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2 Einleitung

In ersten Anwendungen zu Beginn der 80er Jahre sind mit Hilfe von akustischen Stoÿ-
wellen Patienten mit Gallen- und Nierensteinen therapiert worden. Mit dieser Metho-
de, der �extrakorporalen Stoÿwellen-Lithotripsie� (ESWL)(griechisch: λιθoς (Lithos)
= Stein; τριπτoς (tripsis) = zertrümmert), sollen Nieren- und Gallensteine so weit
zertrümmert werden, dass sie auf natürlichem Wege, d. h. ohne chirurgische Eingrif-
fe, abgeführt werden können. Für die Zertrümmerung der Gallen- und Nierensteine
sind hochenergetische Stoÿwellen notwendig. Um zu vermeiden, dass der akustische
Impuls im Gewebe auf der Strecke zwischen Körpereintritt bis zum Stein gesundes
Gewebe schädigt, wird der akustische Impuls nach den Brechungsgesetzen mit Hilfe
akustischer Linsen fokussiert, d.h., die Energie wird auf das Wirkzentrum gebündelt.
Somit existiert die Stoÿwelle durch die charakteristische Aufsteilung erst im Fokus
und fokusnahen Bereich (Krauss, 1993).

2.1 Beschreibung der Stoÿwelle und ihrer
Mechanismen

Um die Wirkungsweise der Stoÿwellen besser zu verstehen, wird das physikalische
Prinzip in den folgenden Absätzen erläutert:

Eine Stoÿwelle ist de�nitionsgemäÿ eine Schallwelle mit einer Wellenfront (Überle,
1997), bei der der Druck über den Umgebungsdruck zu einem Druckmaximum in-
nerhalb eines extrem kurzen Zeitraumes (10−9 Sekunden) ansteigt (Abb. 1). Dabei
charakterisiert � als Folge des kurzzeitigen Druckanstiegs � die Steilheit des Über-
gangs zum Spitzendruck die typische Stoÿwelle (Reichenberger, 1988).

Die eintre�ende akustische Energie wird an der Grenz�äche der Materie in Kavita-
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tionen sowie Zug- und Dehnungskräfte (kavitationsunabhängige Faktoren) umgewan-
delt. Dabei sind beide Faktoren an den zu beobachtenden E�ekten auf Steinober�ä-
chen und an der Biomechanik im Gewebe während einer Applikation von Stoÿwellen
innerhalb der fokusnahen Umgebung maÿgeblich beteiligt (Reichenberger, 1988).

Abb. 1: Schematische Darstellung einer Stoÿwelle. Charakteristisch ist der steile
Druckanstieg auf ein Maximum, gefolgt vom Absinken des Druckes bis zur
Entstehung einer Zugwelle durch den negativen Druckanteil (nach Fol-
berth et al., 1993).

2.1.1 Die Wirkmechanismen einer Stoÿwelle

� Kavitationen:
Akustische Wellen benötigen bekanntlich eine tragende Materie, gleichgültig,
ob fest, �üssig oder gasförmig (Reichenberger, 1988). Diese besteht im Fal-
le der Stoÿwellenbehandlung aus dem Wasser an der Stoÿwellenquelle und aus
dem Gewebe mit der Gewebe�üssigkeit. Daraus ergibt sich, dass eine akusti-
sche Welle durch zweierlei Zustandsgröÿen der tragenden Materie de�niert ist:
Druck und Teilchenschnelle. Infolge beider Gröÿen induziert die akustische Wel-
le eine Auslenkung der Teilchen bzw. Moleküle, d.h., sie vollziehen hier eine
Bewegung auf der Ebene der Schallausbreitungsrichtung. Sie verdünnen und
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verdichten sich an den unterschiedlichen Orten aufgrund unterschiedlicher Be-
wegungsgeschwindigkeiten. Wo sich die Teilchen am höchsten verdichten, liegt
maximaler Druck und an Orten mit der geringsten Dichte liegt ein Unterdruck
vor. Im Bereich des Druckmaximums weisen die Teilchen die höchste Geschwin-
digkeit in Ausbreitungsrichtung auf. Hingegen besitzen die Teilchen im Bereich
des maximalen Unterdruckes die höchste Geschwindigkeit entgegengesetzt zur
Schallausbreitungsrichtung. Aufgrund dieser Diskrepanz kann bei ausreichend
hohem Unterschied zwischen positivem und negativem Druck der Zusammen-
halt zwischen Molekülen untereinander und an Grenz�ächen haftenden Mole-
külen (z. B. Grenz�äche Wasser/Gallenstein) aufgehoben werden. In der Phase
des Unterdrucks können infolge dessen Kavitationen auftreten, d.h. kurzzeitig
entstehende und kollabierende Gas- oder Dampfbläschen (Reichenberger,
1988). In der therapeutischen Anwendung, wie in der Lithotripsie, kann dabei
der Spitzendruck zwischen 10 MPa und 100 MPa betragen (1 MPa = 10 bar)
(Überle, 1997), der unmittelbar auf die Materie in Form einer Druckwelle
mechanisch einwirkt.

� Kavitationsunabhängige Faktoren: Unter dem Begri� kavitationsunabhängige
Faktoren werden Scher- und Stoÿwirkungen zusammengefasst. Die Auslenkung
der Materieteilchen und damit die Ausbreitung des Schalls ist abhängig vom
akustischen Widerstand der Materie, der Impedanz (Überle, 1997). Das be-
deutet: Je gröÿer die Impedanz, desto kleiner die Auslenkung und desto geringer
die Schallleitung. An den Grenz�ächen zweier Materien �ndet im Grenzbereich
der Materie mit der höheren Impedanz eine gröÿere Auslenkung der Moleküle
statt als im Inneren dieser Materie (Steinbach, 1992), wodurch Scherkräfte
entstehen.

Die Impedanz eines Mediums ergibt sich aus dem Produkt seiner Dichte und
Schalleitungsgeschwindigkeit (Sutilov, 1984), wobei letztere wiederum von
den Kompressionseigenschaften und der Elastizität des Mediums bestimmt
wird. In Abhängigkeit des Impedanzsprunges von einem Medium ins andere
kommt es beim Durchlaufen des Schalls an den Grenz�ächen, den akustischen
Gesetzen entsprechend, zur Brechung, Beugung und Re�exion der Schallwel-
le. Ein Teil der Schallenergie wird dadurch an der Grenzschicht in das Ein-
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fallsmedium re�ektiert und die Restenergie ins Folgemedium transmittiert. Je
nach Gröÿe des Impedanzsprunges und des Einfallswinkels sind Re�exion und
Transmission prozentual unterschiedlich verteilt. Die hierbei frei werdende me-
chanische Energie, die für einen Teil der Stoÿwellenwirkung verantwortlich ist,
führt dann zum Energieverlust der Welle.

2.1.2 Die Stoÿwellenerzeugung

Extrakorporale Stoÿwellen können entweder elektrohydraulisch, piezoelektrisch oder
elektromagnetisch erzeugt werden (Chaussy, 1986;Chaussyet al., 1993, 1995;Wess,
2004):

� Die elektrohydraulische Erzeugung erfolgt unter Wasser mit Hilfe zweier Elek-
troden, die von einem Hochleistungskondensator unter Hochspannung gesetzt
werden. Während der darauf folgenden Entladung, entsteht zwischen den En-
den der Elektroden ein Blitz, in dessen unmittelbarer Umgebung durch die
enorme Hitze Wasser verdampft. Es kommt zu einer hydrodynamischen Stoÿ-
welle, die auf die zu therapierende Stelle bzw. den Gallen- oder Nierenstein
mittels eines Hohlspiegels nach den Re�ektionsgesetzen fokussiert werden kann.
Bei dieser Form der Stoÿwellenerzeugung kann die Energie nicht genau dosiert
werden. Zusätzlich wird sie von Patienten als schmerzhaft und sehr laut emp-
funden.

� Bei der piezoelektrischen Erzeugung wird an polarisierte piezoelektrische Kera-
miken (z.B. Bariumtitanat oder Bleizirkonat-Titanat) eine elektrische Gleich-
spannung angelegt (Krauss, 1993). Die Keramik reagiert mit Formverände-
rung in Form einer Volumenausdehnung bzw. bei Umkehrung der Spannung
mit einer Zusammenziehung. Im Falle des piezoelektrischen Stoÿwellengenera-
tors, werden Piezozylinder durch die elektrische Ansteuerung im µ-Bereich aus-
gedehnt. Mehrere tausend solcher hexaedrischen Zylinder werden mosaikartig
auf der konkaven Seite einer Kugelkalottenform angeordnet, die eine Bünde-
lung der Wellen in einem kleinen Fokus ermöglicht. Bei Eintritt in den Körper
des Patienten erfolgt ein groÿ�ächiger Energietransfer und damit eine geringere
Flächenbelastung des Gewebes.
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� In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden Stoÿwellen elektromagnetisch
generiert (Abb. 3, 31). Die akustische Quelle besteht hier aus einer Metallmem-
bran, die auf einer Flachspule liegt. Die Entladung eines Kondensators erzeugt
einen Stromimpuls in der Flachspule. Wirbelströme, durch den Stromimpuls
in der Membran verursacht, erzeugen wiederum ein elektromagnetisches Feld,
das nach dem Induktionsgesetz entgegengesetzt zum elektromagnetischen Feld
der Flachspule wirkt. Die Membran, die sich im Wasser be�ndet, wird dadurch
abgestoÿen und überträgt einen mechanischen Impuls an das Wasser als Über-
tragungsmedium.

Nach Greiner et al. (1993) ist bei der elektrohydraulischen Lithotripsie die höchste
E�zienz beobachtet worden. Die geringere E�zienz der anderen zwei Stoÿwellenquel-
len kann durch höhere Impulszahlen mit entsprechend längerer Behandlungsdauer
ausgeglichen werden.

2.2 Erfolge und Nebenwirkungen der
extrakorporalen Lithotripsie

Bei der Gallensteinlithotripsie wird die ESWL sowohl als Monotherapie als auch in
Kombination mit oral medikamentöser Lyse (Chemolitholyse) angewendet (Brand
et al., 1993 u. 1995; Chaussy et al., 1993; Kawan et al., 1993a). Ziel der Monothe-
rapie ist die Pulverisierung der Gallensteine, was den Abgang durch den Gallengang
wesentlich erleichtert und bei 85% der therapierten Patienten zum Erfolg geführt hat.
Dabei sind meistens mehrere Therapiesitzungen notwendig. Bei der Fragmentation
werden die Steine in gröÿere Bruchstücke zerstoÿen und diese unter Zuhilfenahme
von Lysemedikationen soweit verkleinert, dass ein Abgang auch hier auf natürlichem
Wege ohne chirurgischem Eingri� möglich wird. Letzte Methode hat zu ca. 88% der
behandelten Patienten zur Steinfreiheit geführt, wobei medikationsbedingte Neben-
wirkungen beobachtet worden sind, wie beispielsweise Lebera�ektion, Diarrhoe.

Bei den lithotripsierten Patienten mit Gallensteinen sind Nebenwirkungen beobachtet
worden, die darauf schlieÿen lassen, dass Gewebe im Fokus bzw. fokusnahen Bereiche
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geschädigt werden. So treten nach erfolgter Gallensteinlithotripsie bei bis zu 10 %
der Patienten Koliken mit abnehmender Häu�gkeit in dem folgenden Zeitraum von
6 Wochen nach der Behandlung auf:
Mild verlaufende Pankreatitis (1 bis 2 %) mit Rückgang innerhalb von 3 Tagen, Le-
berhämatome, Cholezystis, Hämobilie sowie schmerzlose lokale Rötungen der Bauch-
haut an der Eintrittsstelle des Schalls in den Körper (Brand, et al., 1993; Greiner
et al., 1993; Kawan et al., 1993a; Kawan et al., 1993b; Nam u. Soehendra, 1993).
Sowohl bei Gallen- und Nierensteinlithotripsien weisen folgende beobachtete Sym-
ptome auf Schäden an Blutgefäÿen hin (Brand et al., 1995; Kaude et al., 1985;
Kallerhoff et al., 1995; Kishimoto et al., 1986; Wilbert u. Eisenberger,
1995): Blutungen in Form von Leberhämatomen, Hämobilie, regelhaft auftretende
Hämaturien, perirenale Hämatome sowie Petechien in der Haut an den Eintritts-
stellen des Schalls. Des weiteren sind Fieberattacken und Ausscheidungen von Pro-
teinen als Indikator für eine Schädigung der Glomeruli beobachtet worden. Dass
insbesondere Gefäÿe durch die Stoÿwellenapplikationen beeinträchtigt werden, ist
durch Beschallungen solider Tumoren nachgewiesen worden, bei denen histologisch
Einblutungen und Gefäÿwandschäden beobachtet worden sind (Delius, 1995). Ins-
besondere können an beschallten Nieren sowohl im Tierexperiment als auch bei the-
rapierten Patienten folgende erhebliche Veränderungen beobachtet werden (Delius,
1993; Köhrmann et al, 1993; Neisius et al, 1993; Röÿler et al., 1993):

� Venenthromben,
� Blutungen im Nierenparenchym,
� Läsionen des Nierenparenchyms,
� Hämatome in Nierenkapseln und Nierenparenchym,
� Dilatation der Tubuli,
� Tubulusnekrosen,
� Fibrosen und Vernarbungen des Nierenparenchyms (ab einer Woche nach der

Beschallung) .

Um die Frage zu klären, welche Stoÿwellenbedingten Schäden im Gewebe auftre-
ten und ob daraus eventuell Langzeitschäden resultieren, sind verschiedene Gewebe
im Anschluss von Lithotripsien genauer untersucht worden. An menschlichen Nieren
sowie bei in vivo Stoÿwellenbehandelten Mäusen, Kaninchen und Hunden, die der
Dosis ausgesetzt worden sind, wie sie bei der allgemeinen Steinzertrümmerung üblich
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ist, sind histologisch Rupturen von Gefäÿen sowie Hämatome und Läsionen feststell-
bar (Bird et al., 1995; Brody et al., 1991; Delius et al., 1988; Karlsen et al.,
1991, Roessler et al., 1995; Vykhodtseva et al., 1995). Elektronenmikroskopisch
zeigen sich dabei Schäden an Zellmembranen, Kernmembranen und Mitochondrien
(Al-Karmi et al., 1994; Brümmer et al., 1989 und 1990; Karlsen et al., 1991; Pe-
ters et al., 1998; Tavakkoli et al., 1997; Vykhodtseva et al., 1995). Jedoch sind
an lithotripsierten Gallensteinpatienten keine Proliferationen betro�ener Schleimhäu-
te von Gallenblasen als sichtbare Langzeitschäden beobachtet worden (Bird et al.;
1995). Dauerhafte Zerstörungen zeigen sich lediglich nach einer Lithotripsie von neu-
ronalem Kaninchengewebe (Vykhodtseva et al.; 1995). Somit ist unstrittig, dass
die Stoÿwellen zumindest im fokusnahen Bereich Gewebe deutlich schädigen können.
Dabei bleiben die beobachteten Nebenwirkungen jedoch ohne feststellbare Langzeit-
schäden bei den behandelten Patienten (Chaussy et al., 1982 u. 1986).

2.3 Die extrakorporale Stoÿwellentherapie und
bisherige Erfolge

Die extrakorporale Stoÿwellentherapie (ESWT) ist als Weiterentwicklung aus den in
der Lithotripsie angewandten Stoÿwellen entstanden. Anlass war eine unbeabsich-
tigte Nebenwirkung: Bei lithotripsierten Patienten trat an den Eintrittstellen der
Stoÿwellen an der Körperober�äche ein betäubender E�ekt ein (persönliche Mittei-
lung Dahmen, 1995). So entstand ein weiteres Feld der Stoÿwellenanwendung, bei
dem, im Gegensatz zur ESWL, keine Steine sondern Gewebe beschallt werden soll-
ten. Grundsätzlich ist davon auszugehen, dass bei niederenergetischen Stoÿwellen
der ESWT ähnliche E�ekte auftreten, wie bei hochenergetischen Stoÿwellen in der
ESWL. Wird der Fokus ins Gewebe verlegt und die Energie während der Stoÿwellen-
applikation reduziert, ist eine Gewebebeein�ussung zu erwarten. Die Reduktion der
Energie ist notwendig, da andernfalls die Gefahr besteht, dass die zu therapierenden
Gewebe vollkommen zerstört werden. Gewebszerstörungen sind mit Versuchen an be-
schalltem Nierengewebe in Tierversuchen und an Nabelschnüren gezeigt worden, bei
denen nach einer hochenergetischen Stoÿwellenbehandlung Gefäÿwandnekrosen be-
obachtet werden können (Steinbach, 1992). Deshalb wird die Energiedosis in Form
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der Energiedichte bei angewandter ESWT zur Beschallung des Gewebes knochenna-
her Weichteile um den Faktor 6 bis 6,7 auf 0,08 bis 0,09 mJ/mm2 verringert.

So haben die beobachteten E�ekte und Erfolge bei der Zertrümmerung von Gallen-
und Nierensteine 1991 erstmals zu Versuchen geführt, Patienten mit einer Tendi-
nosis calcarea (Kalkschulter) mit Hilfe von Stoÿwellen in kleineren Energiedosen zu
therapieren. An diesen Patienten ist eine deutliche Schmerzlinderung mit Verminde-
rung der Bewegungseinschränkungen erreicht worden. Die Schmerzlinderungen treten
jedoch auch bei Patienten mit gleichen Schulterbeschwerden, aber ohne Kalkabla-
gerungen auf. Damit kann eine andere Ursache für den schmerzlindernden E�ekt
angenommen werden, als die etwaige Zertrümmerung von Kalk in den Gelenken.
Dies hat Dahmen et al. (1993) dazu veranlasst, diverse andersartige Beschwerden
mit Schmerzen knochennaher Weichteile mit niederenergetischen Stoÿwellen zu be-
schallen. Deshalb sind neben den Patienten mit Tendinosis calcarea jene mit ähnli-
chen Schulterbeschwerden, die mit Kalkeinlagerungen nichts zu tun haben, therapiert
worden. Zu diesen behandelten Beschwerden zählen Epikondylopathia humeri late-
ralis (Tennisellenbogen) und medialis (Golferellenbogen), Gonarthrose (Arthrose des
Knies), Plantarfasciitis (Fersensporn) sowie diverse Schmerzsymptome an verschie-
denen knochennahen Bereichen im Lumbalbereich. Hier ist ein deutlich analgetischer
E�ekt beobachtet worden, der sich in drei Kategorien einteilen läÿt:

1. Eine kurzfristige analgetische Wirkung nach 50 bis 500 Impulsen hält 15 bis
24 Minuten nach Beschallung an. Diese Wirkung kann mit einer Injektion ei-
nes Lokalanästhetikums verglichen werden. Im hautnahen Bereich kann es zu
einer vollständigen Anästhesie kommen und falls sich ein kleinerer Hauptnerv
im fokussierten Bereich be�ndet, kann die Beschallung zu einer nicht ganz voll-
ständigen Leitanästhesie führen.

2. Die zweite Wirkung tritt langsamer ein und dauert länger an. Dabei verringert
sich die Schmerzemp�ndlichkeit des mehrfach beschallten Schmerzpunktes von
einer Therapiesitzung zur nächsten am folgenden Tag. Nach einigen Tagen läÿt
dieser E�ekt jedoch nach, so dass z. B. nach einem Wochenende ohne ESWT
das Schmerzemp�nden wieder ansteigt. Während der Beschallung wird von
den Patienten berichtet, dass nach wenigen Impulsen der Schmerz im Fokus
nicht mehr zu spüren ist. Lediglich das Klopfen der Stoÿwellenimpulse wird
wahrgenommen.
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3. Diese Variante der analgetischen Wirkung der ESWT zeichnet sich durch eine
langsame Entwicklung aus und tritt nach einigen Tagen bis zwei Wochen nach
Behandlungsbeginn ein. Dabei wird von den Patienten eine Minderung der all-
gemeinen Schmerzsituation berichtet, die über Wochen und Monate andauern
kann.

Basierend auf diesen Beobachtungen wird die ESWT seit 1992 erfolgreich als Schmerz-
therapie an Patienten eingesetzt (Dahmen et al., 1992 u. 1993), bei der Schmerzen
knochennaher Weichteile hauptsächlich im Bereich von Hals, Schulter, Ellenbogen
und Fuss behandelt werden. Die folgende Liste enthält zusammengefasst Beispie-
le für Erkrankungen, die mit signi�kantem Erfolg durch eine ESWT bei Patienten
gelindert oder beseitigt worden sind:

� Allumfassend knochennaheWeichteilschmerzen (Dahmen et al., 1995a;Haist u.
Von Keitz-Steeger, 1995),

� Induratio penis plastica oder Peyronie-Syndrom (Hauck et al., 2004; Ma-
nikandan et al., 2002; Mirone et al., 2000),

� Dupuytren�sche Hände (Dahmen et al.; 1992),
� Plantarfasciitis oder Fersensporn (Abt et al., 2002; Boddeker et al., 2001;
Hammer et al., 2003; Haupt u. Katzmeier, 1995; Nolte, 2003; Perez et
al., 2003; Valchanou u. Michailov, 1991),

� Tennisellenbogen (Crowther et al., 2002; Pigozzi et al., 2000; Schmitt et
al.; 2001),

� chronische Schulterschmerzen (Daecke et al., 2002; Gerdesmeyer et al.,
2003),

� Sehnenansatzendopathien (Dahmen et al., 1995a;Haupt u.Katzmeier, 1995),
� Pseudo-Arthrosen (verzögerte Knochenbruchheilung) (Buch, 1997; Dahmen

et al., 1995b; Haist u. Von Keitz-Steeger, 1995).

Auf der Suche nach einem analgetischen Wirkmechanismus der ESWT, haben Haa-
ke et al. (2002) das beschallte Rückenmark ESWT-behandelter Ratten untersucht.
Die Autoren haben keine eindeutige Ursache bzw. kein Ursachengefüge benannt.
Einen Ein�uss der ESWT auf die Schmerzregulationsmechanismen über nicht opioide
Calcitonin-Gen gebundenen Peptide sowie Substanz P wird verneint. Zu dem werden
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unerwünschte Nebenwirkungen durch die Beschallung des Rückenmarks während ei-
ner ESWT ausgeschlossen. Hingegen vertreten Bird et al. (1995) die Au�assung, dass
dauerhafte Läsionen in sensorischen Bereichen, Reizleitungen und im ZNS auftreten.

Bisher wurde nicht geklärt, welche histologischen und intrazellulären E�ekte in be-
schallten Geweben vorzu�nden sind. Um diese Frage abzuklären, wurden Versuche an
Schweine�eisch durchgeführt (persönliche Mitteilung Dahmen, 1996). Es konnten an
diesem Gewebe keine E�ekte beobachtet werden, weil es nicht möglich war, die Stelle
wieder zu �nden, auf der die 4mm lange und im Zentrum 1mm dicke reiskornförmige
Fokuszone (-6dB Zone) platziert wurde. Auÿerdem handelte es sich dabei um totes
Gewebe. Deshalb wäre es sehr fragwürdig, Rückschlüsse in Bezug auf intrazelluläre
Beschallungse�ekte an lebendem Gewebe zu ziehen.

Um die Frage zufriedenstellend zu klären, was Stoÿwellen im Gewebe bewirken, mus-
ste ein Modelorganismus gefunden werden, der folgende Eigenschaften besitzt:

� Es sollte sich um einen lebenden Organismus handeln.

� Der Modelorganismus sollte so klein und übersichtlich sein, dass klar ist, wo
die Stoÿwellen im Gewebe fokussiert wurden.

� Mögliche Veränderungen nach den Beschallungen sollten gut einsehbar und zu
verfolgen sein.

� Der Modelorganismus sollte bereits oftmals für Untersuchungen verwendet wor-
den sein, so dass eventuelle Gewebeveränderungen mit Ergebnissen anderer
Publikationen vergleichbar sind.

Vielversprechende Voraussetzungen eines Tiermodells erfüllen die Embryonen von
Oryzias latipes aus folgenden Gründen:

1. O. latipes läÿt sich unter Laborbedingungen unkompliziert hältern und züch-
ten.

2. Von den Weibchen lassen sich meist täglich Eier gewinnen (vergl. S. 29). O. la-
tipes ist in Bezug auf den Stress durch das Heraus�schen und Abstreifen der
Eier recht unemp�ndlich. Die befruchteten Eier lassen sich als Eiballen einfach,
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relativ stressfrei und schnell abstreifen.
3. Alle Eier eines Eipaketes (Abb. 2, S. 20) be�nden sich im gleichen Entwick-

lungsstadium, was vergleichende Beobachtungen erleichtert.
4. Die Entwicklung der Versuchsembryonen und der Kontrollen ist aufgrund der

Transparenz der Eihülle und der embryonalen Gewebeanlagen gut zu verfolgen.
5. Die embryonalen Strukturen, insbesondere die Dottersackgefäÿe, sind auch in

fortgeschrittenen Entwicklungsstadien übersichtlich und überschaubar.

2.4 Das Tiermodell Oryzias latipes

Oryzias latipes ist in Asien in Vietnam, Taiwan, China, Korea und Japan behei-
matet (Roberts, 1998). Nach eigenen Beobachtungen erreicht der ausgewachsene
Fisch eine Länge von 2,5 bis 3,0 Zentimeter. Die Lufttemperaturen in den Verbrei-
tungsgebieten kann zw. 5 ◦C und 35 ◦C betragen. Seine Hauptnahrung besteht aus
planktischen Krebsen, Tubifeziden und Insektenlarven.

Die Männchen lassen sich mit bloÿem Auge schnell und sicher von den Weibchen
durch die Form der Dorsal�osse unterscheiden (Egami, 1975). Die Flossenstrahlen
der Dorsal�osse sind bei den Männchen um ca. 30 % länger als bei den Weibchen.
Zusätzlich sind alle Folssenstrahlen der Dorsal�osse bei den Weibchen gleichmäÿig
parallel angeordnet, während der letzte Flossenstrahl bei den Männchen zum Rücken
hin abgespreizt wird.

Bis zur Publikation von Turner (1977) wurde Oryzias latipes den eierlegenden
Zahnkarpfen bzw. Killi�schen (Ordnung: Cyprinidontiformes, Unterordnung: Cypri-
nodontoidei) zugeordnet (Yamamoto, 1975). Nach wie vor wird der Fisch in Hong
Kong als �Tooth-carp� bezeichnet. Im deutschsprachigen Raum sind u.a. noch die
Namen Reiskärp�ing oder Japan-Reiskärp�ing gebräuchlich. Rosen u. Parenti
(1981) ordnen die Gattung Oryzias erstmals der Ordnung Beloniformes, Unterord-
nung Adrianichthyoidei, Familie Adrianichthyidae und Unterfamilie Oryziidae ein
und setzen den Medaka in eine engere Verwandtschaft mit der Unterordnung Belo-
noidae, denen u.a. die Belonidae (Hornhechte) und Exocoetoidae (�iegende Fische)
angehören. Somit ist Oryzias latipes nicht mehr zu den eierlegenden Zahnkarpfen
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bzw. Killi�schen zu zählen. Naruse (1996) fasst die systematische Einordnung wie
folgt zusammen:

Ordnung: Beloniformes
Unterordnung: Adrianichthyoidei
Familie: Adrianichthyidae
Unterfamilie: Oryziinae
Gattung: Oryzias
Art: Oryzias latipes (Temminck u. Schlegel, 1846)

Abb. 2: Oryzias latipes-Weibchen mit Eipaket (↑), bestehend aus sieben Eiern.

O. latipes besitzt als Wildform eine grau-grüne Färbung. Ursprünglich werden seit ei-
nigen hundert Jahren in japanischen Zuchten orange bis orange-rote und weiÿe Farb-
varianten (Yamamoto, 1975) sowie eine transparente Form (WAKAMATSU, 2001)
gezüchtet, die für Laborzwecke geeignet und kommerziell erhältlich sind (Briggs,
1959; Iwamatsu, 1994; Von Kirchen u. West, 1976).

2.4.1 Die Embryonalentwicklung von Oryzias latipes

Die embryonale Entwicklung von O. latipes wurde von Yamamoto (1975), Von
Kirchen u. West (1976) und Iwamatsu (1994) detailliert beschrieben. Jeder der
Autoren teilte die Entwicklungszeit bis zur Larve in eine unterschiedliche Anzahl



20 2 Einleitung

von Stadien ein. Die ersten Autoren nummerieren die Entwicklungsstadien von der
Befruchtung bis zur Schlupfreife von 1 bis 33, der zweite Autor von 1 bis 36. Zur Be-
stimmung der für diese Arbeit beobachteten Entwicklungsstadien wird das zur Zeit
allgemein anerkannte Standardwerk für die O. latipes-Entwicklung von Iwamatsu
(1994) verwendet in dem die Entwicklungsstadien 1-39 im Ei beschrieben werden. In
der vorliegenden Arbeit wird die Normalentwicklung im Kapitel 4.1 (S. 45) darge-
stellt.

2.4.2 Aufbau und Funktion des Dottersynzytiums

Für die Embryonalentwicklung haben das Dotterzytoplasma (DZ) und, ab dem Bla-
stulasstadium, das Dottersynzytium (DS) eine bedeutende Funktion. Das DS ist
eine extraembryonale Struktur, die sich durch das Kollabieren von Marginalzellen
der Keimscheibe bildet, die ihre Kerne in die unter ihr liegende Zytoplasmaschicht
abgeben (Kimmel u. Law, 1985). Detaillierte Untersuchungen des DS sind an
Fundulus heteroclitus (Lentz und Trinkhaus, 1967), Danio rerio (= Zebra�sch)
(Kimmel u. Law, 1985), an Salmo fariotrutta (Walzer u. Schönenberger,
1979), Scophthalmus maximus (Poupard et al., 2000) und O. latipes (Kageyama,
1996) durchgeführt worden.

Bis zur neunten Furchung wird der Dotter vom DZ umspannt. Es bildet die Abgren-
zung zwischen dem Dotter und dem Perivitellarraum. Die eigentliche DS-Formierung
beginnt bei den Zebra�schen zur neunten und endet mit der zehnten Furchungstei-
lung (Kimmel u. Law, 1985) und bei O. latipes zu Beginn des Blastula-Stadiums
(Kageyama, 1996). Entscheidend für die Einbeziehung von Zellen in das DS ist
die direkte Nachbarschaft der Blastomere mit dem DZ. Diese Vorrausetzung erfül-
len in jedem Fall die Marginalzellen der Keimscheibe. Bei Zebra�schen stehen ab
der sechsten Furchung ca. 20 Marginalzellen der Blastomere mit dem DZ in Verbin-
dung Kimmel u. Law (1985). Dabei kommunizieren die Blastomere intensiv über
Gap-Junctions mit dem DZ (Kimmel u. Law,1985; Bischof u. Driever et. al.,
2004). Als Nächstes dringen Cluster von Mikro�lamenten in das DZ ein und verei-
nigen Zellen und Dotterzytoplasma zum DS (Roubaud u. Pairault, 1980). Nach
Kimmel u. Law (1985) reduzieren sich diese Verbindungen zwischen dem DZ und
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den ihm au�iegenden Zellen oder sind nicht vorhanden, wenn die Gastrulation be-
ginnt und sich die dorsale Blastoporuslippe bildet. Bei Oryzias latipes verschmelzen
die Marginalzellen zu Beginn der DS-Formierung mit dem DZ (Kageyama, 1996).

2.4.2.1 Schichtungen des DS

Der Aufbau des fertigen DS bei Salmo fariotrutta wurde von Walzer u. Schönen-
berger (1979) in zwei Zonen unterteilt: Die Dotterlyse-Zone und die zytoplasmati-
sche Zone, die beide auch im DS der hier untersuchten O. latipes erkennbar waren.
Dabei grenzt die Dotterlyse-Zone an den Dotter. Zwischen der zytoplasmatischen Zo-
ne und dem Epithel mit den Dottergefäÿen sowie zwischen Gewebeanlagen und dem
Periblast ist ein Zwischenraum zu beobachten. Dieser perisynzytielle Raum besitzt
keine Verbindung zum Perivitellarraum (Poupard et al., 2000).

An der Grenze zwischen Dotterlysezone und Dotter wird das Dottermaterial von
zytoplasmatischen Ausläufern umschlossen und tröpfchenweise aus dem Dotter ab-
geschnürt. Fink und Trinkhaus (1988) stieÿen bereits im äquatorialen DZ auf die
Existenz sternenförmiger Komplexe, innerhalb derer im elektronenmikroskopischen
Schnitt Dottervakuolen beschrieben werden, vergleichbar denen des DS. Damit hat
vermutlich das DZ bereits die Aufgabe Dottermaterial zu verdauen, eine Aufgabe, die
später vom DS mit �ieÿendem Übergang weitergeführt wird. In unbefruchteten Eiern
von Sparus aurata ist im DZ Cathepsin D und L nachgewiesen worden (Carnevali,
2001). Nach der Befruchtung wird ein signi�kanter Anstieg dieser Enzyme im DZ
beschrieben.

2.4.2.2 Dotteraufbereitung durch das DS

Nach der Aktivierung des Eies ist, wie oben beschrieben, erst das DZ und später, nach
der Gastrulation, ausschlieÿlich das DS für die Aufbereitung des Dotters zuständig,
bis in die ersten Stunden und Tage nach dem Schlupf.

Als Nährsto�e im Dotter lassen sich u. a. freie Fettsäuren, Phosphatidylcholine, Phos-
phatidylethanolamin, Phosphatidylserin, Phosphatidylinositol, Sterol, Sterolester so-
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wie Triacylglycerol nachweisen (Desvilettes et al., 1997). Um diese Substanzen
dem Sto�wechsel des sich entwickelnden embryonalen Gewebes zugänglich zu ma-
chen, muss der Dotter verdaut werden. Dies geschieht indem die Dottermasse für
den Embryo von den beiden Schichten des DS mit Hilfe von Enzymen aus den Lyso-
somen aufbereitet wird. Dass ein Zusammenhang zwischen der Versorgung des Em-
bryos und der Bescha�enheit des DS vorhanden ist, zeigen Untersuchungen des DS
von Salmo fariotrutta (Walzer u. Schönenberger, 1979). Verdauende Enzym-
Aktivitäten wurden von Romanini et al. (1969) in der Dottersackwandung von Sal-
mo irideus analysiert. Von Hiramatsu et al. (2002) konnten bei Salmoniden nachge-
wiesen werden, dass während der gesamten embryonalen Entwicklung Vitellogenin-
und Lipovitellinmoleküle in kleinere Polypeptid-Stücke �zerschnitten� und Phosvi-
tin dephosphoryliert wird. Glykogen ist nach Ansicht des Autors bei Salmoniden im
DS selten vertreten. Hingegen können in der Dottersackwandung bei Solea senega-
lesis Glykogen im ausreichenden Maÿe nachgewiesen werden (Sarasquete et al.,
1996). Weiterführend sind in der Dottersackwandung basische und saure Phospha-
tasen für den Transport von Substanzen, reduzierende Enzyme, ATPasen sowie für
die Verdauungsaktivitäten notwendige Aminopeptidasen und Lipasen nachgewiesen
worden. Für den Glykogen-Metabolismus wird die Anwesenheit von Phosphorylase
und UDPG-Glykogen-Transferase beschrieben, mit deren Hilfe der Absorbtionspro-
zess des Dotters statt�ndet.Mudumana et al. (2004) weisen Ifabp-mRNA im DS von
Zebra�schen nach. Die Expression von Ifabp kann zu Beginn der Darmentwicklung
beobachtet werden. Präsens von Ifabp-mRNA im DS steht im engen Zusammenhang
mit dem Transport von langkettigen Fettsäuren vom Dotter zu den embryonalen
Gewebeanlagen.

Während der prägastralen Entwicklungsphase werden die embryonalen Anlagen von
Scophthalmus maximus ausschlieÿlich vom DZ versorgt (Poupard et al., 2000). Nach
der Epibolie übernimmt auch hier das fertig ausgebildete DS diese Aufgabe. Nach An-
sicht der Autoren gelangen die Nährsto�e, vor allem Lipo-Proteine, überwiegend über
den perisynzytiellen Raum an die Zellen der embryonalen Gewebeanlagen. Allerdings
sind in den eigenen Untersuchungen sowohl in Kontroll- als auch Versuchsembryonen
im perisynzytiellen Raum keine der beschriebenen, den Lipoprotein-Darstellungen
entsprechenden Strukturen im Elektronenmikroskop beobachtet worden.
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Desweiteren beschreiben Poupard et al. (2000) eine spezielle und besonders ausge-
prägte Lipoprotein-Synthese von Apolipoproteinen (ApoE) im DS, durch das insbe-
sondere die Öltröpfchen abgebaut werden. Die als �very-low-densitiy-lipids� (VLDL)
bezeichneten ApoE sind im gesamten DS, insbesondere im ER, nachgewiesen wor-
den. Nach Meinung der Autoren muss diese ausgeprägte Lipoprotein-Synthese mit
der Expression von Sto�wechsel-Signalen koordiniert sein, die bis in die embryonalen
Gewebe hinein reichen. Sie initiieren die Bereitstellung von Lipoproteinen. Einfacher
ausgedrückt: Über die Sto�wechsel-Signalwege werden Lipoproteine von den embryo-
nalen Gewebeanlagen des Embryos für die Entwicklung und das Wachstum �bestellt�.

Neben der Bedeutung für die Ernährung des Embryos, �nden im DS die Expressio-
nen wichtiger Signale statt, die einen entscheidenden Ein�uss auf die morphologische
Entwicklung der Keime bzw. für die Epibolie und embryonale Gestaltenbildung ha-
ben.

2.4.2.3 Signale aus dem Dottersynzytium

Die meisten Untersuchungen dazu wurden am DS von Zebra�schen (Danio rerio
durchgeführt. Es ist anzunehmen, dass die Bedingungen im DS von D. rerio mit
denen vom O. latipes vergleichbar sind. Die im Folgenden aufgeführten Beispiele
sollen die Schlüsselfunktion des DS als Signalquelle in der embryonalen Entwicklung
hervorheben:

� Die Enzyme Ogt (O-linked-ÿ-N-acetylglucosamin-Transferase) und Oga (O-
linked-ÿ-N-acetylglucosaminase) kontrollieren Apoptose und den Vorgang der
Epibolie. Störungen in der Synthese dieser Enzyme, z.B. durch Überexpression,
führen zu einem fehlerhaften Zytoskelett im DS der Zebra�sche, in Verbindung
mit dem Fehlen von O-linked-ÿ-N-acetylglucosamine (Webster et al., 2009).
Eine Epibolie �ndet verzögert statt und die Embryonen sind desorganisiert,
haben eine verkürzte Körperachse und eine unvollständige Hirnanlage.

� Für die Epibolie ist der Homeobox-Transkriptionsfaktor Mtx2 notwendig. Bei
fehlendem Faktor wird im DS ein F-Aktin-Ring nicht ausgebildet. Ohne diese
Mikro�lamentstruktur kann der Vorgang der Epibolie nicht statt�nden. Ebert
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et al. (2007) zeigen, dass ein Mangel an membran-assoziierter Ganylate-Kinasen-
Proteine im DS die Epiboly beim Zebra�sch-Keim blockiert.

� Im frühen Blastulastadium wird im DS Casanova expressiert (Kikuchi et al.,
2001). Casanova-Expression steuert die Bildung des Magen-Darm-Traktes beim
Zebra�sch.

� ÿ-Catenin aus dem DS während der Gastrulation ist u.a. ein Signal für die Ex-
pression von iron3. Dieses Gen reguliert eindeutig indenti�zierte Organisator-
Domänen, die für die Bildung und Ausdehnung des Embryonalschildes verant-
wortlich sind (Kudoh u. Dawid, 2001).

� In einem kleinen begrenzten Bereich des DS bei Zebra�schen, unter dem sich
bildenden Embryonalschild, ist das Nieuwkoid -Gen lokalisiert worden (Koos u.
Ho, 1998). Nieuwkoid, ein Homeobox -Gene, entspricht in seiner Funktion dem
Nieuwkoop-Organisator-Zentrum bei Amphibien und induziert die Bildung des
Mesoderms.

� Desweiteren wird im Zebra�sch-Periblast u.a. hhex expressiert (Ho et al., 1999;
Bischof u. Driever, 2004). Nach Au�assung der zuletzt genannten Auto-
ren wird u.a. durch den Wnt/ÿ-Catenin-Signalweg u.a. hhex aktivert. Dieses
Gen reguliert wiederum durch Repression die Transkription von bozozok, auch
bekannt als Dharma oder Nieuwkoid. Bozozok wirkt als Regulator auf den
bmp2b-Faktor. Bei unkontrollierter Expression von bmp2b �ndet keine Gestalt-
bildung des Embryos statt. Eine Regulation von bmp2b und ist unerläÿlich bei
der Bildung der dorsalen Organisatoren (Solnica-Krezel u.Driever, 2001;
Shimizu et al., 2000).

� Mudumana et al. (2004) weisen DNA bzw mRNA für die Synthese von Trans-
ferrin im DS von Zebra�sch-Embryos vor der Organogenese von Leber und
Darm nach. Transferrin steuert die Eisen-Homöostase u.a. für den Sauersto�
und Elektronentransport und verhindert anämische Bedingungen sowie Eisen-
überdosierungen. Transferrin wird bis zur Funktionstüchtigkeit der Leber im
DS gebildet. Die Autoren vermuten, dass das DS vorerst diverse Aufgaben
übernimmt, die später von der Leber übernommen werden.
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� Im DS von Zebra�schen wurde die Expression von Rbp4 (Retinol-Binding-
Protein) nachgwiesen, welches u.a. essentiell für die Entwicklung der Leber
nötig ist (Li et al. 2007)

� Ein spezi�scher Transkriptionsfaktor im DS ist Mtx1, welches die Expression
von Fibronectin reguliert, dass in Wanderungsprozessen von Herzmuskelzellan-
lagen involviert ist (Sakaguchi et al., 2006). Eine Hemmung von Mtx1 führt
zu Cardia bi�da (Doppelherz) und zu Defekten in der Organogenese von Lei-
beshöhlenorganen.

2.5 Fragestellung

In dieser Arbeit sollen Beiträge zu zwei Fragestellungen geleistet werden:

1. Ableitend von den Gewebeschäden, die während einer Lithotripsie auftreten,
sind bei reduzierter Energie und der Verlagerung des Fokus in das Gewebe Ef-
fekte und Gewebebeein�ussungen infolge einer Stoÿwellenapplikation im Rah-
men einer ESWT o�ensichtlich. Es stellt sich die Frage, was für E�ekte nach
einer Stoÿwellenapplikation im Gewebe zu beobachten sind und ob die E�ekte
als Schäden oder lediglich als gezielte Veränderung mit dem Ziel einer Schmerz-
freiheit anzusehen sind. Um Erkenntnisse über Veränderungen in beschallten
Geweben zu gewinnen, müssen gezielt Gewebe mit einer Energiedosis beschallt
werden, wie sie in der ESWT am Patienten angewendet wird. Die vorliegende
Arbeit soll klären, was sich im Gewebe verändert und ob diese Veränderungen
in irgendeiner Beziehung zum analgetischen E�ekt der ESWT stehen.

2. Es soll erstmalig demonstriert werden, welchen Ein�uss Stoÿwellen auf das DS
von Oryzias latipes haben, welche zellpathologischen Schäden im DS vorzu�n-
den sind und welchen Ein�uss diese Schädigungen auf die embryonale Fisch-
entwicklung haben.
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3 Material und Methoden

3.1 Die Hälterung von Oryzias latipes

Die Nachzucht und Hälterung dieser beiden Stämme erfolgte im Aquarium des De-
partment Biologie der Universität Hamburg in Anlehnung an die Aufzuchtanleitun-
gen von Von Kirchen u. West (1976) und Yamamoto (1975) beschriebenen
Zuchtanleitungen. Die für diese Arbeit verwendeten Fische stammten aus einem ko-
reanischen und einem kalifornischen orangen Zuchtstamm (Euon-Ho Park, Depart-
ment of Biology, College of National Science, Hanyang-University, Seoul und Biology
Supply Company, Winenden). Beide Stämme wurden verbastardiert, um inzuchtbe-
dingte Spontanmissbildungen zu minimieren.

Die Hälterung der Oryzias latipes war in erster Linie darauf ausgerichtet, dass zu
jeder Zeit ausreichend Eier für die Versuche, Beobachtungen und Nachzucht vor-
handen waren, was durch ein meist tägliches Laichen der Tiere ermöglicht wurde.
Zwei Zuchtstämme wurden jeweils in einem 100 l- und 120 l-Becken mit einer Be-
satzdichte von maximal 25-30 Individuen pro Becken mit Männchen und Weibchen
gehältert. Für die Filterung des Wassers dienten Kies�lter mit jeweils einem Steigrohr
in Glasgefäÿen mit 1 l Fassungsvermögen für jedes Becken. Das Steigrohr war an der
Wasserober�äche um 90 ◦ abgeknickt und sorgte so für eine ausreichende Wasserzir-
kulation im Zuchtbecken. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Ausstrom von Luft
und Wasser zur Stressreduktion möglichst geräuscharm an die Wasserober�äche ge-
leitet wurde. Die Becken wurden mit Java-Moos bestückt um den Fischen Deckung,
Rückzugsmöglichkeiten und ggf. Laichsubstrat zu bieten.

Nach Von Kirchen u.West (1976) sollten die Hälterungstemperaturen nicht unter
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15 ◦C sinken und 29 ◦C nicht überschreiten. Die Autoren empfehlen eine Hälterungs-
temperatur von 21 ◦C bis 26 ◦C und Yamamoto (1975) 25 ◦C bis 28 ◦C. Dies zeigt,
dass O. latipes eine sehr hohe Temperaturtoleranz zu bieten hat. Die Temperatur
des Wassers in den Becken wurde jeweils durch eine handelsübliche Aquarienheizung
zwischen 22 ◦C und 24 ◦C gehalten. Der pH-Wert des Wassers betrug ca. 7,0 bis
7,1. Alle 14 Tage wurde das Wasser auf den Nitrit getestet, mit negativem Ergebnis.
Ebenfalls wurde alle 14 Tage ein Drittel des Aquarienwassers durch abgestandenes
Frischwasser ersetzt.

Zu Beginn der Hälterungen zeigten sich schon nach ca. drei Wochen bei beiden Zucht-
stämmen der oben benannten Hälterungstemperatur und Aquariumwasser auf Lei-
tungswasserbasis ein Befall Fischtuberkulose mit stark ausgeprägten Symptomen, wie
Bauchödemen, Augentrübungen sowie Sklettdeformationen. Daraufhin wurde die Sa-
linität des Wassers, in dem die Fische gehältert wurden, wurde um 0,02 %, durch
die Zugabe von Meersalz, angehoben, um die Krankheitsgefahr zu mindern. Seitdem
traten derartige Erkrankungen nur noch vereinzelt auf. Ein erhöhter Stress durch
das Anheben des Salzgehaltes war auszuschlieÿen, da Fische keine Au�älligkeiten
zeigten und die Weibchen täglich laichaktiv waren. Die Salinität von 0,15 %, 1,2 %
sowie 2,0 % hatte in toxikologischen Untersuchungen von El Alfy et al. (2002) an
O. latipes keinen Ein�uss auf die Fische.

In den Monaten April bis August waren die Stämme dem natürlichen Tageslichtrhyth-
mus ausgesetzt. In den Monaten September bis März sorgte eine über den Becken
positionierte künstliche Lichtquelle für ca. 16 Stunden Licht, wie in der Literatur
vorgeschlagen (Chan, 1976; von Kirchen u. West, 1976; Yamamoto, 1967).

Die Sektion gestorbener O. latipes ergab eine enorme Anreicherung von Fettgewebe
um Organe der Leibeshöhle. Daraufhin wurde, abweichend von den Beschreibungen
von Von Kirchen u. West (1976) und Yamamoto (1967), keine tägliche Füt-
terung durchgeführt. Die Fütterung der O. latipes in den Zuchtbecken erfolgte nur
noch alle zwei bis drei Tage, um einer Verfettung der Tiere vorzubeugen. In den
Wintermonaten wurden Nauplien von Artemia salina, Trockenfutter (Tetraminr)
und tiefgefrorene weiÿe Mückenlarven, in den Sommermonaten lebende Daphnien
verfüttert.
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3.2 Gewinnung der Eier

Die Weibchen laichten im Sommer, während der langen Tageslichtphasen, zw. 7:00
Uhr und 9:00 Uhr und im Winter bei künstlicher Belichtung zwischen 9:00 Uhr und
10:30. Die Weibchen trugen dann einen gut erkennbaren Eiballen am After, bestehend
aus 3 bis 25 Eiern.

Jedes war mit langen Haftfäden (bis zu 10mm Länge) bestückt, die alle als �Büschel�
von einer relativ kleinen begrenzten Stelle der Eihülle ausgingen. Desweiteren war
die Eihüllenoberläche mit kurzen haarähnlich Fortsätzen von ca. 0,18 bis 0.2 mm
Länge und mit einem jeweiligen Abstand von 0,15 mm bis 0,17 mm bestückt. In der
Literatur werden die Fortsätze als Villi bezeichnet(Iwamatsu, 1994).

Alle Eier eines Eipaketes befanden sich im gleichen Entwicklungsstadium, da die
Männchen das gesamte Eipaket zu einem Zeitpunkt des Laichens auf einmal befruch-
teten. Die Weibchen trugen die Eier, die durch lange an der Ober�äche der Eihülle
inserierende Haftfäden miteinander verbunden waren, ca. eineinhalb bis zwei Stun-
den nach dem Laichen zusammen mit allen anderen Artgenossen im ober�ächennahen
Bereich der Zuchtbecken (Abb. 2). Wenn die Eier nicht abgestreift wurden, schwam-
men die Weibchen durch das Java-Moos, so dass die Eier mit den Haftfäden hängen
blieben.

Zur Vorbereitung der Eier für Laborarbeiten wurden die Weibchen morgens, in ei-
nem Zeitraum zwischen 8:30 Uhr und 9:00 Uhr, mit einem Aquariencasher aus dem
Zuchtbecken heraus ge�scht, bevor sie die Eipakete an den Wasserp�anzen abstreifen
konnten. Dazu sei erwähnt, dass die Eihüllen der befruchteten O. latipes-Eier sehr
stabil sind und nur durch massive Gewalt zerstört geschädigt werden können. Mit
einer Pinzette konnten die Eipakete im Ganzen problemlos entnommen werden. Un-
ter dem Stereomikroskop wurden die Haftfäden mit den scharfen Schneiden zweier
gegeneinander geführten Kanülenspitzen behutsam abgetrennt, um die Eier in der
Folgezeit besser handhaben und beobachten zu können. In einer mit Brutmedium
beschickten Petrischale wurden die Eier in einem Brutschrank bei 25 ◦C bis zur
Schlupfreife erbrütet.

Um den Schlupf zu beschleunigen, wurde eine Messerspitze fein zerriebenes Trocken-
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futter auf das Brutmedium mit den schlupfreifen Eiern gestreut. Nach Peters (1965)
aktiviert die Sauersto�zehrung den Schlupf reifer Embryonen eierlegender Zahnkarp-
fen. Die bakterielle Zersetzung der Trockenfutter-Flocken und die damit verbundene
Sauersto�zehrung führte bei den reifen O. latipes-Embryonen innerhalb von 24 Stun-
den zum Schlupf (vgl. Kapitel 4.1, S. 77).

Die Larven wurden in 1-Liter fassende Glasgefäÿe, die zur Hälfte mit Wasser gefüllt
und einem kleinen daumenlangen Büschel Java-Moos besetzt wurden, umgesetzt und
täglich mit den Nauplien von Artemia salina gefüttert. Ein Sprudelstein sorgte für
eine ausreichende Belüftung. Alle 2 Tage wurde die Hälfte des Wassers durch frisch
abgestandenes Wasser ersetzt. Sobald die Jung�sche nach 10 bis 14 Tagen das Sta-
dium 42 (nach Iwamatsu, 2003) mit einer Länge von ca. 10 mm erreicht hatten,
wurden sie in die Zuchtbecken umgesetzt. Damit waren die Jung�sche zu groÿ und
zu schnell um den ausgewachsenen O. latipes als Beute zu dienen.

Zur Kontrolle der Embryonalentwicklung wurden die Eier täglich dem Brutschrank
entnommen, mittels eines Stereomikroskops (Zeiss) untersucht und mit Hilfe eines
Fotoaufsatzes (Zeissr) fotogra�ert (Kodak Ectachrom 100r). Eine Kaltlichtquelle
(Novo�ex Macrolight plusr) spendete das notwendige Durchlicht, durch das sich die
Embryonen gut beobachtet lieÿen. Die Embryonalstadien wurden mit Hilfe der Ar-
beiten von Iwamatsu (1994), Peters,1963 und Tavolga (1949) bestimmt.

Herstellung des Brutmediums:
Aus Meersalz (NATURAKOMr) und destilliertem Wasser wurde eine Stammlösung
mit 2,5 % Salzgehalt hergestellt. Zur Herstellung des Brutmediums wurde die Stamm-
lösung ge�ltert und auf 2,5 0/00 mit Aqua dest. verdünnt. Eigene Beobachtungen
zeigten, dass der Salzgehalt die Entwicklung der O. latipes-Embryonen nicht negativ
beein�usste und Verlust durch Pilzbefall deutlich reduzierte.
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3.3 Stoÿwellengerät und Versuchsaufbau

Die für die in dieser Arbeit verwendeten elektromagnetischen Stoÿwellengeräte (Li-
thostar Plusr und Sonocur Plusr) bestehen aus folgenden Komponenten (Rohnke,
1993): Eine akustische Quelle, eine akustische Linse und Wasser als Übertragungsme-
dium, das sich sowohl zwischen Schallquelle und Linse als auch Linse und Koppelbalg
befand (Abb. 3).

Der von der Flachspule im Wasser erzeugte akustische Impuls wurde über die akusti-
sche Linse gebeugt und passierte die Vorlaufstrecke in Form des sog. Koppelbalgs. Der
Koppelbalg war der Teil des Systems, der mit Hilfe eines handelsüblichen Ultraschall-
Gels die Schallquelle mit dem Körper des Patienten verband. Die Welle p�anzte sich
weiter durch das Wasser in Richtung auf den zu beschallenden Zielpunkt fort, auf den
die Welle fokussiert worden war. Erst im Fokus steilte sich die Schallwelle zur Stoÿ-
welle auf. Der Brennpunkt des Schallfokus hatte die Form eines Rotationsellipsoids
mit einer Länge von vier Millimetern und einem Durchmesser von einem Millimeter
(Folberth, 1995 persönliche Mitteilung).

Abb. 3: Schema des angewandten Stoÿwellenverfahrens zur Beschallung der O. la-
tipes-Eier. Die Stoÿwellen wurden elektromagnetisch erzeugt und über eine
akustische Linse auf die Eier fokussiert. In dieser Skizze entspricht die Vor-
laufstrecke dem Koppelbalg.
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Im Gegensatz zu den hochenergetischen Stoÿwellen der Lithotripsie (vergl. Abb. 1,
S. 10) werden für die ESWT niederenergetische Stoÿwellen erzeugt, die durch einen
sanfteren Druckanstieg charakterisiert sind (Abb. 4). Das bedeutet, dass der Zeit-
raum, in dem der Druck von Null auf sein Druckmaximum ansteigt (4t) gröÿer ist
als bei den Stoÿwellenmessungen am Lithostar Plus (Abb. 4).

Abb. 4: Am Lithostar Plusr gemessener Stoÿwellenverlauf (Stufe 1). Dieser Ver-
lauf gilt auch für das ebenfalls in dieser Arbeit verwendete Gerät Sonocur
Plusr. Der Druck erreicht innerhalb des eines Zeitraumes 4t = 1 µsec
sein Maximum. Anschlieÿend fällt der Druck innerhalb von ca. 3 µsec auf
ein Minimum in einen negativen Druckbereich (Unterdruck), was auch als
Zugwelle bezeichnet wird.

Um die Eier gezielt beschallen zu können, wurden sie in zylindrische Aussparungen
eines Agaroseblocks (∅ = 1 mm) eingefasst. Für das Gieÿen derartiger Agaroseblöcke
wurden zwei Matrizen aus Plexiglas gefertigt. Die erste Matrize (Abb. 5, links) diente
für die Versuchsreihen 1 bis 79, die zweite (Abb. 5, rechts) für die Versuchsreihen 80
bis 86. Es wurden dazu vier 3 mm lange Metallzylinder (∅ = 1 mm) 1,4 mm tief in ein
Plexiglasstück mit den Abmessungen 22 mm x 26 mm x 3,4 mm eingepasst. Sie waren
in einer Linie mit einem Abstand von 0,5 mm zueinander angeordnet und ragten
1,6 mm aus der Kunststo�platte heraus. Die zweite Matrize , die als Abgussform
für die restlichen Versuche diente, enthielt zehn ebensolche Metallzylinder, welche zu
einem gleichseitigen Dreieck angeordnet wurden.

In einem handelsüblichen Mikrowellengerät (Boschr HMG 760B) wurde die Agaro-
se erhitzt um sie zu ver�üssigen. Mit der heiÿen Agarose wurde ein Petrischälchen
mit einem Durchmesser von ca. 5 cm, in die zuvor eine Matrize mit drei auf dafür
vorgesehenen Bohrungen positionierten Stahlkugeln (® = 2,5 mm) bestückt wurde,
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Abb. 5: Die Abgussmatrizen mit den Massen 22 mm x 26 mm x 3.4 mm. Die beiden äuÿeren
Bohrungen (×) wurden bei beiden Matrizen in einem Abstand von 6 mm zum Zentrum
(weiÿer Pfeil) gesetzt. Die dritte Bohrung be�ndet sich in einem Abstand von 7 mm zum
Zentrum. Auf die Bohrungen wurden die Stahlkugeln positioniert.

bis zum Rand aufgegossen. Auf diese Weise erhielt man nach dem Erkalten und an-
schlieÿendem Zurechtschneiden Agaroseblöcke (Abb. 6) mit zylindrischen Kammern.
Die Elastizität der Agarose �xierte die in die Kammern hinein gedrückten Eier.

Abb. 6: Die fertigen Agaroseblöcke in der älteren Version mit vier Kammern (links) und mit
zehn Kammern (rechts), für eine höhere Beschallungse�zienz. Die erhöhten Ränder er-
möglichten es, die Eier auch während der Arbeiten auÿerhalb des Aquariums dauerhaft
mit Wasser bedeckt halten zu können. Auf das Zentrum (↑) wurde mit dem Inline-
Sonographen der Fokus für die Stoÿwelle ausgerichtet (Abb. 9). Die schwarzen Pfeile
repräsentieren die Laufrichtung des Schalls.
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Für eine optimale Beschallung der Eier war es erforderlich, dass der zigarrenförmige
Schallfokus möglichst auf der Linie der 4 hintereinander angeordneten Versuchseier
lag. Dies war aufgrund von Abweichungen zwischen Fadenkreuzanzeige (Abb. 9, S. 35)
durch den Inlinesonographen und der tatsächlichen Ausrichtung oft nicht möglich.
Dies führte zu Versuchsdurchläufen mit o�ensichtlich ungeschädigten Embryonen.
Um eine zu erwartende Abweichung dieser Art auszugleichen und die Wahrschein-
lichkeit, optimal beschallte Eier zu erhalten, wurde für die letzten Versuche (Versu-
che 80 bis 86) das Agaroseblock-Modell mit den pyramidenförmig angeordneten zehn
Kammern als Weiterentwicklung des ersten Modells erstellt.

Abb. 7: Der Schallkopf des Sonocur
Plusr. Mit Hilfe dreier Tasten
läÿt sich der Schallkopf ausrich-
ten (↑).

In Abb. 7 wird der Schallkopf dargestellt. Hier
wird die erzeugte Welle von der Schallquelle
im Inneren über den Koppelbalg und anschlie-
ÿend über eine Membran aus Zellophan an das
Wasser im Versuchsbecken weitergegeben. Um
die Leitfähigkeit des Schalls vom Koppelbalg an
die Membran und an das Wasser zu gewährlei-
sten, wurde auf die Membran Ultraschall-Gel
aufgetragen. Für die Versuche 1 bis 57 wurden
das fest installierte Gerät Lithostar Plusr ver-
wendet. Dieses Stoÿwellengerät musste später
aus betrieblichen Gründen demontiert werden.

Deshalb wurde das mobile Gerät Sonokur Plusr in den Versuchen 58 bis 87) einge-
setzt. Beide Stoÿwellengeräte waren in der Konstruktion der Schallquelle baugleich.
Vergleiche der prozentualen Anteile geschädigter Embryonen pro Versuch ergaben
keinen signi�kanten Unterschied zwischen den Geräten. Für diesen Vergleich wurde
der �Mann-Whitney-U-Test� angewendet.

Eine eigens für die Versuchsanordnung angefertigte Plexiglasvorrichtung �xierte den
mit den O. latipes-Eiern bestückten Agaroseblock (Abb. 8). Diese Plexiglasvorrich-
tung wurde wiederum in ein Plexiglasbecken (10 l) eingelassen und so positioniert,
dass sich der Schall über die Zellophan-Membran in der Beckenwand in Richtung der
Fischeier ausbreiten konnte.

Mit dem Inline-Sonographen war der Sonograph stets in die Stoÿwellenquelle inte-
griert, über den die Stoÿwellenfokussierung erfolgte. Auf einem Monitor konnte die
Ausrichtung des Schalls über ein Fadenkreuz verfolgt werden (Abb. 9).
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Abb. 8: Die Plexiglasaufhängung (links) für den Agaroseblock und das Becken
mit einer Membran aus handelsüblichem Zellophan. Die Arretierklötz-
chen, beidseitig auf den Rand des Beckens geklebt, passten genau zwi-
schen die beiden oberen Träger der Plexiglasaufhängung und �xier-
ten diese. Agar=Agaroseblock mit eingegossenen Stahlkugeln, Mem=
Membran.

Abb. 9: Screenprint des Inline-Sonographiegerätes. Das Echo der drei Stahlkugeln
wird von den roten Kreisen (©) markiert und das Zentrum, auf das die
Stoÿwellenquelle ausgerichtet wird, durch den roten Pfeil (↑).
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Der in Abb. 3 (S. 31) veranschaulichte schematische Aufbau wurde durch die in
Abb. 10 dargestellten Versuchsanordnung praktisch umgesetzt. Mit einer Energie-
dichte von 0,09 mJ/mm2, drei Impulsen pro Sekunde und einer Gesamtzahl von 1000
Impulsen wurden die O. latipes-Eier beschallt. Dies entspricht jener Dosis, mit der
die ESWT an Patienten angewandt wurde. Mit dieser Versuchsanordnung wurden
O. latipes-Embryonen in den Entwicklungsstadien Ia (Keimscheibe, Prägrastrula), II
(Organogenese) und IV+/V- (weit fortgeschrittene Entwicklung) beschallt, wobei die
Versuchsreihen zuerst an den Stadien Ia und IV+/V- stattfanden. Resultierend aus
den Beobachtungen dieser Versuchsreihen wurde dann der Schwerpunkt auf 378 im
Stadium II beschallte Embryonen gelegt. Dies begründet sich in der extremen Emp-

Abb. 10: Der gesamte Versuchsaufbau im Überblick. Der rote Pfeil (↑) weist auf das
Echo der Kugeln im Inline-Sonogramm. Agar = Agaroseblock; Schall =
Schallquelle.

�ndlichkeit der Keimscheiben und der nur begrenzt verbleibenden Entwicklungszeit
der Stadien IV+/V- bis zum Schlupf. Das Stadium II war einerseits gegenüber der
Stoÿwellenapplikation nicht so emp�ndlich, wie die Stadien Ia und bot ausreichend
Möglichkeiten, die Auswirkung der Beschallung über einen längeren Zeitraum wäh-
rend der weiteren Entwicklung zu beobachten.
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3.4 Weiterverarbeitung der Proben

Tab. 1: De�nition der Beobachtungszeit-
punkte tn.

Beobachtungs- Zeit nach der
Zeitpunkt Beschallung

t0 Maximal 10 Minuten
t1 ca. 5 Std.
t2 1 Tag + ca. 5 Std.
t3 2 Tage + ca. 5 Std.
t4 3 Tage + ca. 5 Std.
. .
. .
. .

t18 17 Tage + ca. 5 Std.
t19 18 Tage + ca. 5 Std.

Nach den durchgeführten Versuchen wurden
die im Stadium II beschallten Eier zu fest-
gelegten Beobachtungszeitpunkten (Tabelle 1)
gesichtet, wobei die Tabelle insbesondere an
Versuchsembryonen mit beschalltem Entwick-
lungsstadium II angewendet wurde. Die Be-
obachtungszeitpunkte wurden als tn de�niert.
Der Beobachtungszeitpunkt t0 de�niert einen
Zeitraum von maximal 10 Minuten nach der
Beschallung und der Beobachtungszeitpunkt t1

den Zeitpunkt von ca. fünf Stunden nach der
Beschallung. Ungefähr 29 Stunden (1 Tag + ca. 5 Stunden) nach einer Beschallung
ist der Beobachtungszeitpunkt t2 festgelegt. Der späteste Beobachtungszeitpunkt war
t19 am 18. Tag nach einem Versuch.

3.4.1 Lebendbeobachtungen der Entwicklung der
O. latipes-Eier

Während des weiteren Entwicklungsverlaufes, erfolgte die Bebrütung beschallter Eier
einzeln in Kammern von 24-Loch-Gewebekulturschalen (Sarstedt) bei 25 ◦C. Um die
Embryonalentwicklung in den Eiern verfolgen zu können, fand eine tägliche Sichtung
der Eier in den Nachmittagsstunden (ca. 15:00 Uhr) statt. Mit Hilfe des Kamera-
Aufsatzes M35 (Zeiss) und einem Belichtungsautomat (WILD-MPS-55) konnten die
Entwicklungsschritte im einzelnen fotogra�sch dokumentiert werden. Für die Belich-
tung dienten ein handelsübliches Universalblitzlichtgerät für das Durchlicht mit 2
weiteren Blitzlichtgeräten mit �Slave-Funktion�, die jeweils von einer Seite belichte-
ten. Ziel war eine Ausleuchtung der Embryonen ohne Schatten sowie ein optimales
Farbspektrum für die Dia�lmbelichtung (Kodak Ektachrome 100 plusr).

Um ein Wegrollen der Eier aus dem Sichtfeld des Stereomikroskop zu verhindern,
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wurde für die Lebendbeobachtungen eine Unterlage aus Agarose hergestellt. Da-
zu wurden ca. 0,5 ml erhitzte und �üssige 0,5 %ige bis 1 %ige Agarose auf eine
Glasplatte getropft, die üblicherweise für die Abdeckung von Blockschälchen verwen-
det wird. Durch eine von Hand erzeugte schnelle Rotationsbewegung der Glasplatte
bildete sich nach Abkühlung ein fester Agarose�lm. Aus diesem Film wurde mit
Hilfe der Metallspitze eines Druckbleistiftes ein 0,7 mm groÿes Loch gestanzt. Von
der Glasplatte vorsichtig gelöst, wurde nun der Agarose�lm in ein Blockschälchen
mit Brutmedium überführt. Die Eier, auf das Loch des im Brutmedium vollständig
transparenten Agarose�lms gelegt, konnten stabil positioniert und so in jeder Lage
fotogra�ert werden.

3.4.2 Mikroskopische Aufarbeitung der O. latipes-Eier

3.4.2.1 Lichtmikroskopie

Es erfolgte eine Fixierung der im Stadium II beschallten Embryonen, sobald sich
Abweichungen von der Normalentwicklung mit Hinweis auf einen Entwicklungsab-
bruch oder Absterben abzeichneten, wie z.B. beginnende Trübungen des Eies oder
embryonaler Gewebe. Um den Zustand der Gewebe zum Zeitpunkt einer derartigen
Entwicklungsabweichung im Vergleich zu den Kontrollen histologisch und ultrastruk-
turell untersuchen zu können, wurden aus den einzelnen Stadien sowohl von den
Kontrollen als auch von den geschädigten Versuchsembryonen, mindestens 3 Stich-
proben �xiert.

Die zu �xierenden Embryonen aus den ersten 42 Beschallungen der Stadien IV+/V-
erfolgte nach einer standardisierten Methode nach Sabatini et al. (1963), nach der
die Eier zur Fixierung über ca. zwei Stunden in Glutardehyd (4 %) inkubiert und mit
OsO4 (2 %) über ca. einer Stunde nach�xiert wurden. Da die Eihülle für das Fixativ
weitgehend undurchlässig war, wurde sie mit einer Präpariernadel oder einer Kanü-
le durchstochen. Durch diese Verletzung der Eihülle konnte das Glutardehyd zum
embryonalen Gewebe di�undieren. Der Erhalt der Ultrastrukturen fast ausdi�eren-
zierter Gewebe von beschallten Embryonen und Kontrollen im Entwicklungsstadium
IV+/V- war zufriedenstellend.
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Diese Präparations- und Fixiermethode wurde zunächst auch an den Kontrollen und
im Stadium II beschallten Eiern angewandt. Hier bestand zum einen die Schwierig-
keit, dass sich infolge des Turgors im Ei nicht nur der Dottersack durch die Ö�nung
der Eihülle drückte, sondern oftmals auch der emp�ndliche Embryo selbst, was zu
einer vollständigen Zerstörung der Probe führte. Zusätzlich konnte durch diese Fi-
xierungsmethode der Erhalt der Ultrastrukturen nicht gewährleistet werden. Licht-
und elektronenmikroskopisch waren die Präparate daher nicht zu verwenden. Insbe-
sondere die Membranen von ER und Kernhülle waren im Elektronenmikroskop nicht
erkennbar. Das Zytoplasma der so bearbeiteten Embryonen war koaguliert. Orga-
nellen, wie Golgiapparate oder Lysosomen, waren nur sehr schwer zu erkennen. Das
Risiko, den Embryo während der Präparation zu verletzen, war bei den Eiern im
Stadium II im Gegensatz zu denen im Stadien IV+/V- wesentlich höher, weil bei
letzteren der Abstand zwischen Dotter und Eihülle als Folge des verbrauchten Dot-
ters deutlich vergröÿert war. Es konnten auf diese Weise ca. 50 % der im Stadium II
präparierten Embryonen für eine weitere Bearbeitung verwendet werden.

Diese Erfahrungen führten letztendlich zur Verwendung von 1%igem OsO4 als Standard-
Fixativ und zu einer erfolgreichen Modi�zierung der Präparationsweise:
Das jeweilige Ei wurde in ein Blockschälchen mit PBS überführt. Dieses hyperto-
nische Medium entzog dem Ei soviel Wasser, dass das Ei nach ca. 30 Sekunden
einem �erschla�ten Fuÿball� glich. Anschlieÿend konnte mit Hilfe zweier extra fein
zugeschli�ener Präparationspinzetten eine Falte der Eihülle in der Weise ergri�en
werden, dass sie sich durch eine Reiÿbewegung der gegeneinander geführten Pinzet-
ten ö�nen lieÿ. Mit der so entstandenen Ö�nung als Basis war es möglich, stückweise
Hüllenmaterial zu entfernen, bis der Embryo und Dottersack schlieÿlich mit einer
Pipette aufgenommen werden konnten. Auf diese Weise konnte die Rate geglückter
Präparationen auf ca. 90 % gehoben werden. Diese Methode wurde sowohl zur Be-
arbeitung der Kontrollen als auch der beschallten Eier ab Versuch 54 standardisiert
angewandt.

Die frei präparierten Embryos wurde mit möglichst wenig Flüssigkeit in ein 2 ml fas-
sendes Eppendorf-Reaktions-Gefäÿ überführt, das bereits ca. 0,5 ml der 1%ige OsO4-
Lösung als Fixierlösung enthielt. Der Embryo wurde bei 4 ◦C ca. eine Stunde in der
Fixierlösung inkubiert. Nach anschlieÿendem drei maligem Spülen mit PBS durchlief
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die Probe eine standardisierte Alkoholreihe. In 30%, 50% und 70%igem Ethanol wur-
den die Proben jeweils 10 Minuten inkubiert. Die Probe konnte in 70%igem Ethanol
bei 4 ◦C einige Tage gelagert werden.

Vor dem Einbetten in Epon wurden die �xierten Embryonen für 10 Minuten 96%igem
Ethanol ausgesetzt. Zum Schluss vollendete eine zweimalige Entwässerung mit abso-
lutem Ethanol, jeweils über die Dauer von 15 Minuten die Alkoholreihe. Die Proben
wurde nun zweimal jeweils für 20 Minuten in Propylenoxid inkubiert und für weitere
20 Minuten in einem Gemisch aus Propylenoxid und Epon im Verhältnis 1:1 über-
führt. Über Nacht lagerten die Proben in einem Gemisch von Propylenoxid und Epon
im Verhältnis 1:3.

Am folgenden Tag konnten die Proben aus dem Epon-Propylenoxid-Gemisch jeweils
in eine Beem-Kapsel (Gröÿe 3) überführt werden. Das Reaktionsgefäÿ wurde dann
mit Eponr aufgefüllt und bei 35 ◦C über Nacht in einem Backofen gelagert. An den
folgenden zwei Tagen wurde der Ofen jeweils auf 45 ◦C und 60 ◦C eingestellt. Danach
ruhten die Proben über einen Tag bei Raumtemperatur, bevor sie mit dem Mikrotom
weiter bearbeitet wurden.

Mit dem ULTRACUTr (Hersteller: Reichert-Jung optische Werke AG) wurden Se-
midünnschnitte von 1 µm hergestellt. Die Färbung für die Lichtmikroskopie erfolgte
nach dem standardisiertem Verfahren nach Böck (1984) mit Toluidinblau für 1 Mi-
nute bei 60 ◦C, wobei die Schnitte in der Toluidinblau-Lösung schwimmend gefärbt
wurden. Nach dem Spülen der Schnitte in ebenso erwärmten Aqua tridest. wurden
diese auf einen Objektträger aufgelegt und an der Luft getrocknet.

Reagenzien für Fixierung, Einbettung und Lichtmikroskopie:
Alle Reagenzien, bei denen kein Hersteller benannt wird, ist von den Firmen Merck,
Serva bzw. Sigma bezogen worden. Die Firmennamen und Produktnamen sind
Eigentum des jeweiligen Produktherstellers und werden bis auf Ausnahmen nicht
gesondert gekennzeichnet.

A. Pu�er:
Für einen 0,2 M Phosphatpu�er (PBS) wurden 2 Stammlösungen hergestellt:

1. Lösung A: 0,2 M KH2PO4 wurden in 200 ml Aqua tridest. gelöst.
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2. Lösung B: 0,2 M Na2HPO4 wurden in 200 ml Aqua tridest. gelöst.

Lösung A und B wurden so miteinander vermischt, dass der daraus resultierende
Pu�er auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt war.

B. Fixativ:
In einer braunen Schli�stopfen-Flasche wurden 9,9 ml von 0,1 M PBS mit 0,1 g
kristallinem OsO4 (Planor) beschickt, deren Kristalle sich über Nacht wäh-
rend der Lagerung bei 4 ◦C im Kühlschrank lösten. Nach einer Reihe von Vor-
versuchen (vgl. 3.4.2.1, S. 38), stellte sich heraus, dass eine 1%ige OsO4-Lösung
das hoch emp�ndliche Gewebe der O. latipes-Embryonen sehr schonend �xier-
te, eine Voraussetzung für brauchbare Resultate in der Elektronenmikroskopie.
Diese Rezeptur hatte den Vorteil, dass das Fixativ bei einer Lagerung bei 4 ◦C
drei bis vier Wochen klar und somit stets gebrauchsfähig blieb.

C. Einbettungsmaterial:
Zur Einbettung der �xierten Embryonen wurde Glycid-Ether (Eponr) verwen-
det. Dieser Kunstharz wird aus zwei Komponenten hergestellt:

1. Eponr A: 9,3 ml Glycid Ether vermischt mit 15 ml 2-Dodecenylbernstein-
säureanhydrid

2. Eponr B: 10 ml Eponr vermischt mit 9,9 ml Methylnadic Anhydrid.

Die fertige Eponr-Mischung erhielt man aus der Kombination von 6 Teilen
Eponr A, 4 Teilen Eponr B und einem Zusatz von 1,5 % 2,3,6-Tri(dimethylamino-
methyl)phenol als Beschleuniger.

D. Färbemittel für die Lichtmikroskopie:
Zur Färbung der 1 µm dicken Schnitte des embryonalen Gewebes wurde ei-
ne 1 %ige Lösung aus kristallinem Toluidinblau in 2,5 %iger Na2CO3-Lösung
verwendet (Böck, 1984).

Für das Erstellen der lichtmikroskopischen Dias wurde das LEICA-DM-IRBE
als Durchlichtmikroskop mit einem Blau�lter, dem dazu gehörigen Fotoaufsatz
(LEICA-MPS-60) und sowie ein Dia�lm diente der AGFAPANr 25 prof.
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3.4.2.2 Elektronenmikroskopie

Die Ultradünnschnitte wurden mit einem Diatom in einer Dicke von 70 nm geschnit-
ten. Als Objektträger dienten Grids (Planor) mit 200 Maschen pro Inch. Anschlie-
ÿend erfolgte die Kontrastierung der Schnitte mit Uranylacetat über die Dauer von
ca. einer Stunde. In einem letzten Schritt wurden die Ultradünnschnitte mit Bleici-
trat kontrastiert. Dazu wurden die Grids mit den Schnitten über eine Dauer von vier
Minuten auf vorbereitete Tropfen aus Bleicitratlösung gelegt. Dies erfolgte in einer
abgedeckelten Petrischale mit NaOH-Plättchen zur Bindung des CO2 aus der Luft,
um der Bildung von Verunreinigungen durch eine Reaktion des Bleicitrats mit dem
CO2 vorzubeugen.

Reagenzien für die Elektronenmikroskopie:
Für die Kontrastierung der Ultradünnschnitte mit Uran und Blei wurden folgende
Arbeitsschritte getätigt:

1. Es wurde 0,1 g kristallines Uranylacetat in 10%igem CH3COOH gelöst. Die
Lösung wurde unter Lichtabschluss bei 4 ◦C gelagert.

2. Herstellung der Bleicitratlösung:

� Stammlösung A: 670 mg kristallines Bleinitrat wurden in 7,5 ml Aqua
tridest. gelöst.

� Stammlösung B: 880 mg kristallines Trinatriumcitrat x 2H2O wurden in
7,5 ml Aqua tridest. gelöst.

� Von Lösung A und Lösung B wurden jeweils 0,75 ml miteinander ver-
mischt.

� Der dabei entstehende weiÿe Niederschlag wurde durch das Hinzufügen
von 0,4 ml 1 N NaOH aufgelöst.

� Zur gebrauchsfertigen Bleicitratlösung wurden abschlieÿend 0,6 ml Aqua
tridest. dazugegeben.

Für die Elektronenmikroskopie wurde das EM 902A (Zeiss) verwendet. Die erstellten
s/w-Negative (Kodakr Electron Image Film SO-163) wurden mit einem EPSONr

Perfection 2450P digital mit einer Au�ösung von 1600 dpi in s/w-Positive umge-
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wandelt. Die elektronenmikroskopischen Strukturen wurden gemäÿ Fawcett (1977)
und David (1970) analysiert und bestimmt. Letzterer Autor wurde insbesondere für
die Beurteilung und Bestimmung der beobachteten pathologischen Ultrastrukturen
herangezogen.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Embryonalentwicklung von Oryzias latipes

Tab. 2: Klassi�zierung der Entwicklungsstadien
von Iwamatsu (1994) und Peters
(1963)

Iwamatsu (1994) (Peters,1963)
0 bis 2b 0

3 Ia-
4 bis 11 Ia

12 bis 14 Ia+
15 bis 16 Ib-

17 Ib
18 bis 19 Ib+
20 bis 23 II-
24 bis 25 II
26 bis 27 II+

28 III-
29 III

30 bis 31 III+
32 IV-
33 IV
34 IV+
35 V-

36 bis 38 V
39 V+ (Schlupfreife)

Da es von O. latipes jedoch zahlrei-
che Zucht-Stämme gibt, muss davon
ausgegangen werden, dass dabei leich-
te Variationen in der Normalentwick-
lung des Embryos auftreten. Dies kann
sowohl die Entwicklungsgeschwindig-
keit als auch möglicherweise morpholo-
gische Unterschiede betre�en. Um be-
schallungsbedingte Abweichungen von
der Normalentwicklung exakt nachwei-
sen zu können, war es deshalb notwen-
dig, die Normalentwicklung mit den
für die Beschallung verwendeten O. la-
tipes-Stämmen genau zu analysieren.

Für die vorliegende Arbeit wurden
die Entwicklungsstadien zur Vereinfa-
chung frei nach Apstein (Peters,
1963) zusammengefasst. Aus Tabelle 2
ist die Zuordnung der Stadien ersicht-
lich. Für die Vereinfachung der Aus-
wertungen in den Tabellenkalkulati-

onsprogrammen stehen �+� und �-� nicht vor, wie in der Literatur, sondern stets
hinter den in römischen Zi�ern dargestellten Entwicklungsstadien.
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In den folgenden Abschnitten wird von der Aktivierung des Eies bis zur Schlupfreife
die Normalentwicklung der Kontrollen beschrieben. Sehr frühe Stadien, wie z.B. das
Stadium Ia (vgl. S. 49), können durchaus mehrere Entwicklungsschritte mit entspre-
chenden morphologischen Veränderungen beinhalten.

Stadium 0 (3 Minuten):

Das reife Ei, mit einem Durchmesser von ca. 1,2 mm, besitzt eine weiche, reiÿemp-
�ndliche Hülle, die die gelb gefärbte, klare Dottermasse umgibt. Das den Dotter um-
gebende Zytoplasma (Dotterzytoplasma oder kortikales Zytoplasma, abgekürzt: DZ)
grenzt an die Eihülle, so dass noch kein Perivitellarraum vorhanden ist. Zahlreiche
kleine farblose Öltröpfchen verteilen sich gleichmäÿig im Dotter.

Unmittelbar nach der Befruchtung härtet sich die Eihülle, die anschlieÿend eine sta-
bile und lederartig zähe Konsistenz besitzt. Zwischen dem kortikalen Zytoplasma und
der Eihülle bildet sich der Perivitellarraum, der mit einer klaren Flüssigkeit, der Peri-
vitellar�üssigkeit, ausgefüllt ist. Die Öltröpfchen beginnen zu fusionieren und sind in
unterschiedlichen Gröÿen gleichmäÿig in der Dottermasse unter der kortikalen Zyto-
plasmaschicht verteilt (Abb. 11). Gleichzeitig wird die Polarisierung des Eies in einen
animalen und vegetativen Pol sichtbar. Am animalen Pol be�ndet sich, sowohl im
unbefruchteten als auch im befruchteten Zustand, der Zellkern. Hier beginnt sich das
kortikale Zytoplasma nach der Befruchtung, von rhythmischen Oszillationen beglei-
tet, zu verdicken. Mit dieser Verdickung entsteht der Monoblast. Der vegetative Pol
besteht aus dem Dotter, der zum Perivitellarraum hin vom kortikalen Zytoplasma ab-
gegrenzt wird. Am Ende dieses Stadiums sind die Fusionen zwischen den Öltröpfchen
weiter fortgeschritten. Die somit gröÿeren Öltröpfchen beginnen sich am vegetativen
Pol zu sammeln (Abb. 12).
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Abb. 11: Entwicklungsstadium 0 nach der Aktivierung: Der Perivitellarraum hat sich gebildet.
Die Öltröpfchen sind gleichmäÿig an der Peripherie des Dotters verteilt. Der Dotter
wird vom kortikalen Dotterzytoplasma (DZ) umgeben.

Abb. 12: Am Ende des Entwicklungsstadiums 0 im Ein-Zell-Stadium. Am animalen Pol �ndet
eine Ansammlung des DZ statt und bildet den Monoblast. Die Öltröpfchen beginnen zu
fusionieren und sammeln sich am vegetativen Pol.
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Stadium Ia (1 Stunde bis 8 Stunden):

Der Perivitellarraum hat sich vergröÿert. Am animalen Pol �nden die Furchungstei-
lungen statt (Abb. 13). Aufgrund des ausgeprägten Dotterreichtums und des damit
verbundenen diskoidalen Furchungstypus besitzt der Keim nach ersten Furchungstei-
lungen die Form einer Scheibe. Deshalb wird der Keim als Blastodisk oder Keimschei-
be bezeichnet (Abb. 14). Diese besteht aus den Furchungszellen, den Blastomeren.
Während der Furchungsteilungen durchläuft die Keimscheibe trotz intensiver Tei-
lungsaktivität kein bedeutendes Gröÿenwachstum. Dabei steigt die die Anzahl der
Zellen infolge synchroner Teilungen bis auf ca. 1000 an. Während der noch synchron
verlaufenden Furchungsteilung durchläuft die Keimscheibe als massiver Blastodisk
mit drei bis vier Zelllagen das Morula-Stadium.

Nach Iwamatsu (1994) beginnen die Nuclei aus den Marginalzellen, aus denen der
äuÿerste Zellkranz der Keimscheibe besteht, heraus zu wandern, um sich im Dot-
terzytoplasma anzuordnen. Demzufolge bildet sich eine Synzytium-Schicht, die sich
zunehmend über den Rand des Blastodisk hinaus erstreckt. Jedoch konnten bei den
untersuchten Fischen die Einwanderungen von Zellkernen nicht bestätigt werden, was
später erörtert wird (vgl. S. 21). Bei den für diese Arbeit untersuchten O. latipes stellt
sich die Dottersynzytiumschicht (DS) als ein mit Organellen angereichertes kortikales
Dotterzytoplasma dar. Aufbau und Funktion des DS werden auf S. 201 beschrieben.

Ab ca. 1000 Zellen schlieÿt sich ein Entwicklungsstadium an, welches bei einem
holoblastischen Furchungstyp dem Blastulastadium entspricht. Unter einer Blastula
versteht man allgemein einen von einer einschichtigen Zellschicht umgebenen Hohl-
raum, der für einen holoblastischen Furchungstyp bei Vertebraten charakteristisch
ist. Infolge des extremen Dotterreichtums der Fischeier ist dieses Erscheinungsbild
aus Platzgründen nicht möglich. Deshalb ist die Keimscheibe im diesem Stadium der
Fischentwicklung stark abgewandelt und besteht zentral aus fünf Zellagen.

Der Bereich des DS, der sich sich während der weiteren Entwicklung unmittelbar
unter der Keimscheibe und später unter dem Embryo be�ndet, ist der Periblast.
Während der Blastula hebt sich die Keimscheibe vom Periblast ab und bildet unter
sich einen Hohlraum, der dem Blastocoel oder der primären Leibeshöhle entspricht.



4.1 Die Embryonalentwicklung von Oryzias latipes 47

Abb. 13: Entwicklungsstadium Ia- nach der 1. Furchungsteilung mit zwei Blastomeren am ani-
malen Pol. Öl = Öltröpfchen; Pvit = Perivitellarraum.

Abb. 14: Entwicklungsstadium Ia in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Die Keim-
scheibe besteht im Zentrum aus 4 bis 5 Zell-Lagen. Die Dottersynzytiumschicht (DS)
entsteht unter der massiven Keimscheibe und erstreckt sich zunehmend über dessen
Rand hinaus. Öl = Öltröpfchen.
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Stadium Ia+ und Ib- (10 Stunden bis 21 Stunden):

Der Durchmesser der Keimscheibe hat sich nicht wesentlich vergröÿert (Abb. 15),
wirkt aber infolge fortlaufender Teilungsaktivitäten und damit zunehmender An-
zahl an Zellen feinkörniger als in Stadium Ia. In diesem Embryonalstadium werden
die drei Keimblätter angelegt. Mit einer Verdickung des Keimscheibenrandes und
der Ausbildung der Urmundlippe beginnt ein Stadium, was in abgewandelter Form,
der Gastrulation in der Wirbeltierentwicklung entspricht. Dabei schiebt sich in ei-
nem Vorgang, Epibolie genannt, von der Keimscheibe ausgehend, eine ektodermale
Zellschicht (periblastisches Ektoderm) strumpfartig über den Dotter bzw. das DS.
Begleitet von einer Einrollbewegung, am zukünftigen kaudalen Ende des Keimes,
schiebt sich, ausgehend von der verdickten Blastoporus- oder dorsalen Urmundlippe
eine Gewebeschicht unter die Keimscheibe. Auf diese Weise entstehen das Ektoderm

Abb. 15: Entwicklungsstadium Ia+ in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten) zu Beginn
der Gastrulation vor dem Start der Epibolie. Öl = Öltröpfchen; pb Ekt = periblastisches
Ektoderm; Pvit = Perivitellarraum.



4.1 Die Embryonalentwicklung von Oryzias latipes 49

und das Entoderm. Das letztere Keimblatt ist die ventrale Gewebeschicht unter dem
entstehenden Embryonalschild. Später wird durch Delamination das Mesoderm, als
drittes Keimblatt, aus dem Entoderm hervorgehen.

Aufgrund des Dotterreichtums der Fischeier (diskoidaler Furchungstyp) entspricht
die Epibolie hier einer stark veränderten Invagination des Gastrulastadiums holo-
blastischer Furchungstypen. Ist die Epibolie soweit vorrangeschritten, dass mehr als
die Hälfte des Dotters umwachsen ist, entsteht eine solide Gewebeleiste, der Neural-
kiel (Abb. 16), der sich von der Blastoporuslippe bis zur Mitte der Keimscheibe

Abb. 16: Entwicklungsstadium Ib- bei fortgeschrittener Gastrulation in der Aufsicht (oben) und
Seitenansicht (unten): Durch die Epibolie schiebt sich periblastisches Ektoderm strumpf-
artig über den Dotter und es entstehen, infolge einer Einrollbewegung an der Urmundlip-
pe, Ekto- und Entoderm. Der Neuralkiel erstreckt sich als solider Strang von der Ur-
mundlippe bis zur Mitte der Keimscheibe. Öl = Öltröpfchen.

erstreckt. Hierbei handelt es sich um die Anlage des Embryonalschildes, in dem sich
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der Neuralkiel als solider Strang erkennen läÿt. Er ist die erste Anlage des Zentralner-
vensystems bzw. des Rückenmarks. Allgemein ist in einer normalen Fischentwicklung
dieses Erscheinungsbild einer abgewandelten Neurulation zu �nden, wo sich sonst in
der Wirbeltierentwicklung die charakteristische Neuralfalte bildet. Der Bereich des
Dotters, der durch die Epibolie noch nicht vom periblastischen Ektoderm umrahmt
ist und von dessen Rand umschlossen wird, entspricht in abgewandelter Form dem
Urmund oder Blastoporus. Hier wölbt sich der Dotter, nur durch das DS begrenzt,
aus dem Blastoporus hervor.
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Stadium Ib (25 Stunden):

Der Neuralkiel umspannt ca. ein Viertel des Dotterumfanges (Abb. 17). Der zukünf-
tige vordere kraniale Bereich weist auf beiden Seiten die optischen Plakoden auf. Es
wird ersichtlich, das sich hier der Kopf entwickeln wird, denn die Plakoden sind die
zukünftigen Anlagen der Augen und sind telencephalen Ursprungs. Die Epibolie ist
fast abgeschlossen. Der Dotter ist damit vom Dottersack fast ganz umgeben, welcher
nun aus dem periblastischen Ektoderm und darunter liegenden DS besteht. Das pe-
riblastische Ektoderm läÿt noch eine kleine Lücke o�en, über die das DS noch im
direkten Kontakt mit dem Perivitellarraum steht. Die Öltröpfchen sind inzwischen
zu zwei groÿen Öltropfen im Dotter fusioniert.

Abb. 17: Entwicklungsstadium Ib in der Aufsicht (oben) und der Seitenansicht (unten). Am kra-
nialen Ende des Neuralkiels lassen sich zu beiden Seiten die optischen Plakoden als
Augenanlage erkennen. Öl = Öltröpfchen; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium Ib+ (26 Stunden):

Der Dotter ist in diesem Stadium immer noch nicht vollständig vom periblastischen
Ektoderm umschlossen. Der Embryonalschild mit dem noch soliden Neuralkiel hat
sich verbreitert (Abb. 18). Die Augenanlagen lassen eine beginnende Invagination
jeweils in Form einer Einfaltung erkennen. Auf diese Weise formen sich die für Ver-
tebraten typischen inversen Augenbecher. In der Aufsicht ist ein Paar akustische
Plakoden zu sehen, aus dem sich die Otozysten mit den Bogengängen entwickeln
werden.

Entodermalen Ursprungs läÿt sich am kaudalen Ende des Embryonalschildes das
Kupffer�sche Vesikel in der Seitenansicht erkennen. Aus ihm wird später die Harn-
blase hervorgehen. Mit Abschluss dieses Stadiums können zwei bis drei Somitenpaare
mesodermalen Ursprungs sichtbar sein.
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Abb. 18: Entwicklungsstadium Ib+ in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten). Augenan-
lagen, die akustischen Plakoden und das Kupffer�sche Vesikel charakterisieren dieses
Stadium. Öl = Öltröpfchen; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium II- (1 Tag 3 Stunden):

Durch die Fusion der Öltröpfchen haben sich meist ein oder zwei groÿe Ölkugeln
gebildet und aus dem Embryonalschild hat sich nun ein Embryo entwickelt.

An dem Embryo sind bereits drei primäre Hirnabschnitte als Pros-, Mes- und Rhom-
bencephalon klar voneinander zu unterscheiden. Die gesamte Hirnanlage ist durch
eine mediane Rinne gekennzeichnet, was in einer bilateralen Symmetrie zum Aus-
druck kommt. In der Hirnanlage hat sich hinter den Augenanlagen ein Neurocoel
gebildet. Mit fortgeschrittenerem Entwicklungsstadium II- sind Tel- und Diencepha-
lon, das Pinealorgan, als Teil des Tel- und Diencephalons, die optischen Loben sowie
das Cerebellum und Myelencephalon, als Teile des Rhombencephalons erkennbar. Die
Augenanlagen bestehen aus Augenbecher und Linsenplakoden, welche sich bis zum
Ende dieses Stadiums abgerundet haben werden (Abb. 19). Aus dem hinteren Teil
des soliden Neuralkiels hat sich das Rückenmark entwickelt. Durch Delamination bil-
det sich später ein Rückenmarkskanal. Auf Höhe des Myelencephalons be�ndet sich
die paarige Anlage der Otozysten.

Vom hinteren Rand der Augenanlagen erstreckt sich schwanzwärts die Leibeshöhle,
die sich bis hinter die Otozysten erstreckt. Das Kupffer�sche Vesikel unterhalb des
Schwanzendes hat sich vergröÿert. Mesodermalen Ursprungs läÿt sich ein achsenför-
miger Strang, die Chorda dorsalis � kurz: Chorda � erkennen. Die Chorda beginnt
unterhalb der Otozysten und erstreckt sich fast bis in die Schwanzspitze. Zu Beginn
des Stadiums sind zu beiden Seiten der Chorda vier Somitenpaare angelegt. Der
Embryo beschlieÿt das Stadium mit einer Anzahl von 14 bis 15 Somitenpaaren.

Zwischen Hirnanlage und Dotter, unter dem Diencephalon, ist ventral die Herzanlage
sichtbar. Die ersten Blutgefäÿe, die unter dem Stereomikroskop erkennbar werden,
sind die Ductus cuvieri. Sie verlaufen jeweils links und rechts parallel zum Embryo auf
der Dotterober�äche und gehören damit zu den Dottergefäÿen. In der embryonalen
Entwicklung des O. latipes werden insgesamt drei groÿe, venöse Dottergefäÿe den
optischen Eindruck des Dottersackes charakterisieren. Neben dem linken und rechten
Ductus cuvieri kommt als drittes Dottergefäÿ die Dotter-Schwanz-Vene oder Vena
vitellina hinzu. Letztere wird allerdings erst ab Stadium III- sichtbar werden (vgl.
S. 62). Die zwei und später drei Dottergefäÿe vereinen sich zukünftig im Sinus venosus
an den sich das Herz anschlieÿt.
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Abb. 19: Entwicklungsstadium II- in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten). Erstmals
ist eine Herzanlage sichtbar. Es lassen sich 14 bis 15 Somitenpaare zählen. Das Kupf-
fer�sche Vesikel unterhalb des Schwanzendes hat sich vergröÿert. Die Öltröpfchen haben
sich zu ein bis zwei groÿen Öltröpfchen fusioniert. LH = Leibeshöhle; opt. =optische;
Öl = Öltröpfchen; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium II (2 Tage):

Der Embryo erstreckt sich über die Hälfte des Dotterumfanges (Abb. 20). Mit die-
sem Stadium II beginnt die Organogenese, in der sich alle Organanlagen zu formieren
beginnen. Der Kopf ist bis hinter die Otozysten, die aus den Ohrplakoden hervor-
gegangen sind, von der extraembryonalen Membran umgeben. Jedoch ist der Begri�
�Membran� unter Vorbehalt zu verwenden, da es sich bei histologischer Betrachtung
vielmehr um ein zellulär einschichtiges Gewebe handelt. Der vor dem Kopf be�ndli-
che Teil der extraembryonalen Membran wird im weiteren Verlauf der Entwicklung
zur Perikard-Wandung.

Hirnanlage sowie Augenanlagen lassen nun ein Gröÿenwachstum erkennen: Der ge-
samte Kopfbereich des Embryos hat deutlich an Breite zugenommen. Zwischen der
inneren Wand der Retinaanlage und der Linse entwickelt sich ein Freiraum, der, wie
aus der histologischen Aufarbeitung der Proben ersichtlich, künftig vom Glaskörper
ausgefüllt sein wird (vergl.: Abb. 75, S. 124). An den Augenbechern ist ventral jeweils
ein breiter choreoidaler Spalt erkennbar.

Der vorderste Bereich der Hirnanlage wird durch die charakteristisch ovale Form
und mittig ausgerichtete Anlage des Pinealorgans geprägt. Hinter den Augen begin-
nen sich die optischen Loben dorsal aufzuwölben. Aus den akustischen Plakoden als
ursprünglich solide Zellmasse, haben sich die Otozysten entwickelt. Sie sind als �üs-
sigkeitsgefüllter Hohlraum erkennbar. Später werden sich innerhalb der Otozysten die
Bogengänge entwickeln, die für den Gleichgewichtssinn und die Erfassung der Lage
im Raum verantwortlich sein werden. Bereits zum Ende dieses Stadiums sind inner-
halb der beiden Otozysten bereits Gehörsteine als kleine Körnchen, die Otolithen,
sichtbar.

Die Leibeshöhle beginnt hinter der Herzanlage und reicht bis unter die Otozysten.
Unter dem Schwanz ist das Kupffer�sche Vesikel nicht mehr zu erkennen. Es ist
in den embryonalen Körper eingewandert und wird sich dort weiter zur Harnbla-
se entwickeln. Eine Leberanlage ist unter dem 1. bis 3. Somitenpaar innerhalb der
Leibeshöhle erkennbar. Die Nierenanlage erstreckt sich vom 2. bis zum 9. und 10. So-
mitenpaar. Zu Beginn des Stadiums lassen sich 14 bis 16 Somitenpaare zählen, deren
Anzahl sich bis zum Ende des Stadiums auf 18 bis 19 Paare beläuft.

Ebenfalls zu Beginn des Stadiums lassen sich erste Kontraktionen des Herzens mit
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30 bis 60 Schlägen pro Minute, gegen Ende mit 70 bis 80 Schlägen pro Minute zäh-
len. Schwanzwärts verläÿt der Blutstrom das Herz und wird in die Aorta ventralis
gepumpt. Sie endet in einem Übergang mit dem 3. Aortenbogenpaar, welches als

Abb. 20: Entwicklungsstadium II in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Der Embryo
umspannt den halben Dotterumfang. In diesem Stadium �ndet die Organogenese statt.
Erstmals lassen sich Herzschläge und zum Ende des Stadiums ein Blut�uss durch die
Dottergefäÿe, die Ductus cuvieri, zum Sinus venosus verfolgen. Li = Linse; Lob = opti-
scher Lobus; Öl = Öltröpfchen; Pvit = Perivitellarraum.

erstes von zukünftig sechs Aortenbögen angelegt wird. Die Numerierung der Aorten-
bogenpaare orientiert sich nach der Schwimmrichtung und nicht nach der zeitlichen
Entwicklungsreihenfolge. Die drei bisher auf jeder Körperseite ausgebildeten Aorten-
bögen münden in die rechte bzw. linke interne Karotide, die in den Kopf führen,
sowie in die schwanzwärts verlaufende linke und rechte Aortenwurzel. Die beiden in-
ternen Karotiden versorgen die jeweiligen Hirnhälften und Augenanlagen der linken
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und rechten Körperseite. Die Aortenwurzeln vereinigen sich hinter den Otozysten
zur Aorta dorsalis. Zum Ende des Stadiums ist der Blutstrom bereits durch reichlich
vorhandene Erythrozyten gut zu verfolgen. So kann erstmalig der Blutstrom in den
links- und rechtsseitig parallel zum Embryo verlaufenden Ductus cuvieri über den
Dotter Richtung Sinus venosus beobachtet werden. Der Sinus venosus, als Sammel-
punkt des venösen Blutes aus den drei Dottergefäÿen, be�ndet sich vor dem Kopf.
Bei einem vollständig entwickeltem Kreislaufsystem wird das venöse Blut von der
rechten und linken Körperhälfte aus den vorderen und hinteren Kardinalvenen je-
weils im linken und rechten D. cuvieri gesammelt und über den Sinus venosus, wo
sich alle Dottergefäÿe vereinen, wieder durch das Herz geleitet. Alle Dottergefäÿe und
der Sinus venosus be�nden sich auf dem Dotter zwischen periblastischem Ektoderm
und DS.

Stadium II+ (2 Tage und 8 Stunden):

Der Embryo umspannt den Dotter um mehr als die Hälfte (Abb. 21). Die Hirnanlage
hat sich verbreitert. Erstmalig sind links und rechts im vordersten Kopfbereich kleine,
solide und annähernd ovale Riechplakoden aus verdicktem nach innen gewanderten
Ektoderm sichtbar, die sich zukünftig zu den Riechgruben mit dem Riechepithel
entwickeln werden. Pinealorgan und Diencephalon haben sich deutlich vergröÿert. Die
beginnende Pigmentierung der Augen läÿt einen zarten dunklen Schleier im dorsalen
Bereich der Augenbecher erkennen. Die mesencephalen optischen Loben wölben sich
hinter den Augen über das Diencephalon und den Hypothalamus, einem ventralen
Hirnabschnitt zwischen dem hinteren Bereich der Augen. Auf der Ventralseite des
Mesencephalons bilden sich erste rot-braune Chromatophoren aus.

Die Darmanlage erstreckt sich vom Beginn der Leibeshöhle bis zu den ersten Somi-
tenpaaren. Hinter dem After ist das Kupffer�sche Vesikel vollständig eingewandert
und entwickelt sich zur Harnblase.

Die Chorda läÿt sich vom hinteren Ende des Myelencephalons, dem Übergangsbe-
reich vom Gehirn zum Rückenmark, bis kurz vor die Schwanzspitze verfolgen. In den
Chorda-Zellen bilden sich Vakuolen aus, die sich soweit ausdehnen, dass die Chorda-
zellen letztendlich ausgefüllt werden und die Chorda durch ihren Turgor mechanisch
stabilisieren. Bei vollendetem Stadium II+ hat sich die Schwanzspitze vollständig
von der Dotterober�äche bzw. DS gelöst. Des weiteren besitzt der Embryo in diesem
Entwicklungsstadium 22 bis 24 Somitenpaare.

Die Erythrozytendichte im Blut hat deutlich zugenommen, was die Beobachtung des
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Blut�usses von Dotter- und Embryonalkreislauf vereinfacht. Vom Herz her kommend,
strömt das Blut durch die Aorta ventralis in die inzwischen 4 Aortenbogenpaare. Zu
Beginn dieses Entwicklungsstadiums läÿt sich der Blutstrom im Embryo in den Aor-
tenwurzeln und der Aorta dorsalis bis zum 14. Somitenpaar und anschlieÿend durch
die Schwanzvene, auch Kaudalvene genannt, wieder kopfwärts bis zum 1. Somiten-
paar verfolgen. Am Ende dieses Stadiums II+ kann der Blut�uss in der Aorta dorsalis
bis zum 16. Somitenpaar sowie in der Kaudalvene kopfwärts vom 16. bis zum 10. So-
mitenpaar beobachtet werden.

Abb. 21: Entwicklungsstadium II+ in der Aufsicht (oben) und der Seitenansicht unten. Das Pig-
mentepithel entwickelt sich fortschreitend, dorsal sichtbar am zart dunklen Schleier der
Augenbecher aufgrund der Melaninbildung. AuBe = Augenbecher; LH = Leibeshöh-
le; Li = Linse; Lob = optischer Lobus; Öl = Öltröpfchen; Pc = Perikard; Pvit =
Perivitellarraum.
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Stadium III- (2 Tage und 18 Stunden):

Im Stadium III- umfasst die Länge des Embryos nicht ganz 3/4 der Dotterkugel
(Abb. 22). Die Pigmentierung der Augen ist weiter fortgeschritten, so dass sich die
Transparenz der Augenbecher deutlich verringert. Des weiteren haben die Augen-
becher im Vergleich zum zuvor beschriebenen Stadium ein Gröÿenwachstum um ca.
20 % vollzogen. In der Seitenansicht läÿt sich vor dem linken Auge die linke Riech-
plakode erkennen.

Alle Hirnbereiche dehnen sich zunehmend aus. Das Pinealorgan, als scheibenförmige
Struktur des Tel- und Diencephalons mittig vor den Augen, hat sich ungefähr auf
das Doppelte verbreitert. Die optischen Loben sind ebenfalls deutlich vergröÿert und
wölben sich zunehmend über das Diencephalon oberhalb der Augen. In den Oto-
zysten sind jeweils zwei Otolithen erkennbar. Der ursprünglich massive Strang des
Rückenmarks bildet durch Delamination in Form eine Hohlraumbildung des Gewebes
einen Neuralkanal aus.

Des weiteren entwickelt sich auf der Höhe des 4. Somitenpaares die Leberanlage zur
linken Körperseite. Unter dem Rückenmark ist die Chorda dorsoventral abge�acht.
Erstmalig sind knospenförmige Pektoral�ossenanlagen seitlich hinter den Otozysten
sichtbar. In diesem Entwicklungsstadium lassen sich 30 Somitenpaare zählen.

Das Blut �ieÿt vom Herzen her kommend schwanzwärts durch die Aorta ventralis,
von der mittlerweile 5 Paar Aortenbögen abzweigen. Die Ventralaorta endet im 6.
Aortenbogenpaar. Über die linke und rechte Aortenwurzel, die sich beide zur Aorta
dorsalis vereinigen, �ieÿt der Blutstrom weiter bis fast in die Schwanzspitze. Dort geht
die Aorta dorsalis in die durch eine kopfwärts gerichtete Wende in die Kaudalvene
über. Noch im hinteren Schwanzbereich zweigt von der Kaudalvene die Vena vitellina
ventral ab, tritt aus dem embryonalen Körper aus, führt den Blutstrom über den
vegetativen Pol und tri�t sich mit den beiden Ductus cuvieri wieder am Sinus venosus.
Damit sind erstmalig alle drei Dottergefäÿe, der linke und rechte Ductus cuvieri
sowie die Vena vitellina sichtbar. Die Ductus cuvieri verlaufen in leichten sinusartigen
Kurven über die Flanken des Dotters.
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Abb. 22: Entwicklungsstadium III- in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten). Die Pig-
mentierung der Augenbecher hat sich intensiviert. In den Otozysten sind jeweils zwei
Otolithen erkennbar. Die knospenförmige Pektoral�ossenanlage läÿt sich beidseitig hin-
ter den Otozysten erkennen. Erstmalig ist die Vena vitellina sichtbar. AuBe = Augen-
becher; LH = Leibeshöhle; Li = Linse; Lob = optischer Lobus; Öl = Öltröpfchen; Pc =
Perikard; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium III (3 Tage):

Der Embryo bildet von der Schnauzen- bis zur Schwanzspitze zu 3/4 einen Kreis bei
seitlicher Verschiebung des Schwanzes auf dem Dotter (Abb. 23).

Die Pigmentierung der Augen ist soweit fortgeschritten, dass die Augenbecher ihre
Transparenz verloren haben. Die Schnauzenspitze hat sich weiter vorgewölbt. Das Pi-
nealorgan hat sich vergröÿert und besitzt jetzt eine fast runde Form. An der vorderen
Begrenzung des Prosencephalons zu beiden Seiten des Pinealorgans sind die Riech-
plakoden sichtbar. An der Ober�äche der Hirnanlage haben sich verstärkt epineurale
Chromatophoren entwickelt, die bei den Individuen unterschiedlich ausgeprägt sind.
Die Otozysten mit zwei Otolithen haben sich vergröÿert, und es werden in ihrem
Inneren jene membranartigen Strukturen formiert, aus denen sich zukünftig die Bo-
gengänge entwickeln werden.

Hinter den Augen, vor den Kiemenanlagen, wird die Schlupfenzym-Drüse, entoderma-
lem Ursprungs, gebildet. Innerhalb der Leibeshöhle, im Bereich des dritten Somiten,
entsteht die Schwimmblasenanlage, die unter dem Stereomikroskop nur durch Ver-
stellen der Schärfeebenen zu erkennen ist. Auf beiden Seiten des Rumpfes hinter den
Otozysten treten die Knospen der Pektoral�ossen hervor. An Rumpf und Schwanz
lassen sich 34 Somitenpaare zählen. Entlang des Schwanzes ist auf der dorsalen Ober-
�äche ein dünner, membranartiger Flossensaum sichtbar.

Am Herz sind Atrium und Ventrikel deutlicher zu unterscheiden als im vorhergehen-
den Stadium. Es sind alle 6 Aortenbögen angelegt. Die Dottergefäÿe, insbesondere
die Ductus cuvieri, bilden zunehmend für die Entwicklungsstadien charakteristische
Mäander auf der Dotterober�äche aus. Verlauf und Ausprägung der Mäander sind
ein Bestimmungsmerkmal der Entwicklungsstadien.
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Abb. 23: Entwicklungsstadium III- in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Das Schwan-
zende ist in der Umrisszeichnung mit Seitenansicht vom Betrachter abgewendet und wird
vom Rumpf verdeckt. Die Dottergefäÿe bilden charakteristische Mäander an der Dot-
terober�äche aus. AuBe = Augenbecher; Hz = Herz; LH = Leibeshöhle; Lob = optischer
Lobus; Öl = Öltröpfchen; Pvit = Perivitellarraum
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Stadium III+ (3 Tage und 12 Stunden):

Der Embryo bildet zu mehr als 3/4 einen Kreis von der �Schnauze� bis zur Schwanz-
spitze (Abb. 23). Die Augen besitzen jetzt eine Cornea. Im Kopfbereich werden die
epineuralen Chromatophoren zahlreicher. Im Inneren der Otozysten sind die Anla-
gen der Bogengänge, als membranartige Strukturen, deutlicher zu erkennen als im
Entwicklungsstadium zuvor. Des weiteren beginnt der Embryo seinen Schwanz zu be-
wegen. In unregelmäÿigen Zeitabständen, die Minuten bis Stunden betragen können,
verlagert der Embryo den seitlich auf dem Dotter gelagerten Schwanz von einer zur
anderen Seite.

Die Schlupfenzymdrüsen wandern in eine Position unterhalb der Augen. Der Mundraum
wird ausgebildet. Die Schwimmblase ist vergröÿert und besitzt in etwa die Breite der
Darmanlage. Im hinteren Bereich der Leber ist eine noch farblose Gallenblase zu
erkennen. Die Nierenanlage entwickelt sich in direkter Nachbarschaft des ersten So-
mitenpaares.

Der Blutstrom läÿt sich in den Aortenbögen, Hirn- und Muskelgefäÿen beobachten.
Die Zweiteilung der Aorta ventralis ist weiter voran geschritten. Das Blut �ieÿt,
vom Herzen kommend infolge einer Längsteilung durch zwei parallel untereinander
angelegte Ventralaorten-Äste und verteilt sich auf die 1. bis 6. Aortenbogenpaare.
Die Aortenbögen münden unverändert einerseits links und rechts in die internen
Karotiden, in denen das Blut kopfwärts das Gehirn versorgt. Anderseits �ieÿt das
Blut schwanzwärts durch die linke und rechte Aortenwurzel. Beide vereinigen sich
hinter den Otozysten zur schwanzwärts und mittig verlaufenden Aorta dorsalis.

Bisher passierte der Blutstrom in der Ventralaorta die Aortenbögen schwanzwärts
bis zum 6. Aortenbogen. Durch die Teilung der Aorta ventralis wird unter den Aor-
tenbögen ein Richtungswechsel des Blutstroms im dorsalen Ast des kurzen Teilstücks
der Aorta ventralis eingeleitet, von dem aus die Aortenbögen dorsalwärts abzweigen.
Die vordere Verbindung zum dorsalen Ast der Aorta ventralis wird in den kommen-
den Entwicklungsstadien getrennt werden. Das Blut �ieÿt dann nur durch den z. Z.
angelegten ventralen Teil der Aorta ventralis schwanzwärts, wird aber durch eine Bie-
gung der Aorta ventralis hinter dem 5. Aortenbogen kopfwärts umgelenkt, so dass
der Blutstrom die Aortenbögen, mit dem 5. Aortenbogen als ersten, in absteigender
Reihenfolge passieren wird. An diesem Bogen klappt das Herz um fast 180 Grad um,



4.1 Die Embryonalentwicklung von Oryzias latipes 65

wenn nach dem Schlupf der Dottersack zurück gebildet wird, so dass der Sinus ve-
nosus schwanzwärts zeigt. Damit kann der Blutstrom im Jung�sch in gerader Linie
von hinten nach vorne gepumpt werden.

Abb. 24: Entwicklungsstadium III+ in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Die Domi-
nanz der Augen charakterisiert den Kopf. Deutlich sind die Mäander des linken Ductus
cuvieri erkennbar. AuBe = Augenbecher; LH = Leibeshöhle; Li= Linse; Lob = optischer
Lobus; Öl = Öltröpfchen; OtZy = Otozyste; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium IV- (ca. 4 Tage):

Die Länge des Schwanzes reicht noch nicht ganz aus, um mit der Schwanzspitze den
Kopf zu berühren (Abb. 25). In den Otozysten sind bereits halbrunde Bogengänge,
zusammen mit zwei gröÿer gewordenen Otolithen bei 40-facher Vergröÿerung erkenn-
bar. Die transparente Schwimmblase läÿt sich ab dem dritten Somitenpaar erkennen.
Die Anzahl der Somitenpaare hat sich um 4 auf letztendlich 30 reduziert. Die �feh-
lenden� vier Somitenpaare werden vermutlich in Anteile des Kaudal�ossen-Apparats
umgewandelt (Iwamatsu, 2003 persönl. Mitteilung).

Die Dottergefäÿe verlaufen inzwischen in ausgeprägt weiträumigen Mäandern über
die Dotterober�äche. Innerhalb des Embryos ist der Blutstrom durch eine deutlich
vergröÿerte Anzahl an Gefäÿen in Hirn und Muskeln sowie innerhalb der Leibeshöhle
zu beobachten.

Abb. 25: Entwicklungsstadium IV- in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Die Mäander
der Ductus cuvieri haben sich verstärkt. Die Pigmentierung der Augen ist noch nicht
abgeschlossen und besitzt noch eine leichte Transparenz. AuBe = Augenbecher; Li =
Linse; Lob = optischer Lobus; Öl = Öltröpfchen; OtZy = Otozyste; Pc = Perikard;
Pvit = Perivitellarraum; Rhom = Rhombencephalon.
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Stadium IV (4 Tage und 12 Stunden):

Die Schwanzspitze berührt den Kopf (Abb. 26), so dass der Embryo erstmalig einen
geschlossenen Kreis bildet. Der Schwanz wechselt mit heftigen Bewegungen seine Lage
deutlich häu�ger von einer Seite des Dotters zur anderen, oft in Abständen von weni-
gen Minuten. Die Augen haben, aufgrund der inzwischen bestehenden Melanindichte
des Pigmentepithels, ihre Transparenz vollständig verloren. Der Kopf ist deutlich
verbreitert, und die Otozysten sind zunehmend in die Schädelform integriert. Der
distale Rand der Pektoral�ossen reicht bis zum vierten Somitenpaar. Die Chordazel-
len sind vollständig vakuolisiert und haben somit ihre endgültige Stabilität erreicht,
eine Voraussetzung für die Stützfunktion der Chorda. Zunehmend ausladender ver-
laufen die Schlaufen der Mäander der Dottergefäÿe über die Dotterober�äche, wobei
die Schenkel der Mäander ihrerseits verstärkt mäandrieren .

Abb. 26: Entwicklungsstadium IV in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Der Embryo
bildet von Schnauzen- bis Schwanzspitze erstmalig einen geschlossenen Kreis. Mit relativ
heftigen Bewegungen wechselt der Embryo die Lage des Schwanzes immer häu�ger von
einer Seite des Dotters zur anderen. AuBe = Augenbecher; LH = Leibeshöhle; Lob =
optischer Lobus; Öl = Öltröpfchen; OtZy = Otozyste; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium IV+ (ca. 5 Tage):

Im Stadium IV+ erreicht die Schwanzspitze annähernd die Mitte der Augenbecher
(Abb. 27). Der Dottervorrat hat sich merklich verkleinert, so dass dem Embryo mehr
Raum im Ei zur Verfügung steht. Epineurale und ektodermale Chromatophoren re-
duzieren die Transparenz des Kopfes merklich, was die Sicht auf die Hirnabschnitte
einschränkt. Die Schnauzenspitze ist in der Aufsicht etwas spitzer vorgewölbt, als in
den Stadien zuvor.

Die fortschreitende Di�erenzierung der Silberhaut oder Argentea bewirkt durch ein-
gelagerte Guanin-Kristalle einen silbrigen Glanz an den Seiten�ächen der Augen-
becher. Zusätzlich beginnen die Embryonen mit synchronen Augenbewegungen. Die
optischen Loben wölben sich über den hinteren Bereich des Diencephalons, was insbe-
sondere in der Seitenansicht deutlich wird. Die jeweiligen zwei unterschiedlich groÿen
Otolithen in den beiden Otozysten haben inzwischen merklich an Gröÿe zugenom-
men.

Leber und Schwimmblase haben deutlich an Umfang zugelegt. Die Leber hat mit der
Produktion der Gallen�üssigkeit begonnen, ersichtlich an einer vergröÿerten Gallen-
blase, die mit grünlich transparenten Gallensaft gefüllt ist. In den Pektoral�ossen
sind nun Blutgefäÿe mit reger Zirkulation erkennbar. Des weiteren lassen sich au�äl-
lig �atternde Bewegungen der Pektoral�ossen beobachten. Auf der Kaudal�osse sind
erste Chromatophoren zu erkennen.

Die Blutversorgung der Aortenbögen über die Aorta ventralis beginnt nun mit dem 5.
bis zum 1. Aortenbogen kopfwärts, denn es besteht nur noch die hintere Verbindung
des dorsalen Zweiges mit dem ventralen Teil der Ventralaorta und bildet somit einen
Bogen kurz hinter der Abzweigung des 5. Aortenbogens. Der 6. Aortenbogen zweigt
etwas versetzt nach dorsal vom 5. Aortenbogen ab. Die Ventralaorta verläuft nun,
nach der Biegung hinter dem 5. Aortenbogenpaar, weiter kopfwärts und wird nach
dem passieren der Aortenbögen zur externen Karotide. Die Aortenbogenpaare 3 bis
6 verlaufen durch die Anlage der sich entwickelnden vier Kiemenbögen.

Nach der Passage des Blutes durch die Aortenwurzeln und die Aorta dorsalis �ieÿt das
Blut jeweils venös durch die dorsale und ventrale Kaudalvene kopfwärts bis kurz vor
den Darmausgang. Über eine ventralwärts gerichtete Biegung der ventralen Kaudal-
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vene �ieÿt das Blut weiter Richtung Dotter, wobei sie in die Vena vitellina übergeht.
Die rechte und linke hintere Kardinalvene führen das Blut kopfwärts jeweils bis zum
rechten und linken Ductus cuvieri, welche sich nach dem Passieren der Dotterober-
�äche stets gemeinsam mit der Vena vitellina im Sinus venosus vereinigen.

Abb. 27: Frühes Entwicklungsstadium IV+ in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Die
Schwanzspitze berührt das Auge. Der Dotterumfang hat merklich abgenommen. Der
wachsende Embryo besitzt damit mehr Bewegungsfreiheit für oft sehr heftige Schwanzbe-
wegungen. AuBe = Augenbecher; Li = Linse; Öl = Öltröpfchen; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium V- (5 Tage und 12 Stunden):

Die Schwanzspitze erreicht den mittleren Kopfbereich zwischen Augen und Otozysten
(Abb. 28). Die Organe sind fast fertig entwickelt. Die Augen sind funktionstüch-
tig, ersichtlich daran, dass die Embryonen auf Gegenstände in unmittelbarer Nähe
auÿerhalb des Eies, wie z.B. Präpariernadeln, mit koordinierten Augenbewegungen
reagieren. Im vorderen Kopfbereich sind ein Paar Riechgruben erkennbar, die aus den
Riechplakoden hervorgegangen sind. Ektodermale und epineurale Chromatophoren
sind inzwischen über den gesamten Kopfbereich verteilt. Sie ziehen sich darüber hin-
aus in einer Reihe auf dem dorsalen Flossensaum bis zur Kaudal�osse entlang. Die
Pektoral�ossen vollziehen stetig rudernde Bewegungen und versetzen damit die Peri-
vitellar�üssigkeit in Strömung. Die Mundhöhle beginnt sich zu ö�nen. Bei einzelnen
Individuen kann in der Leibeshöhle die Milz mesodermalen Ursprungs als blass-roter
Punkt sichtbar sein.
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Abb. 28: Entwicklungsstadium V- in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Die Schwanz-
spitze reicht bis in den Bereich zwischen Augen und Otozysten. AuBe = Augenbecher;
KaFl = Kaudal�osse; Öl = Öltröpfchen; OtZy = Otozyste; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium V (6 Tage):

Der Embryo weist nun eine Gesamtlänge von ca. 3,5 mm auf. Die Schwanzspitze
erreicht den hinteren Rand der Otozyste (Abb. 29). Die Organogenese ist abgeschlos-
sen. Die Masse des Dotters und damit der Umfang des Dottersackes verkleinert sich
zunehmend. Der Perivitellarraum vergröÿert sich entsprechend, wodurch dem Em-
bryo mehr Raum und Bewegungsfreiheit zur Verfügung stehen. Die Schichtungen der
Retina haben sich vervollständigt. Die Argentea re�ektiert das Au�icht, infolge der
Brechung an den Guanin-Kristallen, in allen Regenbogenfarben. Die Augen bewegen
sich weiterhin koordiniert beim Verfolgen von Objekten in der Nähe der Eihülle.

Durch die eingeschränkte Transparenz des inzwischen vorhandenen Neurocraniums
und durch Chromatophoren an der Körperober�äche des Kopfes ist der Blick auf das
Gehirn erschwert. In den Ohrkapseln ist in Abb. 29 nur ein Otolith zu sehen, weil
die Strukturen der Bogengänge und die die Otozyste umgebenden Kopfstrukturen
die anderen Otolithen verdecken. Bei einem fertig ausgebildeten Knochen�sch sind
jeweils 3 Otolithen in der linken und rechten Otozyste zu �nden: Utriculus, Sagit-
ta und Asteriscus. Auÿer bei Cypriniden sind Sacculus und Utriculus die gröÿten
Otolithen.

Der Mund hat sich geö�net, und die Kiefer vollziehen unregelmäÿige Schlieÿbewe-
gungen. Die Schlundzähne be�nden sich im Oesophagus auf Höhe der Otozysten.
Im Peritoneum haben sich Melanophoren und Guanophoren gebildet. Letztere ver-
leihen dem Peritoneum den silbrigen Glanz, der den Blick auf die inneren Organe
erschwert. Der Magen-Darm-Trakt ist mitsamt seinen Anhangsorganen, wie Leber
und Bauchspeicheldrüse, fast fertig entwickelt. Die Gallenblase hat beträchtlich an
Gröÿe zugenommen und mit dem vermehrten Fassungsvolumen an Gallen�üssigkeit
hat sich ihre grüne Färbung intensiviert. Die Schwimmblase hat sich deutlich ver-
gröÿert und ist dorsal innerhalb der Leibeshöhle sichtbar, die sich bis zum After
erstreckt.

Am Herzen sind die Kammern in ihrer Position zueinander seitlich verschoben. Damit
be�ndet sich der Ventrikel auf der rechten Seite des Atriums. Das Blut �ieÿt durch
die zuvor beschriebenen Gefäÿe (vgl. Entwicklungsstadium IV+, S. 70). Die Milz ist,
wenn bereits entwickelt, aufgrund ihrer intensiven Rotfärbung im dorsalen Bereich
der Leibeshöhle vor der Schwimmblase gut erkennbar.
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Abb. 29: Entwicklungsstadium V in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Der Mund
hat sich geö�net. Die Augen bewegen sich sehr lebhaft hin und her und reagieren auch
auf Lichtveränderungen oder Objekte in unmittelbarer Umgebung des Eis. AuBe =
Augenbecher; Do = Dotter; KaFl = Kaudal�osse; Ki = Kiemenanlage; Li = Linse;
Lob = optischer Lobus; Myel = Myelencephalon; Öl = Öltröpfchen; OtZy = Otozyste;
Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium V+ (8 Tage):

Mit dem Stadium V+ beendet O. latipes seine embryonale Entwicklung und erreicht
die Schlupfreife. Etwa 2/3 bis 3/4 der ursprünglichen Dottermenge sind verbraucht,
entsprechend klein ist der Dottersackumpfang (Abb. 30). Beide Augen bewegen
sich synchron und koordiniert. Die Schwanzspitze reicht bis zum hinteren Teil der
Schwimmblase.

Der Unterkiefer vollzieht ausgeprägte Schnappbewegungen. Die Pigmentierung des
Peritoneums hat sich verstärkt. Die rötliche Färbung der Milz hat sich deutlich in-
tensiviert und ist auch durch das Peritoneum sichtbar. In der Kaudal�osse und den
Pektoral�ossen sind Flossenstrahlen zu erkennen, wobei an der Kaudal�osse abge-
rundete Enden die Andeutung einer Gabelung erkennen lassen.

Abb. 30: Entwicklungsstadium V+ in der Aufsicht (oben) und der Seitenansicht (unten). Der
Embryo ist schlupfreif. AuBe = Augenbecher; KaFl = Caudal�osse; Do = Dotter; Ki =
Kiemen; Li = Linse; Öl = Öltröpfchen; OtZy = Otozyste; Pvit = Perivitellarraum.
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Schlupf

Eine als normal de�nierte Embryonalentwicklung von O. latipes-Embryonen wurde
mit einem erfolgreichen Schlupf beendet. In der vorliegenden Untersuchung erfolgte
das Schlüpfen der O. latipes-Larven ohne Manipulation des Brutmediums innerhalb
eines Zeitraumes von maximal zwei Wochen. Spätestens am 14. Tag nach Erreichen
der Schlupfreife waren alle bis dahin nicht geschlüpften Embryonen abgestorben,
ersichtlich an der Eintrübung des Eies.

Der Schlupfvorgang lieÿ sich durch den Entzug von O2 signi�kant beschleunigen.
Durch die Zugabe von fein zermahlenem Trockenfutter und dem damit verbundenen
Zersetzungsprozess wurde eine O2-Zehrung eingeleitet. Spätestens nach 24 Stunden
waren alle Schlupfreifen Embryonen geschlüpft.

Diese Methode wurde an beschallten Embryonen im Stadium II und IV+/V- sowie
bei Kontrollembryonen mit erreichen der Schlupfreife angewandt. So konnte beur-
teilt werden, ob eine normale Embryonalentwicklung stattgefunden hatte. Das betraf
insbesondere diejenigen beschallten Embryonen, die keinerlei Schadphänomene nach
der Beschallung aufwiesen.

Der relativ hohe Anteil nicht geschlüpfter Embryonen, bei denen zu Beginn der Ar-
beit kein zerriebenes Trockenfutter in das Brutmedium zugegeben wurde, konnte
grob geschätzt ca. 50 bis 60 % betragen. Allerdings wurden dazu keine statistischen
Zahlen erhoben, da bei den fortlaufenden Untersuchungen grundsätzlich zerriebenes
Trockenfutter zu den schlupfreifen Embryonen � ab dem zweiten Tag nach Erreichen
der Schlupfreife � in das Brutmedium gegeben wurde. Das Schlupfverhalten von ins-
gesamt 68 Embryonen wurde in einer Versuchsreihe genauer untersucht (Abb. 31).
Dabei sind in dem Diagramm nur jene Embryonen erfasst, die erfolgreich schlüpften,
also eine normale Embryonalentwicklung durchliefen.

Im Laufe des Vormittags des folgenden Tages nach Erreichen des Stadiums V+
schlüpften selbständig 14 O. latipes-Larven (20,6 %). Nach Entnahme der geschlüpf-
ten Jung�sche wurde eine Messerspitze zermahlenes Trockenfutter ins Brutmedium
zu den bis dahin noch ungeschlüpften Embryonen gegeben. Bei regelmäÿiger 24 stün-
diger Kontrolle konnten folgende Beobachtungen gemacht werden:
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Am zweiten Tag nach Erreichen der Schlupfreife und nach dem Zusatz von Trocken-
futter waren bereits 39 (57,3 %) Jung�sche geschlüpft. Am dritten Tag schlüpften
6 (8,8 %), am vierten sowie fünften Tag keiner und am siebten Tag schlieÿlich noch
ein einzelner Jung�sch (1,4 %). Die verbleibenden 7 (14,7 %) Embryonen, die bis
dahin nicht geschlüpft waren, überlebten zunächst alle bis zum siebten Tag, starben
jedoch innerhalb einer weiteren Woche im Ei ab, erkennbar anhand der Eintrübung
der embryonalen Gewebe und schlieÿlich des gesamten Eies.

Abb. 31: Die Anzahl erfolgreich geschlüpfter Jung�sche in Bezug zu den Tagen nach Erreichen
des Entwicklungstadiums V+. Der Groÿteil der Embryonen war am folgenden Tag, nach
der Zugabe von Trockenfutter ins Brutmedium, geschlüpft. In dieser Abbildung wer-
den nur jene Embryonen erfasst, bis zum sechsten Tagen nach der Trockenfutterzugabe
schlüpften.
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4.2 Beschallte Embryonen

Es wurden Embryonen in den drei Embryonalstadien Ia, II sowie IV+/V- beschallt.
Dabei wurden die Stoÿwellen auf 105 Embryonen im Stadium Ia, auf 378 im Stadium
II und auf 387 im Stadium IV+/V- appliziert. Folglich wurden insgesamt 870 Eier
beschallt. Zur Erinnerung die kurzen Charakteristika der beschallten Entwicklungs-
stadien:

� Im Stadium Ia bestand der Keim aus einer Keimscheibe ohne erkennbare Dif-
ferenzierungen. In diesem Stadium wurde der Dotter vom kortikalen Dotterzy-
toplasma (DZ) umgeben.

� Im Stadium II umspannte der Embryonalschild in der Organogenese die halbe
Dotterkugel. Es waren 14 Somiten, die Anlagen des ZNS und der Augen sowie
das Herz mit ersten Kontraktionen und zwei Dottergefäÿe (linker und rechter
Ductus cuvieri) erkennbar.

� Im Stadium IV/V+ war die Gewebedi�erenzierung weit fortgeschritten und der
Embryo fast schlupfreif.

Mit den jeweils unterschiedlichen Bescha�enheiten dieser drei Entwicklungsstadien
waren entsprechend unterschiedliche Beschallungse�ekte zu erwarten. Dass grobmor-
phologische Veränderungen nach den Versuchen vorlagen, lieÿ sich bereits mit blossem
Auge direkt nach den Beschallungen erkennen und bei einer mittleren Vergröÿerung
eines Stereomikroskops di�erenziert diagnostizieren. Aufgrund dessen, dass sowohl
unversehrte als auch geschädigte Versuchsembryonen zu beobachten waren, wurden
diese in zwei Gruppen unterteilt:

1. Alle Versuchsembryonen, an denen keinerlei grob morphologische Veränderun-
gen zu erkennen waren, wurden als �Embryonen ohne Befund� (EoB) de�niert.
Die EoB durchliefen eine normale Entwicklung bis zum erfolgreichen Schlupf.

2. Die zweite Gruppe, an denen direkt nach einer Beschallung unter dem Ste-
reomikroskop grob morphologische Veränderungen jeglicher Art zu beobachten
waren, wurden als �Embryonen mit Befund� (EmB) de�niert. Das beschall-
te Entwicklungsstadium wurde in Klammern hinter die Abkürzung gehängt:
EmB(Ia), EmB(II) oder EmB(IV+/V-).
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Während 497 beschallte Embryonen keine nachweislichen Beschallungschäden erlit-
ten, traten bei 373 beschallten Embryonen deutliche Schäden auf (Abb. 32). Das Sta-
dium Ia war gegenüber den Beschallungen am emp�ndlichsten. Hier war der Anteil
der EmB(Ia) gröÿer als der Anteil der EoB(Ia). Das Stadium II war unemp�ndli-
cher als Stadium Ia: Der Anteil der EoB(II) war gröÿer als der Anteil der EmB(II).
Das Stadium IV+/V- erwies sich gegenüber den anderen beiden Stadien in den Be-
schallungen am unemp�ndlichsten, mit dem geringsten Anteil an EmB(IV+/V-).
Allgemein konnte eine Abnahme der relativen Anteile an EmB bei fortschreitender
Embryonalentwicklung beobachten werden. Der relative Anteil der EmB(Ia) betrug
58,1 %, der EmB(II) 44,4 % und der EmB(IV+/V-) 37,2 %.

Abb. 32: Relative Anteile der EoB und EmB bei den drei Stadien Ia, II, IV+/V-
und aller Stadien nach den Beschallungen. n =Anzahl.

Aufgrund der unterschiedlichen Emp�ndlichkeiten werden die beschallten Stadien
mit ihren Beschallungse�ekten und deren Folgen einzeln abgehandelt.
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4.2.1 Beobachtungen an beschallten Stadien Ia

Um die etwaige Auswirkungen der Stoÿwellen leicht erkennen zu können, wurden frü-
he Entwicklungsstadien Ia beschallt. Sichtbare Veränderungen nach den Beschallun-
gen waren hier einheitlich und werden im folgenden Abschnitt detailliert beschrieben.

4.2.1.1 Zellsphäre

Bei EmB(Ia) waren keine Dotterkugeln mehr sichtbar (Abb. 33). Die Reste der ver-
änderten Keime schwammen in gelblich transparenter Perivitellar�üssigkeit. Es liegt
nahe, das es sich hierbei um ein Gemisch aus ursprünglich klarer Perivitellar�üs-
sigkeit und Dotter handelte. Die Keimscheiben, die vor der Beschallung wie eine
Mönchskappe �ächig auf dem Dotter lagen, waren zu mehr oder weniger kugelförmi-
gen Strukturen kollabiert. Die so verbliebenen Zellkugeln erinnerten an Zellsphären
in einer Kulturlösung, wonach dieser Beschallungse�ekt benannt wurde. Zwischen
Zellsphäre und verbliebener Ölkugel war die in sich �zusammengeschnurrte� Dotter-
membran als strukturlose Masse zu erkennen. Durch die Auftriebskraft der Ölkugel
wurde die Ausrichtung der Zellsphäre bestimmt, in dem sich die Ölkugel bei Aufsicht
durch das Stereomikroskop stets dem Betrachter zuwandte.

Abb. 33: Zellsphäre nach der Beschallung des Stadien Ib. Die Dottermasse hat sich mit der Pe-
rivitellar�üssigkeit vermischt. Die Dottermembran ist zu einer strukturlosen Masse und
die Keimscheibe ist zu einer Zellsphäre kollabiert. Öl = Öltröpfchen
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In diesem Zustand konnten die Zellsphären ein bis zwei Wochen unverändert wei-
ter existieren. Während dessen fand keinerlei Weiterentwicklung statt. Letztendlich
wurde das Ei vollständig eingetrübt.

Von 105 beschallten Stadien Ia, waren 44 (41,9 %) Embryonen ohne Befund. Die
Anzahl der EmB(Ia) mit den jeweiligen Zellsphären betrug 61 (58,1 %).

Zusammenfassung aus den Beschallungen von Embryonalstadien Ia:

� Es fand keine Weiterentwicklung bzw. erkennbare Di�erenzierung bei den Zell-
sphären statt.

� Die Zellsphären konnten unverändert ein bis zwei Wochen weiterexistieren. Das
endgültige Absterben zeigte sich durch Eintrübung oder einer Verpilzung.

� Die relative Häu�gkeit der EoB(Ia) war mit 41,9 % niedriger als die der EmB(Ia)
mit 58,1 %

4.2.2 Beobachtungen an beschallten Stadien II

Um di�erenziertere Rückschlüsse aus dem Ein�uss extrakorporaler Stoÿwellen zu zie-
hen, war es erforderlich, Eier zu beschallen, bei denen zwar alle Organe angelegt, aber
noch nicht di�erenziert waren. Dazu wurden die Embryonalstadien II herangezogen,
bei denen durch die einsetzende Organogenese diese Bedingungen erfüllt waren (vgl.
S. 58).

Mit der ausgeprägteren Di�erenzierung der Gewebeanlagen lieÿ sich im Vergleich zu
den EmB(Ia) auch eine höhere Vielfalt an Beschallungsphänomenen bei den EmB(II)
beobachten. Abweichungen von der Normalentwicklung zeigten sich allgemein in einer
Verzögerung oder Stagnation der Embryonalentwicklung. Trotz oft schwerer Schädi-
gungen entwickelten sich 44 EmB(II) von 72 EmB(II) mindestens über ein bis zwei
Tage weiter. Diese willkürlich anmutenden Entwicklungsverzögerungen waren mit
einer Vielzahl an Symptomen kombiniert, die stereo-, licht- und elektronenmikrosko-
pisch ausgewertet und auf Seite 88� im Detail beschrieben wurden.
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4.2.2.1 Entwicklungsverzögerung - und Stagnation bei EmB(II)

In den Entwicklungsdiagrammen wurde, für eine bessere Übersicht, die Einheit �Ta-
ge� nach der Beschallung für die Zeitachse verwendet. Da die Beobachtungen der
fortschreitenden Entwicklung ab dem Nachmittag des Versuchstages � also vier bis
fünf Stunden nach dem Versuch � ca. alle 24 Stunden stattfand, wurden die Ko-
ordinaten der aufgetragenen Entwicklungsstadien mit der entsprechenden zeitlichen
Verschiebung zur Einheit �Tag nach der Beschallung� dargestellt.

Die Entwicklungsstadien lagen als rang-basierte Werte vor. Somit wurden in der Aus-
wertung für die beschreibende Statistik die Mediane der mittleren Entwicklungsge-
schwindigkeit ermittelt. Die mittleren Entwicklungsgeschwindigkeiten der 3 Gruppen
(Kontrolle, EoB(II), EmB(II)) wurden zur Übersicht in den Diagrammen 35 bis 37
in dafür üblicherweise zu verwendenden �Box-Whisker-Plots� dargestellt.

Abb. 34: Schematische
Darstellung eines
Box-Whisker-
Plots.

Zur Erläuterung:

� Die Box umfasst 50% der Daten (Abb. 34). Die
Querlinie, die die Box teilt, ist der Median.

� Die untere Linie der Box ist das 25%-, die obere das
75%-Perzentil.

� Das Mass für die Streuung ist der Abstand zwi-
schen dem unteren Extrem- oder 2,5%-Wert und
dem 25%-Perzentil, auch unterer Whisker genannt.
Gleiches gilt für den oberen Whisker als Mass für
die Streuung zwischen dem 75%-Perzentil und dem
oberen Extrem- oder 97,5%-Wert. Folglich be�nden
zwischen dem oberen und unteren Extremwert 95%
der Daten.

� Die Ausreiÿer werden als groÿe schwarze Punkte
dargestellt.

Die Häu�gkeiten der Embryonen in den entsprechenden Entwicklungsstadien sind
in den Diagrammen als n über den Box-and-Whisker-Plots angegeben. Insbesondere
die Häu�gkeiten der Kontrollen innerhalb der einzelnen Entwicklungsstadien wiesen
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sehr geringe bis gar keine Schwankungen auf. Deshalb �elen hier die Extremwerte
z.B. häu�g mit dem unteren oder oberen Quartil zusammen, wodurch der Eindruck
entstand, die Extremwerte oder die Whisker seien nicht dargestellt worden. Traten
überhaupt keine Schwankungen der Werte auf, �elen alle Werte zusammen und der
Box-Plot erscheint nur als Linie in dem Diagramm, wie am 11. und 12. Tag in Abb. 35.

Abb. 35: Box-and-Whisker-Plot der mittleren Entwicklung von Kontrollembryonen
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Abb. 36: Box-and-Whisker-Plot der mittleren Entwicklung von EoB(II), beschallt
im Stadium II.

Abb. 37: Box-and-Whisker-Plot der mittleren Entwicklung von EmB(II), beschallt
im Stadium II. Es überlebten lediglich 2 Individuen mehr als 13 Tage nach
der Beschallung. Deshalb sind keine Boxplots mehr ab dem 14. Tag nach
der Beschallung dargestellt.
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Durch den Vergleich von Medianen der Entwicklungsstadien sollte geklärt werden, ob
sich die mittleren Entwicklungsgeschwindigkeiten der EmB(II) oder EoB(II) jeweils
von denen der Kontrollen signi�kant unterschieden (Abb. 38):

� Die mittlere Entwicklungsgeschwindigkeit der EoB(II) verlief bis zum 8. Tag
nach den Versuchen bzw. bis zum fortgeschrittenen Stadium V hauptsächlich
parallel zu der Entwicklungsgeschwindigkeit der Kontrollen. Die Kontrollen
erreichten das Stadium V+ (Schlupfreife) im Mittel einen Tag eher als die
EoB(II). Ungeachtet der sehr leichten Entwicklungsverzögerung der EoB(II)
von 24 Stunden beendeten die ungeschädigten Versuchsembryonen ihre Ent-
wicklung mit einem erfolgreichen Schlupf.

� Hingegen unterschied sich die mittlere Entwicklungsgeschwindigkeit der EmB(II)
aufgrund zahlreicher Entwicklungsverlangsamungen sowie -Stagnationen deut-
lich von den Kontrollen und den EoB(II). Schon am Folgetag nach der Beschal-
lung zeigte sich eine deutliche Verlangsamung der Entwicklungsgeschwindigkeit.

Abb. 38: Die Entwicklungsgeschwindigkeit von Kontrollen im Stadium II vergli-
chen mit EoB(II) und EmB(II). Die Entwicklung der EoB(II) verläuft
bis zur Schlupfreife, mit leichter Verzögerung bei t4, fast parallel zu
den Kontrollen. Die EmB(II) sind deutlich in ihrer Entwicklungsge-
schwindigkeit beeinträchtigt.
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Um die Unterschiede zwischen den Entwicklungsgeschwindigkeiten auf Signi�kanz zu
prüfen, wurden die Mediane der Entwicklungsstadien der EoB(II) und EmB(II) zu
den entsprechenden Beobachtungszeitpunkten mit den Kontrollen unter Anwendung
des Mann-Whitney-U-Testes verglichen und in Tab. 3 zusammengefasst:
Sowohl am Nachmittag des dritten Tages (t4) als auch am Nachmittag des achten
und neunten Tages (t9 und t10) nach der Beschallung ergaben sich rechnerisch signi-
�kante Verzögerungen in der Entwicklungsgeschwindigkeit der EoB(II) im Vergleich
zu den Kontrollen. Diese Verzögerung vom achten Tag war so gering, dass sie, wenn
auch signi�kant, sich nicht auf den Median auswirkte und deshalb in Abb. 38 nicht
darstellbar war. Bei den EmB(II) konnte bereits ab dem am Nachmittag des Folge-
tages der Versuche (Beobachtungszeitpunkt t2) eine signi�kante Verlangsamung der
Entwicklungsgeschwindigkeit nachgewiesen werden.

Tab. 3: Ergebnisse der jeweiligen Signi�kanztests (Mann-Whitney-U-Tests). Die
Nullhypothese ist die Annahme, dass sich die EoB(II) und EmB(II) in
der jeweiligen Entwicklungsgeschwindigkeit von der der Kontrollen un-
terscheiden. P ist die Irrtumswahrscheinlichkeit.

Beobachtungs- EoB(II) EmB(II)
zeitpunkte signi�kant P signi�kant P

t1 nein 0,752 nein 0,967
t2 nein 0,091 ja < 0,001
t3 nein 0,705 ja < 0,001
t4 ja < 0,001 ja < 0,001
t5 nein 0,737 ja < 0,001
t6 nein 0,770 ja < 0,001
t7 nein 0,333 ja < 0,001
t8 nein 0,501 ja < 0,001
t9 ja < 0,030 ja < 0,001
t10 ja < 0,001 ja < 0,001

t11 bis t14 nein 0,211 ja < 0,001

Ergänzend sei erwähnt, dass der rechnerisch signi�kante Unterschied zwischen EoB(II)
und den Kontrollen an den zwei Beobachtungszeitpunkten t4 und t10 kritisch betrach-
tet werden sollte. Prinzipiell entwickelten sich die EoB ohne weitere Störungen bis
zum erfolgreichen Schlupf und Geschlechtsreife.
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Zusammenfassung zu den Entwicklungsgeschwindigkeiten:

� Die Entwicklung der EoB(II) verlief, bis auf eine o�enbar unbedeutende Ver-
zögerung, bis zum erfolgreichen Schlupf parallel zu den Kontrollen und damit
normal.

� Grundsätzlich waren die EmB(II) in ihrer Entwicklung stark beeinträchtigt,
dass � bis auf eine Ausnahme � kein erfolgreicher Schlupf beobachtet werden
konnte.

4.2.2.2 Grob morphologische Symptome der EmB(II)

Alle Veränderungen die direkt nach der Beschallung und während der folgenden mehr
oder weniger fortschreitenden Entwicklung an den Emb(II) mit dem Stereomikroskop
beobachtet wurden, galten als grob morphologische Symptome und wiesen jeweils
typische Charakteristika auf. Nach dem Entwicklungsabbruch bzw. Absterben wur-
den die EmB(II) licht- und elektronenoptisch untersucht, um die Feinstruktur dieser
Symptome zu ergründen.

4.2.2.3 Entwicklungsabbruch mit Verpilzung

In den folgenden Detailbeschreibungen der Symptome wird häu�g auf einen Ent-
wicklungsabbruch durch eine Verpilzung Bezug genommen, die nur bei geschädigten
EmB(II) regelhaft in Erscheinung trat. Um die Bedingungen dieses Entwicklungsab-
bruchs nachvollziehen zu können, wurde die Beschreibung der Verpilzung an dieser
Stelle den Symptombeschreibungen vorgezogen.

An den Eiern der EmB(II) konnte nach unterschiedlichen Überlebenszeiten, unabhän-
gig vom erreichten Entwicklungsstadium, eine Trübung festgestellt werden (Abb. 39).
Diese betraf stets zuerst die Innenseiten der Eihüllen. Innerhalb von einem Tag ver-
lor das gesamte Ei seine Transparenz und zeigte eine milchig weiÿe Trübung, wobei
die Struktur der äuÿeren Eihüllen bei der Betrachtung durch das Stereomikroskop
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Abb. 39: Getrübtes Ei bei Entwicklungsab-
bruch. Die fädigen Strukturen an
der Eihülle sind Haftfäden. Die
Trübung erschien im Durchlicht
dunkel, im Au�icht milchig weiÿ.

Abb. 40: Lichtmikroskopie einer Verpilzun-
gen an der Eihülle eines EmB(II).
Links ist eine beginnende Ver-
pilzung mit einer dünnen Hy-
phenschicht an der Innenseite
der Eihülle erkennbar. Embryona-
le Gewebe sind hier von der Verpil-
zung nicht betro�en. Chd = Chor-
da dorsalis; RM = Rückenmark

unverändert schien. Durch die Trübung wa-
ren keine weiteren Entwicklungsbeobach-
tungen möglich. Die Präparation und Fixie-
rung der Embryonen erfolgte deshalb bei er-
sten Anzeichen einer Trübung. Ursache für
diese Trübung war eine wattige Schicht an
der Innenseite der Eihüllen. Die Embryonen
konnten, abgesehen von den Beschallungs-
symptomen, unbeschädigt und lebend aus
den getrübten Eiern frei präpariert werden
(Abb. 40). Die Gewebeanlagen wiesen jene
gewohnte Transparenz auf, wie vor der Ein-
trübung.

Wurde aber die Präparation erst zwei bis
drei Tage nach Trübungsbeginn durchge-
führt, waren die Embryonen abgestorben.
Es waren keine Herzkontraktionen erkenn-
bar. Zusätzlich waren die embryonalen Ge-
webeanlagen selbst eingetrübt und deshalb
für die histologische Aufarbeitung nicht
mehr zu verwenden.

Lichtmikroskopisch stellte sich heraus, dass
es sich um Hyphen eines nicht taxierten
Pilzes handelte, die sich erst an der In-
nenseite der Eihülle schichtartig ausbreite-
ten (Abb. 41 links) und diese in�ltrierten
(Abb. 41 rechts). Die Hyphen drangen in-
nerhalb von 2 Tagen bis zur Mitte des Eies
vor und in�ltrierten dabei Embryo und Dot-
ter.
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Abb. 41: Lichtmikroskopie einer fortgeschrittenen Verpilzung an der Eihülle eines EmB(II). Links
zeigt den Zustand ca. zwei Tage nach Beginn der Trübung. Desweiteren sind auch Hy-
phen an der Auÿenseite der an dieser Stelle intakten Eihülle erkennbar. Hingegen wird
rechts die In�ltration der Eihülle mit Hyphen dargestellt.

Zusammenfassung zur Verpilzung:

� Die Verpilzungen der EmB (II) zeigten sich als milchig weiÿe Trübungen an der
Hüllen-Innenseite. Damit waren weitere Beobachtungen des Embryos unmög-
lich.

� Frühestens zwei Tage nach Verpilzungsbeginn waren mikroskopisch auch Hy-
phen an den Auÿenhüllen der Eier zu �nden.

� Die Hyphen drangen als wattige Schicht innerhalb von drei Tagen bis zum
Embryo vor. Spätestens beim Erreichen der embryonalen Gewebe war der Keim
abgestorben.

4.2.2.4 Dotterverlust

Nach einer Beschallung trat als häu�gstes Schadphänomen an den EmB(II) die Ver-
kleinerung der Dotterkugel in Erscheinung. Ein Dotterverlust entstand grundsätzlich
während der Beschallung und war bei der ersten stereomikroskopischen Sichtung
direkt nach den Versuchen anhand der typisch verkleinerten Dotterkugel und des
vergröÿerten Perivitellarraums zu erkennen. Charakteristisch war eine leicht wäÿrig-
gelbliche Färbung der normalerweise farblosen Perivitellar�üssigkeit. O�enbar hatte
die Dotterkugel Dottermasse verloren. Das Ausmass des Dotterverlustes war unter-
schiedlich groÿ. Deshalb wurde zwischen zwei Kategorien des Dotterverlustes unter-
schieden:
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A) Kleiner Dotterverlust:
Bei einem kleinen Dotterverlust verlor die Dotterkugel soviel Dottermasse, dass
sich der Dottersackdurchmesser um max. 1/3 der ursprünglichen Gröÿe verrin-
gerte (Abb. 42). Bei EmB(II) mit kleinem Dotterverlust verlief die Entwicklung
innerhalb der ersten 4 Tage nach der Beschallung normal. Die Entwicklung wur-
de meist durch eine einsetzende Verpilzung beendet. So auch in dem Fallbeispiel
eines typischen Entwicklungsverlaufs mit kleinem Dotterverlust (Abb. 43), bei
dem eine Verpilzung im Stadium IV einsetzte.

Abb. 42: EmB(II) mit kleinem Dotterverlust im Stadium II+. Öl = Öltröpfchen.

Abb. 43: Entwicklungsdiagramm eines EmB(II) mit kleinem
Dotterverlust im Stadium IV.
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B) Groÿer Dotterverlust:
Die Verkleinerung des Dottersackdurchmessers um mehr als 1/3 bis zu einer fast
vollständigen Entleerung des Dottersackes (Abb. 44), de�niert den groÿen Dot-
terverlust. Bei diesem Symptom waren meist Verlangsamungen und Stagnatio-
nen der Entwicklungsgeschwindigkeiten zu beobachten (Abb. 44). Unabhängig
vom Ausmass des Dotterverlustes blieben die Ölkugeln auch bei sehr schweren
Beschallungsschäden vollständig im verbleibenden Dotterrest erhalten.

Abb. 44: EmB(II) mit starkem Dotterverlust wenige Minuten nach der Beschallung. Der gröÿte
Teil der Dottermasse vermischte sich mit der Perivitellar�üssigkeit. Kopf = Kopfanlage;
Öl = Öltröpfchen.

Der Aus�uss von Dottermasse als Vorgang lieÿ sich während der Beschallungen mit
blossem Auge nicht beobachten. Zum Zeitpunkt der ersten Beobachtungen nach den
Versuchen hatten sich die verkleinerten Dotterkugeln bereits jeweils in ihrem Zu-
stand stabilisiert, denn es �oss keine weitere Dottermasse aus. Infolgedessen waren
die Embryonalschilder um die verkleinerte Dotterkugeln stark gekrümmt. Daraus
resultierten bei den EmB(II) jeweils sehr individuelle Entwicklungsverläufe, beglei-
tet von ebenso individuell verlaufenden Symptomen (Abb. 45), die in den folgenden
Abhandlungen näher beschrieben werden.
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Abb. 45: Entwicklungsdiagramm eines EmB(II) mit groÿem Dotterverlust. Cha-
rakteristisch ist das Auftreten diverser Symptome in unterschiedlicher
Ausprägung.

Es stellte sich die Frage, wie bei einer Beschallung Dotter aus dem Dottersack entwei-
chen konnte. Da an den betro�enen Eihüllen keinerlei Lecks vorhanden waren, muss
das Dottermaterial in den Perivitellarraum ausgetreten sein, was auch die gelbliche
Färbung der Perivitellar�üssigkeit erklären würde. Demzufolge musste sich während
der Beschallung die Dottersackwandung geö�net und anschlieÿend wieder verschlos-
sen haben. Bis auf ein Individuum, bei dem nach dem Versuch erst ein kleiner und
am folgenden Tag ein groÿer Dotterverlust festgestellt wurde, blieb der Zustand des
Dottersackes über die verbleibende Entwicklungszeit der EmB(II) stabil. Das errei-
chen höherer Entwicklungsstadien bis kurz vor Schlupfreife war allerdings selten zu
beobachten.

Im Entwicklungsstadium II bestand die Dottersackwandung aus dem DS und dem,
zum Perivitellarraum hin abschlieÿenden, periblastischen Ektoderm, das infolge der
Epibolie den Dotter bedeckte (vgl.: Abschnitt 4.1, S. 60). In der lichtmikroskopischen
Darstellung betrug die Dottersackwandung der Kontrollen an der dünnsten Stelle ca.
1,5 µm bis 2 µm (Abb. 46). Sehr wahrscheinlich war das dünne DS zusammen mit dem
noch nicht fertig ausdi�erenzierten periblastischem Ektoderm bei einer mechanischen
Beanspruchung durch die Beschallung leicht zu verletzen.
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Abb. 46: Semidünnschnitt der Dottersackwandung einer Kon-
trolle im Stadium II. Deutlich sind periblastisches Ek-
toderm und das Dottersynzytium von einander zu un-
terscheiden. Im DS sind groÿe Vesikel aus Dotterma-
terial erkennbar. DM = Dottermaterial.

Weil es nicht möglich war, den Vorgang des aus�ieÿenden Dotters während des Ge-
schehens zu beobachten, konnten die in Frage kommenden Verletzungsbereiche nicht
mit Gewissheit bestimmt werden. Jedoch lieÿen lokale Trübungen an den Dottersack-
wandungen, die gestreckt oder punktförmig auftraten (Abb. 47, 48), auf mutmaÿliche
Verletzungen schlieÿen (vgl. Trübung am Dotter, S. 114).

Abb. 47: EmB(II) mit kleinem Dotterverlust 3 Stunden
nach einer Beschallung. Die Trübung auf der
Dottersackwandung nach dem Versuch stellt
einen möglichen Verletzungsbereich dar, durch
den während des Versuchs eine kleine Menge
an Dottermasse in den Perivitellarraum aus-
getreten sein könnte. Pvit = Perivitellarraum.
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Abb. 48: Ein geschädigter Versuchsembryo im Stadium II direkt nach der Beschallung mit klei-
nem Dotterverlust. Auf der Dottersackwandung ist eine klein�ächige Trübung als mög-
liche Verletzung erkennbar. Zusätzlich sind der Kopfbereich inclusive der Augenanlagen
schwer geschädigt worden. Öl = Öltröpfchen, TrD = Trübung am Dottersack.

EmB(II) mit erlittenem Dotterverlust erreichten maximal das Stadium V- und damit
nie die Schlupfreife. Das Ende der Entwicklung erfolgte entweder durch eine Verpil-
zung, bei deren ersten Anzeichen die Fixierung durchgeführt wurde, oder durch eine
Trübung der embryonalen Gewebe (vgl. S. 123 �Trübung des Embryos�). Von den
72 EmB(II) erlitten 71 (98,6 %) einen Dotterverlust. Bei 14 (19,4 %) der EmB(II)
wurde ein kleiner und bei 57 (79,2 %) ein groÿer Dotterverlust festgestellt.

Zusammenfassung zum Dotterverlust:

� 98,6 % der EmB(II) erlitten einen Dotterverlust. Bei 19,4 % wurde ein kleiner,
bei 79,2 % ein groÿer Dotterverlust festgestellt.

� Während der weiteren Entwicklung wurden diverse Symptome mit individuel-
lem Verlauf beobachtet, die im Folgenden näher beschrieben wurden.

� Nur wenige EmB(II) mit Dotterverlust erreichten höhere Entwicklungsstadien.
� Keiner der Versuchsembryonen mit diesem Symptom erreichte die Schlupfreife.

4.2.2.5 Kreislau�nsu�zienzen

Ab Stadium II+ war in der Normalentwicklung von O. latipes ein erster Blutstrom
erkennbar. Anhand der mit dem Blutstrom kursierenden und inzwischen zahlreichen
Erythrozyten lieÿ sich der Blut�uss durch die Ductus cuvieri über den Sinus venosus
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bis zum Herzen verfolgen (vgl. Stadium II und II+, S. 58 und 60). An EmB(II) konn-
ten während der fortschreitenden Entwicklung deutliche Verlangsamungen und/oder
Stagnationen des Blut�usses beobachtet werden, die allgemein unter dem Begri�
Kreislau�nsu�zienzen zusammengefaÿt wurden. Kreislau�nsu�zienzen unter dem
Stereomikroskop auch bei stark geschädigten EmB(II) mit stagnierender Entwick-
lung sicher zu diagnostizieren war erst ab dem Folgetag nach den Versuchen (ab
Beobachtungszeitpunkt t2) möglich. Dies läÿt sich damit begründen, dass erst ab t2

Erythrozyten gebildet wurden, anhand deren Drift der Blutstrom überhaupt beob-
achtet werden konnte.

Dotterkreislauf und embryonaler Körperkreislauf konnten überraschenderweise un-
terschiedliche Flieÿverhalten aufweisen. Eine Verlangsamung oder Stagnation des
Dotterkreislauf hatte nicht zwingend auch eine Verlangsamung oder einen Zusam-
menbruch des embryonalen Körperkreislaufs zur Folge. Jedoch war erwartungsgemäÿ
bei einer Verlangsamung bzw. Stagnation des Körperkreislaufs ebenso im gleichen
Maÿe der Dotterkreislauf betro�en. Dies veranlasste zur Unterscheidung zwischen:

A) Insu�zienz des Dotterkreislaufs:
Eine Verlangsamung oder Stagnation in mindestens einem der drei Dotterge-
fäÿe.

B) Insu�zienz des Kreislaufes:
Eine Verlangsamung oder Stagnation des gesamten Kreislaufs, bestehend aus
Körper- und Dotterkreislauf. Eine Stagnation des Blutstroms bei Insu�zienz
des Kreislaufs wurde auch als Kreislaufzusammenbruch bezeichnet.

A) Insu�zienz des gesamten Dotterkreislaufs:
Eine Verlangsamung/Stagnation des Dottersackkreislaufs an beschallten Embryonal-
stadien II konnte anhand der mit dem Blutstrom driftenden Erythrozyten einzelnen
oder allen drei Dottergefäÿen gleichzeitig beobachtet werden. Meist war der linke
und/oder rechte Ductus cuvieri betro�en, seltener die Vena vitellina.

Dotterkreislau�nsu�zienzen traten während der weiteren Entwicklung häu�g nur
über begrenzte Zeiträume auf und konnten sich oft wieder zurückbilden (Abb. 49).
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Abb. 49: Entwicklungsdiagramm eines EmB(II), der im Entwicklungsstadium III+ �xiert
wurde. Bei diesem Fallbeispiel konnte eine Verlangsamung des Dotterkreislaufs
am 3. Tag nach der Beschallung beobachtet werden. Sie bildete sich innerhalb
von 24 Stunden wieder zurück. Im Folgenden noch zu beschreibende Symptome
werden blass-grau dargestellt.

Insgesamt konnten an 17 EmB(II) Dotterkreislau�nsu�zienzen beobachtet werden.
Allerdings wurden aus den Zeitpunkten der erstmaligen Beobachtungen grundsätzlich
keine Gesetzmäÿigkeiten ersichtlich. Im Stadium II trat bei einem EmB(II) eine Ver-
langsamung des Dotterkreislaufs bis zum Entwicklungsabbruch in Erscheinung. Bei
11 EmB(II) bis zum Erreichen der Stadien III, IV und V traten Verlangsamungen
des Dotterkreislaufs auf, die innerhalb von 24 Stunden verschwunden waren.

B) Insu�zienz des gesamten Kreislaufs:
Der embryonale Körperkreislauf lieÿ sich auch hier anhand der mit dem Strom drif-
tenden Erythrozyten durch die Aorta ventralis, den Aortenbögen, den Aortenwur-
zeln, der Aorta dorsalis und der Bauchvene unter dem Stereomikroskop verfolgen.
Meistens folgten Kreislaufstagnationen erwartungsgemäÿ einer vorher beobachteten
Kreislaufverlangsamung. Letzteres wird in einem Entwicklungsdiagramm exempla-
risch an einem Fallbeispiel gezeigt (Abb. 50). Es sei darauf hingewiesen, dass trotz
eines Kreislaufstillstandes der Herzschlag als sichtbare Muskelkontraktion oft unver-
mindert weiter lief, jedoch die Pumpleistung des Herzens o�enbar sehr schwach bis
gar nicht vorhanden war.
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Abb. 50: Entwicklungsdiagramm eines EmB(II) mit einem Übergang eines verlangsamten Kreis-
laufs in einen Kreislaufzusammenbruch bei stagnierender Entwicklung. Das im Folgen-
den noch zu beschreibende Symptom wird blass-grau dargestellt.

Licht- und Elektronenmikroskopie von EmB(II) mit Kreislau�nsu�zienz:

Histologisch konnten allgemein nur wenige Au�älligkeiten bei den EmB(II) mit Kreis-
lau�nsu�zienzen beobachtet werden. Lichtmikroskopisch (Abb. 51) waren keine pa-
thologisch au�älligen Unterschiede zwischen der Herzwand einer Kontrolle und der ei-
nes EmB(II) mit Kreislau�nsu�zienz (Verlangsamung des Kreislaufs) zu beobachten.
Nur die Erythrozyten der EmB(II) zeigten eine deutliche Veränderung im Vergleich
zu denen der Kontrolle:

Die Erythrozyten der EmB(II) waren annähernd spindelförmig mit Faltungen der
Erythrozytenmembranen. Das Zytoplasma wirkte koaguliert, was anhand der inten-
siveren Toluidinblaufärbung im Vergleich zu den Kontrollen ersichtlich wurde.

Im elektronenmikroskopischen Vergleich von Erythrozyten aus dem Perikard einer
Kontrolle zu Beginn des Stadiums V und einem EmB(II) zum Ende des Stadiums IV
wurden erhebliche Unterschiede im Zytoplasma der Erythrozyten deutlich:
Die äuÿere Form der Erythrozyte der Kontrolle zeigte sich leicht oval und erwartungs-
gemäÿ mit glatter Zellmembran. Im Zytoplasma (Abb: 52) waren mehrere orthodoxe
Mitochondrien mit di�erenziert sichtbaren Cristae sowie ein Zellkern zu sehen.
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Abb. 51: Lichtmikroskopischer Vergleich zwischen Gewebe von Gefäÿen aus dem Herzbereich
einer Kontrolle (links) und einem EmB(II) mit Kreislau�nsu�zienz (rechts), beide im
Stadium II. An der Herzwand sind keine Unterschiede, wohl aber bei den Erythrozyten,
erkennbar. Im Gegensatz zu den normal entwickelten runden Erythrozyten mit deutlich
sichtbaren Zellkernen sind die Erythrozyten des EmB(II) geschrumpft. Das Zytoplasma
ist o�ensichtlich koaguliert.

Abb. 52: Elektronenmikroskopie einer Erythrozyte aus dem Dottergefäÿ einer Kontrolle zu Be-
ginn des Stadiums V. Das Zytoplasma ist gleichmäÿig dicht mit Ribosomen durchsetzt.
Neben dem Kern sind jeweils mehrere Mitochondrien mit Cristae deutliche zu erkennen.
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Im Vergleich dazu waren die Erythrozyten des EmB(II) in ihrer äuÿeren Form un-
regelmäÿig und polymorph (Abb: 53); entsprechend der obigen lichtmikroskopischen
Darstellung. Das Zytoplasma wirkte durch seine hochgradige Elektronendichte ko-
aguliert. Jeweils ein Mitochondrium mit kaum erkennbaren Crista-Strukturen war in
den jeweiligen Erythrozyten nur mühsam erkennbar.

Abb. 53: Elektronenmikroskopie einer Erythrozyte aus einem Perikard eines EmB(II) zum Ende
des Stadiums IV. Die Zellmembranen der Erythrozyten sind unregelmäÿig und die
Umrisse polymorph. In dem koagulierten, elektronendichten Zytoplasma sind kaum
di�erenzierte Strukturen, bis auf den Kern und einem Mitochondrium in den jeweiligen
Erythrozyte erkennbar. Eines der Mitochondrien ist in dem Detailausschnitt unten,
links vergröÿert dargestellt.

Ob die Form und Ober�ächen- bzw. Membranstruktur eine Ursache für eine Kreis-
lau�nsu�zienz darstellten oder zumindest daran beteiligt waren, müsste gesondert
untersucht werden. Jedenfalls wurden derartig veränderte Erythrozyten regelhaft in
den Gefäÿen der EmB(II) nachgewiesen, die mit dem Symptom Kreislau�nsu�zienz
�xiert wurden.

Start und Ende der Zeiträume, in denen Verlangsamungen oder Stagnationen des
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Kreislaufs zu beobachten waren, lieÿen sich nicht vorhersagen. Es zeigte sich, dass
von 30 EmB(II) mit Insu�zienzen des gesamten Kreislaufs, 29 (44,6 %) einen Dot-
terverlust während der Beschallung erlitten hatten. Damit lieÿen sich Auswirkungen
des Dotterverlustes auf den Kreislauf im Zusammenhang nicht ausschlieÿen. An 11
EmB(II) (16,9 %) konnte eine Verlangsamung des Kreislaufs und bei 26 EmB(II)
(40,0 %) eine Stagnation festgestellt werden.

Zusammenfassung zur Kreislau�nsu�zienz:

� Eine Kreislau�nsu�zienz umschreibt die Beeinträchtigung des Dotter- und/oder
Embryonalkreislaufes und zeigte sich als Verlangsamung oder Stagnation des
Blutstroms. Kreislaufstagnationen folgten meist einer vorher beobachteten Ver-
langsamung.

� Trotz Dotterkreislau�nsu�zienz, insbesondere bei Stagnation des Dotterkreis-
laufs, pulste das Blut dennoch durch den embryonalen Kreislauf, oft mit nor-
maler Geschwindigkeit. Bei Insu�zienzen des embryonalen Kreislaufs, ob Ver-
langsamung oder Stagnation, war erwartungsgemäÿ auch der Dotterkreislauf
entsprechend betro�en.

� Verlangsamungen des Dotterkreislaufs bildeten sich meist innerhalb von 24
Stunden zurück.

� Kreislau�nsu�zienzen wurden unterteilt in: Insu�zienzen des Dotterkreislaufes
(bei 17 EmB(II); 22,2 %) und Insu�zienzen des gesamten Kreislaufs (bei 30
EmB(II); 46,2 %).

� Die Dotterkreislau�nsu�zienzen teilten sich ihrerseits in Verlangsamungen bei
15 EmB(II) (23,1 %)und Stagnation des Dotterkreislaufs bei 2 EmB(II) (3,1 %)
auf.

� Insu�zienzen des gesamten Kreislaufs verteilten sich wie folgt:
An 11 EmB(II) (16,9 %) konnte eine Verlangsamung und bei 27 EmB(II)
(41,5 %) eine Stagnation des gesamten Kreislaufs festgestellt werden. 63 EmB(II)
(96,9 %) starben bei Entwicklungsabbruch bzw. Tod mit einer Kreislau�nsuf-
�zienz ab.
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4.2.2.6 Mikrophthalmie

Bei den Kontrollen konnte im Stadium III ein verstärktes Wachstum des Augen-
bechers mit beginnender Pigmentierung beobachtet werden, was nach Durchlauf des
Stadium 4 abgeschlossen war. Im Gegensatz dazu stagnierte bei den meisten EmB(II)
mit Dotterverlust das Wachstum der Augenbecher. Die Folge war ein um ca. 1/3

kleinerer Augenbecherdurchmesser, mit ca. 0,2 mm, als bei den Kontrollen, mit ca.
0,3 mm, ab dem Entwicklungsstadium IV+ (Abb. 54). Die Linse schien auf den ersten
Blick von der Wachstumsstagnation nicht betro�en zu sein, denn Ihr Durchmesser
entsprach in etwa einer normalen Entwicklung. Dieses Symptom, geprägt durch die
relativ kleinen Augenbecher, wurde als Mikrophthalmie de�niert. Eine Rückbildung
der Mikrophthalmie konnte nicht beobachtet werden.

Abb. 54: Ein normal entwickeltes Auge einer Kontrolle im Stadium IV+ (A) mit einem
Durchmesser von ca. 0,3 mm, im Vergleich mit einem mikrophthalmen Auge
eines EmB(II) im gleichen Stadium (B) mit einem Durchmesser von 0,2 mm.

Lichtmikroskopisch lieÿen sich in den Augenanlagen von Kontrollen im Stadium
IV die zukünftigen Schichtungen der noch nicht ausdi�erenzierten Retina erahnen
(Abb. 55, links). Desweiteren waren die vordere Augenkammer und der Raum für
den Glaskörper zwischen der intensiv blau gefärbten, massiven Linse und der Retina
deutlich sichtbar ausgebildet.

Dagegen war bei den mikrophthalmen EmB(II) eine Schichtung der Retinaanlage nur
angedeutet und das Gewebe deutlich undi�erenzierter (Abb. 55, rechts). Die Linse
besaÿ auf den ersten Blick zwar eine vergleichbar massive Struktur, wie bei den
Kontrollen, doch schien sie mit benachbarten Gewebeanlagen verwachsen zu sein.
Raum für den Glaskörper oder die vordere Augenkammer wurden nicht ausgebildet.

Unter dem Elektronenmikroskop war bei der Kontrolle ein einlagiges Pigmentepithel
mit zahlreichen Melanosomen zu erkennen (Abb. 56). Die benachbarte Gewebe-
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schicht, aus deren Zellen sich die zukünftigen Lichtsinneszellen entwickeln sollten,
bestand aus relativ groÿen undi�erenzierten Zellen, in denen orthodoxe Mitochon-
drien sowie raumfüllende Zellkerne sichtbar waren.

Abb. 55: Lichtmikroskopie der Augenanlage einer Kontrolle (links) und eines mikrophthalmen
Auges, jeweils im Stadium IV (rechts). Die Retinaanlage der Kontrolle läÿt zukünftige
Schichtungen erahnen. Ein Raum für den Glaskörper sowie die vordere Augenkammer
sind bereits entwickelt. Die Anlagen der Retinaschichten im mikrophthalmen Auge
(rechts) sind kaum erkennbar. Die Linse scheint mit ihren benachbarten Geweben ver-
wachsen zu sein. vAk = vordere Augenkammer.

Abb. 56: Elektronenmikroskopie der Augenanlage einer Kontrolle im
Stadium III im Bereich des einlagigen Pigmentepithels mit
ihren Melanosomen. Das Nachbargewebe ist ein geschlosse-
ner Gewebeverband aus Zellen mit raumfüllenden Zellkernen.
Mi = Mitochondrium; Nuc = Nucleus; Nucl = Nucleolus..
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Im Vergleich zur Kontrolle waren bei dem EmB(II) die Pigmentepithelzellen teilweise
ruptiert und damit nekrotisch (Abb. 57). Im angrenzenden Gewebe der Retinaanlage
war ein Groÿteil der Kerne polymorph mit au�älligen Kerninvaginationen.

Abb. 57: Elektronenmikroskopie der Pigmentepithelzellen sowie Zellen der Retinaanlage eines
EmB(II) im Stadium III. Die obere Pigmentepithelzelle (×) ist aufgerissen. Die Kerne
der Retinaanlage sind polymorph mit ausgeprägten Kerninvaginationen (©). Ly =
Lysosom; Mi = Mitochondrien; Nuc = Nucleus.

Bereits in der Lichtmikroskopie war erkennbar, dass das Pigmentepithel des mikro-
phthalmen Auges im Stadium IV breiter und unregelmäÿiger war, als bei normal
entwickelten Augen (Abb. 55, vgl. S. 103).

In den Ultradünnschnitten von Kontrollen im Stadium IV war die Melanosomendich-
te in den Pigmentzellen höher, als bei EmB(II) im gleichen Stadium. Zudem waren
Areale mit Vakuolisierungen unterschiedlicher Gröÿe zu sehen (Abb. 58). Die Form
der Kontrollmelanosomen war hauptsächlich oval, die der EmB(II) eher rund mit
unregelmäÿigen Rändern. Diese schienen aufgrund einer fehlenden Membranbegren-
zung �tintenklecks�-artig zu zerlaufen. Dass es sich dabei tatsächlich umMelanosomen
handelte, zeigten die Melaninstapel im Detail-Ausschnitt (a).
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Mitochondrien aus der Augenanlage des EmB(II) waren deutlich gröÿer als bei den
Kontrollen. Die intracristalinen Räume der Mitochondrien waren hier vesikulär ver-
ändert. Zu dem waren Areale mit zahlreichen Vakuolisierungen im Zytoplasma un-
terschiedlicher Gröÿe zu sehen.

Abb. 58: Elektronenmikroskopie von Pigmentepithelzellen aus der Augenan-
lage einer Kontrolle (oben) und eines EmB(II) (unten) im Stadi-
um IV. Die ovalen Melanosomen der Kontrollen sind jeweils von
einer Membran begrenzt. Membranbegrenzungen um die Melano-
somen der EmB(II) sind nicht zu erkennen. Der Detailausschnitt
eines membranlosen Melanosoms (a) zeigt Reste der charakteri-
stischen Melanin-Stapelstruktur (N). Die Cristae der vergröÿerten
Mitochondrien des EmB(II) (unten) sind vesikulär verändert (∗).
RMi = hypertrophiertes Riesenmitochondrium; Nuc = Nucleus;
Va = Vakuolisierung.
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In Abbildung 59 wird die fast fertig ausdi�erenzierte Retina einer Kontrolle (links)
mit der eines mikrophthalmen EmB(II) (rechts) im Stadium V verglichen. Von der
obersten Lage beginnend, umgaben die Pigmentzellen teilweise die di�erenzierten
Lichtsinneszellen. Die äuÿere Körnerschicht mit Zellkernen der Lichtsinneszellen wur-
de durch eine dünne Faserschicht, die äuÿere plexiforme Schicht, von dem breiten
Streifen der inneren Körnerschicht abgegrenzt. An diese nun folgende innere plexifor-
me Schicht schloss sich die Ganglionschicht an. Den Abschluss bildete die sehr dünne
Nervenfaserschicht.

Im allgemeinen Überblick lieÿen sich diese Schichtungen auch beim EmB(II) nachvoll-
ziehen (Abb. 59, rechts). Das Gewebe befand sich allerdings in einem schwammarti-
gen Zustand. Insbesondere die Schicht der Sehzellen, der untere Bereich der äuÿeren
Körnerschicht und die innere Körnerschicht waren nekrotisch und hochgradig von
Vakuolisierungen geprägt. Die Linse schien auch auch hier mit der Ganglionschicht
und den noch verbliebenen Strukturen der Nervenfaserschicht verwachsen zu sein.

Abb. 59: Lichtmikroskopie der Schichtungen von Retinen einer Kontrolle (links) und eines mi-
krophthalmen EmB(II) (rechts) im Stadium V. Die Retina des EmB(II) war nekrotisch,
erkennbar an den Vakuolisierungen (∗) der Lichtrezeptoren und der inneren und äuÿeren
Körnerschicht. Im Gegensatz zur Kontrolle bestand kein Zwischenraum zwischen Retina
und Linse, typisch für die Mikrophthalmie.

Ein Ausschnitt aus den Ultrastrukturen der Retina einer Kontrolle mit den ersten
vier Schichtungen wurde in Abb. 60 dargestellt. Von oben beginnend, waren Mela-
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nosomen in den Fortsätzen der Pigmentepithelzellen erkennbar, deren Ausläufer sich
in Interzellularräume zwischen den Auÿengliedern der Sehzellen erstreckten. Die fein
schra�ert wirkenden Auÿenglieder bestanden aus kompakt angeordneten Membran-
stapeln.

Abb. 60: Elektronenmikroskopie eines Retinaausschnittes im Bereich der Lichtsinneszellen, der
äuÿeren Körnerschicht und äuÿeren plexiformen Schicht einer Kontrolle im Stadium V.
EKol = Endkolben Lichtsinneszellen; AGL = Auÿenglied der Lichtsinneszellen; IGL =
Innenglied der Lichtsinneszellen.
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Der Inhalt der Innenglieder paarweise gruppierter Lichtsinneszellen, den Ellipsoiden,
bestand nur aus lückenlos aneinander gedrängten Mitochondrien. Es folgte die äuÿere
Körnerschicht als Bestandteil der Lichtrezeptoren, mit den osmiophilen Zellkernen.
Es schloss sich die dünne äuÿere plexiforme Schicht mit Axonen und einer teilweise
sichtbaren Faserstruktur an. Der untere Bildbereich zeigt den Beginn der relativ
breiten inneren Körnerschicht mit den Zellkernen bipolarer Nervenzellen.

Im Vergleich zur Kontrolle waren die Ultrastrukturen der Retina des mikrophthalmen
EmB(II) im Stadium V nekrotisch verändert (Abb. 61), was aus folgenden Kriterien
hervor ging:
Auf den ersten Blick �el auf, dass die Pigmentepithelzellen eine eher runde Form ohne
Ausläufer in die interzellulären Räume der Lichtsinneszellreste hatten. Im Gegensatz
zum vorhergehenden Fallbeispiel wiesen die Melanosomen zwar grundsätzlich intakte
Strukturen auf, jedoch enthielten die Pigmentepithelzellen relativ groÿe Lipidtröpf-
chen, was auf eine schwere Zellschädigungen hinwies.

Das Gewebe war allgemein geprägt von Vakuolisierungen, die dem schwammartigen
Eindruck aus dem Semidünnschnitt (vgl. Abb. 59, rechts) entsprachen. Die Vakuoli-
sierungen waren in den Auÿengliedern der Lichtsinneszellen, insbesondere zwischen
Membranstapeln zu �nden. Die Membranstapelstrukturen bildeten deutlich lockere-
re und ungleichmäÿige Strukturen im mikrophthalmen Auge aus. In den Zellkernen
waren verklumptes, kondensiertes Chromatin sowie fein granuläre Einschlüsse erkenn-
bar. Die Cristae der Mitochondrien aus den Ellipsoiden waren bis zur Unkenntlichkeit
verändert.
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Abb. 61: Elektronenmikroskopie der nekrotischen Retina (oben) eines mikroph-
thalmen EmB(II) im Stadium V und einem Innenglied im Detail (A,
unten). In den Lichtsinneszellen waren die Membranstapel der Auÿenglie-
der (♦) deutlich lockerer angeordnet als bei den Kontrollen. Die Zellkerne
enthalten Einschlüsse und verklumptes Chromatin. In den Mitochondri-
en sind die Cristae vesikuläre verändert (Detailausschnitt A). Li = Lipid;
Mi = Mitochondrium; Va = Vakuolisierung; AGL = Auÿenglied der Seh-
zellen; IGL = Innenglied der Sehzellen.
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Elektronenmikroskopisch bestanden zwischen den Ultrastrukturen normal entwickel-
ter Linsen und denen eines mikrophthalmen Auges ebenfalls au�ällige Unterschiede:
Bei einer normal entwickelten und ausdi�erenzierten Linse in Stadium V- waren
die Linsenfaserzellen von einer einschichtigen Zelllage umhüllt, dem Linsenepithel
(Abb. 62). In ihnen waren jeweils zahlreiche Mitochondrien und ein groÿlumiger Zell-
kern zu sehen. Die Linsenfaserzellen des massiven Linsenkörpers waren spindelförmig
und dicht mit elektronendichten Granula gefüllt. Aufgrund dessen waren Organellen
kaum oder gar nicht erkennbar.

Abb. 62: Elektronenmikroskopie eines normal entwickelten Lin-
senrandes im Stadium V-. Die Linsenepithelzellen be-
decken als einlagige Zellschicht die spindelförmigen
Linsenfaserzellen. Deutlich sind orthodoxe Mitochon-
drien erkennbar.

Hingegen waren die Linsenepithelzellen mikrophthalmer Augen des EmB(II) unre-
gelmäÿig und mehrlagig ineinander geschoben (Abb. 63). Der Gewebeverband der
Linsenfaserzellen schien aufgrund von Interzellularen und Vakuolisierungen des Zy-
toplasmas gelockert. In der Verwachsungszone zwischen Retina und Linsenepithel-
zellen war Zelldebris zu erkennen. Allgemein machte dieser Bereich den Eindruck zu
zerreiÿen und unter starker Zugspannung zu stehen.
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Abb. 63: Elektronenmikroskopie des Linsenrandes eines mikrophthalmen Auges eines EmB(II)
im Stadium V. Mit der gestrichelten Linie wird die Grenze zwischen Linsenepithel und
Linsenfaserzellen markiert. Die Linsenepithelzellen sind mehrlagig angeordnet. Zwi-
schen den Linsenfaserzellen be�nden sich Interzellularen (N). Die Verwachsungszone
von Linse und Retina ist mit Zelldebris ausgefüllt und erweckt den Eindruck unter
starker Zugspannung zu stehen. Va = Vakuolisierung

Zusammenfassung zur Mikrophthalmie:

� Mikrophthalmie beschreibt einen verkleinerten Augenbecher im Vergleich zu
normal entwickelten Augen, wobei die Linsendurchmesser augenscheinlich de-
nen der Kontrollen entsprachen. Es waren stets beide Augen betro�en.

� Das Symptom konnte frühestens im Stadium III- und spätestens im Stadium
III+ an den EmB(II) festgestellt werden.

� Mikrophthalmie trat bei allen betro�enen EmB(II) in Kombination mit einem
groÿen Dotterverlust auf. Keines der EmB(II) regenerierte Mikrophthalmie.

� Lichtmikroskopisch waren bei betro�enen EmB(II) in fortgeschrittenen Ent-
wicklungsstadien die Retinaanlagen schwammartig, wobei die Zellen der Anla-
gen undi�erenzierter als bei den Kontrollen waren.

� Elektronenmikroskopisch zeigten sich in den Retinaanlagen mikrophthalmer
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Augenbecher Anzeichen nekrotischer Gewebeschädigungen. Die Lichtsinneszel-
len in den betro�enen Gewebeanlagen waren hochgradig vakuolisiert. Die Zel-
len des Linsenepithels waren, im Gegensatz zu den Kontrollen, mehrlagig und
spindelförmiger. Die Anlage der Linsenfaserzellen war durch Interzellularen und
Vakuolisierungen des Zytoplasmas aufgelockert.

� Bei 36 (53,4 %) von 72 EmB(II) wurde eine Mikrophthalmie festgestellt.

4.2.2.7 Perikardialödem

Nach den Beschallungen sowie während der weiteren Entwicklung der EmB(II) konn-
ten oft au�ällige Auftreibungen der Perikardlumina unter dem Stereomikroskop beob-
achtet werden, die sich, vom jeweiligen Embryonalschild ausgehend, über groÿe Teile
des Dotters erstreckten (Abb. 64). Der Zeitpunkt des Auftretens dieses Symptoms
war unvorhersehbar und seine weitere Entwicklung in Ausdehnung oder Rückbildung
individuell.

Abb. 64: EmB(II) mit groÿem Dotterverlust und Perikardialödem im Stadium II, zum Beobach-
tungszeitpunkt t3. Das Perikard ist aufgetrieben und ummantelt weitlumig den gröÿten
Teil des verbliebenen Dotters. Do = Dotter; Li = Linse; Öl = Öltröpfchen.

Während der normalen Embryonalentwicklung von O. latipes , auch in den fortge-
schrittenen Stadien, lag das Herz mit Atrium und Ventrikel leicht eingebettet auf dem
Periblast. Bei einem Perikardialödem durchzog das Herz ab Stadium III+ schlauch-
artig und losgelöst vom Periblast das Lumen des Perikards (Abb. 65). Dabei war die
Pumpleistung trotz unverminderter Herzkontraktionen deutlich beeinträchtigt. Das
Blut oszillierte lediglich zwischen Sinus venosus und Aorta ventralis hin und her, wo-
bei im günstigsten Fall ein nur äuÿerst geringer Blut�uss erzeugt wurde. Dies führte
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zu Verlangsamungen des gesamten Embryonalkreislaufes und zu Kreislaufzusammen-
brüchen.

Abb. 65: EmB(II) mit Perikardialödem im Stadium V-, aus der Eihülle präpariert. Die vermin-
derte Pumpe�zienz führte zu einer Verlangsamung des gesamten Kreislaufs. Atr =
Atrium; Av = Aorta ventralis.
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Zusammenfassung zum Perikardialödem:

� Perikardialödeme traten als deutliche Auftreibungen des Perikards auf.

� Perikardialödeme konnten sowohl unmittelbar nach einer Beschallung als auch
während der weiteren Entwicklung auftreten. Der Zeitpunkt der ersten Beob-
achtung, Ausdehnung oder Rückbildung des Symptoms waren nicht vorherseh-
bar und individuell.

� 29 von 72 EmB(II) (40,4 %) erlitten ein Perikardialödem. Bei 7 EmB(II) (9,7 %)
wurde das Symptom direkt nach der Beschallung und bei 22 EmB(II) (30,6 %)
während der weiteren Entwicklung beobachtet.

� Eine Rückbildung des Perikardialödems war möglich. Bei 12 EmB(II) (16,7 %)
regenerierte sich das Perikardialödem, und bei 3 EmB(II)(4,2 %) trat es, nach
erstmaliger Regeneration, erneut auf.

4.2.2.8 Trübung am Dotter

Direkt nach den Beschallungen waren im Au�icht erst milchig-weiÿe Trübungen
an verschiedenen Stellen auf der Dottersackober�äche der EmB(II) zu beobachten
(vgl. 50, S. 98) und später, während der weiteren Entwicklung, groÿ�ächige Trübun-
gen als weiteres Erscheinungsbild. Oft trat eine Trübung des Dotters bei EmB(II)
in Kombination mit einer stagnierenden Entwicklung auf. Es liegt nahe, dass es sich
bei den Symptomen um Veränderungen des DS und/oder periblastischen Ektoderms
handelte. Zur Erinnerung: Das DS umgibt bei der Normalentwicklung im Stadium
II als nicht zelluläre dünne Schicht die Dottermasse, die in den lichtmikroskopischen
Darstellungen eine Schichtdicke von ca. 10 µm bis 20 µm aufwies (Abb. 66). Nach
der Epiboly grenzt das periblastische Ektoderm über dem DS den Dottersack zum
perivitellinen Raum hin ab (vgl. Abb. 46, S. 94).

Vor der Beschreibung von Trübungen der Dottersackwandungen bei EmB(II), wird
zuerst ein normal entwickeltes DS einer Kontrolle beschrieben, um die Abweichungen
bei den EmB(II) besser verstehen zu können.
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Mikroskopie der normal entwickelten Dottersynzytiumschicht bei Kontrollen
im Stadium II:

Nach gängiger Au�assung, werden in der frühen Entwicklung der Knochen�sche die
Zellkerne aus dem Rand der Keimscheibe in das kortikale Dotterzytoplasma (DZ)
ausgelagert (vgl. S. 48). Damit be�nden sich diese Randkerne im Umkreis der Keim-
scheibe im Dotterzytoplasma, wodurch es zu einem Synzytium wird. Eine mögliche
Aufgabe jener Kerne könnte die Steuerung der Aufarbeitung und Assimilation des
Dotters sein, was die Ernährung des Embryoschildes - und später des Embryos -
gewährleistet.

Innerhalb der hier untersuchten Dottersynzytien waren grundsätzlich keine Synzyti-
umkerne nachzuweisen, insbesondere bei fortgeschrittenen Entwicklungsstadien. Al-
lerdings konnten bei Kontrollen im Stadium II Kerne beobachtet werden (Abb. 66),
die, von einer relativ kleinen Menge Zytoplasma umgeben, in gleichmäÿigen Abstän-
den dem Periblast aufgelagert waren. Das DS der untersuchten Embryonen bestand,
der gängigen Au�assung entsprechend, aus zwei Schichtungen:

A) Dotterlysezone,
B) zytoplasmatische Zone.

Abb. 66: Lichtmikroskopie des Dottersynzytiums � genaue des Periblasts � einer Kon-
trolle mit aufgelagerten Zellkernen. psyR = perisynzytieller Raum; DS =
Dottersynzytium bzw. Periblast.
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Von der Dotterlysezone wurde Dottermasse in Form relativ groÿer Vesikel pinozy-
tiert. Diese Vesikel waren jeweils von einer Membran umgeben. Sie entsprachen also
Nahrungsvakuolen im Zytoplasma und wurden in der vorliegenden Arbeit als Dot-
tervakuolen bezeichnet. Typischerweise waren Dottervakuolen von vielen Lysosomen
umgeben, von denen einen Teil bereits mit ihnen fusioniert waren und ihren Inhalt
bereits in das Lumen der Dottervakuolen entlieÿen (Abb. 67, A).

In der zytoplasmatischen Zone war eine Vielzahl an Mitochondrien und parallel ver-
laufender Zisternen rauhen endoplasmatischen Retikulums (rER) zu sehen (Abb. 67,
B). Die Übergänge zwischen Dotterlysezone und zytoplasmatischer Zone verliefen im
normal entwickelten DS �ieÿend.

Abb. 67: Detailaufnahme der normal entwickelten Dotterlysezone mit Dottervakuolen (A) und
der zytoplasmatischen Zone mit rER und Mitochondrien (B). Lysosome verschmelzen
mit der Dottervakuole (N). Do = Dotter; Ly = Lysosom; Mi = Mitochondrium.

Mikroskopie der Dottersynzytiumschicht von beschallten Embryonen mit
Befund im Stadium II

Trübungen am Dotter, die direkt nach den Versuchen beobachtet werden konnten,
beschränkten sich auf lokal scharf begrenzte Stellen an beliebiger Position in der Dot-
tersackwandung. Sie traten langgestreckt (vgl. Abb. 47, S. 94) oder punktförmig (vgl.
Abb. 48, S. 95) und mit unterschiedlicher Ausprägung in Erscheinung. Im Durchlicht
des Stereomikroskops erweckten sie einen abgedunkelten Eindruck, im Au�icht einen
milchig weiÿen. Ein möglicher Zusammenhang dieser Trübungen an der Dottersack-
wandung mit dem Symptom Dotterverlust wurde auf S. 93 bereits abgehandelt.

Die Elektronenmikroskopie eines DS-Abschnittes von einem EmB(II) mit einer Trü-
bung am Dotter, der direkt nach dem Versuch �xiert wurde, waren folgende Struk-
turen erkennbar:
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Im DS war eine Vielzahl von mit Membranen umgebenen Vakuolisierungen unter-
schiedlicher Formen zu beobachten, in deren Inneren sich Membranreste bzw. Doppel-
membranreste befanden. Diese erinnerten an Reste von Cristae von Mitochondrien.
Die Zugehörigkeit anderer kreisrunder und inhaltsfreier Vakuolisierungen im Zyto-
plasma des DS lieÿ sich nicht mehr mit Sicherheit zuordnen. Da der Durchmesser
dieser Strukturen für dilatierte ER-Zisternen, im Vergleich zu dem dargestellten ER-
Abschnitt, zu groÿ erschien, handelt es sich sehr wahrscheinlich um Mitochondrien-
Reste mit vollständig aufgelöster bzw. nicht mehr erkennbarer Cristae. (Abb. 68).

Abb. 68: Elektronenmikroskopie des DS-Abschnittes eines EmB(II) direkt
nach der Beschallung. Gehäuft treten hier geschwollene Mitochon-
drien auf, deren Cristae (N) stark degeneriert sind. Bei den inhalts-
losen Strukturen (∗) könnte es sich um Mitochondrienreste ohne
Cristae handeln. Mi =Mitochondrium.

Trübungen am Dotter, die ab dem Beobachtungszeitpunkt t2 festgestellt wurden,
waren zunehmend groÿ�ächig und besaÿen eine grobkörnige bis blasige Struktur. Bei
dem unten gezeigten Fallbeispiel wurde die Aufnahme zwei Tage nach der Beschallung
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gemacht (Abb. 69, oben), wobei der EmB(II) weitere drei Tage überlebte ohne sich
weiterzuentwickeln. Meist dehnten sich Trübungen dieser Art progressiv über die
Dottersackwandung aus, die sich nicht mehr rückbildete. Im vorliegenden Fall hatte
sich die Trübung über vier Tage bis zum Absterben weiterentwickelt, was aus dem
dazu gehörigen Entwicklungsdiagramm (Abb. 69, unten) ersichtlich wurde.

Abb. 69: EmB(II) zwei Tage nach der Beschallung im Stadium II mit Trübung am Dotter (oben)
mit dazugehörigem Entwicklungsdiagramm (unten). Der EmB(II) hat sich nicht weiter-
entwickelt. Ab dem Beobachtungszeitpunkt t2 trat die Trübung am Dotter auf, begleitet
von einer Verlangsamung und anschlieÿender Stagnation des Kreislaufs. Die Trübung ist
bis zum Absterben zu beobachten gewesen. Hz = Herzanlage.

Lichtmikroskopisch waren bei EmB(II) im Stadium III war die Dottermasse mit Ve-
sikeln durchsetzt, die o�enbar Zytoplasma- und Organellanteile des DS enthielten
(Abb. 70, links). Als mutmaÿlich optisch wirksame Flächen waren sie sehr wahr-
scheinlich für eine Trübung innerhalb des Dotters verantwortlich.

Bei entsprechender elektronenoptischer Betrachtung der dargestellten Einschlüsse
(Abb. 70, rechts) erwiesen sich die Inhalte der Vakuolisierungen innerhalb des Dot-
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ters als Überreste rER-typischer Zisternen, auch lamelläre Körpern (= �Fingerprint-
Bodies�oder Myeloid-Körper) genannt. Die Detailaufnahme (Abb. 71) verdeutlichte,
dass diese Strukturen aus rER-Anteilen hervorgingen. Das Zentrum beider lamellärer
Körper war dilatiert und angefüllt mit osmiophilen Organellresten und -Trümmern,
den Residualkörperchen.

Abb. 70: Vakuolisierungen im Dotter eines EmB(II) im Stadium III, lichtmikroskopisch (links)
und elektronenmikroskopisch (rechts). Die Vakuolisierungen bilden potentiell optisch
wirksame Ober�ächen. Der Gestrichelte Kasten verweist auf die Detailabb. 71. DS =
Dottersynzytium, Va = Vakuolisierung.

Abb. 71: Elektronenmikroskopie der lamellären Körper (= Fingerprint-Bodies oder Myeloidkör-
per) (∗) sowie Residualkörperchen im Zentrum der Strukturen.
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In weiteren lichtmikroskopischen Aufnahmen aus DS-Abschnitten von EmB(II) im
Stadium III und IV mit Trübungen am Dotter charakterisierten hochgradige Vakuo-
lisierungen des DS-Zytoplasmas das Bild (Abb. 72). In beiden Abbildungen waren
keine Schichtungen der Dottersynzytiumschicht erkennbar. In diesem Fall waren sehr
wahrscheinlich die Vakuolisierungen ursächlich für den Trübungse�ekt.

Abb. 72: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Vakuolisierungen im DS eines EmB(II) im Stadi-
um III (links) und Stadium IV (rechts). Die Vakuolisierungen bilden potentiell optisch
wirksame Ober�ächen. Lipide im Zytoplasma zeugen von irreparablen Schädigungen
des DS. pSyR = perisynzytieller Raum; Va = Vakuolisierung.

Die elektronenmikroskopische Untersuchung ergab folgendes Bild: Durch die Vakuo-
lisierungen wurde der abgebildete DS-Abschnitt auf ein Mehrfaches seiner ursprüng-
lichen Schichtdicke aufgetrieben (Abb. 73, oben). Mit Hilfe der Detaildarstellung
(Abb. 73, unten) konnte gezeigt werden, dass sich in den vakuolisierten Bereichen ei-
ne groÿe Anzahl an Mitochondrien befanden, bei denen die Cristae verändert waren.
In Einzelfällen waren nur noch die Membranhüllen ohne Inhalt vorhanden, oder es
war nur ein homogener Inhalt erkennbar. Desweiteren war das periblastische Ekto-
derm aufgerissen, erkennbar an dem blind endenden Ektodermabschnitt.
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Abb. 73: Elektronenmikroskopie des DS-Abschnittes eines EmB(II) im Stadium IV
mit einer Trübung am Dotter im Überblick (oben) und im Detail (unten).
In dem dargestellten Abschnitt sind zahlreiche Mitochondrien zu sehen,
umgeben von ausgeprägten Vakuolisierungen des Zytoplasmas. Im Detail
sind sowohl orthodoxe als auch geschädigte Mitochondrien erkennbar, in
denen die Cristae granulär verändert, aufgelöst (∗) oder homogenisiert (N)
sind. Mi = Mitochondrium; Va = Vakuolisierung.
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Die Individualität der licht- und elektronenmikroskopischen Strukturen erschwerten
die Auswertung erheblich. Jedoch konnte grundsätzlich davon ausgegangen werden,
dass die Trübungen auf Dichteunterschiede im Zytoplasma des DS und/oder der Zel-
len des periblastischen Ektoderms zurückzuführen waren. Ursächlich waren vesikuläre
Veränderungen im Zytoplasma oder in den Organellen, z.B. durch Vakuolisierungen.
Aufgrund jener Vakuolisierungen waren u.a. Vergröÿerungen intrakristaliner Räume
in Mitochondrien nachzuweisen, die sehr wahrscheinlich derartige Dichteunterschie-
de verursachten. Je ausgeprägter und zahlreicher vesikuläre Veränderungen und Va-
kuolisierungen vorhanden waren, desto mehr optisch wirksame Flächen brachen das
einfallende Licht, streuten es und wurden somit als Trübung sichtbar.

Von 72 geschädigten Versuchsembryonen konnten bei 29 Individuen (40,3 %) eine
�Trübung am Dotter� diagnostiziert werden. Bei einem EmB(II) ohne Dotterverlust
zeigte sich nach dem Versuch eine Trübung am Dotter als einziger Befund. Dieser
EmB(II) regenerierte sich von der Trübung und war ab Beobachtungszeitpunkt t4

ohne Befund. Dieser Versuchsembryo ist der einzige EmB(II), der sich bis zum er-
folgreichen Schlupf weiter entwickeln konnte.

Zusammenfassung zu Trübungen am Dotter:

� Trübungen am Dotter direkt nach den Versuchen zeigten sich als kleine mil-
chig lokal begrenzte Stellen auf der Dotterober�äche, die rückgebildet werden
konnten.

� Ab dem Folgetag nach der Beschallung auftretende Trübungen waren groÿ-
�ächiger, grobkörniger, entwickelten sich progressiv und wurden nicht mehr
rückgebildet.

� Trübungen am Dotter wurden vermutlich durch Veränderungen des DS verur-
sacht, bei der vermehrt optisch wirksame Flächen das einfallende Licht streuten.
Diese optisch wirksamen Ober�ächen lieÿen sich mutmaÿlich mit Vakuolisierun-
gen im Zytoplasma und in Organellen begründen.

� Von 72 EmB(II) erlitten 29 (40,3 %) eine Trübung am Dotter. Bei 7 (9,7 %)
EmB(II) war das Symptom direkt nach der Beschallung zu beobachten, bei 22
(30,6 %) trat es erst im Laufe der weiteren mehr oder weniger fortschreitenden
Entwicklung auf. Die Entwicklung brach bei 16 EmB(II) (22,2 %) mit diesem
Symptom ab.



4.2 Beschallte Embryonen 121

4.2.2.9 Trübung des Embryos

In den embryonalen Gewebeanlagen waren ebenfalls Trübungen in unterschiedlichen
Ausprägungen und Ausdehnungen erkennbar. Trübungen, die direkt nach der Be-
schallung (Beobachtungszeitpunkt t0 und t1) lokal begrenzt auÿerhalb der Kopfregi-
on auftraten, konnten rückgebildet werden. Hingegen waren Trübungen, die während
der weiteren Entwicklung im Gewebe auftraten (ab Beobachtungszeitpunkt t2), grob-
körnig und progressiv. Das Auftreten zweier Trübungsqualitäten erforderte getrennte
Beschreibungen dieser Trübungsphänomene, die in den folgenden Abschnitten durch-
geführt wurden.

Trübungen zum Beobachtungszeitpunkt t0

Trübungen direkt nach den Beschallungen waren in allen davon betro�enen Embryo-
nen auf eine Körperstelle begrenzt. So waren bei den jeweiligen EmB(II) Bereiche am
Kopf, am vorderen oder hinteren Schwanzbereich getrübt. Im folgenden Fallbeispiel
war eine Trübung an der ventralen Seite im hinteren Drittel des Schwanzes sichtbar
(Abb. 74). Erschwert wurde hier die Dokumentation durch die Kombination mit einer
Veränderung des Dotters infolge der in den Dotter eingedrungenen Perivitellar�üs-
sigkeit.

Abb. 74: EmB(II) direkt nach der Beschallung zum Beobachtungszeitpunkt t0. Neben au�älligen
Veränderungen am Dotter durch Eindringen von Perivitellar�üssigkeit in den Dotter-
sack und dem Dotterverlust ist an der Unterseite des hinteren Schwanzabschnittes eine
Trübung des Gewebes sichtbar.
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Genaueren Aufschluss boten die mikroskopischen Untersuchungen der Augenanlagen
im Vergleich zu den Kontrollen: Im Semidünnschnitt einer Kontrolle im Stadium II
durch die Retina- und Linsenanlage (Abb. 75, links) waren einheitlich geschlossene
Zellverbände der jeweiligen Gewebeanlagen sichtbar. Dagegen traten bei einer Trü-
bung im Kopfbereich des EmB(II) hochgradige Au�ockerungen des Zellverbandes mit
ausgeprägten Interzellularräumen in Erscheinung (Abb. 75, rechts). Die dargestellten
Gewebeanlagen des EmB(II) wiesen Merkmale einer Koagulationsnekrose auf: Insbe-
sondere war das Zytoplasma der Zellen verdichtet und koaguliert (s. 210, S. 210).

Abb. 75: Die Augenanlage einer Kontrolle (links) im Vergleich zu der eines EmB(II) ca. zwei
Stunden nach einer Beschallung (rechts). Das geschädigte Gewebe erscheint infolge der
Interzellularen hochgradig schwammartig.

Der Gewebeverband der noch nicht ausdi�erenzierter Linsenepithelzellen bei einer
Kontrolle im Stadium II wies elektronenmikroskopisch einen lückenlosen Zell-Zell-
Kontakt (Abb. 76) auf. Problemlos lieÿen sich Mitochondrien, Nuclei, Zell- und Kern-
membran erkennen.
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Abb. 76: Ultrastrukturen der Linsenepithelzellen einer Kontrolle im
Stadium II. Deutlich sind Zell- (↗) und Kernmembranen
(↗) sowie orthodoxe Mitochondrien sichtbar. Bal = Ba-
sallamina; Mi = Mitochondrium; Nuc = Nucleus; Nucl =
Nucleolus.

Im Vergleich zu den obigen Darstellungen schien der Zustand der Linsenepithelzellen
eines getrübten EmB(II) dramatisch verändert (Abb. 77). Die betro�enen Zellen tru-
gen sowohl die Charakteristika einer Koagulationsnekrose als auch einer Apoptose.
Als kurze Erläuterung sei erwähnt: Nekrose ist ein passives Absterben der Zellen auf-
grund noxischer Ein�üsse. Apoptose umschreibt den von der Zelle selbst induzierten
Zelltod. Für eine Koagulationsnekrose sprach, dass in gröÿeren zusammenhängenden
Gewebebereichen das Zytoplasma hochgradig koaguliert war und deshalb enthaltene
Organellen mühsam bis gar nicht erkennbar waren. Als gängige Merkmale der Apop-
tose gelten geschrumpfte Zellen sowie schwer bis gar nicht erkennbare Mitochondrien.
Nach gängiger Au�assung treten osmiophile Verdichtungen des Zytoplasmas, wie in
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der Abbildung zu sehen, sowohl bei Koagulationsnekrose als auch Apoptose auf.

Abb. 77: Elektronenmikroskopie der Linsenepithelzel-
len eines EmB(II) mit einer Trübung am
Kopf zum Beobachtungszeitpunkt t1. Or-
ganellen sind äuÿerst schwer erkennbar.
Der hochgradig aufgelockerte Zellverband
vermittelt durch Interzellularen (∗) einen
schwammartigen Zustand. Va = Vakuoli-
sierungen; Mi = Mitochondrium; ZDb =
Zelldebris.

Letztendlich lieÿ sich nicht mit Gewissheit bestimmen, ob hier die eine oder an-
dere Form des Zelluntergangs vorlag. Dabei galt es zu bedenken, dass im obigen
Fallbeispiel die Fixierung nach ca. 4 bis 5 Stunden nach der Beschallung zum Be-
obachtungszeitpunkt t1 (mit Eintre�en der Proben im Labor) stattfand. Es stellte
sich die Frage, ob in dieser Frist genügend Zeit für die Kaskade einer Apoptose zur
Verfügung gestanden hatte.

Begleitet von einer grob gemessenen und geschätzten Volumenverkleinerung um ca.
45% verloren die Zellen ihren Kontakt untereinander, und es entstanden jene ausge-
prägten Interzellularräume, die den schwammartigen Eindruck im Semidünnschnitt
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aus Abb. 75 (S. 124, rechts) verursachten. Durch die Interzellularen waren auÿerdem
an den Grenzen der Zellen/Interzellularen Dichtesprünge und damit optisch wirksa-
me Ober�ächen vorhanden.

Trübung des Embryos, die ab dem Folgetag nach der Beschallung auftreten

Auch bei Trübungen des Embryos, die während der fortlaufenden Entwicklung auf-
traten, waren anfänglich meist begrenzte Regionen der Gewebeanlagen betro�en.
Während des weiteren Verlaufs breitete sich die Trübung auf sämtliche Gewebe des
Embryos aus, wobei die Gewebeanlagen o�ensichtlich ihre Di�erenzierungen einbüs-
sten. Die Zeitspanne betrug ein bis vier Tage. Im folgenden Fallbeispiel (Abb. 78)
wurde nach der Beschallung eine Trübung am Dotter und im Gewebe des vorde-
ren Schwanzbereiches festgestellt. Beide Trübungen entwickelten sich kontinuierlich
weiter und dehnten sich jeweils über den Dotter und Embryo bis zum Kopf aus.

Abb. 78: EmB(II) im Stadium II mit groÿem Dotterverlust, Trübung am Dotter und einer Trü-
bung des Embryos im Schwanzbereich 6 Tage nach einer Beschallung (Beobachtungs-
zeitpunkt t7). Dieser Embryo entwickelte sich nicht mehr weiter und war zwei Tage nach
dieser Aufnahme total getrübt (vgl. Abb. 79). Öl = Öltröpfchen.

Im Endstadium der Trübung, bei dem der Embryo nur noch als abgestorben ein-
gestuft werden konnte, erschien das Gewebe stereomikroskopisch grob zellulär und
undi�erenziert (Abb. 79). Unter diesen Bedingungen waren keinerlei Lebensfunktio-
nen, wie Flossenbewegungen, Blutzirkulation oder Herzschlag zu beobachten.
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Abb. 79: Totale Trübung eines EmB(II), zwei Tage nach der ersten Beobachtung des Symptoms.
Im Gegensatz zur vorherigen Abbildung sind keinerlei Gewebestrukturen erkennbar. Der
Embryo ist abgestorben. Öl = Öltröpfchen, DS = Dottersynzytium.

Bei der mikroskopischen Untersuchung der betro�enen Gewebe, waren vermehrt
Hohlräume als auch Verdichtungen zu beobachten, die im Folgenden detailliert und
im Vergleich zu normal entwickelten Gewebeanlagen erläutert werden:

Trübungen im Kopfbereich in der Mikroskopie

Gesunde embryonale Hirnanlagen der Kontrollen im Stadium II bestanden erwar-
tungsgemäÿ aus kompakten, lückenlosen Zellverbänden. Wie am Beispiel einer normal
entwickelten Anlage eines Diencenphalons im Stadium II dargestellt wird (Abb. 80),
beinhalten die Zellen relativ groÿlumige Kerne mit einer intensiveren Toluidinblau-
färbung als das sie umgebende Zytoplasma.

Die Elektronenmikroskopie einer Kontrolle bestätigte, trotz blass ausgefallener Kon-
trastierung, den lichtmikroskopischen Eindruck eines lückenlosen intakten Gewebe-
verbandes im Zustand eines geschlossenen Zell-Zell-Kontakts (Abb. 81). Neben raum-
füllenden Zellkernen waren eindeutig orthodoxe Mitochondrien erkennbar.
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Abb. 80: Lichtmikroskopie der Diencephalonanlage einer Kontrolle im Stadi-
um II. Das Gewebe ist kompakt, bestehend aus Zellen mit groÿlu-
migen Zellkernen.

Abb. 81: Elektronenmikroskopie der Gewebeanlage des Diencephalons einer Kontrolle im Stadi-
um II. Zellkerne sowie orthodoxe Mitochondrien sind deutlich erkennbar. Mi = Mit-
ochondrium, Nucl = Nucleolus.
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Hingegen war das Gewebe der Hirnanlage eines EmB(II) im Stadium II von inten-
siv blauen Sprenkeln durchsetzt (Abb. 82 und 83), die auf geschrumpfte, apopto-
tische Zellen (apoptotische Körperchen) zurück zu führen waren. Oft bildeten sich
Ansammlungen apoptotischer Körperchen an den Grenz�ächen von Geweben bzw.
Gewebefaltungen. Infolgedessen lockerte sich der Zusammenhalt der betro�enen Zell-
verbände, und es entstanden Gewebelücken und groÿe, teils zusammenhängende, In-
terzellularräume innerhalb der Gewebeanlagen. Im folgenden Fallbeispiel waren an
den Grenzen des Diencephalons und entlang am Rand der Augen- und benachbarten
Prosencephalonanlage gehäuft apoptotische Körperchen zu beobachtet (Abb. 83).

Abb. 82: Lichtmikroskopie der Hirn- und Augenanlage eines EmB(II) im Sta-
dium II mit einer Trübung des Embryos, erstmalig beobachtet zum
Beobachtungszeitpunkt t2. Die Areale apoptotischer Zellen (↑) kon-
zentrieren sich entlang der Gewebegrenzen. Li = Linsenanlage.
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Abb. 83: Vergröÿerung der geschädigten Hirnanlage eines EmB(II) aus
der vorhergehenden Abbildung. Die Zellen zeigen dunkel-
blau abgesetzte apoptotische Körperchen. Gröÿere Gewebe-
bereiche sind zerstört (↑). Es haben sich Gewebelücken (∗)
gebildet.

Elektronenmikroskopisch waren im Zytoplasma apoptotischer Zellen sowie Vakuo-
lisierungen in Kombination mit verdichteten, osmiophilen Strukturen zu erkennen
(Abb. 84). Typisch waren verkleinerte (pyknotische) Kerne, z.T. mit Lipideinschlüs-
sen. Letztere konnten durch abgebaute Phospholipide aufgelöster Membranen ent-
standen sein. Andere Kerne zeigten eine für die Apoptose charakteristische Halb-
mondform, bei der die Zisternen der Kernmembranen deutlich dilatiert waren. Des-
weiteren waren Zellau�ösungen (Zytolyse) als Endstadium der Apoptose zu sehen
(Abb. 85). Typisch für diesen Prozess waren Kernau�ösungen, homogenisiertes Chro-
matin sowie Organelldebris (Residualkörperchen). Organellen, wie Mitochondrien
oder ER, waren nicht mehr erkennbar.
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Abb. 84: Elektronenmikroskopie typischer Stadien der Apoptose in der Hirnanla-
ge eines EmB(II) im Stadium II mit einer Trübung zum Beobachtungs-
zeitpunkt t2. Pyknotische Kerne enthalten Lipidtröpfchen (∗). Innerhalb
dieser Kerne unterliegt das Chromatin einer fortschreitenden Homogeni-
sierung (♦). Eine Kernmembranzisterne (×) ist zu einer Vakuolisierung
dilatiert und umgibt halbmondförmig homogenisiertes Chromatin (N).
An den Rändern der apoptotischen Körperchen sind vesikelartige Auf-
lösungserscheinungen (↑) zu beobachten. Nuc = intakter Nucleus; Va =
Vakuolisierung.
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Abb. 85: Elektronenmikroskopie apoptotischer Zellen eines EmB(II)
im Stadium II aus der Gewebeanlage des Diencephalons.
Es liegen hier pyknotische Kerne, Vakuolisierungen mit Ein-
schlüssen (↑), geschlossene und teilweise bereits o�ene Va-
kuolisierungen vor (↑). Im oberen linken Bildbereich ist eine
Zytolyse im Endstadium dargestellt, bei der nur noch ein
apoptotischer Kern und Zelldebris erkennbar sind. pKern =
pyknotischer Kern

In der folgenden Abbildung wurde ein Semidünnschnitt durch den Kopfbereich, Hirn
und Augenbecher einer Kontrolle im Stadium IV dargestellt (In Abb. 86). Hier wa-
ren die Gewebe fortgeschritten di�erenziert. In dem Ausschnitt mit optischem Lobus,
Diencephalon und Ventrikel konnten dunkelblau gefärbten Bereiche der Zellkerne und
die Bereiche der Ganglien links vom optischen Lobus sowie zwischen Diencephalon
und optischen Lobus aufgrund ihrer homogenen Färbung deutlich von einander un-
terschieden werden. Das normal entwickelte Auge selbst wurde bereits in Abb. 55
(vgl. S. 103) detailliert beschrieben.
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Abb. 86: Augen- und Hirnanlage einer Kontrolle im Stadium IV. Gl = Glaskör-
per; Ve = Ventrikel.

War der EmB(II) vollständig getrübt, befanden sich alle Organanlagen in einem
nekrotischen Zustand (Abb. 87). Hier konnte nur mit Hilfe von Licht- und Elektro-
nenmikroskop eindeutig eine Nekrosen diagnostiziert werden (Kriterien für Nekrosen:
s. ?? 210). Die dargestellten Hirnbereiche des EmB(II) bestanden hauptsächlich aus
dunkel gefärbten untergehenden Zellen in einem stark gelockertem Verband. Eine
Di�erenzierung der Zellen war nicht mehr erkennbar. So waren die im Normalfall
spindelförmige Linsenfaserzellen bei dem Emb(II) hochgradig vergröÿert, polymorph
und als solche nicht mehr erkennbar. Zwischen Linsenfaserzellen und Linsenepithel
war keine Di�erenzierung möglich.
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Abb. 87: Lichtmikroskopie der Augenanlage eines EmB(II) im Stadium IV mit
totaler Trübung. Der nekrotische Zustand lieÿ sich in allen Gewebean-
lagen beobachten. DS = Dottersynzytiumschicht.

Elektronenmikroskopisch waren im Gewebe der Loben einer Kontrolle im Stadium
IV groÿlumige Zellkerne und orthodoxe Mitochondrien erkennbar (Abb. 88, oben).
Auÿerhalb des kernhaltigen Bereiches, am fortgeschritten di�erenzierten Übergang
zwischen der grauen und weiÿen Substanz der Hirnanlage werden in Abb. 88 (unten)
Synapsen mit synaptischen Vesikeln detailliert dargestellt.



134 4 Ergebnisse

Abb. 88: Elektronenmikroskopie normal entwickelter optischer Loben (oben) und des Übergangs
zwischen grauer und weiÿer Substanz im Detail (unten) einer Kontrolle im Stadium
IV. Es sind groÿlumige Zellkerne und orthodoxe Mitochondrien sichtbar(oben). Auÿer-
halb des kernhaltigen Gewebebereiches (unten) ist eine Vielzahl an Synapsen, angefüllt
mit synaptischen Vesikeln (N), zu erkennen. Das Mitochondrium im unteren Bildrand
scheint sich zu teilen.
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Im Hirngewebe eines EmB(II) waren elektronenmikroskopisch hochgradige Vakuo-
lisierungen, Dilatationen der Kernmembranen, Degeneration und Au�ösungen der
Cristae in den Mitochondrien sowie Homogenisierung des Chromatins zu beobach-
ten. Das homogenisierte Chromatin trat stellenweise in die verbleibenden Reste des
Zytoplasmas aus. Die ER-Zisternen waren gröÿten Teils dilatiert oder vakuolisiert.
Zellgrenzen waren nicht mehr erkennbar. Die Mehrzahl der Mitochondrien war ge-
schwollen und in vielen war keine Cristae mehr vorhanden. Solche elektronenopti-
schen Eindrücke nekrotischer Hirn- bzw. Augengewebe waren auch in allen anderen
Gewebetypen der EmB(II) mit einer totalen Trübung wiederzu�nden.

Abb. 89: Elektronenmikroskopie des nekrotischen Hirngewebes aus Abb. 87 eines EmB(II) im
Stadium IV. Die Kernmembran-Zisternen (∗) waren hochgradig vakuolisiert. Das Chro-
matin der meisten Zellen ist vollständig homogenisiert und tritt stellenweise ins Zy-
toplasma aus (×). Ein Groÿteil der Mitochondrien ist geschwollen und besitzt keine
Cristae mehr (N). Lipidtröpfchen sind vereinzelt als massiv schwarze Punkte über den
Schnitt verstreut. C = Chromatin; Mi = Mitochondrium; Nuc = Nucleus.
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Trübungen im Schwanzbereich

Lichtmikroskopisch waren im normal entwickelten vorderen Schwanzbereich im Sta-
dium II (Abb. 90) die Anlagen der Chorda, des Rückenmarks, der Somiten sowie
Leibeshöhlenorgananlagen zu erkennen.

Abb. 90: Semidünnschnitt des Schwanzbereiches einer Kontrolle im Stadium II. Hier sind So-
mitenanlagen, Chorda und ein kleiner Ausschnitt der Leibeshöhle mit der Anlage des
Intestinaltraktes zu sehen. Da = Darmanlage, Chd = Chorda dorsalis, RM = Rücken-
mark, Som = Somit; DS = Dottersynzytium..

Im Gegensatz dazu waren die Gewebeanlagen zweier Fallbeispiele von EmB(II) im
Stadium II weitgehend zerstört (Abb. 91). Bei dem EmB(II), dessen Längsschnitt
durch die Schwanzspitze im linken Bild dargestellt wurde, trat die Trübung zum
Beobachtungszeitpunkt t2 in Erscheinung. Desweiteren lieÿen sich hier Zelluntergänge
als apoptotische Körperchen, jeweils in Form dunkel blauer Sprenkel, beobachten.
Rückenmark und ventraler Bereich des Schwanzmuskels bestanden hauptsächlich aus
nekrotischen Zellen, die sich z.T. bereits in der Zytolyse befanden. Die Zellen der
Chorda wichen in ihrer Form gröÿten Teils von normal entwickelten Chordazellen ab.
Dabei zeigten sich die Zellgrenzen polymorph. Zusätzlich war keine für Chordazellen
typische stapelförmige Anordnung erkennbar.

Im rechten Bild wurde das Gewebe eines EmB(II) dargestellt, der einen Tag nach der
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Beschallung �xiert wurde. Im Unterschied zum linken Bild konnte sich die Trübung
des Embryos vom Versuch bis zum Tod (t0 bis t2) weiterentwickeln (Abb. 91, rechts).
Hier wurden die Gewebe der Axialorgane von einem ausgeprägten Apoptose-Herd
vollständig zerstört. Dieser bestand aus einer massiven Ansammlung apoptotischer
Körperchen. Die Somitenanlage um den Apoptoseherd herum hatte sich nicht weiter
ausdi�erenziert.

Abb. 91: Lichtmikroskopie bei EmB(II) im Stadium II mit Trübungen des Embryos mit einem
Längsschnitt durch die Schwanzspitze (links) und einem Querschnitt durch den mitt-
leren Bereich des Schwanzes (rechts). Beide EmB(II) wurden mit der Trübung zum
Beobachtungszeitpunkt t2 �xiert. Im Gewebe von Chorda-, Rückenmarksanlage und
Muskelanlagen sind untergehende Zellen durch Apoptose erkennbar (↑). Einzelne Mus-
kelfasern durchziehen (N) die restlichen Somitenanlagen. Während links unterschiedli-
che Gewebeanlagen gerade noch erkannt werden können, sind die ehemaligen Anlagen
der Axialorgane (rechts) bis zur Unkenntlichkeit zerstört. Auch die ursprünglichen So-
mitenanlagen lassen keine Di�erenzierungen erkennen. Chd =Chorda dorsalis; RM =
Rückenmark.

Elektronenmikroskopisch wurden die pathologischen Veränderungen noch deutlicher:
Zwischen den bereits entwickelten und quergeschnittenen Myo�brillen �nden sich
in den Muskelzellen Vakuolisierungen (Abb. 92; Detail: Abb. 93). In den Vakuo-
lisierungen waren mögliche Reste aufgelöster Zellstrukturen in Form von Granula
erkennbar. An anderen Stellen waren Untergänge von Organellen anhand der Mye-
lin�guren zu sehen. Nur Andeutungen membranöser Strukturen verblieben innerhalb
der membranumhüllten Vakuolisierungen (Abb. 93, Oben). Desweiteren enthielten
die Muskelanlagen polymorphe und, zu groÿen Teilen, kondensierte Mitochondrien
(Abb. 93, unten).
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Abb. 92: Elektronenmikroskopische Darstellung der Muskelanlage aus
Abb. 91 mit quergeschnittenen (oben) und durch Vakuolisierungen
unterbrochenen Myo�brillen im Detail (unten). Die Vakuolisierun-
gen sind leer (×) oder enthalten granulären Inhalt (∗). Ansatzweise
sind Myo�brillen zu erkennen, die von sehr dichten osmiophilen
Granula umgeben sind. Links unten ist eine Myelin�gur (↑) sicht-
bar.MF= Myo�brillen; Nuc = Nucleus; Nucl = Nucleolus.
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Abb. 93: Elektronenmikroskopischer Ausschnitt aus der Muskelanlage
des obigen Fallbeispiels im Detail (oben) und kondensierten,
polymorphen Mitochondrien (unten). In den Vakuolisierun-
gen mit Membranhüllen (∗) sind Membranreste erkennbar.
kMi= kondensiertes Mitochondrium, Ly = Lysosom; tLy =
tertiäres Lysosom.
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Allgemein lieÿen sich in nekrotischen und apoptotischen Gewebeanlagen der EmB(II)
einerseits, vergleichbar mit den Trübungen am Dotter, hochgradige Vakuolisierungen
und Gewebelücken, andererseits Verdichtungen des Zytoplasmas feststellen. Sowohl
Licht- als auch Elektronenmikroskopie lieÿen die äuÿeren Begrenzungen jener Vakuo-
lisierungen und Gewebelücken sowie Verdichtungen der apoptotischen Körperchen
auf Dichtesprünge zwischen schlieÿen. Derartige Dichtesprünge bildeten damit op-
tisch wirksame Ober�ächen dar. Aufgrund dessen wurde das auch hier gestreut, was
zu dem Trübungse�ekt innerhalb der Gewebeanlagen führte.

Zusammenfassung zur Trübung des Embryos:

� Eine Trübung des Embryos zeigte sich in Form milchig-weiÿer Bereiche der
embryonalen Gewebeanlagen.

� Die Trübungen wurden sehr wahrscheinlich durch Zellschädigungen in Verbin-
dung mit Vakuolisierungen und apoptotischen Körperchen verursacht. Dabei
wurde die Di�erenzierung und Entwicklung der Gewebeanlagen negativ beein-
�usst.

� Trübungen, die im Laufe der Entwicklung ab Beobachtungszeitpunkt t2 auftra-
ten, waren progressiv und wurden nicht rückgebildet.

� Mikroskopisch waren apoptotische Körperchen sowie nekrotische Zellen zu �n-
den.

� Von 72 EmB(II) erlitten 18 eine Trübung am Embryo.

4.2.2.10 Gewebszerstörung

Gewebszerstörungen konnten eindeutig als sichtbare Strukturschäden bzw. Verlet-
zung embryonaler Gewebe an EmB(II) stereomikroskopisch nach den Beschallungen
festgestellt werden. O�enbar wurden die Gewebeanlagen mechanisch durch die Stoÿ-
wellenenergien zerrissen und Teile der Gewebe heraus gesprengt (Abb. 94 und 95). In
Abb. 94 wurde die Zerstörung der rechten Augenanlage, in Abb. 95 die Zerstörung
der extraembryonalen Membran im vorderen Kopfbereich dokumentiert. Hier hatte
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das Gewebe der Hirnanlage keinen Halt mehr und wölbte sich aus seiner ehemaligen
Umhüllung.

Abb. 94: Frontalansicht auf eine Gewebszerstörung am Kopf eines EmB(II). Die rechte Augenan-
lage ist zerstört. Kopf = Kopfanlage; Öl = Öltröpfchen; Pvit = Perivitellarraum.

Abb. 95: Gewebszerstörung an einem EmB(II) im Stadium II. Durch die zerstörte extraembryo-
nale Membran und deshalb fehlenden Begrenzung wölben sich linke und rechte Hälfte
der Hirnanlage weit auf. Öl = Öltröpfchen.

Für die lichtmikroskopische Betrachtung wurden eine Kontrolle und ein EmB(II) mit
Gewebszerstörung in den folgenden Abbildungen dargestellt. Durch die Krümmung
der Keime um einen verkleinerten Dotter, konnte sowohl bei der Kontrolle als auch
beim EmB(II) sowohl der Kopf- als auch Schwanzbereich annähernd quergeschnitten
werden. Die Dotterverkleinerung bei der Kontrolle wurde durch die Präparation für
die Fixierung verursacht, die des EmB(II) durch einen Dotterverlust. Deutlich waren
bei der Kontrolle die soliden, lückenlosen Strukturen der Gewebeanlagen von Muskel-



142 4 Ergebnisse

, Rückenmarks- und Chordaanlage zu erkennen (Abb. 96, links). Hingegen wurden
durch die Beschallung die Muskelanlagen des Schwanzes auseinander gerissen und
zerstört (Abb. 96, rechts), so dass nur noch Trümmer und Reste der Muskel- und
Chordaanlage vorhanden waren.

Abb. 96: Lichtmikroskopie eines Kontrollembryos (links) und eines EmB(II) mit einer Gewebszer-
störung (rechts) im Stadium II. Beide Embryonen sind aufgrund ihrer Krümmung um
den Dotter jeweils im Kopf- und Schwanzbereich annähernd quer geschnitten worden.
Im Gegensatz zur Kontrolle mit den soliden Gewebeanlagen, zeigten sich Gewebeanla-
gen des Schwanzes beim EmB(II) auseinander gerissen. In der folgenden Abbildung 97
sind die Reste der Muskelanlage im Detail dargestellt.

Der Zellverband der Muskelgewebeanlage wurde soweit gelockert, dass sich Zellen und
Zelllagen stellenweise voneinander trennten (Abb. 97). Es bildeten sich im Gewebe
groÿräumige Spalten und Lücken. Eine Chordaanlage war nicht mehr zu erkennen.
Lediglich die parallele Anordnung der Zellen an der Stelle, wo im Normalfall eine
Chordaanlage hätte vorhanden sein müssen, lassen vermuten, dass es sich dabei um
Reste der Cordaanlage handelte.
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Abb. 97: Lichtmikroskopie der Gewebszerstörung eines EmB(II) im
Stadium II. Das Gewebe ist nach einer Beschallung zum Zeit-
punkt t0 �xiert worden. Deutlich ist die Au�ockerung bzw.
Zerstörung des auseinander gesprengten Gewebeverbandes
erkennbar. Deb = Debris, Chd = mutmaÿlicher Chorda-Rest.

Wie die Elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen, waren nicht nur die Gewebe,
sondern auch der Groÿteil der Zellen der betro�enen Gewebe massiv geschädigt oder
zerstört worden und unterlagen einer Nekrose. Für die Darstellung wurden Somiten-
anlagen herangezogen:

Bei den Kontrollen im Stadium II waren die ersten Muskel�brillen (Abb. 98) und
im Detail (unten) Zellmembranen, Mitochondrien mit orthodoxen Cristae sowie ER-
Zisternen deutlich erkennbar. Hingegen waren die Zellen der Somitenanlagen bei
den EmB(II) in unmittelbarer Umgebung der Gewebszerstörung ruptiert (Überblick:
Abb. 99). Desweiteren schienen im Schadensherd keine Zellgrenzen zu existieren.
Die Zellen verschmolzen zu einem strukturlosen Komplex. In den Detaildarstellungen
(Ausschnitte A, B, C und D: Abb. 100 bis 102) waren keine intakten Nuclei erkennbar;
vereinzelt war fein granuläres Chromatin nachzuweisen, als einziger Hinweis, dass dort
ein Kern vorhanden gewesen sein musste.

In der elektronenmikroskopischen Darstellung einer Gewebszerstörung im Bereich des
Dottersynzytiums und den benachbarten Muskelanlagen waren Nekrosen in Form
ruptierter Zellen sichtbar. Intrazelluläre Strukturen mit den üblichen Organellen und
Membranen waren in den Überblicks- und Detaildarstellungen nicht zu erkennen
(Abb. 100, Ausschnitt A). Auÿerdem wurden Mitochondrien mit vesikulär verän-
derter Cristae gezeigt (Abb. 101, Ausschnitt B).
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Abb. 98: Elektronenmikroskopie der Muskelanlage einer Kontrolle im Stadium II im
Überblick (oben) und aus dem Kasten im Detail (A, unten). Erkennbar sind
orthodoxe Mitochondrien, Zell-(↑) und Kernmembranen (↑) sowie erste Anla-
gen der Muskel�brillen. Mi = Mitochondrium; MF = Muskel�brillen; Nuc =
Nucleus; rER = rauhes endoplasmatisches Retikulum.

Abb. 99: Ultrastrukturen im nekrotischen Bereich einer Gewebszerstörung im Überblick. gChr =
granuläres Chromatin; Nuc = Nucleus;
Detailauschnitte: A = Abb. 100, B = Abb. 101, C = Abb. 102, D = Abb. 103.
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Abb. 100: Detaildarstellung fein granu-
lären Chromatins. gChr =
granuläres Chromatin; Mi =
Mitochondrium.

Abb. 101: Detaildarstellung der Mitochondrien mit
vesikulär veränderten Cristae. Mi =
Mitochondrium.

Die Organellen waren bis zur Unkenntlichkeit verändert (Detailausschnitt C: Abb. 102).
Dabei reichte das Spektrum von zisternenartigen Strukturen dilatierter ER-Abschnitte
bis zu Membranhüllen mutmaÿlicher Mitochondrien bei denen keine intrakristallinen
Strukturen erkennbar waren.

Abb. 102: Schwer geschädigte und zerstörte mutmaÿliche geschwollene Mitochon-
drien und dilatierte ER-Zisternen aus einem nekrotischen Bereich ei-
ner Gewebszerstörung. Die Cristae der Mitochondrien fein granulär
(?) und vesikulär (×) verändert. An einigen jener mutmaÿlichen Mit-
ochondrienmembranen sind faltenartige Strukturen (↑) erkennbar. Mi =
Mitochondrium..
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Dass es sich dabei sehr wahrscheinlich um Mitochondrienreste handelte, lieÿ sich aus
den vesikulär veränderten Cristaresten in einem geschädigten Mitochondrium (rechts
oben) folgern. Andere Mitochondrienhüllen beinhalteten feine Granula. An den Au-
ÿenmembranen der mutmaÿlichen, geschwollenen Mitochondrien waren faltenartige
Strukturen sichtbar. In den Spalten zwischen den auseinandergerissenen Gewebeanla-
gen und Zellen (Detailausschnitt D: Abb. 103) befanden sich Trümmer und einzelne
Organellen der ruptierten Zellen.

Abb. 103: Detailaufnahme einer ruptierten Zelle. Der Zellinhalt verteilte sich in Zwischenräume,
die durch das Zerreiÿen der Gewebe entstanden sind. KM = Kernmembran; Mi =
Mitochondrium; Nuc = Nucleus; rER = rauhes endoplasmatisches Retikulum, ZM =
Zellmembran.
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Die meisten EmB(II) mit Gewebszerstörung stagnierten in der weiteren Entwick-
lung, wie aus dem Entwicklungsdiagrammen (104) ersichtlich wird. Durch die starke
Schädigung der embryonalen Gewebeanlagen kamen die EmB(II) nicht mehr über das
Entwicklungsstadium II hinaus. Es gab vereinzelte Fälle, in denen sich eine leichte Ge-
webszerstörung scheinbar abheilte. In diesen Fällen konnten die betro�enen Emb(II)
höhere Entwicklungsstadien erreichen. Eine Entwicklung bis zu Schlupfreifen gelang
jedoch keinem der Emb(II) mit Gewebszerstörung.

Abb. 104: Fallbeispiel eines Entwicklungsverlaufs eines
EmB(II) mit Gewebszerstörung und stagnierender
Entwicklung.

Zusammenfassung zur Gewebszerstörung:

� Gewebszerstörungen traten als o�ensichtliche Verletzungen direkt nach den Be-
schallungen in Erscheinung. Das Ausmaÿ erstreckte sich auf kleine ober�ächli-
che Verletzungen lokal begrenzter Bereiche bis hin zu einem Auseinanderspren-
gen der embryonalen Gewebeanlagen.

� Unter dem Lichtmikroskop waren groÿräumige Spalten in den Gewebeanlagen
zu sehen. Elektronenmikroskopisch waren zerrissene Zellen und zerstörte Orga-
nellen sowie Zelldebris zu beobachten.

� Embryonen mit schweren Gewebszerstörungen entwickelten sich nicht weiter.

� In den meisten Fällen führten schwere Gewebszerstörungen zu einem Absterben
innerhalb von zwei Tagen nach der Beschallung.

� 13 EmB(II) erlitten eine Gewebszerstörung. Davon konnte sich 4 EmB(II) rege-
nerieren. Von diesen 4 erreichten 2 EmB(II) das Stadium III und ein EmB(II)
das Stadium IV.
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4.2.2.11 Nur licht- und elektronenmikroskopisch sichtbare histologische
Schäden bei EmB(II)

In, unter dem Stereomikroskop scheinbar unveränderten bzw. intakten Gewebeanla-
gen oder Dottersynzytien der EmB(II) konnten erst mit Hilfe der Licht- und Elektro-
nenmikroskopie gravierende Veränderungen im Vergleich zu den Kontrollen erkannt
werden. Anhand exemplarischer EmB (II) der Stadien III, IV und V wurde in den
folgenden Absätzen die histologische Situation der DS und Muskelanlagen aus den
Schwanzbereichen detailliert beschrieben.

4.2.2.11.1 Zustand des Dottersynzytiums bei EmB(II)

Grundsätzlich wurde das DS an der Grenze zur Dottermasse durch die Beschallung
geschädigt, wobei an den Dotter grenzende Bereiche der Dotterlysezone (vgl. S. 115)
in zytoplasmatische Bruchstücke zer�elen. Die zytoplasmatischen Bestandteile konn-
ten relativ klein und vesikelartig mit einem Durchmesser von ca. 0.2 µm bis 6 µm
sein (Abb. 105, links), oder es lösten sich gröÿere Schollen als ganze Schichtung aus
dem DS (Abb. 105, rechts). Im letzteren Fallbeispiel grenzten die embryonalen Ge-
webeanlagen direkt an die Dottermasse, weil der Periblast (Teil des DS unter dem
Embryonalschild) nicht mehr als abgrenzende Schicht vorhanden war.
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Abb. 105: Lichtmikroskopie des DS zweier EmB(II), direkt nach der Beschallung (Beobachtungs-
zeitpunkt t0). Das linke Bild zeigt vesikelartig abgeschnürte Anteile der Dotterlyse-
Zone im Dotter. Rechts haben sich groÿe DS-Schollen des Periblasts in ihrer gesamten
Schichtung herausgelöst. DM = Dottermaterial; DoZ = Dotterlyse-Zone; DS = Dot-
tersynzytium; zyZ = zytoplasmatische Zone.

In der Elektronenmikroskopie waren, im Vergleich zu den Kontrollen (vgl. Abb. 67,
S. 116), um die Dottervakuolen der EmB(II) nur sehr wenige Lysosomen gruppiert
(Abb. 106, links). Das Zytoplasma des DS war von rER-Zisternen unorganisiert
durchzogen, die von einer Vielzahl osmiophiler Granula umgeben waren. Die De-
taildarstellung (Abb. 106, rechts) erweckte den Eindruck, die Ribosomen würden sich
im Lumen der ER-Zisternen be�nden. Wahrscheinlicher war jedoch, dass die Mem-
branumhüllungen dilatierter ER-Zisternen unregelmäÿig und stellenweise eingedrückt
waren. Es lieÿ sich auch nicht eindeutig klären, was zum Lumen der Zisternen ge-
hörte und was nicht. Infolge solcher Verformungen konnte die Schnittebene durch die
ER-Membranen so verlaufen, dass nur die Ribosomen, nicht aber die ER-Membranen
selbst sichtbar wurden. Rechts unten in der Übersichtsabbildung ist (Abb. 106, links)
ein abgeschnürtes Zytoplasma-Vesikel aus der Dotterlyse-Zone mit einer hohen Dich-
te an Ribosomen im Dotter sichtbar (vgl. DS-Vesikel: Abb. 105, links). In diesem
Vesikel ist eine Dottervakuole und eine hohe Dichte an Granula zu erkennen.
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Abb. 106: Elektronenmikroskopie eines DS-Abschnittes eines EmB(II) kurz nach einer Beschal-
lung (Beobachtungszeitpunkt t0) im Überblick (links) und im Detail (rechts). Um die
Dottervakuolen sind keine Lysosomen angeordnet. Das Zytoplasma ist dicht mit os-
miophilen Granula angefüllt, die ER-Zisternen sind dilatiert. Do = Dotter; DoV =
Dottervesikel; ER = endoplasmatisches Retikulum; Mi = Mitochondrium; Ly = Lyso-
som; Pvit = Perivitellarraum.

4.2.2.11.2 Veränderungen des DS bei EmB(II) im Stadium III:

Das DS der EmB(II) in diesem Entwicklungsstadium war sehr variabel, es lieÿen
sich jedoch in den Veränderungen charakteristische Muster erkennen. Dazu gehörten
insbesondere Akkumulationen von osmiophilen Granula oder allgemeine Ausdünnung
des Zytoplasmas von Granula, Organellen, Ribosomen und ER.

Im folgenden Beispiel war das normal entwickelte DS im Stadium III angereichert
mit groÿen und kleinen Dottervakuolen, einer Vielzahl an Lysosomen, Mitochondrien
sowie in der Hauptmasse Ribosomen (Abb. 107). Die Ausdehnung des rER lieÿ auf
ein sehr aktives Zytoplasma schlieÿen.
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Abb. 107: Elektronenmikroskopie eines DS-Abschnittes einer Kontrolle im Stadium III im Über-
blick (links) und im Detail (rechts). Das Zytoplasma des DS ist angereichert mit einer
Vielzahl an Lysosomen, kleineren Dottervakuolen und Ribosomen. Zwei Mitochondrien
sind erkennbar. Mi = Mitochondrium; Ly = Lysosom.

Im Gegensatz dazu war elektronenmikroskopisch ein gänzlich anderer Zustand bei
EmB(II) im Stadium III vorzu�nden. Im folgenden Fallbeispiel enthielt das DS eine
deutlich geringere Ribosomen- und Organelldichte (Abb. 108). Hier waren chaotisch
verlaufende rER-Zisternen sichtbar. Eine relativ kleine Dottervakuole und gleichmä-
ÿig im Zytoplasma verteilte Lysosomen waren zu erkennen. Vereinzelte Fortsätze des
DS ragten in die Dottermasse hinein.
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Abb. 108: Elektronenmikroskopie eines organellarmen DS eines EmB(II) im
Stadium III. Das DS enthält deutlich weniger Lysosomen, Dotter-
vakuolen und Ribosomen als bei den Kontrollen. DoV = Dotter-
vakuole; Ly = Lysosom; Mi = Mitochondrium.

4.2.2.11.3 Veränderungen des DS bei EmB(II) im Stadium IV:

Das DS bei den Kontrollen im Stadium IV trat hier mit unterschiedlicher Beschaf-
fenheit, abhängig von der betro�enen Region und der Schnittebene, in Erscheinung.
Es konnte keine scharfe Grenze zwischen der Dotterlyse-Zone und der zytoplasmati-
schen Zone in dem elektronenmikroskopischen Ausschnitt (Abb. 109) gezogen werden.
Kennzeichnend für die zytoplasmatische Zone war der Aufenthaltsbereich der Mit-
ochondrien und für die Dotterlysezone die der Dottervakuole und Lysosomen. Von
der zytoplasmatischen Zone ausgehend, erstreckten sich Zytoplasmafortsätze in den
perisynzytiellen Raum hinein, dem Endothel entgegen.
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Abb. 109: Lateraler DS-Ausschnitt im Elektronenmikroskop mit einem Dottergefäÿ bei einer Kon-
trolle im Stadium IV. Die Dottervakuole ist von Lysosomen der Dotterlyse-Zone um-
geben. In der an das Dottergefäÿ grenzende zytoplasmatische Zone sind insbesondere
die Mitochondrien erkennbar. In den perisynzytiellen Raum erstrecken sich Ausläufer
der zytoplasmatischen Schicht (N) dem Endothel des Dottergefäÿes entgegen. DoV =
Dottervakuole; Mi =Mitochondrium; rER = rauhes endoplasmatisches Retikulum.

In dem Ausschnitt des synzytiellen Periblasts, der Bereich des DS unmittelbar un-
ter dem Embryo, waren auch hier die Dottervakuolen von Lysosomen umgeben
(Abb. 110), von denen einzelne sich mit der Dottervakuole vereinigten. Eine Gren-
ze zwischen Dotterlyse-Zone und zytoplasmatischer Zone konnte hier nicht gezogen
werden. Das rER zog sich in diesem Bereich durch die gesamte Zytoplasma-Säule des
Dottersynzytiums, wie im Detailausschnitt vergröÿert wurde. Im DS war in diesem
Bereich eine sehr hohe Dichte an dunkelgrauen Granula erkennbar, bei denen es sich
sehr wahrscheinlich um Glycogen handelte.
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Abb. 110: Elektronenmikroskopie eines DS (Periblast) aus der Kopfregion einer Kontrolle im Sta-
dium IV. Die Dottervakuolen waren auch hier von Lysosomen umgeben. Der gestrichel-
te Kasten zeigt einen Detailausschnitt, in dem mit der Dottervakuole verschmelzende
Lysosome (N) zu sehen sind. Mutmaÿliches Glycogen zeigt sich als dunkelgraue Gra-
nula. Zwischen zwei Dottervakuolen zieht sich eine rER-Zisterne. Das rER durchzieht
das gesamte DS � vom Dotter bis zur Grenze zum perisynzytiellen Raum. DoV =
Dottervakuole; Ly = Lysosom; rER = rauhes endoplasmatisches Retikulum.

Das DS der EmB(II) im Stadium IV konnte im Vergleich zu den Kontrollen einerseits
sehr arm an Granula und Organellen sein. Dies konnte sich im Extremfall als voll-
ständiges Fehlen von Organellen zeigen. Anderseits war im DS eine so hohe Dichte
an Granula zu derkennen, dass die Organellen nur noch schwer sichtbar waren.

Die folgenden zwei Fallbeispiele repräsentieren eine extreme Organellarmut im DS.
Dabei waren keine intakten Organellen oder Dottervakuolen zu entdecken (Abb. 111
und 112). Hier waren Dotterlyse- und zytoplasmatische Zone scharf voneinander ab-
gegrenzt. In beiden Fallbeispielen war die Dotterlyse-Zone mit Lipidtröpfchen ange-
reichert, die hauptsächlich auf Bestandteile der angrenzenden Ölkugel aus dem Dotter
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zurückzuführen waren. Vereinzelt waren auch leere Membranhüllen oder Organellre-
ste erkennbar, die an leere ER-Zisternen erinnerten. Im Detailausschnitt aus Abb. 111
konnte ein vermutlich zerrissenes Mitochondrium, erkennbar an den crista-ähnlichen
Strukturen, dargestellt werden. Auch von einer Membran umgebene Residualkörper-
chen untergegangener Organellen waren in einem weiteren EmB(II) im Stadium IV
im DS nachweisbar (Abb. 112)

Abb. 111: Elektronenmikroskopie des DS (Periblast) eines EmB(II) im Sta-
dium IV im Bereich der Leibeshöhle. Die Dotterlysezone wird
von der zytoplasmatischen Zone scharf abgegrenzt (N). Es sind
lediglich leere Membranen als Reste (×) ehemaliger Organellen
zu erkennen. Im Detailausschnitt ist ein o�enbar ruptiertes Mit-
ochondrium (∗) zu sehen. Im DS waren Lipidtröpfchen verteilt,
die von der benachbarte Ölkugel stammen. Öl = Ölkugel; Pvit =
Perivitellarraum.
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Abb. 112: Elektronenmikroskopie des DS eines EmB(II) in Nähe eines
Dottergefäÿes. Die Dotterlysezone ist auch hier von der zytoplas-
matischen Zone scharf abgegrenzt (N). Das DS beinhaltet hier
leere Membranstrukturen. Eine Ansammlung von Residualkörper-
chen ist erkennbar. Hier sind relativ groÿe Lipidtröpfchen im DS,
die sehr wahrscheinlich aus der angrenzenden Ölkugel stammen.

Bei einem weiteren Fallbeispiel konnte, im Kontrast zu den vorherigen, elektronen-
mikroskopisch eine extreme Anreicherung mit Glykogen und Dottervakuolen beob-
achtet werden (Abb. 113). Die Strukturdichte war so hoch, dass Organellen nicht
eindeutig erkennbar waren. Abweichend zu einem normalen DS, war hier eine op-
tische Dreiteilung zu erkennen. Der oberste Bereich wurde durch mikrovilliartige
Zytoplasmaausläufer der Dotterlyse-Zone charakterisiert, die unterschiedlich weit in
die Dottermasse hineinragten. Chaotisch angeordnete ER-Zisternen durchzogen das
DS. Mitochondrien waren nicht erkennbar. Ein breites Band rER grenzte den oberen
Dotterlyse-Zonen-Bereich von der unteren zytoplasmatischen Schicht ab. Der untere,
dem Dotter abgewandte Bereich der Dotterlyse-Zone, enthielt mehr und gröÿere Dot-
tervakuolen als der obere, umgekehrt als bei einem normal entwickelten DS. Jeder
der dargestellten Fallbeispiele erlitt bei der Beschallung einen groÿen Dotterverlust.
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Abb. 113: Elektronenmikroskopie eines optisch dreiteiligen DS mit einer ex-
tremen Anreicherung an Glykogen bei einem EmB(II) im Stadium
IV. Zytoplasmafortsätze (↑) ragen in die Dottermasse hinein. Ein
breites rER-Band teilt die zytoplasmatische Zone von der Dot-
terlysezone ab. Dabei hat die zytoplasmatische Zone ungewöhn-
lich gröÿere und mehr Dottervakuolen (N) als die Dotterlysezone.
Kleine Vakuolisierungen (4) und Myelin�guren (∗) sind im DS
erkennbar.

4.2.2.11.4 Veränderungen des DS bei EmB(II) im Stadium V

Der lichtmikroskopische Ausschnitt des synzytiellen Periblasts und der Leber un-
ter der Leibeshöhle war besonders intensiv durch das Toluidinblau gefärbt, was das
Erkennen von zellulären Details erschwerte (Abb. 114). Allgemein waren am Le-
bergewebe keine Au�älligkeiten zu beobachten. Eine Schichtung in Dotterlyse- und
zytoplasmatische Zone war hier infolge der Färbeintensität nicht sichtbar. Eine Dot-
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tervakuole war rechts in der Darstellung erkennbar.

Abb. 114: Lichtmikroskopie des synzytiellen Periblasten sowie
der Leber einer Kontrolle im Stadium V. Das Zyto-
plasma des Periblasten ist intensiv blau gefärbt. Eine
Schichtung des DS ist nicht erkennbar. Im oberen Be-
reich ist ein Teil der Leber mit zwei Blutgefäÿen zu
erkennen. BGf = Blutgefäÿ; DoV = Dottervakuole

Hingegen zeigte sich der Periblasten eines EmB(II) im Stadium V in einer grob-
körnigen, stark aufgelockerten Konsistenz mit Vakuolisierungen ohne scharfe Begren-
zungen (Abb. 115). Auch hier war keine Schichtung des DS-Abschnitts erkennbar.
Die Gewebestruktur oberhalb des perisynzytiellen Raumes war derart nekrotisch ver-
ändert, dass sie nicht mehr mit Sicherheit zu identi�zieren war. Ebenso konnte der
angrenzende Bereich eines nekrotischen Leibeshöhlenorgans nicht identi�ziert wer-
den. Von der Lage her, könnte es sich dabei um einen Leberrest handeln. Trotz dieses
Zustandes, war der Embryo nicht getrübt.
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Abb. 115: Lichtmikroskopie eines Ausschnittes aus dem synzytiellen Periblasten
eines EmB(II) im Stadium V. Die Struktur des DS ist grobkörnig und
enthält Vakuolisierungen ohne scharfe Begrenzungen (N). Schichtun-
gen oder di�erenzierte Strukturen, bis auf eine Dottervakuole, waren
nicht erkennbar. Im oberen Bildbereich ist der Randbreich eines nicht
identi�zierbaren Leibeshöhlenorgans zu sehen. DoV = Dottervakuole

Auch unter dem Elektronenmikroskop war im normal entwickelten synzytiellen Pe-
riblast keine Schichtung sichtbar (Abb. 116). Als dünne Schicht bedeckte er den
Dotter und grenzte diesen zum Leibeshöhlenbereich des Embryos ab. Der Abschnitt
war hier gleichmäÿig mit Glykogengranula durchsetzt.

Von einem weiteren DS-Bereich aus unmittelbarer Nachbarschaft zu einem Dotter-
gefäÿ, erstreckten sich in regelmäÿigen Abständen Zytoplasmaausläufer durch den
perisynzytiellen Raum zum Endothel des Dottergefäÿes (Abb. 117). Dabei berühr-
ten sie in dargestellten Schnittebene stellenweise das Endothel des Dottergefäÿes. In
dem Detailausschnitt wurde eine Berührungsstelle eines Zytoplasmaausläufers mit
dem Endothel dargestellt. Sowohl Zytoplasmaausläufer als auch die Endothelzellen
enthielten Vesikel und Granula von gleicher Struktur. Im Vergleich zum Stadium IV
waren hier die Zytoplasmaausläufer kräftiger ausgebildet (vgl. 109, S. 155).



160 4 Ergebnisse

Abb. 116: Elektronenmikroskopischer Ausschnitt des synzytiellen Periblasten einer
Kontrolle im Stadium V. Das DS ist angereichert mit osmiophilen Gly-
kogengranula. Deutlich sind Lysosome und Mitochondrien zu erkennen.
Mi =Mitochondrium.

Abb. 117: Elektronenmikroskopie der zytoplasmatischen Zone eines normal ent-
wickelten DS im Stadium Vmit Dottergefäÿ. Zytoplasmatische Ausläufer
des DS mit Granula und Vesikeln, berühren das Endothel des Dotter-
gefäÿes (N). Vesikel gleicher Struktur sind sowohl in den Ausläufern des
DS als auch im Endothel vorhanden (Detailausschnitt). Der schwarze
Balken ist eine Kontrastierungsartefakt. Ery = Erythrozyte; Mi = Mit-
ochondrien; Nuc = Nucleus; pSyR = perisynzytieller Raum.

Es waren erhebliche Veränderungen des DS bei EmB(II) mit erreichten Stadium V
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durch das Elektronenmikroskop erkennbar (Abb. 118). Der abgebildete DS-Ausschnitt
war nekrotisch. Ebenfalls nekrotisch war der Teil des dargestellten embryonalen Ge-
webes über dem DS-Ausschnitt, das sich bereits in der Zytolyse befand. Insbesonde-
re die Ansammlung von Lipiden mit ihrer typischen Osmiophilität und homogenen
Konsistenz sowie Residualkörperchen charakterisierten die Gewebereste. Im DS wa-
ren vesikuläre Strukturen von nicht mehr zu identi�zierenden Organellen zu sehen.
Fahnen aus synzytiellen Zytoplasma di�undierten in den Dotter und erweckten dem
Eindruck eines sich au�ösenden DS.

Abb. 118: Elektronenmikroskopie eines DS-Abschnittes und unidenti�zierbare Gewebereste ei-
nes Leibeshöhlenorgans eines EmB(II) im Stadium V. Die untergehenden Zel-
len be�nden sich bereits in der Zytolyse und enthalten Lipidtröpfchen (∗) und
Residualkörperchen(N). Im DS ist eine hohe Konzentration an Vesikeln zu erken-
nen (M). Fahnen aus Zytoplasma (×) di�undieren in den Dotter hinein. Va =
Vakuolisierung.

In dem DS-Bereich eines weiteren EmB(II) im Stadium V in Dottergefäÿnähe waren
kondensierte Mitochondrien gerade noch erkennbar (Abb. 119). Desweiteren waren
Granula um das ER derartig dicht gepackt, dass das ER selbst nur durch seine
dilatierten Zisternenbereiche (Detailausschnitt A) sichtbar war. Die Dottervakuolen
waren von Zytoplasma durchzogen. Ob sie wie bei den Kontrollen von einer Membran
umgeben waren, war nicht ersichtlich. Gröÿe und Struktur der osmiophilen Granula
lieÿ auf Glykogen schlieÿen.
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Abb. 119: Elektronenmikroskopie des DS eines EmB(II) in Nachbarschaft zu
einem Dottergefäÿ im Stadium V. Sehr dicht gepackte, osmiophi-
le Granula füllen den zytoplasmatischen Raum um das ER auf.
Das ER zeigt dilatierte Abschnitte (Detailausschnitt A). Schwer
zu erkennen sind die o�ensichtlich kondensierten Mitochondrien
(∗)(Detailausschnitt B). A = Detail: dilatierte ER-Zisternen; B =
Detail: kondensierte Mitochondrien.

4.2.2.11.5 Veränderungen im Schwanzbereich

Im folgenden Abschnitt wurden anhand der Ultrastrukturen schwerpunktmäÿig die
Schädigungen und Fehlentwicklungen der Muskelanlagen aus den Schwanzbereichen
der EmB(II) beschrieben.
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Muskelanlagen im Stadium III

Im Stadium III waren die normal entwickelten Somitenanlagen noch nicht ausdi�eren-
ziert (Abb. 120). Es lieÿen sich jedoch bereits helle I-Streifen mit den Z-Linien, beste-
hend aus den Aktin�lamenten, erkennen. Die breiteren und dunkleren A-Streifen, bei

Abb. 120: Elektronenmikroskopie von Muskelfasern aus dem Schwanzbe-
reich einer Kontrolle im Stadium III. Die Muskelfasern sind
noch nicht ganz ausdi�erenziert. Deutlich lassen sich bereits
die Z-Linien innerhalb der hellen I-Streifen, die dunkleren A-
Streifen und das sarkoplasmatische Retikulum erkennen. A =
A-Streifen, I = I-Streifen, MF = Myo�brillen, SR = sarkoplas-
matisches Retikulum, Z = Z-Linie.

denen sich im ausdi�erenzierten Muskel die Aktin- und Myosin�lamente ineinander-
schieben, heben sich mit ihren parallel verlaufenden grauen Strängen vom restlichen
Schnitt ab. Zwischen den Strängen der Filamente war das sarkoplasmatische Reti-
kulum erkennbar. In einer diagonalen Schnittebene der Muskelanlage einer Kontrolle
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(Abb. 121) bildeten die Muskelfasern noch keine kompakten Kompartimente aus. Im
Zytoplasma waren Mitochondrien, freie Ribosomen und Polysomen zu sehen.

Abb. 121: Elektronenmikroskopie eines Muskelfaserbündels einer Kontrolle
im Stadium III im Diagonalschnitt. Es sind hier Andeutungen der
I-Streifen mit den Aktin�lamenten und den mittig verlaufenden Z-
Streifen sichtbar (∗). Die Ribosomen liegen gröÿten Teils als freie
oder Polysomen vor. MF = Myo�brillen, Mi = Mitochondrien,
SR = sarkoplasmatisches Retikulum.

Elektronenmikroskopisch lieÿen sich deutliche Veränderungen in den Muskelanlagen
bzw. in der Struktur der Myo�brillen der EmB(II) im Stadium III beobachten. Im
folgenden Schnitt waren au�ällig unkoordinierte Windungen und Wirbel der Fibrillen
vorzu�nden. Vermutlich handelte es sich bei diesen Strukturen um ungerichtete Pro-
liferationen von Myo�brillen als Symptom von Veränderungen in der Muskelanlage
(Abb. 122). Sie umschlossen mit ihrer wirbel- und schleifenartigen Anordnung einzel-
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ne Mitochondrien und waren gebündelt. Dabei stellen die umschlossenen granulären
Strukturen vermutlich quergeschnittene Filamentbündel dar.

Abb. 122: Ultrastrukturen von Fibrillen aus einem Bereich der Muskelanlage
von einem EmB(II) im Stadium III. Die Fibrillen sind proliferiert
und gebündelt. Granulaartige Strukturen (↑) im Zentrum einiger
Wirbel sind sehr wahrscheinlich quergeschnittene Fibrillenbündel.
Mi = Mitochondrium; Va = Vakuolisierung.

Muskelanlagen im Stadium IV

Bei dem schrägen Anschnitt durch die Muskelfasern eines normal entwickelten So-
miten im Stadium IV traten die Z-Streifen unter dem Elektronenmikroskop deutlich
hervor (Abb. 123). Das sarkoplasmatische Retikulum enthielt eine Vielzahl an Ri-
bosomen; die sich gleichmäÿig im Zytoplasma verteilten. Auch sarkoplasmatische
ER-Zisternen waren im Ultradünnschnitt sichtbar.
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Abb. 123: Elektronenmikroskopie von Muskelfasern einer Kontrolle im
Stadium IV. Dunkel zeichnen sich die Z-Linien auf dem
Schnitt ab. Zisternen des sER mit ihren anhaftenden Ri-
bosomen durchziehen das Zytoplasma. SR = sarkoplasma-
tisches Retikulum.

Elektronenmikroskopisch konnte an den Muskelfasern bei einem EmB(II) im Stadi-
um IV eine Muskeldystrophie diagnostiziert werden. Zur kurzen Erläuterung: Unter
Dystrophien sind fehlerhaft ausgebildete Strukturen, Gewebe, Organe zu verstehen.
Zwischen den Muskelfasern bildeten sich Interzellularen, die Zelldebris aus grobkörni-
gen Granula und Membranresten beinhalteten (Abb. 124). Die Mitochondrien traten
hier in drei Zuständen auf:

1. Groÿe orthodoxe Mitochondrien mit relativ normal kontrastierten Cristae,
2. Kondensierte Mitochondrien mit den typisch elektronendichten Cristae,
3. Geschwollene Mitochondrien mit deutlich erweiterten intracristalinen Zwischen-

räumen.
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Im Vergleich zu den Kontrollen, schienen die Myo�brillen in der Weise unterbrochen
zu sein, als wären sie nicht vollständig ausgebildet worden. Die Muskelfaserbündel

Abb. 124: Elektronenmikroskopie von Muskelfasern aus den Somiten eines EmB(II) im Stadium
IV. Drei Zustandsformen der Mitochondrien sind erkennbar: kondensierte, orthodoxe
Mitochondrien und mutmasslich geschwollene. Die Myo�brillen sind unterbrochen (∗).
Der interzelluläre Spalt (×) enthält Zelldebris. gMi = geschwollenes Mitochondrium;
kMi = kondensiertes Mitochondrium; MF = Myo�brillen.

sowie die Muskelfasern der EmB(II) waren in der Elektronenmikroskopie sehr dünn
und schwach entwickelt, was den Eindruck einer Dystrophy untermauert. In der elek-
tronenmikroskopischen Darstellung einer Muskelanlage eines anderen EmB(II) wurde
konnte eine Muskeldystrophie anhand der Lücken innerhalb der Muskelfasern im Be-
reich der Z-Streifen diagnostiziert werden (Abb. 125). Die Myo�brillen waren auch
hier an vielen Stellen unterbrochen. In keinem der untersuchten Muskelanlagen von
EmB(II) im Stadium IV waren I- und A-Streifen voneinander zu unterscheiden. Die
Cristae der geschwollenen Mitochondrien waren vesikulär verändert. Um das darge-
stellte Mitochondrium herum waren di�use Membranreste erkennbar, die vermutlich
Reste des sarkoplasmatischen Retikulums waren.
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Abb. 125: Ultrastrukturen von Muskelfasern aus den Somiten
eines EmB(II) im Stadium IV. Die Muskelfasern
scheinen sich aufzulösen (∗), die Z-Streifen sind un-
terbrochen und Myo�brillen (N) sind zerrissen. Um
das Mitochondrium sind Membranreste (M) sichtbar.
MF = Muskelfaser; Mi = Mitochondrium; Nuc =
Nucleus.

Muskelgewebe im Stadium V

In der Lichtmikroskopie zeigten sich normal entwickelte Muskelfaserbündel von Kon-
trollen im Stadium V innerhalb der Somiten annähernd gleich groÿ (Abb. 126 links).
Die ausdi�erenzierten Muskelfasern bildeten, einem Grundprinzip folgend, ein im
groben gleichmäÿiges und geschecktes Muster innerhalb Muskelfaserbündeln aus. Im
Vergleich zu den Kontrollen waren die Somiten des EmB(II) (Abb. 126, rechts)
in Struktur, Form und Durchmesser der Querschnitte deutlich unregelmäÿiger. Im
Zentrum der Somiten befanden sich fehlentwickelte und bis zur Unkenntlichkeit dys-
trophierte Muskelfaserbündel.

Die Elektronenmikroskopie bestätigte den lichtmikroskopischen Eindruck, dass nor-
mal entwickelte Muskelfaserbündel annähernd gleiche Durchmesser aufwiesen (Über-
sicht: Abb. 127). In ihrer Struktur unterschieden sich die Muskelfasern nicht.
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Abb. 126: Lichtmikroskopischer Vergleich zweier Querschnitte von Muskelfaserbündeln aus den
Somiten einer Kontrolle (links) und eines EmB(II) (rechts), beide im Stadium V. Die
Querschnitte der Muskelfaserbündel der Kontrolle zeigen relativ gleiche Umrissformen
mit relativ gleichmäÿigen Strukturen der Muskelfasern. Hingegen ist beim EmB(II) eine
hochgradige Unregelmäÿigkeit der Umrissformen der Bündel zu beobachten. Chd =
Chorda dorsalis.

Abb. 127: Elektronenmikroskopisches Übersichtsbild von Muskelfaserbündel einer Kontrolle im
Stadium V im Querschnitt. MF = Muskelfasern; SR = sarkoplasmatisches Retikulum.
A = Detailausschnitt A in Abb. 129.
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Im folgenden Fallbeispiel wiesen pathogen veränderte Muskesfaserbündel eines EmB(II)
im Entwicklungsstadium V Myelin�guren auf (Übersicht: Abb. 128). Die Zellkerne
wiesen Anzeichen von Karyolyse in Form homogenisierten Chromatins mit granulären
Einschlüssen auf. Die Ausrichtung der Muskelfasern innerhalb der Muskelfaserbündel
war chaotisch. Z-Streifen waren nicht erkennbar, und zusätzlich waren die Muskel-
fasern in sich osmiophiler und dichter als bei den Kontrollen. Die Zisternen des SR
waren dilatiert und stellenweise vakuolisiert.

Abb. 128: Elektronenmikroskopie von Muskelfasern eines EmB(II) im Stadium V mit Mus-
keldystrophie im Querschnitt. In den dystrophischen Muskelfaserbündel im oberen
Bildbereich sind Vakuolisierungen(♦), Dilatationen des sarkoplasmatischen Reti-
kulums (×), Karyolyse und Myelinisierungen (?) zu erkennen. In den Kernen be-
�ndet sich homogenisiertes, verklumptes Chromatin (N) und granuläre Einschlüsse
(4). MF = Muskelfasern; Nuc = Nucleus; SR = sarkoplasmatisches Retikulum.
B = Detailausschnitt B in Abb. 129.

Die Muskelfaserbündel der EmB(II) wiesen, im Vergleich zu den Kontrollen (De-
tailausschnitt A: Abb. 129), einen deutlich geringeren Durchmesser auf (Detailaus-
schnitt B: Abb. 129). Der Durchmesser der Muskelfaserbündel der Kontrollen betrug
ca.1,0 µm bis 1.75 µm. Sie waren damit deutlich dicker als jene hier abgebildeten des
EmB(II) mit einem Durchmesser von ca. 0,3 µm bis 0,53 µm.
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Abb. 129: Elektronenmikroskopisch vergleichende Detailaufnahmen der
Muskelfaserbündel der Kontrolle (oben) aus Abb. 127 und des
EmB(II) (unten) aus Abb. 128 im Vergleich. Die Myo�brillen
des EmB(II) sind wesentlich kompakter strukturiert als die der
Kontrollen. Die Zisternen des SR (unten) waren dilatiert. Die Z-
Streifen sind nur schemenhaft zu erahnen. MF = Muskelfaser;
Mi = Mitochondrium; SR = sarkoplasmatisches Retikulum.
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4.2.2.12 Zusammenfassung und De�nition der grobmorphologischen
Symptome

Alle beschriebenen Symptome traten in unterschiedlichen Kombinationen, Ausprä-
gungen und Zeiträume auf. Je schwerer die Symptome ausgeprägt waren desto deutli-
cher wurde die Entwicklungsgeschwindigkeit der EmB(II) beeinträchtigt, bis zur Ent-
wicklungsstagnation. Schadphänomene, die direkt nach der Beschallung und während
der späteren Entwicklung der EmB(II) regelhaft beobachtet werden konnten, lieÿen
sich in sieben Charakteristika klassi�zieren und in einem Säulendiagramm (Abb. 130),
nach relativen Häu�gkeiten geordnet, darstellen:

1. Dotterverlust: Verkleinerung der Dotterkugel durch den Verlust an Dottermas-
se. Unterteilung in kleinen und groÿen Dotterverlust (vgl. S. 90).

2. Kreislau�nsu�zienz: Verlangsamung oder Stagnation des Dotter- oder gesam-
ten Embryonalkreislaufes (vgl. Abschnitt 95).

3. Mikrophthalmie: Anormal kleine Augenbecherdurchmesser (vgl. S. 102).
4. Perikardialödem: Durch vermehrte Flüssigkeitsansammlung ausgedehntes Pe-

rikard (vgl. S. 112).
5. Trübung am Dotter: Milchig weiÿe Trübung begrenzter Bereiche des Dotter-

sackes. (vgl. S. 114).
6. Trübung des Embryos: Milchig weiÿe Trübung lokal begrenzter Bereiche des

Embryos oder des gesamten embryonalen Gewebes (vgl. S. 123).
7. Gewebszerstörung: Stereomikroskopisch sichtbare Rupturen und Verletzungen

embryonaler Gewebe durch die Beschallung (vgl. S. 142).
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Abb. 130: Vorkommen der sieben grob morphologischen Symptome von 72 geschädigten bE-II.
Die Symptome traten einzeln oder in Kombination zu mehreren in Erscheinung. Die
Zahlen über den Säulen stellen jeweils die Anzahl der betro�enen EmB(II) dar.
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5 Diskussion

5.1 Mögliche Gründe für das Ausbleiben von
Beschallungse�ekten

Die Wirksamkeit der Stoÿwellenapplikation kann durch Faktoren beein�usst wer-
den, die während der Stoÿwellenapplikation Kavitationen und kavitationsunabhängi-
ge Faktoren (Scher- und Dehnungskräfte) inhibieren oder fördern. Trotz umfassend
nachgewiesener Wirkmechanismen und erzielter Schädigungen an den Versuchsem-
bryonen sind in den Versuchen der vorliegenden Arbeit ein Groÿteil beschallter O. la-
tipes-Eier dennoch nicht geschädigt worden. Es sei an dieser Stelle daran erinnert,
dass unter dem Stereomikroskop an solchen Versuchsembryonen keine Veränderungen
sichtbar gewesen sind, weshalb sie als �Embryonen ohne Befund� (EoB) de�niert wer-
den. Dies kann mit dem möglichen Zusammenwirken folgender Faktoren begründet
werden:

A) Ungenauigkeiten am Stoÿwellengerät (s. folgenden Abschnitt: 5.1.1),
B) Mögliche Unemp�ndlichkeit (Stoÿwellenresistenz) beschallter Gewebe(s. S. 179).
C) Regeneration nicht stoÿwellenresistenter Gewebe (s. S. 179).

5.1.1 A)Methodenkritik: Ungenauigkeiten am Stoÿwellengerät

Frankenschmidt (1993) hat an lithotripsierten Hasenembryonen in der Organoge-
nese gleiche Schädigungsgrade beobachtet, wie sie bei den EoB bzw. EmB auftraten.
Es treten keine Schäden, leichte Schäden, z.T. mit Rückbildungen, sowie letale Schä-
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digungen auf, wobei Embryonen ohne Befund und jene mit regenerierten Schäden
normal heran wachsen. Als Ursache für nicht feststellbare Schäden an den Hasenem-
bryonen geht der Autor ebenfalls von einem ungenau platzierten Fokus aus. Delius
et al. (1995) nehmen an, dass es je nach Eintrittsrichtung der Wellenfelder in das Ge-
webe zu kleineren und gröÿeren Di�erenzen zwischen Stoÿwellenfokus und geortetem
Fokus kommt, womit die Verwendung von Inline-Sonographen zu Abweichungen der
Fokus-Justierung aus dem Zielgebiet führen kann (Wess et al., 1995).

Die E�zienz bei jeder Stoÿwellenapplikation hängt von zweierlei Faktoren ab: Zum
einen von der Energiedichte und zum anderen von der Platzierung des Fokus auf das
zu beschallende Gewebe. Die Möglichkeit, dass die Stoÿwelle durch ein Hindernis auf
ihrem Weg (z.B.: distale Hülle des Koppelbalgs, Agaroseblock) soweit abgedämpft
sein könnte, dass nicht genügend Energie zu den Embryonen gelangte um sie zu
schädigen, kann ausgeschlossen werden, da innerhalb ein und desselben Versuchs-
durchlaufs sowohl Embryonen ohne Befund als auch mit Befund beobachtet werden
konnten. Zwar konnten in beschallten Geweben von Chaussy (1986) und Gerdes-
meyer et al. (2002, 2003) Abdämpfungen der Stoÿwellen mit messbarer Verringerung
der Energie um den Faktor drei nachgewiesen werden. Jedoch handelte es sich bei
den Geweben um 1,5 cm dicke Schichten einer Schweineschulter, bei der sehr wahr-
scheinlich eine höhere akustische Impedanz vorliegt, als in einer 1 cm langen Strecke
1 %iger Agarose. Es kann davon ausgegangen werden, dass die eingestellte, für eine
standardisierte ESWT übliche Energiedichte, auch für die Beschallung der O. lati-
pes-Eier ausreichend ist, denn in einigen Fällen erfolgte sogar eine totale Zerstörung
der beschallten Eier. Um die gegensätzlichen Ergebnisse zwischen unbeschädigten
Versuchsembryonen und Totalzerstörung zu erklären ergibt sich die Notwendigkeit,
potentielle Ursachen für mögliche Ungenauigkeiten in der Fokussierung durch den
Inline-Sonographen näher zu beleuchten:

In der praktischen Anwendung der ESWT wird dem behandelnden Arzt durch ein
Feedback des Patienten die Fokussierung mit Hilfe des Inline-Sonographen erleichtert.
Ist der Fokus optimal ausgerichtet, schmerzt der beschallte Bezirk innerhalb des
erkrankten Gewebebereiches während der Applikation der ersten Stoÿwellen, was
dann vom Patienten benannt wird. Der Grund hierfür ist die Sensibilisierung der
Nozizeptoren (vgl. S. 227). Der Patient ist zusätzlich in der Lage, den Fokus mit Hilfe



176 5 Diskussion

seiner Feinmotorik durch minimale Korrektur der Position � z. B. seines Ellenbogens
� auf die zu beschallende Stelle zu platzieren.

Eben diese Ultrafeinjustierung bei der Justierung des Schallkopfes (vgl. Abb. 7, S. 34)
ist bei den O. latipes-Eiern nicht möglich. Hier ist der Versuchsdurchführende allein
auf die optische Ausrichtung durch den Inline-Sonographen über das Fadenkreuz auf
dem Monitor angewiesen, welches streng genommen nichts weiter als eine virtuelle
Realität darstellt. Da über die Hälfte aller beschallten Embryonen (57,2 %) trotz ge-
wissenhafter Justierung des Fokus ohne Befund geblieben sind, kann dieses Ergebnis
zu einem maÿgeblichen Anteil mit einer Ungenauigkeit in der Ausrichtung des Fokus
durch den Inline-Sonographen begründet werden. Dies bestätigen eigene Beobach-
tungen während der Beschallung:
Be�nden sich die Eier innerhalb des fokalen Ein�ussbereiches, sind auch Stoÿwellen-
einwirkungen durch das rhythmische �Zucken� im Stoÿwellen-Takt mit ca. drei Hertz
sichtbar. Die Folgen o�ensichtlich optimaler Fokussierungen mit �Volltre�ern�, unab-
hängig davon, ob Stadium Ia, II oder IV+/V- beschallt worden sind, sind regelhaft
Totalzerstörungen der Embryonen inclusive Rupturen der Eihüllen.

Der Fokusbereich wird de�nitionsgemäÿ von der sogenannten -6 dB-Isobare begrenzt
(Folbert, 1995; Gerdesmeyer et al., 2002) und hat bei den verwendeten Stoÿwel-
lengeräten einen Radius von ca. 1 mm. Die -6 dB-Isobare repräsentiert die Halbierung
des Spitzendrucks aus dem Zentrum des Fokus. Eine -12 dB-Isobare

Abb. 131: Fokuszentrierter Querschnitt der Schalldruck-
verteilung mit den durch die als schwarze Lini-
en dargestellten Isobaren für -6 dB (innerster
Kreis), -12 dB (mittlerer Kreis) und -18 dB
(äuÿerer Kreis). Das Druckmaximum P+ liegt
im Schnittpunkt der roten Linien, der Fokus
innerhalb der gelben Linien, links ohne und
rechts mit Präparat (Gerdesmeyer et al.,
2002).

be�ndet sich in 2 mm, die -18dB-
Zone in ca. 10 mm Entfernung
vom Fokus (Abb. 131). Wird der
Schallfokus aus den zuvor ge-
nannten Gründen neben die Ei-
er platziert, so kann der Schall
bzw. die Stoÿwelle auch nur mit
entsprechend abnehmender In-
tensität auf die Eier einwirken.
Dadurch sind die Eier verschie-
denen Energiedichten und Spit-
zendrücken ausgesetzt, abhängig
vom Abstand zum Fokus.
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5.1.2 B) Mögliche Stoÿwellenresistenzen beschallter Gewebe

Bei Beschallungen höherer Entwicklungsstadien der Versuchsembryonen wird die Be-
schallungse�zienz vermutlich, neben Fokussierungsunsicherheiten, durch eine abneh-
mende Emp�ndlichkeit gegenüber Stoÿwelleneinwirkungen negativ beein�usst (vgl.
Abbildung 32, S. 80). Eine Stoÿwellenresistenz wird an dieser Stelle so de�niert, dass
Gewebe innerhalb des Wirkungsbereiches des Stoÿwellenfokus (-12 dB-Zone) durch
die Beschallung keinerlei Schädigung erfahren haben. Es sei darauf hingewiesen: Re-
generierte Gewebe werden nicht als stoÿwellenresistent angesehen.

Steinbach (1992) weist Stoÿwellenresistenzen an Multizellsphäroiden nach, wo-
bei die Gewebeanlagen von O. latipes eine o�enbar höhere Emp�ndlichkeit gegen-
über einer Stoÿwellenapplikation aufwiesen, als Multizellsphäroide. Zum Vergleich:
Für die in dieser Arbeit zugrunde liegenden Ergebnisse ist eine Energiedichte von
0,09 mJ/mm2 verwendet worden. Steinbach (1992) ermittelte an Multizellsphäroi-
den wesentlich höhere Schwellenwerte der Energiedichte für Membranschäden (0,12 mJ/mm2),
für Intermediär�lamente (0,21 mJ/ mm2), für Mitochondrien (0,33 mJ/ mm2) sowie
für die Kernmembranen (0,50 mJ/mm2).

5.1.3 C) Regeneration geschädigter Gewebe

Die kommenden vier Punkte geben einen groben Überblick über beobachtete Beschal-
lungse�ekte und einhergehende Entwicklungen bei EmB der einzelnen beschallten
Entwicklungsstadien:

� Bei den EmB(Ia) (Keimscheibe, Prägastrula) hat nach den Versuchen bei kei-
nem der Individuen eine Weiterentwicklung stattgefunden.

� Bei EmB(II) ist es zwar erstmal zu einer Weiterentwicklung mit individuell
unterschiedlichen Fortschritten und Entwicklungsgeschwindigkeiten gekommen,
allerdings ist hier, bis auf eine Ausnahme ohne Dotterverlust, kein Schlupferfolg
beobachtet worden.

� Im Vergleich dazu können sich regenerierte EmB(IV+/V-) normal weiterent-
wickeln, unter den oben genannten Bedingungen problemlos schlüpfen und sich
als Adulte reproduzieren (Peters et al., 1998).
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Wie diese Beobachtungen zeigen, gehören Symptome, wie �Dotterverlust� und �Trü-
bungen des Embryos�, zu jenen Schäden, bei denen eine Regenerationsfähigkeit der
EmB ausgeschlossen werden kann. Insbesondere ist der Dotterverlust EmB(Ia) und
EmB(II) als Hauptsymptom aufgetreten, wo hingegen bei EmB(IV+/V-) hauptsäch-
lich Dottergefäÿstenosen und -Rupturen zu beobachten gewesen sind, Dotterverlust
dort aber selten vorgekommen ist. Es zeigt sich eine abnehmende Emp�ndlichkeit der
Keime gegenüber den Stoÿwellen bei fortgeschrittenem Entwicklungsstadium und da-
mit zunehmender Di�erenzierung der Gewebe. Hier läÿt sich die höhere Emp�ndlich-
keit früher Embryonalstadien (Ia) bei den Versuchsembryonen im Vergleich zu den
Entwicklungsstadien II oder IV durch die noch nicht richtig ausgebildete Gewebesta-
bilität, wie sie in ausdi�erenzierten Geweben mit gut ausgebildetem Zell-Zell-Kontakt
zu �nden ist, begründen.

Die Emp�ndlichkeit für noxische Ein�üsse in Abhängigkeit zum Entwicklungsstand
von Fischembryonen ist auch in Versuchen mit Toxinen nachgewiesen worden: Frühe
Entwicklungsstadien bei Fischen bilden im Laufe der Entwicklung signi�kant mehr
Missbildungen aus, schlüpfen verspätet oder gar nicht. Hingegen sind reifere Stadien
gegenüber noxischen Ein�üssen deutlich unemp�ndlicher (Bass u. Sistrun, 1997;
Bentivegna u. Piatkowsky, 1997; Cantrell et al., 1998).

Die Ergebnisse an beschallten Stadien IV+/V- und an Beobachtungen an den EoB
dieser Arbeit (Peters et al., 1998) beweisen, dass bei leichten Schäden der Dot-
tersackwandung ohne Dotterverlust, eine vollständige Heilung möglich ist. Dabei sei
noch einmal darauf hingewiesen, dass ein stereomikroskopisch nicht feststellbarer Be-
fund nicht bedeutet, dass der als EoB klassi�zierte Versuchsembryo tatsächlich unbe-
schädigt sein muss. Der Schaden kann dabei so geringfügig sein, dass eine vollständige
Regeneration des EmB(II) und damit ein normaler Entwicklungsverlauf bis zum er-
folgreichen Schlupf möglich ist. Beschallte EoB im Stadium II zeigen eine leichte,
aber von der Kontrollentwicklung signi�kant abweichende Entwicklungsverzögerung
am dritten Tag. Wie bereits beschrieben, sollten diese Signi�kanzen mit aller gröÿter
Vorsicht interpretiert werden. Sollte jedoch ein konkreter Zusammenhang existieren,
könnten diese Verzögerungen von einem Tag mit vergleichbaren Reparationsmecha-
nismen begründet werden, wie sie von Fink u. Trinkhaus (1988) beschriebenen
werden:
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Dottersäcken � inklusive DS � von Fundulus heteroclitus sind kleine Wunden zuge-
fügt worden. Bei der darau�olgenden Regeneration haben die Autoren nachgewiesen,
dass aus dem Epithel des Dottersackes, welches das DS ummantelt, Zellen aktiv zur
Wunde wandern und diese innerhalb von 18 Minuten verschlieÿen können. Unter der
Annahme, dass ein solcher Mechanismus auch bei O. latipes vorhanden ist, kann er-
wartet werden, dass verletzte Dottersackwandungen der EmB(II) sich auf diese Art
und Weise wieder verschlossen haben könnten.

Letztendlich kann nur durch die Licht- und Elektronenmikroskopie geklärt werden,
ob bei EoB(II) kaum wahrnehmbare Beschallungse�ekte vorliegen, die keine gravie-
renden Auswirkungen auf die Embryonalentwicklung haben. In dieser Arbeit wird
darauf verzichtet, weil einerseits der Rahmen dieser Dissertation gesprengt würde
und weil andererseits in erster Linie die o�ensichtlichen Beschallungse�ekte unter-
sucht werden sollten. Um letztendlich eine eindeutige Aussage über eine Abhängig-
keit einer Stoÿwellenresistenz zum Entwicklungsstadium tre�en zu können, müÿten
dazu weitere Beschallungsversuche nach der gleichen oder einer ähnlichen, für diese
Arbeit gewählten Versuchsanordnung, mit einem wesentlich höheren Stichprobenum-
fang durchgeführt werden.

Aufgrund dessen, dass die embryonalen Gewebe in diesem Stadium IV+/V- o�en-
sichtlich eine höhere Stabilität als die Keimscheiben (Stadium Ia) oder das Embryo-
nalschild im Stadium II haben, lieÿe sich das seltene Auftreten von Dotterverlusten
bei beschallten Stadien IV+/V- und das hauptsächliche Auftreten dieses Symptoms
bei beschallten Stadien Ia und II begründen. Eigene Beobachtungen zeigen, dass die
Dottersackwandung in diesem Stadium durch das deutlich stabilere periblastische
Ektoderm wesentlich unemp�ndlicher auch gegenüber mechanischer Beanspruchung
ist, wie z.B. bei der Präparation des Embryos aus der Eischale.

In Versuchen mit O. latipes-Embryonen sind allgemein erhöhte Emp�ndlichkeiten der
Gewebeanlagen zum Zeitpunkt der Organogenese, im Vergleich zu älteren Entwick-
lungsstadien, im Zusammenhang mit noxischen Behandlungen nachgewiesen worden.
Durch UVA-Bestrahlungen von O. latipes-Embryonen können signi�kant herabge-
setzte Schlupferfolge erzielt werden (Bass u. Sistrun, 1997). Laut Aussage der
Autoren sind die Embryonen mit noch nicht erkennbaren Gewebeanlagen (z. B. Sta-
dium Ia) oder Embryonen mit Gewebeanlagen im akuten Di�erenzierungsprozess
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(Stadium II) für noxische Ein�üsse, im Vergleich zu weiter entwickelten Embryonen
mit weitgehend ausdi�erenzierten Zellen, deutlich emp�ndlicher. Genau diese Bedin-
gungen liegen im Stadium II der Organogenese vor. Entwicklungsstörungen traten
hauptsächlich zwischen dem zweiten und achten Tag der Entwicklung auf und wer-
den auf oxidativen Stress infolge der UVA-Bestrahlung zurückgeführt. Dabei wird der
Signalsto�-Sto�wechsel durch die noxischen Ein�üsse emp�ndlich gestört, womit die
höhere Emp�ndlichkeit gegenüber entwicklungsstörender Faktoren begründet werden
kann.

5.2 Kriterien zur Beurteilung einer
Normalentwicklung der EoB

Die, für die Versuche, ausgesuchten Embryonen haben bis zum Stadium Ia, II bzw.
IV+/V- eine normale Entwicklung durchlaufen. Für diese Embryonen O. latipes Em-
bryonen wird die Normalentwicklung mit einem erfolgreichen Schlupf abgeschlossen.
Im Umkehrschluss läÿt sich durch einen erfolgreich abgeschlossenen Schlüpfvorgang
überprüfen, ob sich die EoB tatsächlich normal entwickelt haben. Allerdings sind sich
selbst überlassene, normal entwickelte und schlupfreife Kontrollembryonen im Brut-
schrank nach einer Wartezeit von ein bis zwei Wochen und der Aufzehrung des Dot-
tervorrats zu einem hohen Anteil im Ei abgestorben. Damit kann bei jenen Embryo-
nen nicht mit Sicherheit vorausgesetzt werden, dass � trotz erreichen der Schlupfreife
� eine Normalentwicklung bei nicht geschlüpften Embryonen stattgefunden hat. Es
ergibt sich also die Frage, wie kann ein normal entwickelter O. latipes-Embryo beim
Erreichen der Schlupfreife innerhalb kurzer Zeit zum Schlüpfen provoziert werden,
um zu überprüfen, ob im Prinzip eine Normalentwicklung statt gefunden hat?

Nach Peters (1965) ist mit Untersuchungen an Rivulinae (Cyprinodontidae) be-
legt worden, dass sich der Schlupfvorgang durch O2-Entzug signi�kant auslösen läÿt.
Deshalb ist das Brutmedium manipuliert worden, um den Schlupfvorgang gezielt
einzuleiten: Fein zerriebenes Trockenfutter ist auf die Ober�äche des Brutmediums
gestreut worden, was infolge des Zersetzungsprozesses eine O2-Zehrung nach sich ge-
zogen hat. Innerhalb von zwei bis drei Tagen nach Erreichen der Schlupfreife führt
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diese Methode zur signi�kanten Erhöhung der Schlupferfolge (vgl. Abb. 31, S. 78). So
kann innerhalb relativ kurzer Zeit eine o�ensichtlich normal verlaufende Entwicklung
anhand eines erfolgreichen Schlüpfens bei Kontrollen und EoB veri�ziert werden. Da
alle EoB erfolgreich schlüpften und sich bis zur Geschlechtsreife weiter entwickel-
ten, kann mit Sicherheit von einer normalen Entwicklung bei den EoB ausgegangen
werden.

Voraussetzung für den Schlupf ist ein aus zwei Komponenten bestehendes Schlup-
fenzym, das in zwei Schlupfdrüsen des Rachenraumes während der Entwicklung ex-
primiert wird (Inohaya et al., 1995). Das Enzym, eine Metalloprotease, besteht
aus Choriolysin H und Choriolysin L (Lee, 1994; Kudo, 2004; Yasumaso, 1989a,
1989b, 1989c, 1996). O�ensichtlich kann durch die O2-Zehrung der Ausstoÿ des En-
zyms provoziert werden. Für den Schlupfvorgang wird die innere Chorionschicht mit
Hilfe des Schlupfenzyms aufgeweicht und kann anschlieÿend durch heftige Bewegun-
gen des Embryos zerrissen werden. Der Jung�sch verläÿt die Eihülle mit dem Schwanz
zuerst.

5.3 Wirkungsmechanismen der Stoÿwellen

Bevor die einzelnen Schadphänomene und histologischen Auswirkungen hinterfragt
werden, ist es notwendig, die bekannten Wirkmechanismen der Stoÿwelle zu beleuch-
ten. Es müssen dabei deutlich destruktive Energien wirken, deren Auswirkungen
nach den Versuchen als primäre Beschallungsphänomene nachgewiesen werden kön-
nen. Das Spektrum der Beschallungsschäden reicht von leichten Veränderungen, an
der Dotterober�äche bis hin zur totalen Zerstörung von Embryonen. Die folgenden
Abschnitte beschreiben und erklären die Wirkmechanismen, die bei Stoÿwellen- oder
Ultraschallapplikationen o�ensichtlich auf die O. latipes-Keime einwirken und in an-
deren Versuchen nachgewiesen worden sind:
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5.3.1 Kavitationen

Kavitationen können sowohl durch Stoÿwellen als auch durch Ultraschall erzeugt wer-
den. Beide Erzeugungsmethoden verhalten sich physikalisch gleich. Während der Ul-
traschall aus einer periodischen Schwingung von beliebiger Dauer besteht (Dauerton),
ist eine Stoÿwelle ein einmaliges Ereignis (Wess, 2004), was � wie bei Hammerschlä-
gen � zur Wiederholung erneut ausgelöst werden muss (vgl. De�nition der Stoÿwelle,
S. 32). Kavitationen verhalten sich, unabhängig von Art und Weise ihrer Entstehung,
nach allgemein bekannten Gesetzmäÿigkeiten. Deshalb sind Untersuchungsergebnisse
über kavitationsabhängige Faktoren sowohl aus Stoÿwellen- als auch Ultraschallver-
suchen vergleichbar.

5.3.1.1 Physikalische Betrachtung der Kavitationen

Nach Delius et al. (1988) können Stoÿwellen in der Lithotripsie, mit ihrem Druck-
und Unterdruck-Anteil, erst im Zusammenspiel mit Kavitationen Nierensteine auf
abführbare Korngröÿen zertrümmern. Die Voraussetzung für ein derartiges Kavitati-
onsereignis ist dann gegeben, wenn die molekularen Kräfte in einer Flüssigkeit durch
den Unterdruckanteil auÿer Kraft gesetzt werden (Steinbach, 1992; Überle et al.,
1997).

Durchläuft eine Stoÿwelle ein Medium und tri�t auf ein angrenzendes Medium mit
höherer Dichte, können neben der Re�ektion und/oder Brechung der Stoÿwelle ad-
ditiv Kavitationen entstehen (Nolte, 2003). Kavitationen sind kurzlebige gas- bzw.
dampfgefüllte Blasen in einem �üssigen Medium. Ihre Entstehung ist abhängig da-
von, in welcher Geschwindigkeit der Spitzendruck in einen Unterdruck abfällt (vgl.
Stoÿwellenverlauf Abb. 4, S. 32). Durch den geringen Gasdruck innerhalb der Blase
�ndet ein enormer Zu�uss gelöster Gase und/oder Dampf statt (Coleman et al.,
1987; Delius et al., 1990). Sie wächst in entgegengesetzter Schallrichtung an der
Grenz�äche an einem positiven Impedanzsprung (z. B. Wasser/Körpergewebe, oder
Gewebe/Knochen). Die gespeicherte Energie einer Kavitationsblase ist dabei propor-
tional zu ihrer Gröÿe (Apfel, 1982). Ist die Kavitationsblase transient (= instabil),
so kollabiert sie, indem zunächst das Dach einstürzt und auf das Substrat schlägt,
was mit sehr hohen Geschwindigkeiten geschieht:
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Es werden sog. Jetstreams erzeugt. Zusätzlich wird eine durch den Kollaps zwei-
te Stoÿwelle ausgelöst (Jenne, 2001), wodurch die Kavitationsblase die Form eines
Blasenringes erhält, der sich, immer kleiner werdend, schlieÿlich vollständig au�öst.
Auf diese Weise wirken enorme Kräfte auf die Substratober�ächen ein.

Eine Kavitationsblase ist immer dann stabil, wenn der Gas- bzw. der Dampfdruck
gleich dem Flüssigkeitsdruck ist. Zuvor imWasser gelöste Gase können stabile Kavita-
tionsblasen bilden. Tri�t eine nachfolgende Stoÿwelle auf eine stabile Kavitationsbla-
se, wird die ursprünglich kugelförmige Blase zu einer wesentlich kleineren Linsenform
komprimiert � ein Vorgang, der die Schallenergie absorbiert. Ist die Energie der Stoÿ-
welle groÿ genug, kann sie die Blase kollabieren lassen. Dann entläÿt die Blase die
ihrerseits gespeicherte Energie und erzeugt auch eine zweite Stoÿwelle (Coleman
et al., 1987), ebenfalls begleitet von Jetstreams. Die Geschwindigkeiten können da-
bei zwischen 100 m/s bis zu mehr als 800 m/s betragen, mit der die Flüssigkeit
auf das Substrat einwirkt. Die Belastung der Substratober�äche durch eine kolla-
bierende Kavitationsblase ist somit deutlich höher, als die, die durch das Auftre�en
der eigentlichen Stoÿwelle auf das Substrat verursacht wird (Delacrètaz et al.,
1995). Wie viel Energie dabei freigesetzt werden kann, wird anhand der Tempera-
turen und Drücke, die während des Kollabierens von Kavitationen entstanden sind,
verdeutlicht. So können während der Lithotripsie Temperaturen von ca. 1270 ◦C und
Spitzendrücke bis zu 1000 MPa (ca. 10000 bar) erzeugt werden (Crum, 1988). Es
verwundert also nicht, dass Kavitationen auf Metallplatten Spuren hinterlassen, die
an Einschläge von Projektilen erinnern.

5.3.1.2 Sonochemie der Kavitationen

Während der Beschallungen der O. latipes-Embryonen für die vorliegende Arbeit sind
sehr wahrscheinlich Voraussetzungen für oxidative Prozesse an und in den Zellen ge-
scha�en worden. Dies kann durch mögliche Kavitationsereignisse verursacht werden,
die innerhalb der Gewebeanlagen an membranintegrierten Proteinen sowie Phospho-
lipiden statt�nden. Denn, auÿer physikalische Auswirkungen, können Kavitationen
sog. sonochemische E�ekte auslösen:
Die hohen Drücke und Temperaturen lösen chemische Reaktionen, die sich in Ver-
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suchen mit Ultraschall und Stoÿwellen nachweisen lassen (Al Karmi et al., 1994;
Miller u. Thomas, 1996b; Suhr, 1994; Suhr et al., 1991, 1994, 1996a, 1996b). So
sind an, mit Ultraschall behandelten, Hamsterovarien von Al Karmi et al. (1994)
und Miller et al. (1995) erhöhte H2O2-Werte festgestellt worden.

Innerhalb der Zellen halten Suslick et al. (1990) erzeugte Mikrokavitationen wäh-
rend einer Stoÿwellenapplikation für denkbar, bei denen während des Kollaps jene
bereits zuvor beschriebenen Jetstream und Hotspots (räumlich sehr begrenzte Areale
mit sehr hohen Temperaturen) entstehen. Insbesondere Hotspots können die Bildung
von Radikalen signi�kant erhöhen. Erhöhte Radikalbildungen weisen Suhr et al.
(1991) in lithotripsierten Zellen nach. Liegt dabei ein niedriger antioxidativer Status
der Zelle vor, z. B. durch Vitamin E-Mangel, wird der Zelltod ausgelöst.

Barnett et al. (1997) kommen zu dem Schluss, dass der oxidative Ein�uss von Ra-
dikalen die DNA schädigen kann, vorausgesetzt, die Radikale entstehen innerhalb der
Zelle selbst und dazu nah genug, also in unmittelbarer Nachbarschaft, an der DNA.
Aufgrund der extrem kurzen Existenz solcher Radikale bleibt jedoch nur jener extrem
kurze Zeitraum, während dessen die Kavitationsblase kollabiert, in dem Jetstreams
und Hotspots auf die DNA einwirken können.

Sonochemische Phänomene werden mit dem Prinzip der Radikalbildung in ihrer Wir-
kung mit E�ekten verglichen, die durch andere Energiequellen verursacht werden
können:
In Fibroblasten sind mit Hilfe von Röntgen-Strahlung Brüche bei DNA-Strängen
erzeugt worden (Bryszewska et al., 2003). Dabei ist ausschlaggebend, dass OH−-
Radikale direkt an der DNA entstehen und diese schädigen. Die vermehrte Ent-
stehung von H2O2 durch die Bestrahlung, aber auch durch Stoÿwellenapplikationen
(Al Karmi et al., 1994; Miller et al., 1995), führt nach Bryszewska et al. (2003)
ebenfalls zur Bildung von OH−-Radikalen.

Im Gegensatz zu Bestrahlungsexperimenten sind weiterführende und vergleichbare
Beobachtungen in durchgeführten Stoÿwellenversuchen bisher ausgeblieben. Daher ist
noch kein Nachweis einer mutagenen Wirkung der Stoÿwelle erfolgt, z. B. in Form von
DNA-Brüchen oder �Sisterchromatin-Exchange�. Allgemein sind an Patienten und
Versuchstieren bisher keine chromosomalen Schäden in beschallten Geweben, gleich-
gültig, ob mit Ultraschall oder Stoÿwellen behandelt, beobachtet worden (Barnett
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et al., 1997; Ciaravino et al., 1985). Auch Bird et al. (1995) haben keine messba-
ren Erhöhungen epithelialer Proliferationsraten an beschallter Frosch-Haut, als Hin-
weis und Maÿstab für genetische Veränderungen, beobachten können. Dagegen halten
Miller et al. (1995 und 1996) die Entstehung von DNA-Schäden während der Be-
schallung mit Ultraschall und Stoÿwellen für wahrscheinlich. Allerdings hat sich bei
deren Experimenten herausgestellt, dass etwaige DNA-Schädigungen bei Stoÿwellen-
applikationen, mit der von ihnen verwendeten elektrohydraulischen Stoÿwellenerzeu-
gung, eher auf die Strahlungseigenschaften der Funkenstrecke zurückzuführen sind.

Letztendlich liefern Kavitationen genügend Energie, um chemische Bindungen zu bre-
chen und freie Radikale zu produzieren (Barnett et al. 1997). Das bedeutet eine
signi�kante Zerstörung der Tight-Junctions sowie eine Veränderung von Permeabili-
tät und Ionentransport an der Zellmembran (Apfel, 1982). Ca2+-Ionen verstärken
dabei einerseits die Peroxidation in Anwesenheit von H2O2 während der Beschal-
lung, andererseits wird die Heilung der Zellen und Zellmembranen in Gegenwart von
Ca2+-Ionen hinterher beschleunigt. Nach der Beschallung wird im betro�enen Gewe-
bebereich eine Kaskade an Reparationsmechanismen gestartet:

1. Ca2+-Ionen werden aus intra- und extrazellulären Speichern mobilisiert
2. Regeneration der Phospholipidschichten der Zellmembranen
3. Resynthese und Durchstoÿ von Proteinkanälen in den Lipid-Schichten
4. Wiederherstellung von immobilisierten oder deaktivierten Enzymen
5. Wiederherstellung der Tight-Junctions

5.3.1.3 Kavitationen als Teilursache von Beschallungsschäden

Unter den gegebenen Versuchsbedingungen dieser Arbeit ist anzunehmen, dass Kavi-
tationen während der Stoÿwellenapplikation auftreten. Mit den verwendeten Geräten
(Lithostar Plusr und Sonocur Plusr) lassen sich bei der angewandten Einstellung
Stoÿwellen mit einem Spitzendruck von 16 MPa, gefolgt von einem Zugwellenanteil
von -7 MPa erreichen (vgl. Abbildung 4, S. 32). Nach Miller et al. (1995) und
Dalecki et al. (1997) können Kavitationsblasen bereits bei einem Druck von unter
1 MPa mit einem Durchmesser von 0.3 µm erzeugt werden. Theoretisch sind damit
die Voraussetzungen für die Entstehung von Kavitationen während der Beschallungen
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der O. latipes-Eier gegeben. Die Kavitationen könnten dabei sowohl in der Agarose
in unmittelbarer Umgebung der Eihülle als auch in den embryonalen Gewebeanlagen
und � bei dem oben genannten Durchmesser � auch innerhalb von Zellen aufgetre-
ten sein. Für das Auftreten von Kavitationen innerhalb der Agarose sprechen die
Ergebnisse von Crum et al. (1987) und Daniels (1987), die in einem auf Agarbasis
hergestellten Gel Kavitationen sichtbar gemacht haben. Eigene Beobachtungen durch
den Inline-Sonographen bestätigen das Auftreten von Kavitationswolken im Wasser
und im Bereich des Agaroseblocks (Abb. 132). Sie hinterlieÿen an der Ober�äche des
Agaroseblocks, in dem die Eier eingefasst waren, deutliche Materialschäden.

Anhand entstehender Radikale konnten al Karmi (1994), Miller u. Thomas
(1996), Suhr (1994) und Suhr et al. (1991, 1996a) auf intrazelluläre Kavitationen
schlieÿen. Es sind allerdings noch Nachweise erforderlich, ob von diesen

Abb. 132: Falschfarbendarstellung eines
Bildschirmfotos mit sichtba-
rer Kavitationswolke wäh-
rend einer Beschallung. ◦=
Stahlkugeln; ∗ = Position der
Eier; 4 = Kavitationswolken

beiden verwendeten Stoÿwellenapparaturen
(Lithostar Plusr und Sonocur Plusr; vgl. 31)
bzw. generell bei Stoÿwellengeräten im Gewe-
be von Patienten und innerhalb der embryo-
nalen Gewebe der O. latipes-Eier Kavitationen
entstehen und welchen Durchmesser die Blasen
dabei aufweisen.

Dass Kavitationen während der Beschallung
von Patienten im Rahmen einer ESWL im fo-
kussierten Gewebebereich aufgetreten, ist von
Coleman et al. (1996) und Zeman et al.
(1990) nachgewiesen worden. Coleman et al.,
1987 und Miller u. Thomas (1996b) ha-
ben nach einer Stoÿwellenapplikation Blutun-
gen des Intestinaltraktes von beschallten Mäu-

sen beobachtet, mit einem applizierten Spitzendruck zwischen 1,6 MPa und 4 MPa.
Bei Beschallungen von Säugetier-Blut wind 10 Prozent der Erythrozyten bei einem
Spitzendruck von 14,8 MPa zerstört worden, was die Autoren auf den E�ekt von
Kavitationen zurückführen.

Bei gepulstem Ultraschall ist die niedrigste Schwelle bei einem Druck von 1,5 MPa
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ermittelt worden (Coleman et al., 1996). Der Durchmesser der Kavitationsblasen
betrug dabei 0,3 µm. In Lithotripter-Versuchen sind bei einem Spitzendruck von
74 MPa und einem Minimal-Druck von -14 MPa Kavitationsblasen mit einem Durch-
messer von ca. 430 µm nachgewiesen worden (Jöchle et al., 1996). Mit derartigen
Kavitationsblasenumfängen werden die Schäden von beschallten Geweben und Zell-
kulturen in vitro begründet. So können Zelllysen die Folgen ultraschallinduzierter
Kavitationen sein (Review: Miller, 1985; Miller u. Thomas, 1996). Delius et
al. (1995) stellen einen linearen Zusammenhang zwischen Zelllyse und Energiedichte
bei in-vitro-Beschallungen von Erythrozyten dar. Demzufolge nehmen mit steigender
Energiedichte Kavitationen und damit auch Zelllysen zu.

5.3.2 Dehnungs- und Scherkräfte

Grundsätzlich lassen sich die physikalischen Gesetzmäÿigkeiten einer akustischen
Stoÿwelle auf die Beschallung der O. latipes-Eier wie folgt beschreiben:
Durchläuft die Stoÿwelle das Ei, so stöÿt sie auf die Grenz�äche Wasser/Eihülle,
auf Eihülle/Perivitellar�üssigkeit und gefolgt von Perivitellar�üssigkeit/embryonales
Gewebe inklusive Dottersack mit DS. Zwar liegen weder von der Eihülle noch vom
embryonalen Gewebe Impedanzbestimmungen vor, jedoch kann mit Sicherheit an-
genommen werden, dass beide eine höhere Dichte und damit eine höhere Impedanz
besitzen als die sie umgebenden Flüssigkeiten: z.B. Wasser, Perivitellar�üssigkeit,
Blut und, je nach Entwicklungsfortschritt, Leibeshöhlen�üssigkeit. An den Grenz-
�ächen der Eihülle und des embryonalen Gewebes �ndet eine höhere Auslenkung
statt als im Inneren dieser beiden Materien. Damit unterliegen embryonales Gewe-
be bzw. Eihülle starken Dehnungs- und Scherkräften, die als Mechanismus für die
Gewebe- und Zellschäden in Betracht gezogen werden können. Zusätzlich ist von
Bedeutung, ob die beschallten Zellen innerhalb eines Gewebeverbandes eingebettet
sind, oder ob sie Bestandteil freier Gewebegrenzen sind, wie z. B. die Grenze Epider-
mis/Perivitellar�üssigkeit. Innerhalb der Gewebe sind bei einer Beschallung geringere
Schädigungen zu erwarten, als an den Auÿen�ächen. Endl et al. (1996) haben durch
Stoÿwellenapplikationen eine doppelt so hohe Mortalität an suspensierten Zellen im
Vergleich zu solchen nachgewiesen, die in Zellsphäroiden fest eingebunden geblieben
sind. Bräuner et al. (1988) und Brümmer et al. (1990) haben gezeigt, dass in Agar
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eingebettete Zellsphäroide signi�kant weniger Beschallungsschäden aufweisen als frei
schwimmende Sphäroide.

Endl et al. (1996) schlieÿen zwar die Zerstörung von beschallten Zellen durch Kavi-
tationen nicht aus, jedoch ziehen die Autoren insbesondere Scherwirkungen auf die
Membranen in Betracht, die die Zellen während der Stoÿwellenapplikation zerreiÿen
können. Zusätzlich können die bereits beschriebenen stoÿwellenbedingten Jetstreams
im umgebenden Wasser (Suhr et al., 1994) und der Perivitellar�üssigkeit zerstö-
rend auf Eihülle bzw. embryonale Gewebeanlagen einwirken. Erfahren die Schichtun-
gen der Eihülle (Flügel, 1966) eine mögliche Desintegrität, könnten so Pilzhyphen
leichter eindringen, was die hohe Zahl der Entwicklungsabbrüche durch Verpilzung
bei geschädigten Versuchsembryonen erklären würde. Zusätzlich können Scher- und
Dehnungskräfte, mit der die Stoÿwellen auf die Zellmembranen einwirken, die Zell-
membranen zerreiÿen, was wiederum zu den Gewebszerstörungen und damit zu Ne-
krosen innerhalb geschädigter Gewebeanlagen der Versuchsembryonen führt. Nach
Steinbach (1992) kann die Flächendehnung einer Zelle während eines Stoÿwellen-
Durchlaufs bis zu drei Prozent betragen. Die Zerreiÿgrenze von Membranen liegt bei
einer Dehnung von weniger als zwei Prozent (Glaser, 1983).

Der Ein�uss von Stoÿwellen auf die Zellen und den zellulären Zusammen-
halt
Eine mechanische Belastung kann durch die Scher- und Dehnungskräfte während
einer Stoÿwellenapplikation über die Schädigung des Zytoskeletts einen maÿgeblich
schädigenden Ein�uss auf Zellen und Gewebeverband nehmen. Dass der Zusammen-
halt der Zellen gelockert wird, beweisen die Aufnahmen insbesondere beim Symptom
�Gewebszerstörung� und die Ergebnisse von beschallten Stadien IV+/V- (Peters
et al., 1998). In Beschallungsversuchen an Zellsphäroiden konnte zusätzlich eine Ver-
änderung des Vimentin, einem Protein für den Zusammenhalt der Zellen in den
Sphäroiden, nachgewiesen werden (Steinbach, 1992). Die kavitationsunabhängigen
und/oder kavitationsbedingten Belastungen an den Zell/Zell-Kontakten kann die-
se so emp�ndlich stören, dass ganze Zellen und Gewebeverbände auseinander- oder
herausgesprengt werden. Zusätzlich kann eine verminderte Belastbarkeit durch ein
beeinträchtigtes Zytoskelett die bereits aufgezeigten Rupturen der Zelle erleichtern.

Damit liegt die Vermutung nahe, dass durch Stoÿwellenapplikationen hervorgerufene
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Scher- und Dehnungskräfte die Integrität des Zytoskeletts maÿgeblich beein�ussen.
Ca. 50 verschiedene Transmembranproteine sind zurzeit bekannt (Bershadsky et
al., 2003), die in den Fokalkontakt-Zonen (hoch spezialisierte Verankerungspunkte
zwischen Zellmatrix und Aktin�lamenten) auch mechanosensorische Aufgaben ha-
ben. So können Cadherin/Catenin und die an diese gebundenen Intermediär�lamen-
te der Zellkontakte (Alberts et al., 2004) in den Bereichen der Desmosomen und
Hemidesmosomen unterbrochen werden, und es kommt zu Instabilitäten der Zelle.
Bei möglichen Schädigungen der Membranen kann das Zytoskelett verschoben oder
zerstört werden. Zusätzlich kann der Ionenhaushalt durch Leckagen in der Zellmem-
bran verändert werden, womit durch einen unkontrollierten Einstrom, z. B. von Ca2+,
die Lyse des Zytoskeletts ausgelöst wird. Dies ist durch Stoÿwellenversuche an Tu-
morzellen nachgewiesen worden, die aufgrund der induzierten Membrandefekte eine
vermehrte Aufnahme von Zytostatika aufgewiesen haben (Seidl et al., 1994; Stein-
bach, 1993). Der Auf- und Abbau der Zytoskelett�lamente ist entscheidend von
der Anwesenheit von Ca2+ abhängig (Alberts et al., 2004; Gavard et al., 2004);
so wird z. B. Aktin vom Protein Gelsolin zerstört, das seine enzymatische Aktivi-
tät durch eine Erhöhung der zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration entfaltet. Durch
Membranrupturen verursachte Schäden am Zytoskelett stehen im Konsens mit den
Ergebnissen von Holmes et al. (1992), die in Stoÿwellenversuchen an menschlichen
Zellkulturen Membranrupturen und Leckagen an Hand zytoplasmatischer Kompo-
nenten nachgewiesen haben.

Rupturen von Gewebe und Zellen nach einer Beschallung, wie sie bei einer Gewebs-
zerstörung vorzu�nden ist, lassen sich kavitationsunabhängige Faktoren als Hauptur-
sache vermuten. Zumindest spielen Kavitationen hier eine eher untergeordnete oder
unterstützende Rolle bei der Zerstörung der Zellen, die sich wohl intrazellulär auf
Membranen und membranintegrierte Proteine auswirkt. Zusammenfassend kann da-
von ausgegangen werden, dass sich die stoÿwellenbedingten Scher- und Dehnungs-
kräfte hauptsächlich auf Strukturproteine der Zelle auswirken. Letztendlich sprechen
die aufgeführten Argumente dafür, dass, während der Stoÿwellenapplikationen Bedin-
gungen erscha�en werden, durch die in den O. latipes-Eiern sowohl Kavitationen als
auch kavitationsunabhängige Faktoren in Kombination auf die embryonalen Gewebe
beeinträchtigend bzw. zerstörend einwirken.
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5.4 Beschallungse�ekte und ihre Auswirkungen

Die an den EmB(II) mit dem Stereomikroskop sichtbaren grobmorphologischen Be-
schallungsphänomene und Symptome sowie die histologisch nachgewiesenen patho-
logischen Veränderungen sollen in den folgenden Abschnitten detailliert hinterfragt
werden.

5.4.1 Grobmorphologisch feststellbare Schäden

Im Ergebnisteil sind ausgeprägt individuelle Kombinationen aus Entwicklungsverlauf
und Symptomen an EmB(II) aufgezeigt worden. So müssen für die Auswertung der
72 Datensätze gemeinsame Prinzipien und Mechanismen im Auftreten und Erschei-
nungsbild gefunden werden.

Unabhängig vom Grad der Schädigung ist es nicht möglich gewesen, eine sichere Pro-
gnose für die weitere Entwicklung von EmB(II) aufzustellen. Nachgewiesener Maÿen
kann lediglich bei jenen EmB(II) eine Entwicklungsstagnation vorhergesehen werden,
bei denen schwere Schädigungen, wie z.B. Gewebszerstörungen auftreten. Es sind in
solchen Fällen groÿe Bereiche bzw., für die embryonale Entwicklung, wichtige Ge-
webeanlagen betro�en. Der Zeitraum, in dem solche EmB(II) abstarben umfasste
1 bis 5 Tage. Es müssen die E�ekte also erst einmal grob klassi�ziert werden, um
Gemeinsamkeiten aus den individuellen Eindrücken zu extrahieren. Es lassen sich
die Schadphänomene in Geweben bzw. Gewebeanlagen bei den in der vorliegenden
Arbeit untersuchten O. latipes-Embryonen wie folgt zusammenfassen:

A) Stoÿwellenapplikationen an Entwicklungsstadien Ia (Keimscheibe) lösen bei
EmB(Ia) grundsätzlich einen totalen Dotterverlust mit der Bildung von Zell-
sphären aus, die sich nicht weiter entwickelten.

B) Stoÿwellenapplikationen an Entwicklungsstadien II (Organogenese) können zu
Dotterverlust, Trübungen am Dotter und Trübungen des Embryos, Gewebszer-
störungen sowie im Extremfall sogar zu einer totalen sofortigen Zerstörung der
Embryonen führen. Insbesondere bei Auftreten des Dotterverlustes bei EmB
(II) konnten Symptome, wie Kreislau�nsu�zienzen, Mikrophthalmie, Pericar-
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dialödeme und Trübungen der Embryonen folgen. Meist endete die Entwicklung
mit einer Verpilzung, die an der Innenseite der Eihülle begann. Rechtzeitiges
Freipräparieren innerhalb eines Tages nach Beginn der Verpilzung sicherte die
Fixierung eines von Hyphen unversehrten EmB (II).

C) Stoÿwellenapplikationen an Entwicklungsstadien IV+/V- (kurz vor Schlupfrei-
fe) verursachen partielle Trübungen des Embryos, Rupturen der Dottergefäÿe,
Stenosen der Dottergefäÿe sowie Hämatome am Dotter und im Kopfbereich, die
oft in Kombination mit partiellen Trübungen um den Hämatombereich herum
auftreten (Peters et al., 1998). Ein Dotterverlust trat im Vergleich zu den
Stadien Ia und II sehr selten auf.

5.4.1.1 Entwicklungsstagnationen EmB(Ia)

EmB(Ia) haben regelhaft einen totalen Dotterverlust erlitten, d.h., dass sich der ge-
samte Dotter mit der Perivitellar�üssigkeit vermischt hat. Unter solchen Bedingungen
steht der Keimscheibe auf dem Periblast keine Fläche mehr für ihre Entwicklung und
Ausbreitung zur Verfügung. Wird die Dottersackwandung, die im Stadium Ia bisher
nur aus dem DS besteht, infolge einer Stoÿwelleneinwirkung zerrissen, entleert sich
der Dottersack in den Perivitellarraum. Die emp�ndliche Dottersackwandung zieht
sich zusammen. Als Folge kollabiert die Keimscheibe, und es bildet sich eine Zell-
sphäre (vgl. Abb. 33, S. 81). Es ist anzunehmen, dass das normale räumliche Gefüge
des Keimes gar nicht mehr besteht so dass kein koordinierter Signalsto�-Sto�wechsel
mehr zwischen Periblast und Blastomeren sowie zwischen den Blastomeren unter-
einander statt�nden kann. Es ist davon auszugehen, dass ein infolge dessen gestör-
ter Signalsto�wechsel die Entwicklung der aus Blastomeren bestehenden Zellsphären
stagnieren läÿt (vgl. S. 24). Die folgenden zwei Absätze untermauern diesen Erklä-
rungsansatz:

Im DS werden insbesondere während der frühen Embryonalentwicklung diverse Signal-
Proteine exprimiert, die maÿgeblich den Gang der Entwicklung beein�ussen. Die Si-
gnalwege sind bisher nur Ansatzweise als Bestandteil eines sehr umfangreich vernetz-
ten Wirkgefüges erfasst worden. Fest steht, dass der Kontakt zwischen den unteren
Zellschichten der Keimes im Prägastrulastadium und dem bereits existierenden Dot-
tersynzytium wichtig ist, weil ohne die Kommunikation zwischen den marginalen
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Zellen der Keimscheibe und dem DS eine fortschreitende Entwicklung nicht mög-
lich zu sein scheint. Das DS wird während der prägastralen Embryonalentwicklung
als Quelle induktiver Signale für die Formation vom Ektoderm, Entoderm und Me-
soderm angesehen (Chen u. Kimelman, 2000). So sind Yamanaka et al. (1998)
und Koos u. Ho (1998) gelungen, die Expression des Gens Dharma (= Bozozok,
= nieuwkoid) (boz ) im Periblast von Zebra�schen nachzuweisen. Boz fungiert als
Repressor für den bmp2b-Faktor und ist somit schon während der mittleren Blastula
für die Festlegung der Achsenorgane und letztendlich für die zukünftige Gestalt des
Embryos verantwortlich. Aus folgendem Grund ist boz deshalb auch für die normale
Entwicklung unverzichtbar (Fekany et al., 1999):
Durch ÿ-Catenin und dem damit aktivierten hhex (Ho et al., 1999), ist boz durch sei-
nen repressiven E�ekt als Regulator auf bmp2 maÿgeblich an einer Bildung stabiler
Organisatoren beteiligt (Leung et al., 2003; Bischof u. Driever, 2004). Bereits
1998 beschreiben Koos u. Hoo boz bzw. Nieuwkoid als Äquivalent zum Nieuwkoop-
Organisator-Zentrum.

Ferner haben Warga u. Nüsslein-Volhard (1999) die Expression des Proteins
Fkd2 (= Forkhead Domain 2) u. a. im DS von Zebra�schen nachgewiesen. Fkd2 soll
maÿgeblich an der Formierung des Entoderms beteiligt sein. Für die Epibolie wäh-
rend der Gastrulation ist die Expression von Mtx2 notwendig. Ohne Mtx2 kann sich
kein intaktes Zytoskelett im DS bilden, was den Vorgang der Epibolie erheblich ver-
zögert (Wilkins et al., 2008). So werden im Randbereich des DS von O. latipes und
Zebra�schen entscheidende Signale für die Gastrulation Fekany et al. (1999), die
Mesodermbildung (Draper et al., 2003; Chen u. Kimelman; 2000), die Entwick-
lung des Hypoblast, der Augen, des Darms sowie des Seitenliniensystems (Oates et
al. (1999) exprimiert. Weiterführend enthalten de�nierte Areale des Embryonalschil-
des von O. latipes einzelne, scheinbar willkürlich verstreute Zellen, die sich während
der späteren Entwicklung zur Bildung einzelner Organe �zusammen �nden� (Hirose
et al., 2004). Wenn also das räumliche Gefüge des Keims gestört ist, bedeutet dies
auch eine Störung dieses emp�ndlichen Wirkgefüges zwischen Keim und DS bzw. der
embryonalen Zellen untereinander, was wiederum die künftige Gestaltenbildung des
Embryos erheblich behindert bzw. diese unterbindet.

Die Signalproteine aus dem periblasitischen Anteil des DS können infolge eines totalen
Dotterverlustes nach einer Beschallung der EmB(Ia) sehr wahrscheinlich nicht mehr
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expressiert werden und/oder sie erreichen ihre Zielzellen nicht mehr. Auf diese Weise
läÿt sich das Verharren der betro�enen Keime in Zellsphären begründen, welches
bis zu 2 Wochen andauern kann. Aufgrund von fehlendem Kontakt zum DS und
der nicht möglichen Dotterverdauung, durch das Auslaufen des Dotters, ist davon
auszugehen, dass die Zellen letztendlich durch Nährsto�mangel absterben. Aus dem
Dotter-Perivitellar�üssigkeit-Gemisch können sich die Zellen der Sphäre o�ensichtlich
nur unzureichend bis gar nicht ernähren und der ehemalige Keim stirbt ab.

5.4.1.2 Detaillierte Betrachtungen von Symptomen an EmB(II)

In diesem Abschnitt soll näher auf ausgesuchte Symptome und Beobachtungen ein-
gegangen werden, die in gleicher oder ähnlicher Weise in der Literatur beschrieben
werden. Das Hauptsymptom �Dotterverlust� ist unmittelbar mit einer Schädigung
des DS verknüpft und wird deshalb später im Abschnitt 5.4.2, S. 201 detailliert dis-
kutiert.

� Kreislau�nsu�zienzen mit Kreislaufzusammenbruch
Bei den EmB(II) zählen Kreislau�nsu�zienzen ausschlieÿlich zu jenen Sym-
ptomen, die erst im Laufe der weiteren Entwicklung nach der Beschallung zu
beobachten sind (vgl. S. 95). Dies ist damit zu begründen, dass zum Zeitpunkt
der Beschallung im Stadium II am Herzen erste, nur schwache Kontraktionen
statt�nden, die allerdings noch nicht in der Lage sind, einen Embryonalkreislauf
zum Flieÿen zu bringen. Die Ductus cuvieri sind im Stadium II gerade angelegt
und die Vena vitellina ist noch nicht existent. Deshalb ist bei der Beschallung
der Stadien II keine Voraussetzung vorhanden, einen noch nicht entwickelten
embryonalen Kreislauf direkt und schädigend zu beein�ussen.

Im Falle von Kreislaufzusammenbrüchen bei weitgehend fortgeschrittenen Ent-
wicklungsstadien können in den meisten Fällen immer noch Herzkontraktionen
beobachtet werden, wobei unter diesen Bedingungen die Pumpleistung des Her-
zens extrem ine�zient ist. Das Aussetzen der Herztätigkeit als Todesdiagnose
zu de�nieren, ist sehr kritisch zu betrachten; ist es doch, wie eigene Beobach-
tungen gezeigt haben, in wenigen Fällen zu einer Wiederaufnahme der Herz-
muskelkontraktionen gekommen � wenn auch mit verminderter E�zienz. Auf
dieses Thema wird später ausführlicher eingegangen (vgl. S. 199).
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Wie die eigenen Untersuchungen zeigen, können trotz Kreislaufzusammenbrü-
chen geschädigte Versuchsembryonen bis zu 6 Tage überleben. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass die Zellen des Endothels aufgrund der Nährsto�mangel-
Situation durch das geschädigte DS nekrotisch werden und der Kreislauf so
nicht mehr aufrechterhalten werden kann. Dass nekrotisches Endothel maÿgeb-
lich an Kreislau�nsu�zienzen beteiligt ist, belegen Versuche, in denen während
einer Embryonalentwicklung von Fischen, unter dem Ein�uss von Toxinen, ge-
zielt Kreislaufstörungen ausgelöst worden sind (Cantrell et al., 1996, 1998;
Guiney et al., 2000; Henry et al., 1997; Villalobus et al., 2000). Die Aus-
prägung derartiger Insu�zienzen reichte von Verlangsamungen des Kreislaufs
bis zum Kreislaufzusammenbruch, als Folge nekrotischer Endothelzellen.

Statt Toxinen, wäre bei den für diese Arbeit beschallten O. latipes-Embryonen
ein Ernährungsmangel, aufgrund eines nicht funktionstüchtigen DS, als sekun-
däre Ursache für den Untergang der Endothelzellen zu vermuten. Zur Ernäh-
rungssituation der embryonalen Gewebeanlagen sowie zu Zellschädigungen, als
mögliche Ursache für beobachtete Fehlentwicklungen derO. latipes-Embryonen,
wird in Abschnitt 5.4.2.2 (Seite 204�) ausführlich Bezug genommen.

� Mikrophthalmie
Mikrophthalmien sind an jedem geschädigten Versuchsembryo mit groÿem Dot-
terverlust zu beobachten gewesen. Bei Kontrollen aus denselben Laichpaketen,
aus denen die Versuchsembryonen stammen, ist Mikrophthalmie in keinem ein-
zigen Fall beobachtet worden. Wie die Untersuchungen zeigen, kann Mikroph-
thalmie an EmB(II) mit Dotterverlust grundsätzlich erstmals ab Stadium III-
/III beobachtet werden, weil während der Normalentwicklung ein gesteigertes
Gröÿenwachstum der Augen statt�ndet und sich erst zu diesem Zeitpunkt der
Gröÿenunterschied der Augenbecher zwischen mikrophthalmen Embryonen und
den Kontrollen o�enbaren kann (vgl. S. 102). Da die Zellen der Retinaanlage
während der Embryonalentwicklung, im Vergleich zu allen anderen Anlagen, der
höchsten Proliferationsrate unterliegen (Hirose et al., 2003), liegt der Schluss
nahe, dass eine Nährsto�mangelsituation für den Embryo infolge des geschä-
digten DS vorherrscht. Deshalb ist es nachvollziehbar, dass ein Nährsto�mangel
bereits durch reduziertes Wachstums des Auges sichtbar wird.
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Ein genetischer Defekt als Ursache für Mikrophthalmie ist hier mit hoher Wahr-
scheinlichkeit auszuschlieÿen. Grundsätzlich haben sich bei geschädigten Ver-
suchsembryonen beobachtete Mikrophthalmien von jene beschriebenen Mikro-
phthalmien unterschieden, die nachweislich durch genetische Defekte verursacht
werden:
Zum Beispiel sind die Linsen bei O. latipes-Embryonen, bei denen Mikrophthal-
mien durch diverse andere noxische Reize induziert worden sind, proportional
zum Augenbecher ebenfalls verkleinert oder aber die Augenbecher werden erst
gar nicht ausgebildet. So können Mikrophthalmien durch γ-Bestrahlungen pro-
voziert werden (Aizawa et al., 2004). Überexpression des Inhibitors diverser
Transkriptionsfaktoren, wie Homeobox, six 3, six 6 und Pax 6 (Carl et al.,
2002; Del Bene et al., 2004; López-Ríos et al., 2002) oder das Fehlen be-
stimmter Transkriptionsfaktoren (chokh, rx3 ) kann die Anlage der Augen sogar
total unterdrücken (Loosli et al., 2003; López-Ríos, 2002).

� Perikardialödeme
Ein Perikardialödem ist eine übermäÿige und anormale Ansammlung von Flüs-
sigkeit im Perikard mit pathogenem Charakter (Villalobus et al., 2000). Es
ist anzunehmen, dass die Auswirkungen apoptotischer und nekrotischer Pro-
zesse an Gefäÿen und am Herz bei den geschädigten Versuchsembryonen als
mögliche Ursache in Frage kommen können, so dass ein gesunder Flüssigkeits-
haushalt im Perikard nicht mehr möglich ist. Trat das Perikardialödem als pri-
märes Symptom auf, könnten nekrotische Prozesse durch Zerreiÿen des Endo-
thels bzw. durch Rupturen der Endothelzellen verursacht worden sein. Daraus
können Störungen des Flüssigkeitshaushaltes resultieren, die dann letztendlich
zum Ödem führt.

Perikardialödeme (vgl. S. 112) sind ein häu�g beobachtetes Symptom in Versu-
chen mit Fischembryonen des Medaka und Zebra�sches. Auch in den Untersu-
chungen für die vorliegende Arbeit konnten sowohl bei Versuchsembryonen als
auch bei unbehandelten Spontanmissbildungen Perikardialödeme festgestellt
werden. Das Symptom zeigt sich mit einer Ab�achung des Dottersackes im Be-
reich des Perikards und war mit einer schlauchartig gestreckten Missbildung des
Herzens und einer ringelschwanzartigen Wirbelsäulenverkrümmung kombiniert.
Die Entstehung derartiger Perikardialödeme konnte durch die Behandlung von
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befruchteten O. latipes-Eiern mit dem Herbizid Thiobencarb (Villalobus et
al., 2000), Permithrin (Gonzalez-Doncel et al., 2003a), Cadmium (Gonza-
lez-Doncel er al., 2003b) und Dioxinen (Cantrell et al., 1998; Henry et
al., 1997; Guiney et al., 1997; Villalobus et al., 2000) provoziert werden.

Perikardialödeme, die nach der Stoÿwellenapplikation auftraten, unterscheiden
sich von den gerade beschriebenen: Hier ist eine Ab�achung des Dotters im
ventralen Bereich der �Au�age�äche� des Perikards erkennbar. Das mit einem
Übermaÿ an Flüssigkeit angereicherte Perikard stülpt sich dabei haubenar-
tig über den durch den Dotterverlust verkleinerten Dottersack (vgl. Abb. 64
S. 112).

� Trübung am Dotter und des Embryos
An EmB(II) und EmB(IV+/V-) sind nach Stoÿwellenapplikationen Trübungen
des Embryos festgestellt worden. Wie eigene Beobachtungen belegen, wird die
Weiterentwicklung der EmB(II) mit erlittener Trübung des embryonalen Gewe-
bes, die primär durch die Stoÿwellen verursacht wird, erheblich eingeschränkt.
Bis auf eine Ausnahme, starben alle EmB(II) mit einer Trübung des embryo-
nalen Gewebes ab. Sind diese Trübungen bei EmB (IV+/V-) direkt nach der
Beschallung aufgetreten (Peters et al., 1998), so hat ebenfalls keine Rege-
neration stattgefunden und erfolgreiches Schlüpfen ist folglich ausgeschlossen
gewesen. Wohingegen Trübungen am Dotter oft erheblich milder verlaufen. Hier
haben sich deutlich mehr Embryonen regeneriert.

Wie hier mit Hilfe der Mikroskopie nachgewiesen werden kann, stellen Trü-
bungen einen Hinweis auf schwere, in der Regel, meist nicht rückzubildende
Schädigung der Gewebe dar (Peters et al., 1998). Das bedeutet jedoch nicht
zwangsläu�g, dass betro�ene EmB(II) mit dem Auftreten oder weiteren Verlauf
der Trübung tot sind; denn bei EmB(II) mit partiellen Trübungen im Cranial-
oder Rumpfbereich können weiterhin Herzkontraktionen und eine Überlebens-
zeit bis zu ca. einer Woche beobachtet werden. Hat die Trübung während der
weiteren Entwicklung jedoch den gesamten Embryo ergri�en, sind keinerlei Le-
bensfunktionen erkennbar gewesen und der EmB(II) ist als abgestorben ein-
gestuft worden. Solche Trübungen werden nicht direkt durch die Stoÿwellen
verursacht, sondern entstehen sekundär, als Folge der Beschallungse�ekte.
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Mikroskopisch sind in Bereichen mit primären Trübungen des Embryos ne-
krotische und später apoptotische Zustände in den Gewebe bzw. Gewebeanla-
gen, z.B. durch Apoptosekörperchen und das Zerreiÿen von Zellen erkennbar.
Der optische E�ekt der Trübung wird, wie bereits beschrieben, dann durch die
Streuung des einfallenden Lichtes an den Dichteunterschieden zwischen den ver-
dichteten Apoptosekörperchen und den umgebenden Zellen verursacht. Bei den
nekrotischen Geweben der EmB(II) können vermehrt Vakuolisierungen eben-
falls einen Dichteunterschied zwischen sich und den sie umgebenden Zellen
erzeugen. Auch Vakuolisierungen innerhalb der Organellen streuen das Licht
infolge der Dichtesprünge zwischen sich und dem sie umgebenden Zytoplasma.
All diese Trübungen lassen sich eindeutig den schwer geschädigten bzw. un-
tergehenden Geweben zuordnen, auf die im Abschnitt 5.4.3 (S. 206) detailliert
eingegangen wird.

Vakuolisierungen embryonaler O. latipes Gewebe sind von Villalobus et al.
(2000) an unvollständig geschlüpften O. latipes beobachtet worden. Ein hier
dargestelltes Abdunkeln führt unausweichlich zum Absterben bzw. stellt be-
reits den Absterbeprozess dar. Entsprechende Abbildungen zeigen, dass dieses
Abdunkeln eindeutig mit der in dieser Arbeit beobachteten Trübung des Em-
bryos übereinstimmt. Allerdings bestimmen die Autoren keine eindeutigen Kri-
terien für den Tod der Embryonen und geschlüpften O. latipes-Larven. Damit
ergibt sich die Notwendigkeit, im folgenden Abschnitt zu klären, ab wann ein
EmB(II) in der vorliegenden Arbeit als abgestorben eingestuft werden sollte.

5.4.1.3 Bedeutung von: �Absterben des Embryos�

Letztendlich beenden die EmB(II) die Entwicklung durch deren Absterben, teils ver-
ursacht durch die Fixierung, teils ohne Eingreifen des Untersuchenden. Es gilt in
solchen Fällen zu entscheiden, wann der Embryo sinnvollerweise �xiert, ob noch wei-
ter beobachtet oder ob der Embryo schlieÿlich als tot angesehen werden sollte. Auch
wenn die Entwicklung der EmB(II) gröÿten Teils aussichtslose Bahnen beschreitet,
bedeutet das nicht, dass die Gewebe bzw. Gewebeanlagen und deren Zellen keine
Lebensfunktionen mehr aufweisen und kein Sto�wechsel mehr statt�ndet. Erschwe-
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rend haben sich die Totaltrübungen der Eier aufgrund der Verpilzung der Eischalen
bei den EmB(II) in der Beurteilung erwiesen, ist doch dabei jeglicher Blick auf den
von der Verpilzung noch nicht beeinträchtigten Embryo behindert oder unmöglich
gewesen. Durch die Präparation verpilzter Eier kann der Embryo von den Hyphen
unversehrt für die Fixierung entnommen werden, was beweist, wie vorsichtig ein all-
gemein getrübtes Ei zu beurteilen ist. Denn an diesen freipräparierten Embryonen
sind, trotz dieser Umstände, transparente Gewebeanlagen, Kreislaufaktivitäten bzw.
Herztätigkeiten beobachtet worden. Selbst bei einer Stagnation des gesamten Kreis-
laufes ist nur selten eine Herzfrequenz von Null festgestellt worden, auch wenn die
E�zienz, mit der Blut gepumpt wird, verschwindend gering gewesen ist.

Um den Tod eines Embryos zu diagnostizieren, werden in der Literatur unterschied-
liche Maÿstäbe angesetzt oder diese sind nicht eindeutig: So sprechen Villalobus
et al. (2000) lediglich von einem Endpunkt und benennen als Kriterium Perikardial-
ödem, Hämostase1, Bradycardie2 sowie letztlich Trübung des Embryos als Beginn des
Absterbens. Eindeutiger de�nieren Cantrell et al. (1996) den Tod, bei Dioxin ex-
ponierten Embryonen O. latipes , mit dem Aussetzen der Herztätigkeit in Verbindung
mit Kreislaufzusammenbruch und dem Auftreten von einem nicht intakten Perikard.
Diese Beurteilungskriterien werden für die hier untersuchten EmB(II) aus folgendem
Grund nicht übernommen:

Die obigen Autoren gehen nicht näher auf den Begri� �nicht intaktes� Perikard ein.
In den vorliegenden Untersuchungen entsprach nur das Perikardialödem einem nicht
intakten Perikard, was kein Einstufen des EmB(II) in �abgestorben� rechtfertigt.
Perikardialödeme und Kreislau�nsu�zienzen können durchaus rückgebildet werden.
Letztendlich wäre ein aufgrund eines Perikardialödems oder Kreislaufzusammen-
bruchs als tot eingestufter EmB(II) demnach eine voreilige Diagnose. Unzweifelhaft
ist ein Embryo stets dann als tot zu de�nieren, wenn er infolge einer Stoÿwellen-
applikation total zerstört worden ist. Dies ist eindeutig bei einer Ruptur der Eihülle
und dem damit verbundenen ganzen oder teilweisen Austritt des Keimes aus dem Ei
der Fall gewesen. Unter solchen Gegebenheiten sind keine Gewebeanlagen als solche
mehr erkennbar.

Fazit:
Perikardialödeme, Kreislaufzusammenbrüche, partielle Trübungen des Embryos z.B.

1Unterbrechung des Blut�usses in groÿen Gefäÿen
2Herzrhythmusstörungen
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im Schwanzbereich oder Trübungen des ganzen Eies sind demnach nicht zwingend für
die Diagnose �Tod� bei beschallten O. latipes-Embryonen heranzuziehen, wohl aber
die totale Trübung des Embryos selbst, die auf nekrotische Gewebe schlieÿen läÿt
(s. �Durch Stoÿwellenapplikation direkt und indirekt ausgelöste Nekrosen�, S. 212).
So wird hier das Kriterium der totalen Trübung des embryonalen Gewebes als �Tod
des Embryos� festgelegt. Der Abbruch der Entwicklung des Embryos in Verbindung
mit dessen Fixierung kann wie bei Villalobus et al. (2000) sinnvoller Weise als
Endpunkt angesehen werden.

5.4.2 Das Dottersynzytium bei Oryzias latipes

Der beobachtete Aufbau und die Struktur des gesunden DS bei O. latipes stimmt
zum gröÿten Teil mit den Beschreibungen untersuchter Dottersynzytien bei Fundu-
lus heteroclitus (Killi�sh), Danio rerio (Zebra�sch), Salmo trutta fario (Bachforelle)
und Scophthalmus maximus (Steinbutt) überein (Kimmel u. Law, 1985; Lentz
und Trinkhaus, 1967; Walzer u. Schönenberger, 1979; Poupard et al., 2000;
Kageyama, 1996):

Zur Erinnerung: Elektronenoptische Untersuchungen des normal entwickelten DS von
O. latipes läÿt die auf S. 22 dargestellte Schichtung in Dotterlysezone und zytoplas-
matische Schicht erkennen. In der Dotterlysezone konnten sehr groÿe membranum-
schlossene Vesikel mit Dottermaterial gezeigt werden, die in der vorliegenden Arbeit
aufgrund ihrer Gröÿe als Dottervakuole bezeichnet werden. Einfach betrachtet ent-
sprechen sie Nahrungsvakuolen, die durch Phagozytose ins DS aufgenommen werden.
In frühen Entwicklungsstadien umgeben zahlreiche Lysosome die Dottervakuolen, von
denen einige mit der jeweiligen Dottervakuole fusioniert und in diese ihren enzyma-
tischen Inhalt entlassen haben. Diese Beobachtungen werden von Lentz u. Trink-
haus (1967), Walzer u. Schönenberger (1979), Kimmel u. Law (1985) u.a. bei
Zebra�schen bestätigt. Letzte Gewissheit über den Inhalt der Lysosome kann nur
eine immunhistologische Überprüfung geben.

Eigene Beobachtungen lassen vermuten, dass zwischen dem DS und den Dotter-
gefäÿen ein Groÿteil der Übertragung von Nährsto�en statt�ndet (vgl. Abb. 117,
S. 162). Hier werden sehr wahrscheinlich Vesikel mit Nährsto�en über zytoplasma-
tische Fortsätze des DS an Dottergefäÿe und damit an das Transportmittel Blut
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weitergegeben. Strukturen, wie die bei O. latipes beobachteten Zytoplasmafortsätze
des DS (vgl. Abb. 117, S. 162) gleichen jenen von Fishelson (1995) beschriebenen
Fortsätzen:
Bei Cichliden ist ein Netzwerk zytoplasmatischer Auswüchse beschrieben worden,
das den perisynzytiellen Raum zwischen Dottergefäÿ und Dotter einnahm. Aus den
Darstellungen ist zu schlieÿen, dass es sich hierbei, ähnlich wie bei O. latipes , um Zy-
toplasmafortsätze des DS handelte. Es sei jedoch angemerkt, dass, bei aufmerksamer
Betrachtung jener Abbildungen, der von Fishelson (1995) als Perivitellarraum be-
schriebene Bereich, eher den perisynzytiellen Raum in unmittelbarer Nachbarschaft
zu Dottergefäÿen darstellt. Vom DS ausgehend, überbrücken auch hier beschriebene
Mikrovilli den Abstand zwischen DS und Dottergefäÿen.

Ob es sich beim Inhalt jener Vesikel tatsächlich um Nährsto�e handelt, bleibt weite-
rer Forschung vorbehalten. Letztendlich kann die Häufung von Dottervakuolen in der
Nähe von Dottergefäÿen ein weiterer Hinweis sein, dass die Weitergabe der Nährsto�e
zu einem bedeutenden Teil an die Dottergefäÿe erfolgt. Dies steht im Konsens anderer
Autoren mit Untersuchungen an O. latipes-Embryonen, bei denen eine Apoptose der
Dottergefäÿzellen durch den Ein�uss von Toxinen provoziert worden ist (Cantrell
et al., 1998). Dabei ist ein signi�kanter Rückgang der Dotterabsorbtion am Dotter-
sack festgestellt worden, so dass die Nährsto�versorgung der Embryonen nicht mehr
gewährleistet werden kann. Das legt den Schluss nahe, dass bei normal entwickelnden
O. latipes Embryonen der Groÿteil der Nährsto�e aus dem aufbereiteten Dotterma-
terial vom DS (zytoplasmatische Schicht) an die Dottergefäÿe abgegeben wird und
auf diesem Wege zu den sich entwickelnden Zielgeweben gelangt.

Bei fast abgeschlossener Entwicklung der O. latipes Embryonen im Stadium V sind
keine groÿen Dottervakuolen mehr im DS zu beobachten. Stattdessen sind kleine
Vesikel erkennbar, die wahrscheinlich Dottermaterial oder ein Gemisch aus Dotter-
material und Enzymen enthalten, was die variierende Elektronendichte der Inhalte
vermuten läÿt. Aufgrund ihrer deutlich kleineren Gröÿe werden diese Strukturen nun
als Dottervesikel bezeichnet.

5.4.2.1 Fehlende Zellkerne im Dottersynzytium bei O. latipes

Abweichend zu den Beobachtungen von Iwamatsu (1994) und Kageyama (1996)
waren in allen für diese Arbeit untersuchten Entwicklungsstadien keine Zellkerne in
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licht- und elektronenmikroskopisch untersuchten Abschnitten des DS � incl. Periblast
� von Kontrollen und Versuchsembryonen zu beobachten (vgl. S. 115). Lediglich im
Stadium II konnte über dem Periblast eine Reihe von Kernen beobachtet werden, die
von einer extrem dünnen Zytoplasmaschicht umgeben waren und, wie ausgelagert,
dem Periblast au�agen (vgl. Abbildung 66, S. 115). Bei Oryzias latipes schienen
die Zellen, zu denen die aufgelagerten Kerne gehören, den von Fishelson (1995)
an Cichliden beobachteten hypoblastemischen Zellen zu entsprechen. Was weiter mit
den Kernen selbst geschah, ist vom Autor nicht geklärt worden. Ein Verschwinden
und Erscheinen von Zellkernen im DS bei O. latipes wird von Kageyama (1996)
beschrieben, jedoch wird auf diese Beobachtungen nicht näher eingegangen. Der Ver-
bleib von Zellkernen im DS der hier untersuchten Kontrollembryonen und EmB von
O. latipes kann zurzeit nicht zufrieden stellend geklärt werden. Es bleibt zu prüfen,
ob Kernstrukturen einfach �nur� nicht erkennbar gewesen sind, ungünstige Schnit-
tebenen vorgelegen haben oder tatsächlich keine Zellkerne im DS von O. latipes Em-
bryonen in den hier untersuchten Entwicklungsstadien vorhanden sind.

Zweifelsfrei sind im DS von Zebra�schen licht- und elektronenmikroskopisch Zellkerne
sichtbar (Braat et al, 1999; Hagedorn et al., 1998). Iwamatsu (1994) beschreibt
die Beobachtung von fünf bis sechs Kernreihen im synzytiellen Periblast bei O. lati-
pes . Nach Kageyama (1996) können Zellkerne im DS des späten Blastulastadiums
(Stadium Ia) auftauchen und wieder verschwinden. Letztgenannter Autor beschreibt
parasynchrone Teilungen an den Kernen im DS, die sich, einer Wellenfront gleich,
vom Keim aus ausbreiten. Während der Epibolie konzentrieren sich die Kerne im Pe-
riblast. Anschlieÿend vergröÿern sich dort die Zellkerne und erreichen eine doppelte
Gröÿe im Vergleich zu jenen der embryonalen Gewebeanlagen. Derartige Riesenkerne
gehen aus Fusionen von Kernen während der Epibolie hervor. Dabei sind die Kerne
polymorph, jeweils von unterschiedlicher Gestalt und oft in die Länge gezogen: Bis zu
175 µm. Sie sind nach Aussage des Autoren noch im DS der schlupfreifen Larven zu
beobachten. Bei den für diese Arbeit untersuchten O. latipes , dürfte die Wahrschein-
lichkeit einen Kern bei einer solchen Länge infolge einer ungünstigen Schnittebene,
nicht anzuschneiden, äuÿerst gering sein. Somit bleiben die Überlegungen, dass Kerne
bei dem hier untersuchten DS nicht vorhanden oder die Strukturen nicht erkennbar
sind.
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5.4.2.2 Auswirkungen des geschädigten Dottersynzytiums auf die
Entwicklung der Versuchsembryonen

Grundsätzlich ist davon auszugehen, dass ein geschädigtes DS die Entwicklung der
Embryonen maÿgeblich negativ beein�usst. Die nachgewiesenen Veränderungen und
daraus resultierende histopathologische Diagnosen an Dottersynzytien der EmB kön-
nen ein Hinweis auf eine unzureichende Nährsto�zufuhr sein, die durch das geschä-
digte DS nicht mehr in notwendigem Umfang gewährleistet werden kann. Nach einer
Beschallung und der damit regelhaft einhergehender Schädigung des DS, haben sich
die Embryonen oft erst einmal weiter entwickelt. Es ist nahe liegend, dass die Zellen
noch von einem gewissen Nährsto�vorrat aus der Zeit vor der Beschallung zehren
und/oder die Dotteraufbereitung � wenn auch im verminderten Maÿ � noch weiter
erfolgt. Nach zwei bis drei Tagen werden die ersten Auswirkungen in Form der be-
schriebenen Symptome sichtbar, und das in Form sehr individueller Ausprägungen.
In welchen Formen sich Schädigungen des DS auch präsentiert haben, ob mit ausge-
prägt dichter Osmiophilität oder aber mit extremer Strukturarmut des DS, in bei-
den Fällen sind die embryonalen Gewebe bzw. Gewebeanlagen o�enbar nicht mehr
versorgt worden. Infolge des anzunehmenden akuten Nährsto�mangels können die
beschriebenen Veränderungen während der weiteren Entwicklung in den embryona-
len Gewebeanlagen ausgelöst werden. Diese Situation tritt hauptsächlich bei einem,
durch die Beschallung erfolgten, Dotterverlust auf. Dies verdeutlicht einerseits die
wichtige Rolle des DS während der Entwicklung von Oryzias latipes und erklärt,
warum bei einem Dotterverlust keiner der Embryonen in der Lage ist, die Entwick-
lung erfolgreich abzuschlieÿen.

Veränderungen des DS nach der Beschallung
Bis zur Beschallung im Stadium II entwickelt sich das DS mit seinen Organellstruk-
turen unter dem Ein�uss einer natürlichen Spannung und besitzt eine Dicke von ca.
10 µm bis 20 µm. Bis dahin sind beide DS-Schichtungen und die Organellstrukturen
normal ausgebildet sowie die rER-Zisternen in parallelen Bahnen ausgerichtet. Eine
Verminderung der Spannung durch den Dotterverlust nach den Stoÿwellenapplika-
tionen führt unweigerlich zu einer Verdickung des DS und folglich auch zu internen
räumlichen Verschiebungen. Die beobachteten Desorganisationen der rER-Zisternen,
in Form von Verschiebungen der ursprünglichen Ausrichtung, oft in Begleitung von
Ribosomenablösungen und Dilatationen, sind nachvollziehbar.
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Ein weiteres Phänomen sind qualitativ unterschiedliche Bescha�enheiten des DS
verschiedener EmB(II). Allgemein ist festzustellen, dass das Zytoplasma jeweiliger
EmB(II) eine extreme Strukturdichte (Abb. 113, S. 159) und Strukturarmut (vgl.
Abb. 111 und 112, S. 157f) aufweisen kann:

� Extreme Strukturdichte im DS
Dieses Phänomen läÿt sich sehr wahrscheinlich auf eine gestörte Dotterver-
dauung mit einer Akkumulation von Nährsto�en im Zytoplasma des DS zu-
rückführen. So ist in DS von EmB(II) eine groÿe Dichte osmiophiler Granula
nachzuweisen. Es gilt zu überprüfen, ob es sich hier um Glykogen handelt. Die
Granula stimmen in Form und Elektronendichte mit vergleichbaren Strukturen
von Glykogen aus der gängigen Literatur (David, 1970; Fawcett, 1973) überein.
Bei den geschädigten DS der EmB(II) besteht die Wahrscheinlichkeit, dass sich
Nährsto�e innerhalb des DS akkumuliert haben und infolge der Funktionsstö-
rung des veränderten DS nicht zum embryonalen Gewebe weitergeleitet worden
sind.

Vom Dottersynzytium ausgehend lassen sich die bereits beschriebenen Zyto-
plasmafortsätze nachweisen, die Granula an die Dottergefäÿe weitergeben. Dar-
aus kann geschlossen werden, dass die vom DS aufgearbeiteten Nährsto�e an
das Blut weitergegeben und damit an das Gewebe des Embryo gelangen. Eine
Schädigung oder Degeneration eben jener Zytoplasmafortsätze des DS bei den
EmB(II) könnte einen Stau der Nährsto�e im DS hervorrufen, vorausgesetzt,
das DS arbeitet weiterhin mehr oder weniger kontinuierlich den Dotter auf.
Dies würde die extreme Elektronendichte des Zytoplasmas einiger DS erklären.

Vergleichbare granuläre Strukturen sind von Barnard u. Lajoie (2001) in ge-
schädigten Zellen beobachtet worden. Groÿe Mengen an Glykogen im Zytoplas-
ma konnten in pathologisch veränderten Zellen eines Angiomyolipoms nachge-
wiesen werden. Die Glykogengranuladichte in deren elektronenmikroskopischen
Darstellungen gleichen den Glykogenanreicherungen im DS der EmB(II). Des
Weiteren war der optische Eindruck aus Abb. 113 (S. 159) mit der Darstellung
ausgeprägter mutmaÿlicher Glykogenakkumulation im DS strukturell vergleich-
bar mit der einer Glykogenakkumulation aus Leberzellen bei einer Glykogenose
(David, 1970). Als Gründe für diese Symptomatik werden defekte Enzyme an-
geführt. Ob im DS der EmB(II) ebenfalls defekte Enzyme vorgelegen haben
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könnten, bedarf einer weiterführenden immunhistologischen Überprüfung.

� Extreme Strukturarmut im DS
Daneben existierten, vermutlich aufgrund einer gestörten oder eingestellten
Dotterverdauung, geschädigte Formen des DS mit Zytoplasma, bestehend aus
sehr spärlichen und kaum erkennbaren Strukturen (vgl. Abb. 111, 112, S. 157
f.). Ähnliche E�ekte eines sehr strukturarmen DS fanden sich in den Darstel-
lungen der Ultrastrukturen des DS von Zebra�schen bei Hagedorn et al.
(1998) wieder. Hier ist das DS durch Einfrieren und Wiederauftauen zerstört
worden. Somit kann geschlussfolgert werden, dass das DS der hier untersuchten
EmB(II) mit der au�älligen Strukturarmut einer hochgradigen allumfassenden
Dysfunktion unterliegt.

Zusammenfassend kann postuliert werden, dass die Auswirkungen eines geschädigten
DS die Einschränkung oder Einstellung der Verdauung des Dotters und/oder die In-
hibition des Nährsto�transportes bedeuten. Eine Unterversorgung der embryonalen
Gewebeanlagen mit Nährsto�en ist damit unvermeidlich. Zusätzlich kann einerseits
der für die Entwicklung wichtige Signalsto�wechsel seitens des geschädigten DS ge-
stört oder eingestellt werden, was die Entwicklungsverzögerungen bzw. -Stagnationen
begründet. Folglich werden die Gewebe durch den Nährsto�mangel geschädigt, was
zu Dysfunktionen entsprechender Organanlagen führt. Es ist schlüssig, dass bei ei-
ner nicht regenerierbaren Nährsto�zufuhr durch Strukturveränderungen des DS bei
Dotterverlust, die Gewebe in Nekrosen untergehen. Dies wird während der weiteren
Entwicklung nach den Stoÿwellenapplikationen als grobkörnige Trübungen in em-
bryonalen Gewebeanlagen unter dem Stereomikroskop sichtbar und signalisiert deren
Absterbeprozess.

5.4.3 Histologie geschädigter Gewebeanlagen
entwicklungsgestörter Versuchsembryonen

Die, in den Untersuchungen für die vorliegende Arbeit festgestellte hohe Diversität
licht- und elektronenmikroskopischer Erscheinungsformen � mit oftmals schwer ein-
zuordnenden pathologischen Veränderungen � soll im Folgenden auf die markantesten
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Merkmale beschränkt werden. Die Zuordnungen der Ultrastrukturen und deren pa-
thologische Veränderungen erfolgen nach David (1970) und Fawcett (1977). Zu
den beschallten Stadien IV+/V- zu Peters et al. (1998) werden lediglich Ergänzun-
gen vorgenommen. In diesem Sinne soll der folgende Abschnitt einen Überblick über
intrazelluläre pathologische Veränderungen der EmB(II) geben:

5.4.3.1 Allgemeine pathologische Organellveränderungen

Vakuolisierungen

Als einer der häu�gsten zytopathologischen Erscheinungen sind Vakuolisierungen
nachgewiesen worden. Vakuolisierungen sind jene Veränderungen, die als atypische
Hohlräume innerhalb von Organellen und Zytoplasma auftreten und �üssigkeits-
gefüllt sind (David, 1970). Das begründet die elektronenmikroskopisch au�älligen
Hohlräume in Gewebe, Zellen sowie Organellen mit einer nicht vorhandenen oder
kaum sichtbaren Elektronendichte. Vakuolisierungen entstehen aufgrund von Ver-
änderungen des Zytoplasmas, Dilatation des ERs und perinukleären Zisternen der
Kernmembranen, des Golgi-Apparats sowie Schwellungen der Mitochondrien. Eine
Rückbildung ist möglich.

Insbesondere Vakuolisierungen in Mitochondrien gelten als deutlicher Hinweis auf no-
xische Ein�üsse und massive Schädigung der Zelle. Laut Riva u. Tandler (2000)
lassen sich Vakuolisierungen im Bereich des Zwischenmembranraumes an Mitochon-
drien nekrotischer Gewebe nachweisen. Dies steht im Konsens mit den Interpretatio-
nen der zytopathologischen Veränderungen in den nekrotischen Gewebeanlagen der
hier untersuchten EmB(II), bei denen Vakuolisierungen durch die optisch wirksamen
Ober�ächen das Licht streuen und somit für den Trübungse�ekt verantwortlich zu
sein scheinen. Dabei können die Vakuolisierungen von Mitochondrien sich sehr wahr-
scheinlich bis zur vollständigen Au�ösung der Cristae steigern. Dies wird ausführlich
im kommenden Abschnitt 5.4.3.2 (S. 208) diskutiert.

Myelinisierung

Im Dotter der EmB(II) sind lamelläre Körper nachgewiesen worden (vgl. Abb. 71,
S. 119), die allgemein unter den Begri� Myelinisierung einzuordnen sind. Myelini-
sierungen sind ein Hinweis auf eine erhebliche Funktionseinschränkung und Schädi-
gung einer Zelle und können die Vorstufe eines Nekrose-Prozesses darstellen. Diese
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Bezeichnung für Membranproliferationen der Auÿenmembranen diverser Organellen
umschreibt die Wiedergabe eines optischen Eindrucks, der an die Wicklung einer
Myelinscheide erinnert. Bei den betro�enen Organellen kann es sich um ER-Bereiche,
Kernhüllen und Mitochondrien handeln (David, 1970). Treten Myelin�guren auf, so
bedeutet das meist den �point of no return� für den bevorstehenden Tod der Zelle
(La Via u. Hill, 1971). Eine eindeutig dem ER zuzuordnende Form einer Mye-
linisierung sind die lamellären Körper (= Myeloidkörper oder �Fingerprint-Body�).
Diese aus rER- oder ER-Membranen gebildeten Myelin�guren (Review: Ghadially,
1999) treten insbesondere bei chronischem Vitamin-E-Mangel oder stetigem Hunger-
zustand auf (David, 1970)

5.4.3.2 Spezielle pathologische Organellveränderungen

Pathologisch veränderte Mitochondrien

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen zeigen diverse Veränderungen von
Mitochondrien bzw. das Vor�nden mutmaÿlicher Mitochondrienreste. Zur Übersicht:
Mitochondrien können in verschiedenen Zustandsformen auftreten: orthodox, kon-
densiert, geschwollen (Kwiatkowska, 1981) und schlieÿlich ruptiert, wobei ersterer
der vier Zustände der normale und funktionstüchtige ist. Die restlichen drei stellen
pathologische Veränderungen dieses Organells dar. In einer Zelle können orthodoxe,
kondensierte sowie geschwollene Mitochondrien zugleich vorkommen (David, 1970).
Nach Darstellungen dieses Autors sind im orthodoxen Mitochondrium die �Element-
partikel� über einen Stiel mit den in der Crista-Membran enthaltenen Strukturpro-
teinen der Basalplatten verbunden. Ein Verlust dieser Elementpartikel führt zur Be-
hinderung bzw. Unterbrechung des Elektronentransports und damit zu einer Unter-
brechung der ATP-Synthese. Die Elementpartikel enthalten an ihren Kopfenden u. a.
Oligomycin emp�ndliche ATPasen, sowie Cytochrom B, C und C1. Cytochrom C lei-
tet im Falle einer mitochondrialen Schädigung die Apoptose-Kaskade ein (Alberts
et al., 2004).

Kondensierte Mitochondrien sind durch au�ällige Erhöhung ihrer Osmiophilität und
damit ihrer Elektronendichte gekennzeichnet. Laiho u. Trump (1975) haben keine
Korrelation zwischen dem relativen Anteil kondensierter Mitochondrien und ADP
in der Zelle festgestellt, bestätigen aber eine gehemmte ATP-Synthese. An solchen
Mitochondrien ist eine Reduzierung der phosphorylierenden Enzyme, der ATPase
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und Sukzinodehydrogenase beobachtet worden. Zusätzlich ist der Anteil an ADP im
Vergleich zu ATP erhöht (Kwiatkowska, 1981). Es ist somit nicht mehr genügend
Energie in Form von ATP vorhanden, um wichtige Zellfunktionen, wie z. B. die der
Ionenpumpen, in vollem Umfang zu gewährleisten (Peters, 1998). Zusammenfas-
send ist festzustellen, dass bei Anwesenheit kondensierter Mitochondrien ein akuter
ATP-Mangel in der Zelle vorliegt.

Eigene Beobachtungen zeigen, dass bei geschwollenen Mitochondrien (vgl. Abb. 125,
S. 170) sich im Organell infolge von Flüssigkeitsansammlungen Vakuolisierungen bil-
den können, die das gesamte Mitochondrium ausfüllen können. Begleitet wird das
Anschwellen oft durch Rupturen und Degeneration der Crista-Membran (David,
1970).

Es ist schwierig, mit absoluter Sicherheit ruptierte Mitochondrien als solche zu be-
stimmen, wenn die Schnittebenen auÿerhalb der Verletzung des Organells liegen. Je
nach Gröÿe des Risses in der Membranen wird der Inhalt der Mitochondrien mehr
oder weniger vollständig ins umgebende Zytoplasma entlassen. In Kombination mit
Lyseprozessen der Cristae, die häu�g bei geschädigten Mitochondrien beobachtet
werden können (David, 1970), bleibt eine mehr oder weniger leere Membranhülle
übrig. Den Ursprung einer solchen Membranhülle ohne Immunfärbung herzuleiten
ist schwierig, denn sie könnte zu anderen Organellen gehören. So kann eine entspre-
chend angeschnittene dilatierte ER-Zisterne ein ähnliches Bild im Elektronenmikro-
skop ergeben. Damit sind leere Membranhüllen mit gröÿter Vorsicht zu interpretieren,
auch wenn Gröÿe, Form in etwa mit einem ehemaligen Mitochondrium übereinstim-
men könnten und teilweise Andeutungen von Cristae ähnlichen Strukturen erkennbar
sind. Ein Grund, der im vorliegenden Fallbeispiel (vgl. Abb. 102, S. 147) für Mit-
ochondrienhüllen spricht, sind Membranfragmente im Lumen der Hüllen, die mit
ihren mäandrierenden Strukturen an Cristae erinnern.

Sonstige Erscheinungsformen, wie eine Hypertrophie zu Riesenmitochondrien (vgl.
Abb. 58, S. 105), stellen einen Kompensationsvorgang infolge eines chronischen ATP-
Mangels dar (David, 1970). So kann z. B. absoluter Hunger eine Vergröÿerung von
Mitochondrien auslösen. An hypertrophierten Mitochondrien kann ein vermindertes
Verhältnis von Phosphor/Sauersto� und eine Entkopplung der oxidativen Phospho-
rylierung nachgewiesen werden. Das gemeinsame Auftreten verschiedener Zustands-
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formen der Cristae in hypertrophierten Mitochondrien wird von Riva u. Tandler
(2000) in Oncozyten von Speicheldrüsentumoren beschrieben. Die Autoren stellen
das vereinte Vorkommen intramitochondrialer Vakuolisierungen, laminarer Stapel-
bildung und lückenhafter Cristae inklusive Au�ösungserscheinungen innerhalb eines
einzigen Mitochondriums dar.

Pathologisch veränderte Zellkerne:

In den elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Retinaanlagen der EmB(II)
konnten regelhaft polymorphe Kerne beobachtet werden (vgl. Abb. 57, S. 104). Bei
polymorphen Zellkernen handelt es sich um Kerne mit Faltungen der Kernhülle,
die nach gängiger Lehrmeinung ein zellpathologisches Symptom darstellen (David,
1970). Bei einer Kernpolymorphie kann die äuÿere Form jede erdenkliche Gestalt mit
Lobulationen, E- und Invaginationen annehmen. Sehr häu�g sind polymorphe Ker-
ne in neoplasischen Zellen zu �nden (Barnard u. Lajoie, 2001; Biernat et al.,
2001; Cha et al., 2000; Hiroshima et al., 1999; Martinez et al., 2003; Seo et al.,
2003). Ursachen für dieses Phänomen werden allerdings nicht angegeben. Sehr aus-
geprägt treten polymorphe Kerne, begleitet von Myelinisierungen und geschwollenen
Mitochondrien in Geweben von Xanthomatose-Patienten auf (Betts et al., 2001).
Bei Xanthomatose handelt es sich um eine autosomal-rezessiv erbliche Fettsto�wech-
selstörung (de Gruyter, 2002) mit Ernährungsde�ziten der Gewebe. Ausgeprägte
Polymorphien der Kerne lassen sich im Endothel und in Podozyten des Nierengewe-
bes unter Ein�uss toxisch wirkender Medikamente nachweisen (Kohn et al., 2002).
Zusätzlich sind in diesen untersuchten Geweben schwerwiegende pathologische Ver-
änderungen mit zuvor beschriebenen Vakuolisierungen, geschwollenen Mitochondrien
und Myelin�guren zu beobachten gewesen. Auch Stoÿwellenapplikationen auf Zell-
sphäroide verursachen intrazelluläre Veränderungen der Kerne in Form von Schrump-
fungen der Nuclei und Faltungen der Kernhüllen (Steinbach, 1992).

5.4.3.3 Apoptose und Nekrose in Geweben der EmB(II)

Nach den Stoÿwellenapplikationen endeten die EmB(II) mit ihren vielseitigen, indi-
viduellen Schadensmustern und Symptomen, bis auf eine Ausnahme ohne Dotter-
verlust, letztendlich in Entwicklungsstagnationen und -Abbrüchen, egal bis zu wel-
chem Stadium sich die EmB(II) entwickelten. Trotz der festgestellten Vielseitigkeit
an Schadensmustern, waren Nekrosen und Apoptosen als gemeinsamer Nenner in
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individuellen Ausprägungen zu beobachten. Die folgenden Absätze sollen zu einem
Überblick über Nekrosen sowie Apoptosen und deren Rolle, als Folge der Beschal-
lungen, verhelfen.

5.4.3.3.1 Nekrose

Eine Nekrose ist im Gegensatz zur Apoptose ein provozierter Zelltod (David, 1970;
De Gruyter, 2002), ein passiver Vorgang also, der durch chemische oder mecha-
nische Verletzungen der Zelle verursacht wird (Pollack u. Leewenburgh, 2001).
Der Vorgang umschreibt Veränderungen einer Zelle oder eines Zellverbandes beim
Auftreten des Zelltodes nach einem irreversiblen Ausfall der Zellfunktionen. Erkenn-
bar ist eine Nekrose z. B. an einer Zellkernveränderung (Kernpyknose, Karyorrhexis3,
Karyolyse) oder am Platzen oder Aufreiÿen der Zellmembran, begleitet von der da-
mit einhergehenden Verteilung des Zellinhaltes in die Umgebung. Neben der Ruptur
kann der nekrotische Vorgang in folgende zwei Erscheinungsformen unterteilt werden
(David, 1970; De Gruyter, 2002):

A) Koagulationsnekrose:
Koagulationsnekrosen �ndet man z.B. in Gewebebereichen mit lokalen Ischämi-
en4 (z. B. Infarkte) oder nach der Einwirkung von Säuren und Salzen auf Gewe-
be. Durch Hitze oder Säuren werden intrazelluläre Gerinnungsvorgänge einge-
leitet. Es folgen Verdichtung des Zytoplasmas sowie das Schrumpfen der Kern-
membran und der damit verbundenen Pyknose des Zellkerns. Die Organellen
sind dabei unter dem Elektronenmikroskop mühsam oder gar nicht erkennbar.

B) Kolliquationsnekrose (sog. Erweichungsnekrose):
Die Kolliquationsnekrose �ndet als Ver�üssigung der nekrotischen Zellen statt,
wobei das betro�ene Gewebe oftmals keine Strukturen, abgesehen von Zell-
debris, aufweist. Kolliquationsnekrose sind beispielsweise häu�g in Hirn- und
Rückenmarksbereichen anzutre�en, die infolge eines Schlaganfalls geschädigt
werden sowie in Bauchspeicheldrüsen bei akuter Pankreatitis und im Magen-
Darm-Trakt nach Verätzungen mit Basen.

3Karyorrhexis ist eine Kernfragmentierung während eines Nekroseprozesses.
4Durchblutungsmangel
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5.4.3.3.2 Apoptose

Apoptose ist ein programmierter Zelltod (Alberts et al.; 2004) und ist 1972 von
Kerr u. Wyllie erstmalig so benannt worden, die in ihr eine Sonderform der Ne-
krose sahen, während in der modernen Literatur Apoptose und Nekrose als jeweils
verschiedenartige Prozesse angesehen werden (De Gruyter, 2002; Alberts et al.;
2004). Dies wird damit begründet, dass sich der Zelltod durch Apoptose � im Gegen-
satz zur Nekrose � durch genetische Informationen der betro�enen Zelle selbst regu-
liert. Damit ist Apoptose als eine Fähigkeit einer Zelle zu verstehen. Mikroskopisch
ist eine Apoptose daran zu erkennen, dass die Zellen stark schrumpfen, hauptsächlich
nur einzelne Zellen innerhalb eines Gewebeverbandes betro�en sind und die Zellen
und Organellen weiterhin von einer Membran umgeben sind. Zusätzlich kommt es zur
Defragmentation der DNA. Oft ist die DNA bzw. der Inhalt des Kerns halbmond-
förmig und homogenisiert mit hochgradiger Elektronendichte. Im fortgeschrittenen
Stadium entwickeln sich die Zellen zu apoptotischen Körperchen, die ebenfalls durch
eine intensive Färbung im Lichtmikroskop und elektronenmikroskopisch sehr elektro-
nendicht in Erscheinung treten. (vgl. Abb. 82 - 85, S. 130�).

Apoptose ist u. a. die Grundlage einer geregelten Embryogenese und Gewebehomöo-
stase, etwa als Schutz vor Neoplasien. Apoptose spielt eine wichtige Rolle bei der
Zytostatikawirkung, Strahlentherapie und anderen therapeutischen Verfahren (De
Gruyter, 2002), wo sie in den Zielzellen ausgelöst werden soll. Die intrazelluläre
proteolytische Kaskade, die zur Apoptose führt, ist in allen tierischen Zellen ähnlich
und wird u.a. durch die Ausschüttung von Cytochrom C aus defekten Mitochondrien
in Gang gesetzt.

Durch Stoÿwellenapplikation direkt und indirekt ausgelöste Nekrosen:

Die mikroskopische Auswertung von EmB(II) mit Gewebszerstörungen oder Trübun-
gen unmittelbar nach der Beschallung hat ergeben, dass diese Trübungen sich in Form
von Nekrosen zeigen, die durch direkte Verletzungen der Zellen bzw. der Zellmem-
branen verursacht worden sind. Ähnliche Stoÿwellene�ekte in Form von Gefäÿwand-
nekrosen sind auch bei Nabelschnüren direkt nach einer Beschallung nachgewiesen
worden (Steinbach, 1992). Auch werden Nekrosen in der Epidermis durch UVB-
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Bestrahlungen an frisch geschlüpften O. latipes-Larven hervorgerufen (Armstrong
et al., 2002). Die Autoren beschreiben Merkmale einer Koagulationsnekrose, wie sie
auch am Beispiel von Linsenepithelzellen eines EmB(II) beobachtet worden sind (vgl.
Abb. 77, S. 126). Diese histopathologischen Erscheinungen sind in nekrotischen und
apoptotischen Geweben bzw. Gewebeanlagen wieder zu �nden, die diversen schädi-
genden chemischen und physikalischen Ein�üssen, u. a. auch Stoÿwellen von Litho-
triptern, ausgesetzt werden. So sind im Fokusbereich von beschallten Nierengeweben
Gewebeschäden in Form leichter Vakuolisierungen bis ausgeprägten Nekrosen nach-
gewiesen worden (Karlsen et al., 1991). Intrazellulär werden die Beobachtungen
geschwollener Mitochondrien, Akkumulationen von elektronendichten Granula und
Myelin�guren beschrieben.

Während der weiteren Entwicklung geschädigter EmB(II) sind grobmorphologische
Symptome, wie Mikrophthalmien, Kreislaufverlangsamungen, Kreislaufzusammen-
brüche, Perikardialödeme sowie Trübungen des Embryos kurz vor dessen Tod be-
obachtet worden. Nach bisherigen Beobachtungen ist histologisch an Geweben, die
von diesen Symptomen betro�en sind, ab dem vierten Tag nach den Versuchen, spä-
testens mit Auftreten einer Trübung, mit einem Entwicklungsabbruch und Absterben
zu rechnen. Sehr wahrscheinlich gehen die Gewebe dabei, wie elektronenmikroskopi-
sche Untersuchungen ergeben haben, an Kolliquationsnekrosen unter (vgl. S. 211).

Durch Stoÿwellenapplikation ausgelöste Apoptosen

Neben Nekrosen sind auch apoptotische Veränderungen beobachtet worden, wie sie
im Fallbeispiel einer vollständigen Zerstörung von Axialorganen (Corda dorsalis und
Rückenmark) zu sehen sind (Abb. 91, S. 139). Die ursprünglich die Corda dorsalis um-
gebende Muskelanlage läÿt keine Di�erenzierungen mehr erkennen. Auch wenn eine
Apoptose oft erst einen Tag nach der Beschallung (Beobachtungszeitpunkt t2) fest-
gestellt worden ist, so muss geprüft werden, ob sie auch als eine direkte Auswirkung
der Stoÿwellenapplikation betrachtet werden muss. Yasuda et al. (2006) zeigen in
lichtmikroskopischen Schnitten ähnliche Phänomene bei Hirnanlagen ab 24 Stunden
nach einer Röntgen-Bestrahlung von O. latipes-Embryonen im Entwicklungsstadien
II+. Die Autoren bezeichnen die Veränderungen der Zellen lediglich als abgestorbene
Zellkluster. Sie gehen trotz beschriebenem Apoptose-Test nicht auf das Ergebnis des
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Tests ein. Im Unterschied zu den EmB(II) sind in den bestrahlten Gewebeanlagen
die betro�enen Zellen relativ gleichmäÿig über den Schnitt verteilt.

Selbst wenn die Gewebe direkt nach der Beschallung noch intakt zu sein schei-
nen, kann die Apoptose als ein aktiver zellulärer Vorgang schon eingeleitet worden
sein. So können durch die Stoÿwellenapplikationen auch Mitochondrien geschädigt
werden, was auf Seite 208 ausführlich beschrieben wird. Mit der damit verbunde-
nen Ausschüttung von Cytochrom C werden die Caspasen aktiviert und dadurch
die Apoptose-Kaskade gestartet (Alberts et al., 2004; Cantrell et al., 1998;
De Gruyter, 2002; Piechotta, 1999). Sichtbare Auswirkungen dieser Apoptose-
Prozesse bei EmB(II) sind jedoch erst Stunden bis hin zu einem Tag nach ihrer
Beschallung und damit ihrer Auslösung erkennbar. Somit kann in Erwägung gezogen
werden, dass die Apoptose unmittelbar auf Stoÿwellen zurückzuführen ist, obwohl
die Auswirkungen frühestens erst ab Beobachtungszeitpunkt t2 in Form typischer
Apoptosekörperchen sichtbar werden (vgl. Abb. 84, S. 132 und Abb. 85, S. 133).

Auf diese Weise kann ein hoher Anteil untergehender Zellen von Axialorganen zur
allgemeinen Entwicklungsstagnation führen. Axialorgane sind maÿgeblich an der In-
itiierung der Somitendi�erenzierung beteiligt (Rong et al., 1992). Es ist seitens letzt
genannter Autoren bewiesen worden, dass sich die Somiten nach einer operativen
Entnahme der Corda dorsalis und Rückenmark beim Hühnerembryo nicht weiter-
entwickeln und letztendlich in einer Nekrose untergehen, was im Konsens mit den
eigenen Ergebnissen steht. Es ist somit nachvollziehbar, dass die Entwicklung an
derartig geschädigten Versuchsembryonen nach der Beschallung stagniert und zum
Absterben führt.

Apoptose-Prozesse können in leukämischen Zellen durch Ultraschallbehandlungen
ausgelöst werden (Lagneaux et al., 2002). Die Autoren haben die Aktivierung der
Caspase 3 und eine Veränderung des bcl-2/bax-Verhältnisses zu Gunsten des bax
nachgewiesen. Zur Erläuterung: Bcl-2-Proteine blockieren und bax-Proteine fördern
den Ausstoÿ von Cytochrom C aus dem Mitochondrium. Ebenso kann mit Hilfe
von Toxinen (z. B. Dioxinderivate) u. a. auch bei O. latipes Embryonen Apoptose
ausgelöst werden (Cantrell et al, 1996). Hier ist durch das Dioxin TCDD eine
hohe Apoptose-Rate in den Zellen der Vena vitellina induziert und in Embryonen
der Entwicklungsstadien II+ und IV nachgewiesen worden. Vergleichbare Bilder zei-
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gen Chondrozyten im Endstadium der Apoptose (Kouri-Flores et al., 2002). Es
tritt dabei ebenfalls die typische Osmiophilität des Zytoplasmas, gepaart mit Vakuo-
lisierungen auf, so wie sie in den Gewebeanlagen geschädigter Versuchsembryonen
beobachtet worden sind.

Neuronale Schäden, in Form apoptotischer Strukturen lassen sich durch O2-Mangel
erzeugen (Naganska u. Matyia, et al., 2002). Hier sind ebenfalls Vakuolisierungen
und deutliche Dilatation des ER nachweisbar. Mit fortschreitender Schädigung wird
das Zytoplasma elektronendichter, es enthält deutlich mehr Vakuolisierungen als zu
Beginn der Schädigung. Hier ist auch eine Verklumpung des Chromatins beobachtet
worden.

Aus der elektronenmikroskopischen Betrachtung von Gewebeanlagen der EmB(II)
ergeben sich Grenzfälle, bei denen keine sichere Aussage getro�en werden kann, ob
eine Nekrose oder Apoptose vorgelegen hat, wie in den Linsenepithelzellen der ge-
schädigten Versuchsembryonen (Abb. 77, S. 126):

� Für Nekrose spricht die Erkennbarkeit der Mitochondrien, eine Homogenisie-
rung des Chromatins sowie der Sachverhalt, dass ein zusammenhängender Zell-
verband betro�en war.

� Für Apoptose spricht die osmiophile Verdichtung und das Schrumpfen des Zy-
toplasmas.

Cha et al. (2000) vergleichen apoptotische mit nekrotischen Zellen mit Hilfe der
Elektronenmikroskopie. Im Konsens mit Moinfar et al. (2000) werden typische Er-
kennungsmerkmale der Apoptose aufgezeigt: Halbmondförmiges und marginal kon-
densiertes Chromatin, scharfe Abgrenzung sowie kondensiertes Zytoplasma. Jedoch
zeigen auch hier als nekrotisch bezeichnete Zellen gleichzeitig apoptotische Merkma-
le (nach David, 1970) in Form marginaler Chromatinkondensation auf. Zusätzlich
wird nach Moinfar et al. (2000) der Unterschied zwischen der passiv verlaufenden
Oncose5 und der aktiv initiierten Apoptose hervorgehoben, wobei die Autoren die
Meinung vertreten, dass beide Prozesse am Ende zwingend in eine allumfassende
Nekrose übergehen. Diese These unterscheidet sich somit von den anderen zitierten
Autoren, die in der Nekrose und Apoptose separate Vorgänge sehen (Alberts et al.,

5Bei der Oncose wird aufgrund eines ATP-Schwundes die Permeabilität der Membranen extrem
erhöht, weshalb die Zelle und Organellen anschwellen und anschlieÿend in einer Nekrose unter-
gehen.
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2002; David, 1970; de Gruyter, 2002). Letztendlich lassen sich die Merkmale bei-
der Zelltod-Typen, die der Nekrose und Apoptose, vereint in der Darstellung der Lin-
senepithelzellen aus Abbildung 77 �nden. Um schlieÿlich Gewissheit zu bekommen,
wäre der Nachweis aktivierter Caspase z. B. durch einen �ApopTag In Situ Apoptosis
Detection Kit� (Oncorr) oder der Nachweis des Markers �P 450 1A� (Cantrell et
al., 1998; Guiney et al., 1997) notwendig.

Die elektronenmikroskopischen Darstellungen von nekrotischem Hirngewebe (vgl. 89,
S. 137) gleichen jenen Strukturen einer Nekrose bei osmotischen Zellen aus Moin-
far et al. (2000) (Abb. 133). Als Ursache für derartige Zustände wird eine erhöh-
te Permeabilität der Zellmembran infolge eines Verlustes der Ionenpumpenaktivität
benannt, was eine Schwellung des Zytoplasmas, des Kerns sowie eine ungeordnete

Abb. 133: Luminalzellen eines Kar-
zinoms mit hochgradiger
Nekrose, 36000-fach
(Moinfar et al. (2000).

DNA-Fragmentierung zur Folge hat. Insbeson-
dere gleicht die vom letztgenannten Autor dar-
gestellte Homogenisierung des Chromatins oh-
ne eine Verkleinerung des Nucleus sowie ausge-
prägte Vakuolisierungen der Situation im dar-
gestellten Hirngewebe der EmB(II). Typisch für
fortgeschritten nekrotische Gewebe dieser Art ist
das Vorkommen kleiner Lipidtröpfchen (David,
1970), wobei jene Lipide das Resultat abgebau-
ter Membranlipide sein können. Das Phänomen
ist als Verfettungserscheinung nach Bestrahlun-
gen bekannt. Eigene Beobachtungen und Aus-

schnitte einer untersuchten nekrotischen Retinaanlage zeigen ein vergleichbares Bild
(vgl. Abb. 61, S. 109).

5.4.3.4 Histopathologische Veränderungen spezi�scher Gewebe

Dieser Abschnitt befasst sich mit licht- und elektronenmikroskopischen Veränderun-
gen von Geweben der EmB. Dabei werden sowohl bereits beschriebene zytopatholo-
gische Phänomene als auch gewebespezi�sche Veränderungen näher beleuchtet:
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Muskelgewebe

Da die geschädigten Embryonen keinem normalen Entwicklungsverlauf, sondern indi-
viduellen Entwicklungsverzögerungen unterlegen sind, ist die Möglichkeit in Betracht
zu ziehen, dass die in dieser Arbeit diagnostizierten Muskeldystrophien womöglich
eine nicht vollendete Di�erenzierung der Muskelzellen mit fehlerhafter oder nicht
fertiger Ausbildung der Myo�lamente darstellen. Bei einer Muskeldystrophie begin-
nen sich erst die Myo�lamente abzubauen, während die Sarkomeranordnung erhal-
ten bleibt (David, 1970). Im späteren Stadium fragmentieren die Z-Streifen und die
Myo�brillen zerfallen vollständig mit anschlieÿender Au�ösung. Die von Tandler
et al. (2002) beschriebene Cardiomyopathie mit Zerreiÿen der Myo�brillen gleichen
jenen Ultrastrukturen, wie sie in folgenden Abbildungen zu �nden sind: Abb. 124
(S. 169), 125 (S. 170), 128 (S. 172) und 129 unten (S. 173). Im Vergleich dazu sind
zwar in normal entwickelten Kontrollen im Stadium IV die Muskelanlagen noch nicht
vollständig ausdi�erenziert, jedoch zeigten die Kontrollen keine Myo�brillenfragmen-
te (vgl. Abb. 121, S. 166). Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, dass es sich bei den
vorliegenden Strukturen um eine ausgeprägte Muskeldystrophie mit einem Untergang
von Myo�brillen handelt.

Gleich aussehende Strukturen beschreiben Myoshi u. Yamamoto (2001) als Des-
organisation der Muskelfasern. Als Ursache dieser Muskelfaser-Desorganisation wird
Proteinmangel benannt. In den dort untersuchten Sarkomeren sind Areale mit feinen
dichten Filamenten, Verlängerung der Fibrillen und Verschiebungen der Z-Linien
zu beobachten. Damit lieÿe sich die Übereinstimmung dieser Beschreibungen mit
den von den EmB(II) vorliegenden Darstellungen der Muskeldystrophien und/oder
-Fehlentwicklungen mit einem Nährsto�mangel begründen. Damit ergibt sich eine
mögliche Kombination aus Fehlentwicklung und Muskeldystrophie für die pathoge-
nen Strukturen der Muskelgewebe in der vorliegenden Arbeit.

Lichtmikroskopische Untersuchungen des Muskelgewebes von Fischembryonen, die
mit dem Herbizid Thiobencarb behandelt worden sind (Villalobus et al., 2000),
zeigen � wie die EmB(II) � nekrotisches Muskelgewebe, erkennbar an Vakuolisierun-
gen und unterbrochenen Muskelfaserbündeln. Vakuolisierungen dieser Art können
ebenfalls in den Muskelzellen von Patienten mit einer Phosphat-Vergiftung (Tama-
ron) nachgewiesen werden (Kaya et al., 1992). De Palma et al. (2000) beschrei-
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ben Strukturen fragmentierter Myo�lamente bei rheumatischer Myositis. Gleichartige
Strukturen sind auch in den embryonalen Muskelanlagen geschädigter Versuchsem-
bryonen beobachtet worden (vgl. Abb. 124, S. 169 und 125, S. 170).

Eine weitere Form pathologischer Veränderungen im Schwanzmuskelbereich, die in
den elektronenmikroskopischen Untersuchungen beobachtet worden ist, ist die Proli-
feration von Filamenten. Aufgrund der Dicke, der Struktur, den umschlossenen Mit-
ochondrien, quergeschnittenen Faserbündel in Abb. 122 (S. 167)sowie der Lage dieser
Strukturen im Schwanzbereich der Muskelanlage, könnte es sich hier um Bündel aus
Aktin�lamenten handeln, was allerdings noch eine Absicherung durch immunhistolo-
gische Untersuchungen erfordert. Jedenfalls läÿt das Umschlieÿen von Mitochondrien
den Schluss zu, dass es sich hierbei um intrazelluläre Filamentstrukturen handelt, die
bei keinem Kontrollembryo beobachtet worden ist.

Diverse Autoren interpretieren solche Phänomene vollkommen unterschiedlich: Von
Comin et al. (2000) werden derartige Strukturen als Zebrabody und als osmiophile
Membranen innerhalb eines Lysosomes benannt, von Ordónez u. MacKay (2000)
als �lamentöse Strukturen oder Proenzyme (Abb. 135), und von Howell et al.
(2003) werden Zebrabodies als Kollagen�lamente bzw. Fibrinbündel interpretiert.
Diese Interpretationen lassen sich für die Abbildungen 134 und 135 nicht nachvoll-
ziehen.

Abb. 134: Comin et al. (2000): Osmiophi-
le Membranen in einem Lyso-
som als sog. Zebrabodies bei Pa-
tienten mit dem Fabry-Syndrom
(= Fettsto�wechselstörung).

Abb. 135: Ordónez u. MacKay (2000): Ge-
schwungene �lamentöse Strukturen
in einer Pankreas-Karzinom-Zelle.
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5.4.4 Tabellarische Zusammenfassung der Befunde

Die in dieser Arbeit vorliegenden pathologischen Veränderungen von Organellen wer-
den in Tab. 4 dargestellt. Dabei wird ein Überblick über die in der Literatur beschrie-
benen Möglichkeiten gegeben, mit der die aufgelisteten Veränderungen zu provozieren
sind. Als �roter Faden� ziehen sich Mangelzustände in den Geweben als Auslöser der
benannten zytopathologischen Phänomene durch die tabellarische Au�istung:

Tab. 4: Zusammenfassung zytopathologischer Erscheinungen und deren Provokation (verkürzt nach Da-
vid, 1970). Die Bezeichnung �div. Toxine� umfasst eine groÿe Liste an organischen und anorgani-
schen Sto�en (z. B. CCl4, Dioxin, div. Pharmaka oder Schwermetalle und deren Salze), die hier
aus Gründen der Überschaubarkeit nicht weiter aufgeschlüsselt werden. Die Abbildungsnummern
repräsentieren Darstellungen der Beobachtungen an EmB(II), die den vom Autor beschriebenen
Strukturen entsprechen.

Organell- Provozierbar durch das Abbildungs-
Veränderung Einwirken von Nummer

Chromatin-Verklumpung, Autolyse, Ischämie, Nekrose, Proteinmangel, Zytostatika, 53, 61
marginale Kondensation Virusinfektion, UV-Bestrahlung, radioaktive Bestrahlung, 99, 128

Hunger, Mangel an: Proteinen
Kernpolymporphie Hunger 57
Kernpyknose Bestrahlung, Infarkt, Virusinfektion, div. Toxine 84, 85
Kerneinschlüsse div. Toxine 61, 128

Mangel an: Proteinen
Au�ösung/Zerfall div. Toxine, Kälte, radioaktive Bestrahlung, UV-Bestrahlung 84, 85,89
der Kernmembran 100, 128
Myelin-Figuren radioaktive Bestrahlung, div. Toxine, Virusinfektion, 70, 71

Mangel an: Natrium 92, 128
Vesikuläre Umwandlungen, Autolyse, Totenstarre, Nekrose, Hypoxie, div. Toxine, 106
Dilatationen sowie radioaktive Bestrahlung, Kortison, retrograde Atrophie 118119
Vakuolisierungen des ER Amyloide, Virusinfektion, 128, 129

Mangel an: Vitamin (C, B), Proteinen, O2, Jod,
Veränderungen Quetschungen, Autolyse, Nekrose, Hypoxie, Kälte, 61, 68, 89
der Mitochondrien: Erwärmung, Ischämie, Infarkt, Stenosen, Ödeme, 101, 102, 111
Vakuolisierungen, Hepatitis, Ikterus, in Neoplasien, CO-Atmung, 119, 124, 125
Matrixherauslösung, Asphyxiea, in Neoplasien, Hypertrophie, Diabetes mellitus,
Verlust der Cristae, Virusinfektionen, Totenstarre, UV-Bestrahlungen, radioaktive
Schwellungen Bestrahlung, Glyceringabe, Kortison, Hydrokortison, div. Toxine,

Hunger, Mangel an: Vitamin C, B u. E, Ca, Cholin
Proteinen, Lysin, Vitamin E, Thiamin, Alanin, Polyensäure

aZustand von Kreislaufschwäche und Atemdepression bzw. -Stillstand
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Organell- Provozierbar durch das Abbildungs-
Veränderung Einwirken von Nummer

Matrixverdichtung Autolyse, Hypoxie, Infarkt, Hitze, Aderlass, Unterdruck 77, 93
kondensierter Rubinlaser, Bestrahlung, radioaktive Bestrahlung, 119, 124
Mitochondrien Protonenbestrahlung, Östrogen, div. Toxine, Glycerin,

Morbus Alzheimer, in Neoplasien, Virusinfektion
Mangel an: Nahrung, Ribo�avin, Vitamin E,O2

Hypertrophie zu Autolyse, Regeneration von Axonen, Infarkt, div. Toxine, 124
Riesenmitochondrien radioaktive Bestrahlung, partielle Erkrankungen des Darmes,

Dubin-Johnson-Syndroma, Herzinsu�zienz, chronische Hepatitis,
Muskeldystrophie, Trichinella spiralis, ZNS-Degeneration,
Muskelatrophie
Mangel an: Cholin, Proteinen, essentiellen Fettsäuren,
Polyensäure, Thiamin, Vitamin E, Nikotinsäure, O2, Na

Zunahme des Chronische Ischämie, Hypoxie, Axondurchtrennung, 113
Glykogengehaltes radioaktive Bestrahlung, Laserstrahlen, Kälte, Diabetis mellitus, 119

Thyreotoxidoseb, Kortison, Östrogen, Noradrenalin, div. Toxine,
Kobalt-Nekrose, ZNS-Degeneration, Denervationsathropie,
in Neoplasien, Hepatitis, Polyioencephalitis

aErbkrankheit der Leber, bei der die Ausscheidung konjugierten Bilirubins in die Galle gestört ist
bAuch als Hyperthyreose bezeichnet. Es handelt sich um eine krankhafte Überfunktion der Schilddrüse.

5.4.5 Fazit: Der Ein�uss von Stoÿwellen auf die
O. latipes-Entwicklung

Durch die Stoÿwellenapplikationen können die Membranen einzelner Zellen zerrei-
ÿen. Direkt nach der Beschallung sind, basierend auf derartigen Zellverletzungen,
nekrotische Bereiche nachweisbar. Schwer geschädigte, aber bis zu einem gewissen
Grad noch intakte Zellen beginnen, beispielsweise durch geschädigte Mitochondrien,
Apoptose-Kaskaden zu starten. Spätestens einen Tag nach der Beschallung sind die
Auswirkungen in Form von Apoptosekörperchen sichtbar. Sind durch die Apopto-
se maÿgebliche Precursoren nicht betro�en, so wird die Entwicklung vorerst, meist
verlangsamt, fortgeführt.

Durch die Beschallung und dadurch erfolgtem Dotterverlust werden auch das DS und
seine Organellen geschädigt, desorganisiert und in sich räumlich verschoben. Je nach
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Schädigung und Beeinträchtigung des DS �ndet eine eingeschränkte bis gar keine
Dotterverdauung statt. Gleiche Beeinträchtigungen gelten für den Nährsto�trans-
port über die Dottergefäÿe zu den embryonalen Gewebe. Dies ist zunehmend durch
Funktionsstörungen in Form jener Symptome zu beobachten, die erstmals ein bis
zwei Tage nach der Beschallung auftreten. Abgesehen von einer Unterversorgungs-
situation der embryonalen Gewebeanlagen mit Nährsto�en, dürften auch die Wege
des DS-gesteuerten Signalsto�-Sto�wechsels (z.B. bozozok und dharma) unterbro-
chen sein (vgl. 193). Infolge dessen verlangsamt oder stagniert die Entwicklung durch
zunehmende Funktionsstörungen mit dem Auftreten der beschriebenen Symptome.

Histopathologisch lassen sich die Auswirkungen der Beschallung wie folgt zusammen-
fassen:
Bei erfolgreicher Stoÿwellenapplikation der Versuchsembryonen können Zellen ruptie-
ren bzw. zerstört werden. Die zusätzlichen Veränderungen in den Zell- und Organell-
membranen durch die Beschallung führen zu einer Störung von Membranproteinen.
So können z. B. über fehlende oder funktionsuntüchtige Ionenpumpen die Permeabi-
litäten der betro�enen Membranen ansteigen. Betro�ene Gewebeanlagen zeigen eine
Nekrose als unmittelbare Auswirkung der Beschallung. Bei geschädigten Mitochon-
drien werden Apoptosekaskaden gestartet. Die verletzten Gewebe sind dann, infolge
der Lichtstreuung, als milchige Trübungen oder als Gewebszerstörung direkt nach
der Beschallung im embryonalen Gewebe sichtbar.

Sind im Falle einer Beschallung während der Organogenese wichtige Signal gebende
Anlagen betro�en, wird die Entwicklung mit der Beschallung maÿgeblich verlang-
samt, oder sie stagniert. Sind keine o�ensichtlichen Verletzungen der embryonalen
Anlagen sichtbar, treten Trübungen erst am Nachmittag des Versuchstages oder einen
Tag später auf, die auf Apoptosekörperchen zurückgeführt werden können. Dies war
bei EmB(II), bei denen erstmal nur ein starker Dotterverlust eingetreten ist, der
Fall. Eine Dysfunktion des DS zieht eine Störungs-Kaskade nach sich, die eine nor-
male Entwicklung unmöglich macht. In nekrotischen/apoptotischen Gewebeanlagen
folgt ein gestörter Zell- und/oder Signalsto�wechsel in Begleitung zytopathologischer
Veränderungen, z.B. in Form von Vakuolisierungen und Koagulationen des Zytoplas-
mas. Es tritt eine weitere, grobkörnige Qualität an Trübungen auf � charakteristisch
für Trübungen, die im Laufe der weiteren Entwicklung der EmB(II) entstehen. Auch
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hier kann der Trübungse�ekt mit Hilfe gestreuten Lichts durch Vakuolisierungen
sowie Verdichtungen und Verklumpungen begründet werden. Oft sind als erstes die
Anlagen des Gehirns und seiner Anhangsorgane, wie das Auge, von Entwicklungsstö-
rungen betro�en. Letztendlich stirbt der Embryo durch nekrotische Veränderungen
aller Gewebe, die als allumfassende Trübung des Embryos (nicht der Eihülle!) im
Stereomikroskop zu sehen ist.

Im Falle einer vorzeitigen, nur für die EmB(II) mit Dotterverlust typischen Verpil-
zung, dringt die vorerst wattige, die Innenseite des Chorions bedeckende, Hyphen-
schicht zum Embryo binnen max. drei Tagen vor. Dabei könnte für die Hyphen der
Nährsto�gehalt des Dotter-Perivitellar�üssigkeits-Gemisches, infolge des erlittenen
Dotterverlustes, eine entsprechend förderliche Wachstumsgrundlage darstellen.

Es werden abschlieÿend 4 Flussdiagramme dargestellt, die einen Überblick über den
Ein�uss der Stoÿwellen auf die embryonale Entwicklung von Oryzias latipes ergeben.
Abb. 136 befasst sich mit der Einwirkung der Stoÿwelle auf die Eihülle:
Bei beschallten und geschädigten Eiern ist die Entwicklung häu�g aufgrund der oben
beschriebenen beginnenden Verpilzung abgebrochen worden, die auf beschallungsbe-
dingte Strukturschwächung der Eihülle zurückgeführt werden kann. Dabei wirken die
oben beschriebenen Stoÿwellene�ekte (Kavitationen, Scherwirkungen) auf die Eihül-
le ein. Diese Form der Verpilzung, die an Kontrollen nicht beobachtet worden ist,
tritt ausschlieÿlich in den Eiern der EmB(II) auf. Die Abb. 137, 138 und 139 veran-
schaulichen den Ein�uss der Stoÿwellen auf Keimscheibe bzw. Embryo der jeweilig
beschallten Stadien Ia, II, und IV+/V-.
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Abb. 136: Wirkungskaskade der Stoÿwellen an O. latipes-Eiern im Allgemeinen. Es bestehen Im-
pedanzunterschiede an den Grenz�ächen von Wasser zur Eihülle und von dieser zur
Perivitellar�üssigkeit. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass Kavitationen und kavi-
tationsunabhängige Faktoren in Kombination die Struktur der Eihülle schädigen. In-
folgedessen wird die In�ltration von Pilzhyphen ins Eilumen und der Eihülle selbst
begünstigt.
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Abb. 137: Wirkungskaskade der Stoÿwellen an O. latipes-Embryonen, die im Stadium Ia beschallt
worden sind. Es bedarf weiterer Untersuchungen, um abzusichern, auf welche Weise
der Signalsto�-Sto�wechsel gestoppt wird und warum die Zellsphäre als solche in ihrer
Entwicklung verharrt.
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Abb. 138: Wirkungskaskade der Stoÿwellen an O. latipes-Embryonen, die im Stadium II beschallt
worden sind. Hier wird das Wirkgefüge der Symptome komplexer. Ein Entwicklungs-
abbruch erfolgt bei beginnender Verpilzung und bei einer totalen Trübung des EmB(II)
infolge des endgültigen Absterbens. DS = Dottersynzytiumschicht.



224 5 Diskussion

Abb. 139: Wirkungskaskade der Stoÿwellen an O. latipes-Embryonen, die im Stadium IV+/V-
beschallt worden sind. Im Gegensatz zu den beschallten Stadien I und II können sich
geschädigte Embryonen regenerieren und als gesunde Larven schlüpfen, was sich im
Vergleich zu den vorherigen Flussdiagrammen in einer weiteren Steigerung der Kom-
plexizität des Wirkgefüges zeigt. Bei Dotterverlust oder Trübungen sowie gravieren-
den Gewebszerstörungen kann eine allgemeine Regeneration der EmB(IV+/V-) ausge-
schlossen werden. In solchen Fällen ist ein erfolgreicher Schlupf nicht möglich.
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5.5 Anwendung der vorliegenden Erkenntnisse auf
die ESWT

Wie in der Fragestellung bereits aufgezeigt, soll geklärt werden ob die E�ekte, die
durch eine Beschallung verursacht werden, als Schäden oder lediglich als gezielte Ver-
änderung mit dem Ziel einer Schmerzfreiheit anzusehen sind. In diesem Kapitel soll
der Bezug der in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse zum therapeutisch analgeti-
schen E�ekt der ESWT hergestellt werden. Dazu werden als erstes die Grundlagen
des Schmerzes dargestellt:

5.5.1 Grundlagen Nozizeption

Chronische Schmerzen sind das Resultat pathophysiologischer Veränderungen. Des-
halb wird der Schmerz zur Schmerzkrankheit, zum chronischen Leiden (Zimmermann
u. Handwerker, 1984). Sichtbar werden diese Leiden beim Patienten z. B. durch
Schonhaltung, veränderter Physiognomie, Einschränkungen des Lebensvollzugs und
Veränderungen der sozialen Wechselbeziehungen. Der Mechanismus der Schmerzauf-
nahme und -Weiterleitung soll im folgenden Absatz kurz erläutert werden:

Aufbau und Funktion der Schmerzfasern:
Anatomisch betrachtet ziehen, vom Rückenmark ausgehend, a�erente Fasern in die
Körperperipherien und verzweigen sich zu ihren Endabschnitten in den Zielgeweben.
Hier �ndet durch noxische Ein�üsse (chemisch, mechanisch) eine Aktivierung statt
(v. Dühring u. Fricke, 2001). Diese a�erenten Fasern werden in A-β-, A-δ- und
C-Fasern unterteilt und bilden den Hauptanteil der peripheren Nerven (ca. 50%),
wobei nur die A-δ- und C-Fasern der Schmerzleitung zugeordnet werden. Die mye-
linisierten A-δ-Fasern (∅ 2-3µm) leiten den Reiz mit 15 m/s und die myelinlosen
C-Fasern (∅ 0,5-1µm) mit 1 m/s zum Rückenmark (Casey, 2000; v. Dühring u.
Fricke, 2001). Die Zellkörper dieser a�erenten Fasern be�nden sich im dorsalen
Wurzel Ganglion (Kelly et al., 2001). Vor den Verzweigungen der nozizeptiven Fa-
sern in nozizeptive Terminalen (kurz: Nozizeptoren), bilden sie zusammen mit ande-
ren a�erenten marklosen Axonen anderer Sinnesmodalitäten (z.B.: Temperatur) und
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vegetativen marklosen Nervenfasern, sog. Remak-Bündel, umgeben von einer Peri-
neuralzellhülle (v. Dühring u. Fricke, 2001). Die nozizeptiven Fasern verlassen
die Perineuralzellhülle, um sich wenig später als Nozizeptoren im Zielgewebe zu ver-
zweigen. Die bis zu 500 µm langen Terminalen der Aδ-Fasern sind in einer dünnen,
nicht gewickelten Schwann-Zelle eingebettet. Über die Länge der Nozizeptoren ver-
teilt, be�nden sich in regelmäÿigen Abständen perlschnurartig Varikositäten, die aus
der Schwann-Zelle exponieren und als Ort der Reizaufnahme gelten. Hier �nden
sich vermehrt granuläre und nicht granuläre Vesikel sowie eine Konzentration von
Mitochondrien (Halata et al., 1999b)

Verschiedene Arten von Nozizeptoren innervieren unterschiedliche Gewebe (Willis,
1995; Zimmermann u. Handwerker, 1984). Die Reizweiterleitung aus der Kör-
perperipherie erfolgt über die gesamte Faser bis zu den Synapsen der Hinterhorn-
neurone des Rückenmarks (Larbig, 1993; v. Dühring u. Fricke, 2001). Von dort
wird der Schmerz über den Vorderseitenstrang (Tractus spinothalamicus) zum Hirn
weitergeleitet, wo der Schmerz als solches, im Zusammenspiel mit Emotionen, emp-
funden wird.

Während die A-δ-Fasern den ersten Schmerz in den ersten Sekunden des Reizes
weiterleiten, ist über die C-Fasern mit einer Verzögerung bis zu einer Sekunde der sog.
zweite Schmerz gebunden (Larbig, 1993; v. Dühring u. Fricke, 2001; Kelly et
al., 2001). Dieser hat eine andere Qualität als der erst Schmerz und klingt langsamer
ab. Obwohl sehr wahrscheinlich beide Fasern durch den Reiz aktiviert werden, soll
die verzögerte Schmerzleitung der C-Faser das Schmerzemp�nden dann aktivieren,
wenn durch Adaptation die A-δ-Fasern in der Erregung bereits nachlassen.

Die Nozizeptoren der Skelettmuskulatur und Gelenkkapseln können künstlich z. B.
durch Acethylcholin, Glutamat, KCl und Serotonin, gereizt werden (Casey, 2000;
Zimmermann u. Handwerker, 1984). So kann eine kombinierte Anwendung
dieser Substanzen die Erregung der C-Fasern potenzieren. Diese Reizverstärkung,
durch Wechselwirkung mehrerer algetischer Substanzen, kommt vermutlich auch in
entzündlichen Prozessen vor. Die Nozizeptoren können durch die Abgabe des Neuro-
peptids �Substanz P�, welches sie selber synthetisieren, zusätzlich sensibilisiert wer-
den. Im gesunden Gewebe werden diese Nozizeptoren bei Bewegungen der Gelenke
nicht erregt. Anders verhält es sich bei Erkrankungen, wie z. B. Polyarthritis, bei
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der die sensibilisierten Nozizeptoren in den Gelenken bereits durch mäÿige Bewe-
gungen heftigen Schmerz erzeugen. Daher werden die Gelenke weitgehend geschont
(Schonhaltung) bei gleichzeitig maÿgeblich eingeschränkter Bewegungsfreiheit.

Während der Chroni�zierung der Nozizeption �ndet eine sog. sympathische Re�exdy-
strophie statt. Durch die Einwirkung eines noxischen Reizes antwortet in chronischen
Fällen der Sympathikus re�exartig durch eine Erhöhung der Durchblutung am Ort
des Schmerzreizes. Infolgedessen ist wiederum die Erregung der Nozizeptoren ver-
stärkt. Dies zieht eine weitere Verstärkung des sympathischen Re�exes nach sich:
Das Wirksystem schaukelt sich auf. Für Schmerzpatienten bedeutet dies eine erheb-
liche Einschränkung des Lebensvollzugs und der Lebensqualität. Die Ereignisfolge
muss unterbrochen werden und dies kann durch Maÿnahmen lokaler Anästhesien er-
folgen (Zimmermann u. Handwerker, 1984). Und hier genau am Ausgangspunkt
des Schmerzes setzt die ESWT an: Am Nozizeptor und/oder im Gewebe innerhalb
des unmittelbaren Umfeld des Nozizeptors, welches Stimulierungen der Nozizeptoren
auslöst.

5.5.2 Der analgetische Wirkmechanismus der ESWT

Die ESWT hat nun die Aufgabe, in den Nozizeptionsprozess blockierend bzw. unter-
brechend einzugreifen. Dabei werden innerhalb des Schallfokus Zellen zerstört oder
soweit geschädigt, dass sie durch Nekrose oder apoptotische Prozesse untergehen. Es
konnte bisher keine gesicherte Aussage getro�en werden, ob die a�erenten Fasern bei
Schmerzpatienten mit einer ESWT-Behandlung

� apoptotischen oder nekrotischen Prozessen ausgesetzt sind,
� Membranrupturen oder Leckagen entstehen, die ein Aktionspotential unterbin-

den,
� die membranständigen Rezeptoren deaktiviert oder zerstört werden,
� das geschädigte Faserende über eine bestimmte Strecke abgebaut wird, womit

dieser Nozizeptor sich aus dem Zielgewebe zurückgezogen hat oder
� ob geschädigte Membranen der Nozizeptoren einfach wieder abheilen und nor-

mal arbeiten.
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Im Hinblick auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit läÿt sich diesbezüglich fol-
gendes schlussfolgern:
Die Nozizeptoren erfahren, entsprechend den Zellen aus den beschallten O. latipes-
Geweben, im Fokusbereich Membranrupturen und/oder Organellschädigungen, wo-
durch der Schmerz direkt am Entstehungsort unterbunden wird. Nach Barnett et
al. (1997) treten dauerhafte Läsionen u. a. in sensorischen Bereichen und Reizleitun-
gen auf, so dass in diesem Fall ein gewollter Schädigungse�ekt möglichst mit dem Ziel
einer dauerhaften Schmerzbefreiung eingeleitet werden kann. Der Wirkmechanismus
der Stoÿwelle läÿt sich somit auf folgende 3 Punkte konzentrieren:

1. Der Nozizeptor ist soweit geschädigt, dass keine Reizaufnahme oder Reizwei-
terleitung möglich ist.

2. Die Zellen des umliegenden Gewebes, die die reizauslösenden Substanzen syn-
thetisieren, können aufgrund ihrer Schädigung diese nicht mehr produzieren
und die Nozizeptoren stimulieren.

3. Sowohl Nozizeptor als auch umliegendes Gewebe werden zerstört oder soweit
geschädigt, dass sie über eine stoÿwelleninduzierte Nekrose oder infolge einer
Apoptosekaskade untergehen.

Nach Aussage der Ärzte, die die ESWT als standardisierte Schmerztherapie einsetzen,
kann laut Dahmen (persönliche Mitteilung, 2005) bei 80 Prozent der Patienten ein
therapeutisch zufrieden stellender E�ekt erzielt werden � bis hin zum vollständigen
Verschwinden des Schmerzes. Trotz dieser viel versprechenden Ergebnisse verbleiben
20 Prozent, in denen die Schmerzintensität sich trotz ESWT bisher nicht befriedigend
veränderte (Dahmen et al., 1995b; Haist, 1995; Haist u. von Keitz-Steeger,
1995). Hier können Faktoren des psychischen und sozialen Umfeldes maÿgeblichen
Ein�uss nehmen (Egle et al., 2003; Lichtenberger, 1997). Letztendlich bleibt
das Faktum, dass 20 % der ESWT behandelten Patienten auf die Behandlung nicht
ansprechen, nach wie vor ohne überzeugende Erklärung.
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5.5.3 Aussichten

Abschlieÿend ist festzustellen, dass noch folgende Nachweise erforderlich sind, ob

1. Kavatitionen intrazellulär entstehen und
2. tatsächlich die Zellen der Gewebeanlagen geschädigter Embryonen mit Dotter-

verlust einen erheblichen Nährsto�mangel aufweisen.

Zu 1.) Suhr et al. (1991, 1996a) haben in lithotripsierten Zellen die Entstehung von
Radikalen nachgewiesen und schlieÿen daraus auf intrazelluläre Kavitationen. Die
von den Autoren verwendete Fluoreszenzfärbung könnte, an beschallten Embryonen
direkt nach dem Versuch angewendet, zumindest klären, ob Radikale nach einer Be-
schallung vermehrt vorhanden sind.

Zu 2.) An Embryonen der Flunderart Pseudopleuronectes americanus ist ein Anstieg
des RNA/DNA-Verhältnisses bei sich normal entwickelnden Fischlarven nachgewie-
sen worden (Buckley, 1980) . Grønkjær u. Sand (2003) und Clemmensen
(1994) haben die Verkleinerung des Verhältnisses von RNA/DNA bei Fischlarven in
Abhängigkeit zum Nahrungsmangel beobachtet. Nach drei Tagen des Hungerns �n-
det ein Rückgang an Ribosomen statt. Im DS von EmB sind ebenfalls nach einem
längeren Zeitraum der weiteren Entwicklung ein Rückgang an Ribosomen beobachtet
worden. Für die Veri�zierung der Hypothese, dass das geschädigte DS der EmB(II)
einen Nährsto�mangel in embryonalen Gewebeanlagen auslöst, kann die Methodik
der Bestimmung des RNA/DNA-Verhältnisses nach Clemmensen (1988, 1993) an-
gewendet werden.
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6 Schlusssatz

Es konnte gezeigt werden, dass die ESWT ein Verfahren zur fokalen Dissoziation des
Gewebeverbandes darstellt und sich zur Erzeugung fokaler Läsionen einzelner Struk-
turen eignet. Daraus erklärt sich das regelhaft gute Ansprechen in der Schmerz-
therapie und bei der Behandlung z. B. von Schmerzen knochennaher Weichteile,
Tendopathien, Pseudarthrosen oder Narbenbildungen. Auch wenn viele histopatho-
logische Strukturen im geschädigten Gewebe der Versuchsembryonen mit denen von
Neoplasien verglichen worden sind, so ist trotzdem keine Publikation bekannt, in der
Entdi�erenzierungen und neoplasische Proliferationen im Anschluss an Beschallung
bei Versuchstieren und Patienten diagnostiziert worden sind. Dieses steht im Konsens
mit den langjährigen Erfahrungen behandelnder Ärzte, dass in keinem Fall Neopla-
sien nach urologischen, gastroentologischen, HNO-ärztlichen sowie orthopädisch und
schmerztherapeutischen Ansätzen seit 1980 auftraten. Auch in Stoÿwellenversuchen
an schnell wachsenden Zellkulturen konnte keine erhöhte Proliferationsrate beobach-
tet werden (Steinbach, 1992). Erhöhtes Krebsrisiko wird bei Lithotripsie-Patienten
lediglich auf eine erneute Gallenstein-Bildung zurückgeführt, nicht aber etwa auf die
Lithotripsie selbst (Griffith u. Gleeson; 1990). Cosentino et al. (2001) be-
zeichnen die ESWT als eine sichere Therapieform, durch deren Anwendung Patienten
auch bei entzündlichen Ödemen eine deutliche Verbesserung ihrer Schmerzsympto-
matik erfahren.
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen der sehr widersprüchlichen Diskussion über die Wirksamkeit niederener-
getischer Stoÿwellen bei einer extrakorporalen Stoÿwellentherapie (ESWT) mit einer
Energiedichte von 0,09 mJ/mm2, soll anhand eines ausgesuchten Modellorganismus
aus der Gruppe der Knochen�sche (Embryonen von Oryzias latipes) in der vorlie-
genden Arbeit nachgewiesen werden, ob tatsächlich eine Wahrscheinlichkeit besteht,
E�ekte in beschallten Geweben der Patienten auszulösen, um eine Reduzierung von
Schmerz oder gar eine Schmerzfreiheit zu erzielen. Hierzu sind insgesamt 870 befruch-
tete Eier des Knochen�sches Oryzias latipes in drei verschiedenen Entwicklungssta-
dien in einem Wasserbad mit einer Energiedichte von 0,09 mJ/mm2 beschallt worden.
Der dabei entstehenden Maximaldruck im Schallfokus betrug ca. 16 MPa, der Un-
terdruck der Zugwelle -7 MPa.

In der ersten Versuchsgruppe wurden Beschallungen an 105 Embryonen im Präga-
strulastadium Ia durchgeführt. In der zweiten Gruppe wurden 378 Embryonen in
der Organogenese des Stadiums II beschallt. In der letzten Versuchsgruppe wurden
387 Embryonen mit fast ausdi�erenzierten Geweben im Embryonalstadium IV+/V-
beschallt; die Ergebnisse sind in PETERS et al. (1998) dargestellt. Um zu sehen,
ob sich durch eine Beschallung geschädigte Embryonen weiterentwickeln und welche
Auswirkungen die Schädigung auf die Gewebedi�erenzierungen haben würden, wur-
den beschallte Eier in einer Meersalzlösung (2,5 0/00) bei 25 oC in einem Brutschrank
gelagert. Der Entwicklungsverlauf der Eier wurde direkt nach dem Versuch bis max.
fünf Stunden nach Stoÿwellenapplikation und von da an alle 24 Stunden kontrol-
liert. Die Embryonen wurden für die histologische Aufarbeitung aus der Eihülle her-
auspräpariert und �xiert, sobald beginnende Trübungen des Eies oder des Embryos
zu beobachten waren.
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Insgesamt wurden 42,8 % aller beschallten Embryonen durch die Stoÿwellenappli-
kationen geschädigt. Diese Embryonen wurden als Embryonen mit Befund (EmB)
de�niert. Die restlichen 57,2 % durchliefen die Versuche ohne feststellbare Schäden
als Embryonen ohne Befund (EoB). Sie entwickelten sich normal und schlüpften er-
folgreich. Dabei nahm der Anteil geschädigter Versuchsembryonen in Abhängigkeit
zum beschallten Entwicklungsstadium ab. Stoÿwellene�ekte konnten bei 58,1 % der
beschallten Stadien Ia (EmB(Ia)), bei 44,4 % der beschallten Stadien II (EmB(II))
und bei 37,2 % der beschallten Stadien IV+/V- (EmB(IV+/V-)) beobachtet werden.
Mit zunehmender Di�erenzierung der Gewebe kann eine ansteigende Stoÿwellenresi-
stenz als Ursache angenommen werden.

An EmB(Ia) wurde regelhaft ein totaler Dotterverlust beobachtet. Durch eine Ruptur
der Dotterzytoplasmaschicht �oss die gesamte Dottermasse in den Perivitellarraum.
Der Blastodisk wandelte sich so zu einer freischwimmend kugelförmigen Zellsphäre
um, die spätestens zwei Wochen nach der Beschallung abstarb.

Für die statistische und histologische Auswertung wurden in der vorliegenden Ar-
beit schwerpunktartig Datensätze beschallter Embryonen in der Organogenese (Ent-
wicklungsstadium II) untersucht. Grobmorphologisch lieÿen sich direkt nach den Be-
schallungen durch das Stereomikroskop bei Embryonen mit Befund (EmB(II)) je-
weils Dotterverlust in starker und leichter Ausprägung, Perikardialödeme, Trübung
des Dotters und Embryos sowie Gewebszerstörung, bis hin zur totalen Zerstörung
des gesamten Eies beobachten. Ausgenommen ein EmB(II) ohne Dotterverlust, bei
dem die vollständige Rückbildung einer kleinen Gewebszerstörung im Schwanzbereich
stattfand, war keiner der geschädigten Versuchsembryonen in der Lage die Symptome
zurück zu bilden, was einen erfolgreichen Schlupf unmöglich machte. Lichtmikrosko-
pisch zeigten sich bei Versuchsembryonen stellenweise homogenisiert wirkende und
wie durch Explosionen auseinander gerissene Gewebebereiche. In diesen nekrotischen
Gewebebereichen konnten aufgelöste Zellgrenzen, Zelldebris, zerstörte Organellen so-
wie aufgerissene Zellen nachgewiesen werden. Erlitt der geschädigte Versuchsembryo
nur einen Dotterverlust, konnten sich die Embryonen vorerst noch 1 bis 12 Tage
weiterentwickeln. Dabei betrug die Überlebenszeit maximal 19 Tage.

Grobmorphologisch konnten während der weiteren Entwicklung Mikrophthalmie,
Kreislau�nsu�zienzen, aber auch Perikardialödeme und Trübungen am Embryo be-
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obachtet werden. Jene milchigen Trübungen, die direkt nach der Beschallung in den
embryonalen Gewebeanlagen beobachtet wurden, gingen mit �ieÿendem Übergang
in grobkörnige Trübung über. Bis auf die Mikrophthalmie und diese Trübungen des
Embryos, konnten alle anderen Symptome unvorhersehbar temporär auftreten, sich
zurückbilden und in einigen Fällen wiederholt auftreten. Ebenso war der Zeitpunkt
unvorhersehbar, in welchem Stadium (II bis V) die Entwicklung stagnierte. Des Wei-
teren konnten keine Prognosen über die Überlebenszeiten der geschädigten Versuch-
sembryonen getro�en werden.

Histopathologisch war innerhalb der ersten zwei Tage nach den Versuchen haupt-
sächlich eine groÿe Anzahl Apoptosekörperchen in den Geweben zu beobachten. Es
ist zukünftig zu prüfen, ob Apoptose-Kaskaden schon direkt nach der Beschallung
einsetzen und in ihren ersten Stadien durch das Stereomikroskop nur noch nicht
erkennbar waren. Bei fortschreitender Entwicklung traten zunehmend Nekrosen auf.
Ultrastrukturell konnten Muskeldystrophien, Vakuolisierungen und Myelinisierungen
der Orgenellmembranen nachgewiesen werden. Die ultrastrukturellen Veränderungen
der Organellen und deren Membranen lieÿen auf einen akuten Nährsto�mangel schlie-
ÿen. Durch die Unterversorgung der embryonalen Gewebe, waren die auftretenden
Funktionsstörungen in Form sekundärer Symptome erklärbar, die zu Nekrose in den
embryonalen Geweben führten.

EmB(IV+/V-) wiesen hauptsächlich Rupturen und Stenosen der Dottergefäÿe auf.
Hier war eine vollständige Regeneration möglich, inklusive erfolgreichem Schlupf.
Wurden nach der Beschallung partielle Trübungen und/oder partieller Dotterverlust
festgestellt, regenerierten sich die betro�enen Embryonen in keinem Fall.

Es konnte gezeigt werden, dass niederenergetische Stoÿwellen histologisch sichtbare
E�ekte in beschallten Geweben verursachen. Anhand der an beschallten Embryonen
von O. latipes beobachteten Symptome, kann die analgetische Wirkung der ESWT
wie folgt begründet werden: Während der Stoÿwellenapplikation wirken wahrschein-
lich sowohl Kavitationen als auch Scherwirkungen und sonochemische E�ekte auf
Zellen und deren Organellen. Im Falle der angewandten ESWT sind die Nozizepto-
ren und die sie unmittelbar umgebenden Zellen innerhalb des Fokus betro�en. Dabei
werden die Nozizeptoren geschädigt, indem membranintegrierte Proteine zerstört,
herausgeschlagen oder Leckagen an den Zell- und Organellmembranen verursacht
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werden. Damit wäre eine Stimulanz dieser freien Nervenenden gestört. Des weiteren
könnten die Nozizeptoren so weit geschädigt werden, dass das Nervenende untergeht.
Gleiches kann für die Zellen des umliegenden Gewebes gelten, die normalerweise sti-
mulierende Signale an die Nozizeptoren weitergeben. Die geschädigten Zellen sterben
entweder sofort oder später durch Apoptose ab. Algetische Signalsto�e können so-
mit nicht mehr produziert werden. Die ESWT ist, soweit sie medizinisch vertretbar
angewandt wird, durch die gezielte Schädigung des Gewebes an der Schmerzquel-
le, eine e�ziente Anwendung zur Linderung bis zur Beseitigung von Schmerzen an
knochennahen Weichteilen.
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9 Anhang

9.1 Tabelle der Abkürzungen

Tab. 5: De�nition der Abkürzungen in alphabetischer Reihenfolge

Abkürzung Bedeutung
A A-Streifen
Agar Agaroseblock
äplex äuÿere plexiforme Schicht
Aod Aorta dorsalis
Atr Atrium
ApB apoptotische Körperchen (apoptotic bodies)
ApN apoptotischer Nucleus
AuBe Augenbecher
Av Aorta ventralis
aDS abgeschnürte Dottersynzytiumbereiche
AGL Auÿenglieder der Lichtsinneszellen
Bal Basallamina
BGf Blutgefäÿ
B.-Punkt Beobachtungszeitpunkt
C Chromatin
Chd Chorda dorsalis bzw. Chordazellen
CoA Conus arteriosus
Da Darm
Deb Debris (Zelltrümmer)
Do Dotter
DM Dottermaterial, Dotter
DoV Dottervakuole
DoZ Dotterlyse Zone des Dottersynzytium
DS Dottersynzytium
DZ Dotterzytoplasma
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Abkürzung Bedeutung
EKol Endkolben eines Zäpfchens
EmB Durch die Beschallung geschädigte Embryonen: Embryonen mit Befund
EmB(Ia) Beschallte Stadien Ia mit Befund
EmB(II) Beschallte Stadien II mit Befund
EmB(IV+/V-) Beschallte Stadien IV+ bzw. V- mit Befund
EoB Beschallte Embryonen ohne Befund
Epi Epidermis
ER endoplasmatisches Retikulum
Ery Erythrozyten
ESWL Extrakorporale Stoÿwellenlithotripsie
ESWT Extrakorporale Stoÿwellentherapie
ExMem Extraembryonale Membran
Gall Gallenblase
gChr granuläres Chromatin
gMi geschwollenes Mitochondrium
Gol Golgi-Apparat
Gly Glykogen
HypBl Hypoblast
Hz Herz
I I-Streifen
IGL Innenglieder der Lichtsinneszellen
InV Invagination
KaPl Karyoplasma
KaFl Kaudal�osse
kDo Dottermasse
Ki Kiemenanlage
KM Kernmembran
kMi kondensierte Mitochondrien
Kopf Kopfanlage
LH Leibeshöhle
Li Linse
Lob optischer Lobus
Ly Lysosom
mBla marginale Blastomere
MD Anlage des Magen-Darm-Traktes
Me Melanin bzw. Melanosom
MargZ Linsenepithelzellen
Mem Membran
Meso Mesoderm
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Abkürzung Bedeutung
MF Muskelfaser
Mi Mitochondrium
My Myomere
Myf Myo�brillen
Nuc Nucleus
Nucl Nucleolus
NucM Kernmembran
Öl Öltropfen
OMi Orthodoxe Mitochondrien
OtZy Otozyste
PBS Phosphatpu�er nach Sörensen
Pc Perikard
Pin Pinealorgan
Pros Prosencephalon
pSyR perisynzytieller Raum
Pvit Perivitellarraum
rER rauhes endoplasmatisches Retikulum
Res Residualkörperchen
RG Riechgrube
Rhom Rhombencephalon
RM Rückenmark
RMi Riesenmitochondrium
Schallq Schallquelle
SR sarkoplasmatisches Retikulum
Som Somit bzw. Somiten oder Somitenanlage
synPb synzytieller Periblast
tLy tertiäres Lysosom
Trd Trübung
Va Vakuolisierung
vAk vordere Augenkammer
Ve Ventrikel
YCL Dotterzytoplasmaschicht (yolk cytoplasmatic layer)
DS Dottersynzytiumschicht (yolk syncytium layer)
Z Z-Linie
zBla zentrale Blastomere
ZDb Zelldebris
Zeb Zebrabodies
ZM Zellmembran
zyZ zytoplasmatische Zone des Dottersynzytium
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9.2 Entwicklungsverlauf geschädigter EMB(II)
Die folgenden ausgesuchten Diagramme zeigen die facettenreichen und individuellen
Entwicklungsverläufe geschädigter Versuchsembryonen mit den beobachteten Sym-
ptomen.
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9.3 GemeinsamePublikationPeters et al. (1998)


