Natriumazid stort beim Elektro-
nentransport in der Atmungskette, indem
das aktive Zentrum bestimmter Enzyme
irreversibel blockiert wird.

Fixierung

Die Fixierung mit 4% Paraformaldehyd
(PFA) hat zwei entscheidende Funktionen.
Zum einen wird ein spezieller Serotonin-
Aldehyd-Komplex hergestellt, welchen der
Serotonin-AK benétigt, um tberhaupt an
das Antigen anbinden zu kénnen. Zum
anderen wird so fiir eine Verkniipfung von
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Proteinen im Gewebe gesorgt. Das Gewe-
be wird konserviert und gehirtet, wodurch
alle makromolekularen Strukturen an Ort
und Stelle bleiben. Dabei werden Proteine
mehr oder weniger stark denaturiert und
tber Quervernetzung verbunden. Dies ist
ein kritischer Schritt, da auch das zu un-
tersuchende Molekiil nicht vor Denatu-
rierung geschiitzt ist. Somit kann es vor-
kommen, dass das AG durch das Fixativ
in einem Grad denaturiert wird, woraufhin
der AK das Epitop nicht mehr zu erkennen
vermag. Als Fixativ zur Immundetektion

Tab. 2

von Serotonin hat sich 4%iges PFA be-
wihrt (Abb. 7). Nach entsprechender In-
kubationszeit wird das Gewebe mindes-
tens 2 h bei mehrmaligem Lésungswechsel
mit Phosphat gepufferter Salzlésung (PBS)
gewaschen, um tberschiissiges Fixativ aus
dem Gewebe zu entfernen.

Einbetten und Schneiden
Die Einbettung der Individuen erfolgt

in 4% Agarose in destilliertem Wasser.
Vor dem Einbetten in der noch etwa 50 °C

Protokoll der Immunhistochemie zur Detektion von Serotonin und Synapsin, sowie zur Fluores-

zenzmarkierung der Zellkerne (modifiziert nach Stern et al. 2007). Erlauterungen: Aqua dest.: Destilliertes
Wasser; Cy3: Carbocyanin 3; DABCO: Triethylendiamin; DAPI: 4',6-Diamidino-2-phenylindol; DSHB: Develop-
mental Studies Hybridoma Bank; JIRL: Jackson Immuno Research Laboratories; min: Minute; MP: Molecular
Probes; NHS: Nomalserum vom Pferd; PBS: Phosphat gepufferte Salzlésung; PFA: Paraformaldehyd;

RT: Raumtemperatur; T: Temperatur; TX: Triton X-100; . N.: (iber Nacht.

Schritt Chemikalien T Dauer
Fixierung 4 9% PFA 4°C i. N.
Waschen 4-maliger Wechsel, PBS RT je 30 min
Einbetten + Schneiden  Poly-L-Lysin; 4 % Agarose in Aqua dest.
(Vibratom)
Permeabilisierung 0,3 % Saponin in PBS-TX 0,2 % RT 45 min
Waschen 4-maliger Wechsel, PBS-TX 0,2 % RT je 30 min
Blocken 5% NHS in PBS-TX 0,2 % RT 180 min
Primir-AK Rabbit-Anti-Serotonin (Sigma) 1:5000 + 4°C 2 Tage
Mouse-Anti-Synapsin SYNORF1 (E. Buchner,
Wiirzburg, DSHB)1:30 in Block-Lésung
Waschen 4-maliger Wechsel, PBS-TX 0,2 % RT je 30 min
Sekundir-AK Goat-Anti-Rabbit Cy3-konjugiert ( JIRL) 1:250 + 4°C . N.
Goat-Anti-Mouse (MP) Alexa Fluor 488-konju-
giert 1:250 + 1 pg/ml DAPI in Block-Losung
Waschen 4-maliger Wechsel, PBS-TX 0,2 % RT je 30 min
letzter Wechsel PBS
Eindecken Mowiol + 25 mg/ml DABCO
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warmen Agarose wird das Gewebe mit
Poly-L-Lysin inkubiert. Diese Behand-
lung stabilisiert die Verbindung von Ge-
webe und Einbettmedium aufgrund der
guten adhisiven Eigenschaften des Po-
ly-L-Lysin. Nach einigen min wird tber-
schissiges Poly-L-Lysin entfernt, sodass
nur ein kleiner Film das Priparat umgibt,
und die Einbettung durchgefiihrt. Da-
bei werden die Priparate auf dem Boden
eines Wigeschilchens ausgerichtet und
mit der flussigen Agarose tberschichtet.
Nach Aushirten wird der Agarose-Block
mit eingeschlossener Probe mit einer her-
kémmlichen Rasierklinge getrimmt, in ein
Vibratom eingespannt und umgeben von
PBS geschnitten. Die Technik des Vibra-
tomschneidens gilt als eine einfache und
schnelle Methode, um Gewebeschnitte
herzustellen. Hierbei wird eine Rasierklin-
ge in wissrigem Medium (PBS) durch das
Priparat gefiihrt. Dabei vibriert die Klin-
ge, wodurch sich eine saubere Schnittfla-
che ergibt, auflerdem werden Scherkrifte
durch geringe Stauchung des Priparates
minimiert.

Permeabilisierung

Im folgenden Schritt werden die fertigen
Schnitte mit 0,3% Saponin in Phosphat
gepufferter Salzlosung mit Triton X-100
(PBS-TX) 0,2 % fiir mindestens 45 min
inkubiert. Saponin ist ein von verschiede-
nen Pflanzenfamilien bekanntes Deter-
genz. Das hier verwendete Saponin wurde
aus der Rinde des Seifenrinden-Baumes
(Quillaja  saponaria) gewonnen. Diese
pflanzlichen Glykoside bilden in Wasser
seifenartige Losungen. Durch eine Reak-
tion der Saponine mit dem Cholesterol
der Zellmembranen eukaryotischer Zellen
kommt es zur Perforation der Membran.
Dadurch wird dem AK das Eindringen in
die Zelle erleichtert.

17

Abb. 7 Ergebnisse von verschiedenen Fixierungen
zur Serotonin- (rot) und Synapsin-Immundetektion
(griin) (blau: Zellkernfarbung mit DAPI). Eine
Fixierung mit AAF (85 % Eisessig, 10% Formalin,
5% Ethanol) (A) sowie eine Vorfixierung mit 4 %
PFA und Nachfixierung mit AAF (B) zeigen keine
beziehungsweise schwache Farbungen. Das beste
Ergebnis wird bei einer Fixierung mit 4% PFA
erzielt (C). MaRstab: 200 pm.
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Blockierung unspezifischer
Antikérper-Bindungen

Nach mehreren Wasch-Schritten mit
PBS-TX 0,2% fiir insgesamt mindestens
2h folgt die Uberﬁ'ihrung in 5% NHS
(Normalserum vom Pferd) in PBS-TX
0,2% tber Nacht zur Blockierung unspe-
zifischer AK-Bindungen. Durch den Vor-
gang des Blockierens soll die unspezifi-
sche Hintergrundfirbung so gering wie
moglich gehalten werden. Auch wenn AK
spezifisch an das AG binden, kommt es
dennoch immer wieder zu unspezifischen
Bindungen, welche zu einer falsch positi-
ven Firbung fithren. Hiufigste Ursache
hierfur ist die Tendenz von Proteinen, hy-
drophobe und auch elektrostatische Bin-
dungen auszubilden. Um dem entgegen-
zuwirken, bietet man in der Blocklosung
konkurrierende Proteine an. Hydrophobe
Bindungen zwischen den Proteinen treten

Abb. 8 Aufnahme eines Horizontalschnittes
(60 um) von den Ganglien des fiinften bis siebten
Thorakalsegmentes (T5-7) von Nebalia bipes.
Pro Ganglion sind zwei zentral gelegene serotoner-

in wissriger Losung insbesondere dann
auf, wenn deren Grenzflichenspannung
niedriger ist, als die des umgebenden Was-
sers. Triton X-100 als nichtionisches De-
tergenz verringert die Oberflichenspan-
nung und reduziert so die Ausbildung von
hydrophoben Bindungen (Luttmann et al.
2009).

Primir-Antikérper-Bindung

Direkt im Anschluss nach Abnahme der
Blocklosung werden die priméren AK auf
die Gewebeschnitte gegeben. Dieser bin-
det an das entsprechende AG (hier Sero-
tonin bezichungsweise Synapsin). Hier-
bei ist zu beachten, dass eine ausgewogene
Balance zwischen der Konzentration des
AK und der Inkubationszeit beibehalten
wird. Eine zu hohe Konzentration und/
oder zu lange Inkubationszeit kann die
Wahrscheinlichkeit von — unspezifischer

ge Zellkorper zu beobachten (Sternchen)
(Rot: Serotonin; Griin: Synapsin; Blau: Zellkern-
farbung). Anterior ist links. MaRstab: 50 pm.
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Hintergrundreaktion erhohen, umgekehrt
aber kann eine zu geringe Konzentration
und/oder zu kurze Inkubation das spezifi-
sche Signal verringern.

Sekundir-Antikorper-Bindung

Nach erneuten Wasch-Schritten mit
PBS-TX 0,2% tiber mindestens 2 h wer-
den die Proben mit sekundiren AK {iber
Nacht inkubiert. Wie oben erliutert sind
die sekundiren AK mit Fluorochromen
gekoppelt und binden an den primiren
AK. Es ist Gleiches zu beachten wie bei
der Primir-AK-Bindung. In dieser Losung
ist auch 1 pg/ml des Fluoreszenz-Farbstof-
fes DAPI enthalten. Um die Priparate vor
dem Prozess des Ausbleichens zu schiitzen,
werden die Schnitte wihrend der Inkubati-
on dunkel gelagert. Zum Abschluss erfolgt
eine weitere Serie von Wasch-Schritten,
ebenfalls iiber mindestens 2 h mit PBS-TX
0,2%. Der letzte Wasch-Schritt wird mit
PBS durchgefihrt.

Ergebnisse und Diskussion

Das serotonerge System im
Bauchmark der Pancrustacea

In Bezug auf die Phylogenie der Ar-
thropoda wurden mit Hilfe der oben erldu-
terten Methode der Immunhistochemie in
verschiedenen Studien fiir das serotonerge
System im Bauchmark Grundmuster fiir
hohere Taxa postuliert (Harzsch & Walo-
szek 2000; Harzsch 2003, 2004).

Innerhalb der Pancrustacea liegen
Grundmuster des serotonergen Systems
fur Entomostraca, Malacostraca, Zygento-
ma und Pterygota vor (Harzsch & Walo-
szek 2000; Harzsch 2002, 2003). Generell
bestehen diese Muster aus zwei Gruppen
von maximal zwei Neuronen im anterioren

19

Eindecken

Zum Schluss werden die Gewebeschnit-
te auf herkémmlichen Objektrigern in
Mowiol eingedeckt. Mowiol eignet sich
gut zum Eindecken, da es bei Raumtempe-
ratur komplett aushirtet. Danach sind die
Priparate theoretisch unbegrenzt haltbar.
Ein Ausbleichen der Priparate — also eine
irreversible Zerstérung der Fluorochrome,
vor allem durch starken Lichteinfluss — ist
nicht auszuschliefen. Verringert wird das
Ausbleichen durch Zugabe von Triethy-
lendiamin (DABCO), welches dem Mo-
wiol in einer Konzentration von 25 mg/
ml hinzugegeben wird. Nach Aushirten
des Mowiols (iber Nacht, staubgeschiitzt
bei Raumtemperatur) kénnen die fertigen
Priparate staubgeschitzt, dunkel und tro-
cken bei 4 °C nahezu unbegrenzt gelagert
werden. In Abbildung 8 ist eine gut gelun-
gene Beispielfirbung des Bauchmarks von

Nebalia bipes (Malacostraca) abgebildet.

und posterioren Teil der Hemiganglia
(Abb.9). Die Neurone dieser Zellpaare las-
sen sich individuell aufgrund ihrer Lage
und Morphologie identifizieren und ho-
mologisieren. Die Grundmuster von En-
tomostraca, Malacostraca und Zygentoma
zeigen eine gleiche Anzahl von Neuronen,
nimlich zwei anteriore und zwei poste-
riore serotonerge Zellpaare (ASZ bezie-
hungsweise PSZ). Unterschieden werden
sie nur aufgrund ihrer Neuritenmorpho-
logie. Jedes serotonerge Neuron der En-
tomostraca besitzt einen ipsilateralen und
einen kontralateralen Neuriten, es handelt
sich somit um bipolare Neurone. Bei Ma-
lacostraca zeigen die anterioren Zellkorper
einen kontralateral wandernden Neuriten,
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Entomostraca Malacostraca  Zygentoma

wihrend die posterioren Zellkérper einen
ipsilateralen Neuriten aufweisen. Bei He-
xapoda wurden bisher basale Insekten (Zy-
gentoma) und Fluginsekten (Pterygota)
untersucht. In diesen Gruppen projizieren
wiederum alle Neuriten nach kontralateral,
wobei in Zygentoma je zwei ASZ und PSZ
vorhanden sind. Bei den Pterygota zeigen
sich nur im posterioren Bereich serotoner-
ge Neurone. Neben den beiden PSZ ist ein
zusitzliches Zellpaar im Grundmuster der
Pterygota moglich, allerdings konnte die-
ses Zellpaar auch eine Apomorphie einzel-
ner Pterygota sein (Harzsch 2003).

Phylogenetische Uberlegungen

Vergleicht man nun diese Strukturmus-
ter miteinander, finden sich innerhalb der
Pancrustacea nur bei Entomostraca bipo-
lare Neuronen. Malacostraca besitzen im
Grundmuster lediglich monopolare Neu-
ronen, allerdings wurden in dem Ameri-
kanischen Hummer Homerus americanus
(Beltz & Kravitz 1983) und in der Mauer-
assel Oniscus asellus (Thompson et al. 1994)
in einzelnen Fillen Neurone nachgewie-
sen, bei denen sich ein primirer Neurit di-
rekt nach dem Verlassen des Zellkorpers
in einen kontralateral und einen ipsilateral
projizierenden Ast aufspaltet. Bei H. ame-
ricanus ist der ipsilaterale Neurit komplett
vorhanden, wihrend sich der zweite Neurit
der Mittellinie annihert, diese aber nicht

Abb. 9 Grundmuster des sero-
tonergen Systems im Bauchmark
von Grofdgruppen der Pancrustacea,
dargestellt an einem Hemiganglion.
Bei ungefiillten Neuronen ist eine
Zugehdrigkeit zum Grundmuster
umstritten. Gestrichelte Linie der
Hemiganglien stellt die Mittellinie
dar. Anterior ist oben. Modifiziert
nach Harzsch (2003).

Pterygota

tberquert. Dies konnte eine evolutionire
Transformation der bipolaren Neuronen
bei Entomostraca in monopolare Neuro-
nen bei Malacostraca bedeuten (Harzsch
& Waloszek 2000). Hexapoda besitzen
ausschliefflich monopolare serotonerge
Neuronen. Vergleiche zwischen Pancrusta-
cea-Taxa mit monopolaren Neuronen im
Strukturmuster zeigen, dass Hexapoda nur
kontralaterale Projektionen ausbilden, wo-
hingegen Malacostraca als einzige Gruppe
ipsilaterale Projektionen besitzen.

Vorliufige Ergebnisse zum Nervensys-
tem der Remipedia zeigen wie erwartet ein
Strickleiternervensystem. Eine Doppelfir-
bung von Synapsin und Zellkernen ldsst
die generelle Morphologie der Ganglien
erkennen (Abb. 10). Neuropilregionen im
Kern der Ganglien zeigen eine Synapsin-
positive Immunreaktion. Die Zellkernfir-
bung mit DAPI lisst hingegen Zellen im
dufleren Bereich der Ganglien erkennen.

Aus Vorversuchen vermuten die Auto-
ren, dass sich das serotonerge System der
Remipedia aus einem ASZ und zwei PSZ
zusammensetzt. Auflerdem lassen sich in
den meisten Fallen drei zentrale serotoner-
ge Zellpaare (ZSZ) erkennen, deren Neu-
riten bisher nicht nachvollzogen werden
konnten. Bei Zygentoma konnte ebenfalls
ein ZSZ festgestellt werden. Somit besit-
zen lediglich Remipedia und basale Hexa-
poda ZSZ.

Aufgrund dieser Beobachtungen fiir das
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Abb. 10  Synapsin-Immunfarbung (griin) und
Fluoreszenzmarkierung der DNA (blau) eines
Horizontalschnittes (6o um) durch den Rumpf von

serotonerge System der Pancrustacea (zu-
sammengefasst in Tab. 3) lassen sich fol-
gende Verwandtschaftsverhiltnisse vermu-
ten: Innerhalb der Pancrustacea stehen die
Entomostraca als basales Taxon. In einem
Schwestergruppenverhiltnis dazu stehen
die Malacostraca, welche wiederum einer
Klade aus den Insecta (Zygentoma und
Pterygota) und Remipedia gegentberste-
hen (Abb. 11).

21

Godzilliognomus frondosus. Das zentrale Neuropil
ist umgeben von den Zellkérpern der Neurone. An-
terior ist oben. Mafdstab der VergréfRerung: sopm.

Aufgrund dieser Beobachtungen lésst
sich eine Ahnlichkeit in den Struktur-
mustern der Remipedia und Hexapoda
erkennen. Weitere Ahnlichkeiten zeigen
sich bei der Betrachtung der ZSZ. Remi-
pedia besitzen meist drei ZSZ. Von der
Lage her sind dhnliche Zellen bei Zygen-
toma gefunden worden (Harzsch 2002),
allerdings nur ein Zellpaar. Eine Ho-
mologisierung dieser Neurone ist aber
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Tab. 3 Zusammenfassung der Merkmale des serotonergen Systems im Bauchmark fiir die GroRgruppen
der Pancrustacea. Erlauterungen: Anz. ZP: Anzahl Zellpaare; ASZ: anteriore serotonerge Zellen; k. A.: keine
Angabe; k. D.: keine Daten bekannt, da keine Zellkdrper vorhanden; PSZ: posteriore serotonerge Zellen;
Z5Z: zentrale serotonerge Zellen.

Bipolare ASZ ‘ 757

. Projektion ‘ Anz. Projektion

Neurone

Zygentoma Nein 2 Kontralateral
Pterygota Nein 0 kA

Malacostraca Nein 2 Kontralateral
Entomostraca Ja 2 Kontra-/Ipsilateral

unsicher, da die Projektionen der Neuri-
te nicht bekannt sind. Bei alleiniger Be-
trachtung des serotonergen Systems im
Bauchmark von Pancrustacea, bezogen
auf die bestehenden Grundmuster, ist ein

Schlussfolgerungen

Vor allem wihrend der letzten 10 Jah-
re hat eine wachsende Anzahl phyloge-
netischer Analysen, die sich sowohl auf
molekularbiologische Daten als auch
morphologische Merkmale stiitzen, das
Pancrustacea-Konzept untermauert (Abb.
4), wobei eine enge Verwandtschaft zwi-
schen Remipedia, Malacostraca und He-
xapoda postuliert wurde (Moura & Chri-
stoffersen 1996; Fanenbruck et al. 2004;
Fanenbruck & Harzsch 2005; Ertas et al.
2009; Regier et al. 2008, 2010; Koene-
mann et al. 2010). Diese Tendenz spiegelt
sich auch in den bisherigen Ergebnissen
zum serotonergen System der Arthropo-
da wieder, womit die urspriinglichen The-
orien einer basalen Stellung der Remipedia
immer weniger unterstiitzt wird und eine

. Projektion
| zp
2 Kontralateral 1 k.D.
2 (3) Kontralateral 0 kA
2 Ipsilateral 0 kA

2 Kontra-/Ipsilateral, 0 k. A.

Schwestergruppenverhiltnis von Remipe-
dia und Hexapoda aufgrund gemeinsamer
Merkmale wie konralaterale Projektionen
der monopolaren PSZ und ASZ sowie das
Vorhandensein von ZSZ méglich.

enge Verwandtschaft dieser Grottenkrebse
mit den Insekten immer wahrscheinlicher
wird.

Allerdings handelt es sich bei den hier
prisentierten Daten beziiglich der Remi-
pedia um vorldufige Ergebnisse, weitere
Versuche sind notig. Des Weiteren mis-
sen zusitzliche Taxa untersucht werden,
um eine Phylogenie der Arthropoda mit
Hilfe des serotonergen Systems zu besti-
tigen. Dazu zidhlen besonders Vertreter
der Cephalocarida und basalen Hexapoda
(Diplura, Protura, Collembola). Die Ce-
phalocarida erscheinen in einer Vielzahl
aktueller Untersuchungen als Schwester-
gruppe der Remipedia. Auch sind bisher
keine Angaben zum serotonergen Sys-
tem basaler Hexapoden, wie Protura oder
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Abb. 11 Hypothetisches Abstammungsverhaltnis
innerhalb der Pancrustacea aufgrund immunhisto-
logischer Darstellungen zum serotonergen System

Diplura, bekannt. Diese Gruppen kénnten
aber wichtige Daten zur weiteren Aufl-
sung der Verwandtschaftsverhiltnisse in-
nerhalb der Pancrustacea liefern. Die basa-
len Hexapoden sind ein wichtiges Taxon,
um die Betrachtung der phylogenetischen
Verhiltnisse aufgrund von Merkmalen des
serotonergen Systems zu vertiefen.
Auflerdem muss in nachfolgenden Stu-
dien die vermutete Homologie der ein-
zelnen serotonergen Neurone nachge-
wiesen werden. Taghert & Goodman
(1984) konnten durch detaillierte Studien
zur Zellgenealogie belegen, dass alle se-

rotonergen Neurone im Bauchmark der

23

im Bauchmark. Demnach bilden Remipedia und
Insecta (Zygentoma und Pterygota) eine Schwes-
tergruppe.

Heuschrecken Schistocerca americana und
Melanoplus differentialis vom Neuroblasten
7-3 gebildet werden. Aufgrund ihrer Posi-
tion entsprechen diese serotonergen Neu-
rone den PSZ innerhalb der oben beschrie-
benen Grundmuster. Allerdings wurde die
Entstehung des serotonergen Systems bei
anderen Pancrustacea mit Ausnahme von
Drosophila (Schmid et al. 1999) nie tber
eine Markierung der Zellstammbiume
nachgewiesen. Dies sollte in Zukunft un-
bedingt nachgeholt werden, um eindeutig
zu kliren, ob die serotonergen Neurone zu
homologisieren sind.
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Glossar

anchialine Habitate Bestehen aus salzhalti-
gen (halinen) Wasserkorpern, welche nor-
malerweise eine eingeschrinkte Exposition
zur Oberfliche und stets vorhandene, mehr
oder weniger stark ausgeprigte Verbindun-
gen zum Meer besitzen, wobei sie merklich
marinen, aber auch terrestrischen Einflis-
sen unterliegen.

Antigen  Substanz, die vom Immunsystem
als fremd erkannt wird und meist eine Im-
munreaktion auslost. Die Bezeichnung An-
tigen leitet sich von der Eigenschaft ab, die
Bildung von Antikérpern auszulbsen, die
gegen genau diese Antigene gerichtet sind.

Antikorper  Antikorper (Immunglobuline)
sind Proteine, die in Wirbeltieren als Reak-
tion auf bestimmte Stoffe, so genannte An-
tigene, gebildet werden. Antikorper stehen
im Dienste des Immunsystems.

Apomorphie  Abgeleitetes Merkmal; evo-
lutive Neuheit (ein in der Evolution ,neu
entwickeltes“ Merkmal).

Arthropoda  Gliederfiifler, bestehend aus
Chelicerata (Kieferklauentriger), Myriapo-
da (Tausendfiifiler), Crustacea (Krebstiere),
Hexapoda (Sechsfiifler).

Entomostraca Niedere Krebse, z. B. Ruder-
fuflkrebse, Muschelkrebse.

Epitop Der antikérperbindende Bereich
eines Antigens.

Fluorochrome Molekiile, die Licht be-
stimmter Wellenlidnge absorbieren und an-
schlieffend Licht grofierer Wellenlinge und
damit geringerer Energie emittieren.

Hexapoda  Sechsfiifler, bestehend aus Insek-
ten, Doppelschwinzen, Beintastlern und
Springschwinzen.

Immundetektion Der Nachweis von Anti-
genen Uber antigenspezifische Antikorper.

Immunfluoreszenztechnik ~ Zusammen-
fassende Bezeichnung fiir Techniken, bei
denen Fluorochrommarkierte Antikorper
zur Detektion von Molekiilen oder Struk-
turen, die Zellen oder sonstige Zielobjekte
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charakterisieren, verwendet werden. Grob
unterschieden werden direkte (Primiran-
tikorper ist bereits markiert) und indirekte
(Markierung an Sekundir- oder Tertidrrea-
genzien) Techniken.

Invertebrata Wirbellose, z. B. Schwimme,
Wiirmer, Weichtiere.

ipsilateral ~ Auf derselben Korperseite oder
-hilfte gelegen.

Klade Zweig(e) in einem Stammbaum.

kontralateral ~Auf der entgegengesetzten
Kérperseite oder -hilfte gelegen.

Malacostraca Hohere Krebse, z. B. Garne-
len, Krabben, Hummer.

Phylogenie Die Evolutionsgeschichte einer
Art oder einer Artengruppe, besonders
im Hinblick auf Abstammungslinien und
die Beziehungen zwischen Grofigruppen
von Organismen. Die Neurophylogenie
steht fiir eine Verkniipfung von neurobio-
logischen Fragestellungen mit evolutiven
Aspekten.

Serotonin  Ein biogenes Amin, das als
Gewebshormon und Neurotransmitter
in zahlreichen Lebewesen nachgewiesen
werden konnte und u. a. im Nervensys-
tem, Herz-Kreislauf-System und im Blut
vorkommt.

Synapsine Spezielle Proteine des prisynap-
tischen Bereichs von Nervenzellen, welche
die Neurotransmittervesikel an Kompo-
nenten des Zytoskeletts (Zellskelett) veran-
kern konnen.

Vibratom  Gerit zur Anfertigung von Ge-
webeschnitten. Hierbei wird eine Rasier-
klinge in wissrigem Medium (PBS) durch
das Priparat gefiihrt. Dabei vibriert die
Klinge, wodurch sich eine saubere Schnitt-
fliche ergibt, auflerdem werden Scherkrifte
durch geringe Stauchung des Priparates
minimiert.
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