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2 Einleitung

In ersten Anwendungen zu Beginn der 80er Jahre sind mit Hilfe von akustischen Stof-
wellen Patienten mit Gallen- und Nierensteinen therapiert worden. Mit dieser Metho-
de, der “extrakorporalen Stofwellen-Lithotripsie“ (ESWL)(griechisch: Atfog (Lithos)
= Stein; TpumTos (tripsis) = zertriimmert), sollen Nieren- und Gallensteine so weit
zertrimmert werden, dass sie auf natiirlichem Wege, d. h. ohne chirurgische Eingrif-
fe, abgefiihrt werden konnen. Fiir die Zertriimmerung der Gallen- und Nierensteine
sind hochenergetische Stofwellen notwendig. Um zu vermeiden, dass der akustische
Impuls im Gewebe auf der Strecke zwischen Korpereintritt bis zum Stein gesundes
Gewebe schiadigt, wird der akustische Impuls nach den Brechungsgesetzen mit Hilfe
akustischer Linsen fokussiert, d.h., die Energie wird auf das Wirkzentrum gebiindelt.
Somit existiert die Stofwelle durch die charakteristische Aufsteilung erst im Fokus
und fokusnahen Bereich (KRAUSS, 1993).

2.1 Beschreibung der StolBwelle und ihrer

Mechanismen

Um die Wirkungsweise der Stoftwellen besser zu verstehen, wird das physikalische

Prinzip in den folgenden Absitzen erlautert:

Eine StoRwelle ist definitionsgemiR eine Schallwelle mit einer Wellenfront (UBERLE,
1997), bei der der Druck iiber den Umgebungsdruck zu einem Druckmaximum in-
nerhalb eines extrem kurzen Zeitraumes (107° Sekunden) ansteigt (Abb. 1). Dabei
charakterisiert — als Folge des kurzzeitigen Druckanstiegs — die Steilheit des Uber-

gangs zum Spitzendruck die typische Stofiwelle (REICHENBERGER, 1988).

Die eintreffende akustische Energie wird an der Grenzfliche der Materie in Kavita-
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tionen sowie Zug- und Dehnungskrifte (kavitationsunabhéngige Faktoren) umgewan-
delt. Dabei sind beide Faktoren an den zu beobachtenden Effekten auf Steinoberfla-
chen und an der Biomechanik im Gewebe wihrend einer Applikation von Stofswellen

innerhalb der fokusnahen Umgebung makgeblich beteiligt (REICHENBERGER, 1988).

<«—Druck-Maximum

Druck

Druckwelle

Zugwelle eit

Abb. 1: Schematische Darstellung einer Stofswelle. 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 StoRwelle

o Kavitationen:
Akustische Wellen bendétigen bekanntlich eine tragende Materie, gleichgiiltig,
ob fest, fliissig oder gasformig (REICHENBERGER, 1988). Diese besteht im Fal-
le der Stofwellenbehandlung aus dem Wasser an der Stokwellenquelle und aus
dem Gewebe mit der Gewebefliissigkeit. Daraus ergibt sich, dass eine akusti-
sche Welle durch zweierlei Zustandsgrofen der tragenden Materie definiert ist:
Druck und Teilchenschnelle. Infolge beider Grofen induziert die akustische Wel-
le eine Auslenkung der Teilchen bzw. Molekiile, d.h., sie vollziehen hier eine

Bewegung auf der Ebene der Schallausbreitungsrichtung. Sie verdiinnen und
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verdichten sich an den unterschiedlichen Orten aufgrund unterschiedlicher Be-
wegungsgeschwindigkeiten. Wo sich die Teilchen am hochsten verdichten, liegt
maximaler Druck und an Orten mit der geringsten Dichte liegt ein Unterdruck
vor. Im Bereich des Druckmaximums weisen die Teilchen die héchste Geschwin-
digkeit in Ausbreitungsrichtung auf. Hingegen besitzen die Teilchen im Bereich
des maximalen Unterdruckes die hochste Geschwindigkeit entgegengesetzt zur
Schallausbreitungsrichtung. Aufgrund dieser Diskrepanz kann bei ausreichend
hohem Unterschied zwischen positivem und negativem Druck der Zusammen-
halt zwischen Molekiilen untereinander und an Grenzflichen haftenden Mole-
kiilen (z. B. Grenzfliche Wasser/Gallenstein) aufgehoben werden. In der Phase
des Unterdrucks konnen infolge dessen Kavitationen auftreten, d.h. kurzzeitig
entstehende und kollabierende Gas- oder Dampfblédschen (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)
(UBERLE, 1997), der unmittelbar auf die Materie in Form einer Druckwelle

mechanisch einwirkt.

Kauvitationsunabhdngige Faktoren: Unter dem Begriff kavitationsunabhéngige
Faktoren werden Scher- und Stofswirkungen zusammengefasst. Die Auslenkung
der Materieteilchen und damit die Ausbreitung des Schalls ist abhdngig vom
akustischen Widerstand der Materie, der Impedanz (UBERLE, 1997). Das be-
deutet: Je grofer die Impedanz, desto kleiner die Auslenkung und desto geringer
die Schallleitung. An den Grenzflichen zweier Materien findet im Grenzbereich
der Materie mit der hoheren Impedanz eine grofere Auslenkung der Molekiile
statt als im Inneren dieser Materie (STEINBACH, 1992), wodurch Scherkrifte

entstehen.

Die Impedanz eines Mediums ergibt sich aus dem Produkt seiner Dichte und
Schalleitungsgeschwindigkeit (SUTILOV, 1984), wobei letztere wiederum von
den Kompressionseigenschaften und der Elastizitit des Mediums bestimmt
wird. In Abhéngigkeit des Impedanzsprunges von einem Medium ins andere
kommt es beim Durchlaufen des Schalls an den Grenzflichen, den akustischen
Gesetzen entsprechend, zur Brechung, Beugung und Reflexion der Schallwel-

le. Ein Teil der Schallenergie wird dadurch an der Grenzschicht in das Ein-
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fallsmedium reflektiert und die Restenergie ins Folgemedium transmittiert. Je
nach Grofe des Impedanzsprunges und des Einfallswinkels sind Reflexion und
Transmission prozentual unterschiedlich verteilt. Die hierbei frei werdende me-
chanische Energie, die fiir einen Teil der Stofwellenwirkung verantwortlich ist,

fiihrt dann zum Energieverlust der Welle.

2.1.2 Die StoBwellenerzeugung

Extrakorporale Stofswellen kénnen entweder elektrohydraulisch, piezoelektrisch oder
elektromagnetisch erzeugt werden (CHAUSSY, 1986; CHAUSSYet al., 1993, 1995; WESS,
2004):

e Die elektrohydraulische Erzeugung erfolgt unter Wasser mit Hilfe zweier Elek-
troden, die von einem Hochleistungskondensator unter Hochspannung gesetzt
werden. Wihrend 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 Stof-
welle, die auf die zu therapierende Stelle bzw. den Gallen- oder Nierenstein
mittels eines Hohlspiegels nach den Reflektionsgesetzen fokussiert werden kann.
Bei dieser Form der Stofswellenerzeugung kann die Energie nicht genau dosiert
werden. Zusétzlich wird sie von Patienten als schmerzhaft und sehr laut emp-

funden.

e 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 Formverdnde-
rung in Form einer Volumenausdehnung bzw. bei Umkehrung der Spannung
mit einer Zusammenziehung. Im Falle des piezoelektrischen Stofswellengenera-
tors, werden Piezozylinder durch die elektrische Ansteuerung im p-Bereich aus-
gedehnt. Mehrere tausend solcher hexaedrischen Zylinder werden mosaikartig
auf der konkaven Seite einer Kugelkalottenform angeordnet, die eine Biinde-
lung der Wellen in einem kleinen Fokus ermoglicht. Bei Eintritt in den Korper
des Patienten erfolgt ein grofsflichiger Energietransfer und damit eine geringere

Flachenbelastung des Gewebes.
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e In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurden Stofswellen 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. Wirbelstrome, 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 befindet, wird dadurch
abgestoken und iibertriigt einen mechanischen Impuls an das Wasser als Uber-

tragungsmedium.

Nach GREINER et al. (1993) ist bei der elektrohydraulischen Lithotripsie die hochste
Effizienz beobachtet worden. Die geringere Effizienz der anderen zwei Stofwellenquel-
len kann durch hohere Impulszahlen mit entsprechend ldngerer 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 medikamentoser 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 gefiihrt hat.
Dabei sind meistens mehrere Therapiesitzungen notwendig. Bei der Fragmentation
werden die Steine in grofere Bruchstiicke zerstofen und diese unter Zuhilfenahme
von Lysemedikationen soweit verkleinert, dass ein Abgang auch hier auf natiirlichem
Wege ohne chirurgischem Eingriff moglich wird. Letzte Methode hat zu ca. 88% der
behandelten Patienten zur Steinfreiheit gefiihrt, wobei medikationsbedingte Neben-

wirkungen beobachtet worden sind, wie beispielsweise Leberaffektion, Diarrhoe.

Bei den lithotripsierten Patienten mit Gallensteinen sind Nebenwirkungen beobachtet

worden, die darauf schlieften lassen, dass Gewebe im Fokus bzw. fokusnahen Bereiche
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geschidigt werden. So treten nach erfolgter Gallensteinlithotripsie bei bis zu 10 %
der Patienten Koliken mit abnehmender Haufigkeit in dem folgenden Zeitraum von
6 Wochen nach der Behandlung auf:

Mild verlaufende Pankreatitis (1 bis 2 %) mit Riickgang innerhalb von 3 Tagen, Le-
berhdmatome, Cholezystis, Himobilie sowie schmerzlose lokale Rotungen der Bauch-
haut an der Eintrittsstelle des Schalls in den Koérper (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 Schiden an Blutgefifien 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 Leberhdmatomen, Hamobilie, regelhaft auftretende
Hématurien, perirenale Himatome sowie Petechien in der Haut an den Eintritts-
stellen des Schalls. Des weiteren sind Fieberattacken und Ausscheidungen von Pro-
teinen als Indikator fiir eine Schidigung der Glomeruli beobachtet worden. Dass
insbesondere Gefifse durch die Stofiwellenapplikationen beeintrichtigt werden, ist
durch Beschallungen solider Tumoren nachgewiesen worden, bei denen histologisch
Einblutungen und Gefifwandschéden beobachtet worden sind (DELIUS, 1995). Ins-
besondere konnen an beschallten Nieren sowohl im Tierexperiment als auch bei the-
rapierten Patienten folgende erhebliche Verdnderungen beobachtet werden (DELIUS,
1993; KOHRMANN et al, 1993; NEISIUS et al, 1993; ROSSLER et al., 1993):

e Venenthromben,

e Blutungen im Nierenparenchym,

e Lisionen des Nierenparenchyms,

e Hiamatome in Nierenkapseln und Nierenparenchym,

e Dilatation der Tubuli,

e Tubulusnekrosen,

e Fibrosen und Vernarbungen des Nierenparenchyms (ab einer Woche nach der

Beschallung) .

Um die Frage zu klidren, welche Stofswellenbedingten Schiden im Gewebe auftre-
ten und ob daraus eventuell Langzeitschiden resultieren, sind verschiedene Gewebe
im Anschluss von Lithotripsien genauer untersucht worden. An menschlichen Nieren
sowie bei in vivo Stofswellenbehandelten Mausen, Kaninchen und Hunden, die der

Dosis ausgesetzt worden sind, wie sie bei der allgemeinen Steinzertriimmerung iiblich
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ist, sind histologisch Rupturen von Geféfen sowie Himatome und Lésionen 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 Schiden an Zellmembranen, Kernmembranen und Mitochondrien
(AL-KARMI et al., 1994; BRUMMER 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 betroffener Schleimhéu-
te von Gallenblasen als sichtbare Langzeitschiden beobachtet worden (BIRD et al.;
1995). Dauerhafte Zerstorungen zeigen sich lediglich nach einer Lithotripsie von neu-
ronalem Kaninchengewebe (VYKHODTSEVA et al.; 1995). Somit ist unstrittig, dass
die Stofwellen zumindest im fokusnahen Bereich Gewebe deutlich schiadigen konnen.
Dabei bleiben die beobachteten Nebenwirkungen jedoch ohne feststellbare Langzeit-
schéden bei den behandelten Patienten (CHAUSSY et al., 1982 u. 1986).

2.3 Die extrakorporale StolBwellentherapie und

bisherige Erfolge

Die extrakorporale Stofwellentherapie (ESWT) ist als Weiterentwicklung aus den in
der Lithotripsie angewandten Stofswellen entstanden. Anlass war eine unbeabsich-
tigte Nebenwirkung: Bei lithotripsierten Patienten trat an den Eintrittstellen der
Stokwellen an der Korperoberfliche ein betdubender Effekt ein (personliche Mittei-
lung DAHMEN, 1995). So entstand ein weiteres Feld der Stofwellenanwendung, bei
dem, im Gegensatz zur ESWL, keine Steine sondern Gewebe beschallt werden soll-
ten. Grundsétzlich ist davon auszugehen, dass bei niederenergetischen Stofswellen
der ESW'T &dhnliche Effekte auftreten, wie bei hochenergetischen Stofwellen in der
ESWL. Wird der Fokus ins Gewebe verlegt und die Energie wihrend der Stofiwellen-
applikation reduziert, ist eine Gewebebeeinflussung zu erwarten. Die Reduktion der
Energie ist notwendig, da andernfalls die Gefahr besteht, dass die zu therapierenden
Gewebe vollkommen zerstort werden. Gewebszerstorungen sind mit Versuchen an be-
schalltem Nierengewebe in Tierversuchen und an Nabelschniiren gezeigt worden, bei
denen nach einer hochenergetischen Stofswellenbehandlung Geféfwandnekrosen be-

obachtet werden kénnen (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/mm? verringert.

So haben die beobachteten Effekte und Erfolge bei der Zertriimmerung von Gallen-
und Nierensteine 1991 erstmals zu Versuchen gefiihrt, Patienten mit einer Tendi-
nosis calcarea (Kalkschulter) mit Hilfe von Stofwellen in kleineren Energiedosen zu
therapieren. An diesen Patienten ist eine deutliche Schmerzlinderung mit Verminde-
rung der Bewegungseinschrinkungen erreicht worden. Die Schmerzlinderungen treten
jedoch auch bei Patienten mit gleichen Schulterbeschwerden, aber ohne Kalkabla-
gerungen auf. Damit kann eine andere Ursache fiir den schmerzlindernden Effekt
angenommen werden, als die etwaige Zertriimmerung von Kalk in den Gelenken.
Dies hat DAHMEN et al. (1993) dazu veranlasst, diverse andersartige Beschwerden
mit Schmerzen knochennaher Weichteile mit niederenergetischen Stofswellen zu be-
schallen. Deshalb sind neben den Patienten mit Tendinosis calcarea jene mit dhnli-
chen Schulterbeschwerden, die mit Kalkeinlagerungen nichts zu tun haben, therapiert
worden. Zu diesen behandelten Beschwerden zdhlen 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

Effekt beobachtet worden, der sich in drei Kategorien einteilen 1aft:

1. Eine kurzfristige analgetische Wirkung nach 50 bis 500 Impulsen halt 15 bis
24 Minuten nach Beschallung an. Diese Wirkung kann mit einer Injektion ei-
nes Lokalandsthetikums verglichen werden. Im hautnahen Bereich kann es zu
einer vollstindigen Anésthesie kommen und falls sich ein kleinerer Hauptnerv
im fokussierten Bereich befindet, kann die Beschallung zu einer nicht ganz voll-

standigen Leitandsthesie fiihren.

2. Die zweite Wirkung tritt langsamer ein und dauert ldnger an. Dabei verringert
sich die Schmerzempfindlichkeit des mehrfach beschallten Schmerzpunktes von
einer Therapiesitzung zur néchsten am folgenden Tag. Nach einigen Tagen l&ft
dieser Effekt jedoch nach, so dass z. B. nach einem Wochenende ohne ESW'T
das Schmerzempfinden wieder ansteigt. Wahrend der Beschallung wird von
den Patienten berichtet, dass nach wenigen Impulsen der Schmerz im Fokus
nicht mehr zu spiiren ist. Lediglich das Klopfen der Stofswellenimpulse wird

wahrgenommen.
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3. Diese Variante der analgetischen Wirkung der ESW'T 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 iiber Wochen und Monate andauern

kann.

Basierend auf diesen Beobachtungen wird die ESW'T seit 1992 erfolgreich als Schmerz-

therapie an Patienten eingesetzt (DAHMEN et al., 1992 u. 1993), bei der Schmerzen

knochennaher Weichteile hauptséchlich im Bereich von Hals, Schulter, Ellenbogen

und Fuss behandelt werden. Die folgende Liste enthélt zusammengefasst Beispie-

le fiir Erkrankungen, die mit signifikantem Erfolg durch eine ESW'T bei Patienten

gelindert oder beseitigt worden sind:

Allumfassend knochennahe Weichteilschmerzen (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 Hinde (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; P1GOZZI 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 (verzogerte 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 Riickenmark ESWT-behandelter Ratten untersucht.

Die Autoren haben keine eindeutige Ursache bzw. kein Ursachengefiige benannt.

Einen Einfluss der ESW'T auf die Schmerzregulationsmechanismen iiber nicht opioide

Calcitonin-Gen gebundenen Peptide sowie Substanz P wird verneint. Zu dem werden
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unerwiinschte Nebenwirkungen durch die Beschallung des Riickenmarks wahrend ei-
ner ESWT ausgeschlossen. Hingegen vertreten BIRD et al. (1995) die Auffassung, dass

dauerhafte Lésionen in sensorischen Bereichen, Reizleitungen und im ZNS auftreten.

Bisher wurde nicht geklirt, welche histologischen und intrazelluliren Effekte in be-
schallten Geweben vorzufinden sind. Um diese Frage abzuklaren, wurden Versuche an
Schweinefleisch durchgefiihrt (personliche Mitteilung DAHMEN, 1996). Es konnten an
diesem Gewebe keine Effekte beobachtet werden, weil es nicht moglich war, die Stelle
wieder zu finden, auf der die 4mm lange und im Zentrum 1mm dicke reiskornférmige
Fokuszone (-6dB Zone) platziert wurde. Auferdem handelte es sich dabei um totes
Gewebe. Deshalb wire es sehr fragwiirdig, Riickschliisse in Bezug auf intrazellulire

Beschallungseffekte an lebendem Gewebe zu ziehen.

Um die Frage zufriedenstellend zu klaren, was Stofwellen im Gewebe bewirken, mus-

ste ein Modelorganismus gefunden werden, der folgende Eigenschaften besitzt:
e Es sollte sich um einen lebenden Organismus handeln.

e Der Modelorganismus sollte so klein und iibersichtlich sein, dass klar ist, wo

die Stoflwellen im Gewebe fokussiert wurden.

e Mogliche Verdnderungen nach den Beschallungen sollten gut einsehbar und zu

verfolgen sein.

e Der Modelorganismus sollte bereits oftmals fiir Untersuchungen verwendet wor-
den sein, so dass eventuelle Gewebeverdnderungen mit Ergebnissen anderer

Publikationen vergleichbar sind.

Vielversprechende Voraussetzungen eines Tiermodells erfiillen die Embryonen von

Oryzias latipes aus folgenden Griinden:

1. O. latipes 1aft sich unter Laborbedingungen unkompliziert hiltern und ziich-
ten.

2. Von den Weibchen lassen sich meist téglich Eier gewinnen (vergl. S. 29). O. la-
tipes ist in Bezug auf den Stress durch das Herausfischen und Abstreifen der

Eier recht unempfindlich. 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) befinden sich im gleichen Entwick-
lungsstadium, was vergleichende Beobachtungen erleichtert.

4. Die Entwicklung der Versuchsembryonen und der Kontrollen ist aufgrund der
Transparenz der Eihiille und der embryonalen Gewebeanlagen gut zu verfolgen.

5. Die embryonalen Strukturen, insbesondere die Dottersackgefiafe, sind auch in

fortgeschrittenen Entwicklungsstadien iibersichtlich und iiberschaubar.

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 Lénge 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 Méannchen lassen sich mit blofem Auge schnell und sicher von den Weibchen
durch die Form der Dorsalflosse unterscheiden (EGAMI, 1975). Die Flossenstrahlen
der Dorsalflosse sind bei den Ménnchen um ca. 30 % lédnger als bei den Weibchen.
Zusétzlich sind alle Folssenstrahlen der Dorsalflosse bei den Weibchen gleichméfig
parallel angeordnet, wahrend der letzte Flossenstrahl bei den Mannchen zum Riicken

hin abgespreizt wird.

Bis zur Publikation von TURNER (1977) wurde Oryzias latipes den eierlegenden
Zahnkarpfen bzw. Killifischen (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 Reiskirpfling oder Japan-Reiskirpfling gebrauchlich. 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 (fliegende Fische)

angehoren. Somit ist Oryzias latipes nicht mehr zu den eierlegenden Zahnkarpfen
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bzw. Killifischen zu zéhlen. 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)
e

(A

Abb. 2: Oryzias latipes-Weibchen mit Eipaket (1), bestehend aus sieben Eiern.

O. latipes besitzt als Wildform eine grau-griine Farbung. Urspriinglich werden seit ei-
nigen hundert Jahren in japanischen Zuchten orange bis orange-rote und weike Farb-
varianten (YAMAMOTO, 1975) sowie eine transparente Form (WAKAMATSU, 2001)
geziichtet, die fiir Laborzwecke geeignet und kommerziell erhéltlich 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
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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 fiir diese Arbeit beobachteten Entwicklungsstadien wird das zur Zeit
allgemein anerkannte Standardwerk fiir 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

Fiir 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 (= Zebrafisch)
(KIMMEL u. LAw, 1985), an Salmo fariotrutta (WALZER u. SCHONENBERGER,
1979), Scophthalmus mazimus (Poupard et al., 2000) und O. latipes (KAGEYAMA,
1996) durchgefiihrt 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 Zebrafischen 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 fiir die Einbeziehung von Zellen in das DS ist
die direkte Nachbarschaft der Blastomere mit dem DZ. Diese Vorrausetzung erfiil-
len in jedem Fall die Marginalzellen der Keimscheibe. Bei Zebrafischen 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 iiber
Gap-Junctions mit dem DZ (KIMMEL u. LAwW,1985; BISCHOF u. DRIEVER et. al.,
2004). Als Néchstes dringen Cluster von Mikrofilamenten 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 aufliegenden 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. SCHONEN-
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 Dottergefifsen 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 Ausldufern umschlossen und tropfchenweise aus dem Dotter ab-
geschniirt. FINK und TRINKHAUS (1988) stiefsen bereits im dquatorialen DZ auf die
Existenz sternenférmiger 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
spiter vom DS mit flieRendem Ubergang weitergefithrt wird. In unbefruchteten Eiern
von Sparus aurata ist im DZ Cathepsin D und L nachgewiesen worden (CARNEVALI,
2001). Nach der Befruchtung wird ein signifikanter 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 spéter, nach
der Gastrulation, ausschlieklich das DS fiir die Aufbereitung des Dotters zustindig,

bis in die ersten Stunden und Tage nach dem Schlupf.

Als Néhrstoffe im Dotter lassen sich u. a. freie Fettsduren, Phosphatidylcholine, Phos-
phatidylethanolamin, Phosphatidylserin, Phosphatidylinositol, Sterol, Sterolester so-
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wie Triacylglycerol nachweisen (DESVILETTES et al., 1997). Um diese Substanzen
dem Stoffwechsel des sich entwickelnden embryonalen Gewebes zugénglich zu ma-
chen, muss der Dotter verdaut werden. Dies geschieht indem die Dottermasse fiir
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 Beschaffenheit des DS vorhanden ist, zeigen Untersuchungen des DS
von Salmo fariotrutta (WALZER u. SCHONENBERGER, 1979). Verdauende Enzym-
Aktivitdten 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 wahrend der gesamten embryonalen Entwicklung Vitellogenin-
und Lipovitellinmolekiile in kleinere Polypeptid-Stiicke “zerschnitten” und Phosvi-
tin dephosphoryliert wird. Glykogen ist nach Ansicht des Autors bei Salmoniden im
DS selten vertreten. Hingegen konnen in der Dottersackwandung bei Solea senega-
lesis Glykogen im ausreichenden Make nachgewiesen werden (SARASQUETE et al.,
1996). Weiterfithrend sind in der Dottersackwandung basische und saure Phospha-
tasen fiir den Transport von Substanzen, reduzierende Enzyme, ATPasen sowie fiir
die Verdauungsaktivitdten notwendige Aminopeptidasen und Lipasen nachgewiesen
worden. Fiir den Glykogen-Metabolismus wird die Anwesenheit von Phosphorylase
und UDPG-Glykogen-Transferase beschrieben, mit deren Hilfe der Absorbtionspro-
zess des Dotters stattfindet. MUDUMANA et al. (2004) weisen Ifabp-mRNA im DS von
Zebrafischen nach. Die Expression von Ifabp kann zu Beginn der Darmentwicklung
beobachtet werden. Prisens von Ifabp-mRNA im DS steht im engen Zusammenhang
mit dem Transport von langkettigen Fettsauren vom Dotter zu den embryonalen

Gewebeanlagen.

Wihrend der pragastralen Entwicklungsphase werden die embryonalen Anlagen von
Scophthalmus mazimus ausschlieslich vom DZ versorgt (POUPARD et al., 2000). Nach
der Epibolie iibernimmt auch hier das fertig ausgebildete DS diese Aufgabe. Nach An-
sicht der Autoren gelangen die Nahrstoffe, vor allem Lipo-Proteine, iiberwiegend iiber
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-
préagte Lipoprotein-Synthese von Apolipoproteinen (ApoE) im DS, durch das insbe-
sondere die Oltropfchen 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 ausgeprigte Lipoprotein-Synthese mit
der Expression von Stoffwechsel-Signalen koordiniert sein, die bis in die embryonalen
Gewebe hinein reichen. Sie initiieren die Bereitstellung von Lipoproteinen. Einfacher
ausgedriickt: Uber die Stoffwechsel-Signalwege werden Lipoproteine von den embryo-

nalen Gewebeanlagen des Embryos fiir die Entwicklung und das Wachstum “bestellt”.

Neben der Bedeutung fiir die Erndhrung des Embryos, finden im DS die Expressio-
nen wichtiger Signale statt, die einen entscheidenden Einfluss auf die morphologische
Entwicklung der Keime bzw. fiir die Epibolie und embryonale Gestaltenbildung ha-

ben.

2.4.2.3 Signale aus dem Dottersynzytium

Die meisten Untersuchungen dazu wurden am DS von Zebrafischen (Danio rerio
durchgefiihrt. Es ist anzunehmen, dass die Bedingungen im DS von D. rerio mit
denen vom O. latipes vergleichbar sind. Die im Folgenden aufgefiihrten Beispiele
sollen die Schliisselfunktion des DS als Signalquelle in der embryonalen Entwicklung

hervorheben:

e Die Enzyme Ogt (O-linked-k-N-acetylglucosamin-Transferase) und Oga (O-
linked-£-N-acetylglucosaminase) kontrollieren Apoptose und den Vorgang der
Epibolie. Stérungen in der Synthese dieser Enzyme, z.B. durch Uberexpression,
fiihren zu einem fehlerhaften Zytoskelett im DS der Zebrafische, in Verbindung
mit dem Fehlen von O-linked-f-N-acetylglucosamine (WEBSTER et al., 2009).
Eine Epibolie findet verzogert statt und die Embryonen sind desorganisiert,

haben eine verkiirzte Kérperachse und eine unvollstindige Hirnanlage.

e Fiir die Epibolie ist der Homeobox-Transkriptionsfaktor Mtz2 notwendig. Bei
fehlendem Faktor wird im DS ein F-Aktin-Ring nicht ausgebildet. Ohne diese
Mikrofilamentstruktur kann der Vorgang der Epibolie nicht stattfinden. EBERT
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et al. (2007) zeigen, dass ein Mangel an membran-assoziierter Ganylate-Kinasen-
Proteine im DS die Epiboly beim Zebrafisch-Keim blockiert.

Im frithen Blastulastadium wird im DS Casanova expressiert (KIKUCHI et al.,
2001). Casanova-Expression steuert die Bildung des Magen-Darm-Traktes beim
Zebrafisch.

f-Catenin aus dem DS wéhrend der Gastrulation ist u.a. ein Signal fiir die Ex-
pression von irond. Dieses Gen reguliert eindeutig indentifizierte Organisator-
Doménen, die fiir die Bildung und Ausdehnung des Embryonalschildes verant-
wortlich sind (KUDOH u. DAWID, 2001).

In einem kleinen begrenzten Bereich des DS bei Zebrafischen, unter dem sich
bildenden Embryonalschild, ist das Nieuwkoid-Gen lokalisiert worden (K0ooS u.
Ho, 1998). Nieuwkoid, ein Homeoboz-Gene, entspricht in seiner Funktion dem
Nieuwkoop-Organisator-Zentrum bei Amphibien und induziert die Bildung des

Mesoderms.

Desweiteren wird im Zebrafisch-Periblast u.a. hhex expressiert (HO et al., 1999;
BISCHOF u. DRIEVER, 2004). Nach Auffassung der zuletzt genannten Auto-
ren wird u.a. durch den Wnt/%-Catenin-Signalweg u.a. hhezr 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 findet keine Gestalt-
bildung des Embryos statt. Eine Regulation von bmp2b und ist unerliflich bei
der Bildung der dorsalen Organisatoren (SOLNICA-KREZEL u.DRIEVER, 2001;
SHIMIZU et al., 2000).

Mudumana et al. (2004) weisen DNA bzw mRNA fiir die Synthese von Trans-
ferrin im DS von Zebrafisch-Embryos vor der Organogenese von Leber und
Darm nach. Transferrin steuert die Eisen-Homd&ostase u.a. fiir den Sauerstoff
und Elektronentransport und verhindert andmische Bedingungen sowie Eisen-
iiberdosierungen. Transferrin wird bis zur Funktionstiichtigkeit der Leber im
DS gebildet. Die Autoren vermuten, dass das DS vorerst diverse Aufgaben

iibernimmt, die spéter von der Leber iibernommen werden.



2.5 Fragestellung 25

e Im DS von Zebrafischen wurde die Expression von Rbp4 (Retinol-Binding-
Protein) nachgwiesen, welches u.a. essentiell fiir die Entwicklung der Leber
notig ist (LI et al. 2007)

e Ein spezifischer Transkriptionsfaktor im DS ist Mtz1, welches die Expression
von Fibronectin reguliert, dass in Wanderungsprozessen von Herzmuskelzellan-
lagen involviert ist (SAKAGUCHI et al., 2006). Eine Hemmung von Mtz1 fiihrt
zu Cardia bifida (Doppelherz) und zu Defekten in der Organogenese von Lei-

beshohlenorganen.

2.5 Fragestellung

In dieser Arbeit sollen Beitrdge zu zwei Fragestellungen geleistet werden:

1. Ableitend von den Gewebeschéiden, die wiahrend einer Lithotripsie auftreten,
sind bei reduzierter Energie und der Verlagerung des Fokus in das Gewebe Ef-
fekte und Gewebebeeinflussungen infolge einer Stofswellenapplikation im Rah-
men einer ESW'T offensichtlich. Es stellt sich die Frage, was fiir Effekte nach
einer Stofswellenapplikation im Gewebe zu beobachten sind und ob die Effekte
als Schiden oder lediglich als gezielte Verdnderung mit dem Ziel einer Schmerz-
freiheit anzusehen sind. Um Erkenntnisse {iber Verdnderungen in beschallten
Geweben zu gewinnen, miissen gezielt Gewebe mit einer Energiedosis beschallt
werden, wie sie in der ESWT am Patienten angewendet wird. Die vorliegende
Arbeit soll kldren, was sich im Gewebe verdndert und ob diese Verdnderungen

in irgendeiner Beziehung zum analgetischen Effekt der ESW'T stehen.

2. Es soll erstmalig demonstriert werden, welchen Einfluss Stofkwellen auf das DS
von Oryzias latipes haben, welche zellpathologischen Schiden im DS vorzufin-
den sind und welchen Einfluss diese Schidigungen auf die embryonale Fisch-

entwicklung haben.
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3 Material und Methoden

3.1 Die Halterung von Oryzias latipes

Die Nachzucht und Hélterung dieser beiden Stamme erfolgte im Aquarium des De-
partment Biologie der Universitit Hamburg in Anlehnung an die Aufzuchtanleitun-
gen von VON KIRCHEN u. WEST (1976) und YAMAMOTO (1975) beschriebenen
Zuchtanleitungen. Die fiir 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 Stdmme wurden verbastardiert, um inzuchtbe-

dingte Spontanmissbildungen zu minimieren.

Die Hélterung der Oryzias latipes war in erster Linie darauf ausgerichtet, dass zu
jeder Zeit ausreichend Eier fiir die Versuche, Beobachtungen und Nachzucht vor-
handen waren, was durch ein meist tégliches Laichen der Tiere ermoglicht wurde.
Zwei Zuchtstdmme wurden jeweils in einem 100 l- und 120 1-Becken mit einer Be-
satzdichte von maximal 25-30 Individuen pro Becken mit Madnnchen und Weibchen
gehéltert. Fiir die Filterung des Wassers dienten Kiesfilter mit jeweils einem Steigrohr
in Glasgefafen mit 1 | Fassungsvermdogen fiir jedes Becken. Das Steigrohr war an der
Wasseroberfliche um 90 ° abgeknickt und sorgte so fiir eine ausreichende Wasserzir-
kulation im Zuchtbecken. Dabei wurde darauf geachtet, dass der Ausstrom von Luft
und Wasser zur Stressreduktion moglichst gerduscharm an die Wasseroberflache ge-
leitet wurde. Die Becken wurden mit Java-Moos bestiickt um den Fischen Deckung,

Riickzugsmoglichkeiten und ggf. Laichsubstrat zu bieten.

Nach VON KIRCHEN u. WEST (1976) sollten die Halterungstemperaturen nicht unter
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15 °C sinken und 29 °C nicht iiberschreiten. Die Autoren empfehlen eine Hélterungs-
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 handelsiibliche 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 Halterungen zeigten sich schon nach ca. drei Wochen bei beiden Zucht-
stdimmen der oben benannten Hilterungstemperatur und Aquariumwasser auf Lei-
tungswasserbasis ein Befall Fischtuberkulose mit stark ausgeprigten Symptomen, wie
Bauch6demen, Augentriibungen sowie Sklettdeformationen. Darauthin wurde die Sa-
linitdt des Wassers, in dem die Fische gehéltert 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 erhohter Stress durch
das Anheben des Salzgehaltes war auszuschliefen, da Fische keine Auffilligkeiten
zeigten und die Weibchen téglich laichaktiv waren. Die Salinitit von 0,15 %, 1,2 %
sowie 2,0 % hatte in toxikologischen Untersuchungen von EL ALFY et al. (2002) an

O. latipes keinen Einfluss auf die Fische.

In den Monaten April bis August waren die Stdmme dem natiirlichen Tageslichtrhyth-
mus ausgesetzt. In den Monaten September bis Mérz sorgte eine iiber den Becken
positionierte kiinstliche Lichtquelle fiir 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 Leibeshdhle. Darauthin wurde, abweichend von den Beschreibungen
von VON KIRCHEN u. WEST (1976) und YAMAMOTO (1967), keine tégliche Fiit-
terung durchgefiihrt. Die Fiitterung 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 (Tetramin®)
und tiefgefrorene weife Miickenlarven, in den Sommermonaten lebende Daphnien

verfiittert.
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3.2 Gewinnung der Eier

Die Weibchen laichten im Sommer, wihrend der langen Tageslichtphasen, zw. 7:00
Uhr und 9:00 Uhr und im Winter bei kiinstlicher 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 Haftfdden (bis zu 10mm Lénge) bestiickt, die alle als “Biischel®
von einer relativ kleinen begrenzten Stelle der Eihiille ausgingen. Desweiteren war
die Eihiillenoberliche mit kurzen haardhnlich Fortsidtzen von ca. 0,18 bis 0.2 mm
Lénge und mit einem jeweiligen Abstand von 0,15 mm bis 0,17 mm bestiickt. In der
Literatur werden die Fortsétze als Villi bezeichnet(IWAMATSU, 1994).

Alle Eier eines Eipaketes befanden sich im gleichen Entwicklungsstadium, da die
Mannchen das gesamte Eipaket zu einem Zeitpunkt des Laichens auf einmal befruch-
teten. Die Weibchen trugen die Eier, die durch lange an der Oberfliche der Eihiille
inserierende Haftfiden miteinander verbunden waren, ca. eineinhalb bis zwei Stun-
den nach dem Laichen zusammen mit allen anderen Artgenossen im oberflichennahen
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 Haftfiden hingen
blieben.

Zur Vorbereitung der Eier fiir Laborarbeiten wurden die Weibchen morgens, in ei-
nem Zeitraum zwischen 8:30 Uhr und 9:00 Uhr, mit einem Aquariencasher aus dem
Zuchtbecken heraus gefischt, bevor sie die Eipakete an den Wasserpflanzen abstreifen
konnten. Dazu sei erwdhnt, dass die Eihiillen der befruchteten O. latipes-Eier sehr
stabil sind und nur durch massive Gewalt zerstort geschidigt werden kénnen. Mit
einer Pinzette konnten die Eipakete im Ganzen problemlos entnommen werden. Un-
ter dem Stereomikroskop wurden die Haftfaden mit den scharfen Schneiden zweier
gegeneinander gefiihrten Kaniilenspitzen behutsam abgetrennt, um die Eier in der
Folgezeit besser handhaben und beobachten zu kénnen. In einer mit Brutmedium
beschickten Petrischale wurden die Eier in einem Brutschrank bei 25 °C bis zur

Schlupfreife erbriitet.

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 Sauerstoffzehrung den Schlupf reifer Embryonen eierlegender Zahnkarp-
fen. Die bakterielle Zersetzung der Trockenfutter-Flocken und die damit verbundene
Sauerstoffzehrung fiihrte 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 Glasgefife, die zur Hélfte mit Wasser gefiillt
und einem kleinen daumenlangen Biischel Java-Moos besetzt wurden, umgesetzt und
taglich mit den Nauplien von Artemia salina gefiittert. Ein Sprudelstein sorgte fiir
eine ausreichende Beliiftung. Alle 2 Tage wurde die Hélfte des Wassers durch frisch
abgestandenes Wasser ersetzt. Sobald die Jungfische nach 10 bis 14 Tagen das Sta-
dium 42 (nach IwAMATSU, 2003) mit einer Linge von ca. 10 mm erreicht hatten,
wurden sie in die Zuchtbecken umgesetzt. Damit waren die Jungfische zu groft und

zu schnell um den ausgewachsenen O. latipes als Beute zu dienen.

Zur Kontrolle der Embryonalentwicklung wurden die Eier tdglich dem Brutschrank
entnommen, mittels eines Stereomikroskops (Zeiss) untersucht und mit Hilfe eines
Fotoaufsatzes (Zeiss®) fotografiert (Kodak Ectachrom 100®). Eine Kaltlichtquelle
(Novoflex Macrolight plus®) spendete das notwendige Durchlicht, durch das sich die
Embryonen gut beobachtet liefsen. Die Embryonalstadien wurden mit Hilfe der Ar-
beiten von Iwamatsu (1994), PETERS,1963 und TAVOLGA (1949) bestimmt.

Herstellung des Brutmediums:

Aus Meersalz (NATURAKOM®) und destilliertem Wasser wurde eine Stammlosung
mit 2,5 % Salzgehalt hergestellt. Zur Herstellung des Brutmediums wurde die Stamm-
16sung gefiltert und auf 2,5 %/00 mit Aqua dest. verdiinnt. Eigene Beobachtungen
zeigten, dass der Salzgehalt die Entwicklung der O. latipes-Embryonen nicht negativ
beeinflusste und Verlust durch Pilzbefall deutlich reduzierte.
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3.3 StoRwellengerat und Versuchsaufbau

Die fiir die in dieser Arbeit verwendeten elektromagnetischen Stokwellengeréte (Li-
thostar Plus® und Sonocur Plus®) bestehen aus folgenden Komponenten (ROHNKE,
1993): Eine akustische Quelle, eine akustische Linse und Wasser als Ubertragungsme-
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 iiber 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 handelsiiblichen Ultraschall-
Gels die Schallquelle mit dem Korper des Patienten verband. Die Welle pflanzte 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 Stof-
welle auf. Der Brennpunkt des Schallfokus hatte die Form eines Rotationsellipsoids
mit einer Lange von vier Millimetern und einem Durchmesser von einem Millimeter

(FOLBERTH, 1995 personliche Mitteilung).

StoRwellenkopf

Flachspule als

Lautsprecher Inline-Sonographiekopf Membran  Aquarienwand

Akustische Linse Vorlaufstrecke
oder Koppelbalg|
\4
7 i O. latipes Ei
4 ~\ .
4
Wasser

/ &
\ Wasser Wasser

Abb. 3: Schema des angewandten Stofwellenverfahrens zur Beschallung der O. la-
tipes-Eier. Die Stofswellen wurden elektromagnetisch erzeugt und iiber 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 Stofwellen der Lithotripsie (vergl. Abb. 1,
S. 10) werden fiir die ESWT niederenergetische Stofwellen 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 (At) grofer ist

als bei den Stofswellenmessungen am Lithostar Plus (Abb. 4).
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Abb. 4: Am Lithostar Plus® gemessener StoRwellenverlauf (Stufe 1). Dieser Ver-
lauf gilt auch fiir das ebenfalls in dieser Arbeit verwendete Gerdt Sonocur
Plus®. Der Druck erreicht innerhalb des eines Zeitraumes At — 1 usec
sein Maximum. Anschliefiend fallt der Druck innerhalb von ca. 3 usec auf
ein Minimum in einen negativen Druckbereich (Unterdruck), was auch als
Zugwelle bezeichnet wird.

Um die Eier gezielt beschallen zu kénnen, wurden sie in zylindrische Aussparungen
eines Agaroseblocks (& = 1 mm) eingefasst. Fiir das Giefsen derartiger Agaroseblocke
wurden zwei Matrizen aus Plexiglas gefertigt. Die erste Matrize (Abb. 5, links) diente
fiir die Versuchsreihen 1 bis 79, die zweite (Abb. 5, rechts) fiir die Versuchsreihen 80
bis 86. Es wurden dazu vier 3 mm lange Metallzylinder (& = 1 mm) 1,4 mm tief in ein
Plexiglasstiick 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 Kunststoffplatte heraus. Die zweite Matrize , die als Abgussform
fiir die restlichen Versuche diente, enthielt zehn ebensolche Metallzylinder, welche zu

einem gleichseitigen Dreieck angeordnet wurden.

In einem handelsiiblichen Mikrowellengerét (Bosch® HMG 760B) wurde die Agaro-
se erhitzt um sie zu verfliissigen. Mit der heifsen Agarose wurde ein Petrischélchen
mit einem Durchmesser von ca. 5 ¢m, in die zuvor eine Matrize mit drei auf dafiir

vorgesehenen Bohrungen positionierten Stahlkugeln (@ = 2,5 mm) bestiickt wurde,
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Abb. 5: Die Abgussmatrizen mit den Massen 22 mm x 26 mm x 3.4 mm. Die beiden dufseren
Bohrungen (x) wurden bei beiden Matrizen in einem Abstand von 6 mm zum Zentrum
(weifer Pfeil) gesetzt. Die dritte Bohrung befindet 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-
schliefendem Zurechtschneiden Agaroseblocke (Abb. 6) mit zylindrischen Kammern.

Die Elastizitat der Agarose fixierte die in die Kammern hinein gedriickten Eier.

Abb. 6: Die fertigen Agaroseblocke in der &lteren Version mit vier Kammern (links) und mit
zehn Kammern (rechts), fiir eine hohere Beschallungseffizienz. Die erhdhten Rander er-
moglichten es, die Eier auch wihrend der Arbeiten aufserhalb des Aquariums dauerhaft
mit, Wasser bedeckt halten zu konnen. Auf das Zentrum (1) wurde mit dem Inline-
Sonographen der Fokus fiir die Stofwelle ausgerichtet (Abb. 9). Die schwarzen Pfeile
reprisentieren die Laufrichtung des Schalls.
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Fiir eine optimale Beschallung der Eier war es erforderlich, dass der zigarrenférmige
Schallfokus moglichst 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 tatséchlichen Ausrichtung oft nicht mdoglich.
Dies fiihrte zu Versuchsdurchldufen mit offensichtlich ungeschidigten Embryonen.
Um eine zu erwartende Abweichung dieser Art auszugleichen und die Wahrschein-
lichkeit, optimal beschallte Eier zu erhalten, wurde fiir die letzten Versuche (Versu-
che 80 bis 86) das Agaroseblock-Modell mit den pyramidenférmig angeordneten zehn

Kammern als Weiterentwicklung des ersten Modells erstellt.

In Abb. 7 wird der Schallkopf dargestellt. Hier
wird die erzeugte Welle von der Schallquelle
im Inneren iiber den Koppelbalg und anschlie-
Kend iiber eine Membran aus Zellophan an das
Wasser im Versuchsbecken weitergegeben. Um
die Leitfahigkeit des Schalls vom Koppelbalg an
die Membran und an das Wasser zu gewahrlei-
sten, wurde auf die Membran Ultraschall-Gel

aufgetragen. Fiir die Versuche 1 bis 57 wurden

Abb. 7: Der Schallkopf des Somocur das fest installierte Gerdt Lithostar Plus® ver-
Plus®. Mit Hilfe dreier Tasten endet. Dieses Stofiwellengerit musste spiter
144t sich der Schallkopf ausrich- L B .
ten (7). aus betrieblichen Griinden demontiert werden.
Deshalb wurde das mobile Gerédt Sonokur Plus® in den Versuchen 58 bis 87) einge-
setzt. Beide Stofswellengerite waren in der Konstruktion der Schallquelle baugleich.
Vergleiche der prozentualen Anteile geschiadigter Embryonen pro Versuch ergaben
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Geraten. Fiir diesen Vergleich wurde

der “Mann-Whitney-U-Test* angewendet.

Eine eigens fiir die Versuchsanordnung angefertigte Plexiglasvorrichtung fixierte den
mit den O. latipes-Eiern bestiickten Agaroseblock (Abb. 8). Diese Plexiglasvorrich-
tung wurde wiederum in ein Plexiglasbecken (10 1) eingelassen und so positioniert,
dass sich der Schall iiber die Zellophan-Membran in der Beckenwand in Richtung der

Fischeier ausbreiten konnte.

Mit dem Inline-Sonographen war der Sonograph stets in die Stofwellenquelle inte-
griert, iiber den die Stofswellenfokussierung erfolgte. Auf einem Monitor konnte die

Ausrichtung des Schalls iber ein Fadenkreuz verfolgt werden (Abb. 9).
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Abb. 8: Die Plexiglasaufhingung (links) fiir den Agaroseblock und das Becken
mit einer Membran aus handelsiiblichem Zellophan. Die Arretierklotz-
chen, beidseitig auf den Rand des Beckens geklebt, passten genau zwi-
schen die beiden oberen Triger der Plexiglasaufhingung und fixier-
ten diese. Agar= Agaroseblock mit eingegossenen Stahlkugeln, Mem =
Membran.
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Abb. 9: Screenprint des Inline-Sonographiegerétes. Das Echo der drei Stahlkugeln
wird von den roten Kreisen () markiert und das Zentrum, auf das die
Stokwellenquelle ausgerichtet wird, durch den roten Pfeil (7).
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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/mm?, 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, Préigrastrula), 11
(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 begriindet sich in der extremen Emp-

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

findlichkeit der Keimscheiben und der nur begrenzt verbleibenden Entwicklungszeit
der Stadien IV-+/V- bis zum Schlupf. Das Stadium II war einerseits gegeniiber der
Stofswellenapplikation nicht so empfindlich, wie die Stadien Ia und bot ausreichend
Moglichkeiten, die Auswirkung der Beschallung iiber einen lingeren Zeitraum wéh-

rend der weiteren Entwicklung zu beobachten.
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3.4 Weiterverarbeitung der Proben

Tab. 1: Definition der Beobachtungszeit- Nach den durchgefiihrten Versuchen wurden

Beobacirzf;f"' Zeit nach der die im Stadium II beschallten Eier zu fest-
Zeitpunkt Beschallung gelegten Beobachtungszeitpunkten (Tabelle 1)
o Maximal 10 Minuten  2€sichtet, wobei die Tabelle insbesondere an

t ca. 5 Std. Versuchsembryonen mit beschalltem Entwick-

ta 1 Tag + ca. 5 Std. lungsstadium II angewendet wurde. Die Be-

t3 2 Tage + ca. 5 Std.  pbachtungszeitpunkte wurden als ¢, definiert.

tf* 3 Tage + ca. 5 Std: Der Beobachtungszeitpunkt ¢, definiert einen

. " Zeitraum von maximal 10 Minuten nach der

tis 17 Tage + ca. 5 Std. Beschallung und der Beobachtungszeitpunkt ¢,

19 18 Tage + ca. 5 Std. den Zeitpunkt von ca. fiinf Stunden nach der

Beschallung. Ungefihr 29 Stunden (1 Tag + ca. 5 Stunden) nach einer Beschallung
ist der Beobachtungszeitpunkt ¢, festgelegt. Der spéteste Beobachtungszeitpunkt war

t19 am 18. Tag nach einem Versuch.

3.4.1 Lebendbeobachtungen der Entwicklung der
0. latipes-Eier

Wihrend des weiteren Entwicklungsverlaufes, erfolgte die Bebriitung beschallter Eier
einzeln in Kammern von 24-Loch-Gewebekulturschalen (Sarstedt) bei 25 °C. Um die
Embryonalentwicklung in den Eiern verfolgen zu kénnen, fand eine tégliche 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 fotografisch dokumentiert werden. Fiir die Belich-
tung dienten ein handelsiibliches Universalblitzlichtgerdt fiir das Durchlicht mit 2
weiteren Blitzlichtgerdten mit “Slave-Funktion®, die jeweils von einer Seite belichte-
ten. Ziel war eine Ausleuchtung der Embryonen ohne Schatten sowie ein optimales
Farbspektrum fiir die Diafilmbelichtung (Kodak Ektachrome 100 plus®).

Um ein Wegrollen der Eier aus dem Sichtfeld des Stereomikroskop zu verhindern,
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wurde fiir die Lebendbeobachtungen eine Unterlage aus Agarose hergestellt. Da-
zu wurden ca. 0,5 ml erhitzte und fliissige 0,5 %ige bis 1 %ige Agarose auf eine
Glasplatte getropft, die iiblicherweise fiir die Abdeckung von Blockschélchen verwen-
det wird. Durch eine von Hand erzeugte schnelle Rotationsbewegung der Glasplatte
bildete sich nach Abkiihlung ein fester Agarosefilm. Aus diesem Film wurde mit
Hilfe der Metallspitze eines Druckbleistiftes ein 0,7 mm grofes Loch gestanzt. Von
der Glasplatte vorsichtig gelost, wurde nun der Agarosefilm in ein Blockschélchen
mit Brutmedium {iberfiihrt. Die Eier, auf das Loch des im Brutmedium vollstindig
transparenten Agarosefilms gelegt, konnten stabil positioniert und so in jeder Lage

fotografiert 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 Triibungen 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 konnen, wurden aus den einzelnen Stadien sowohl von den
Kontrollen als auch von den geschidigten Versuchsembryonen, mindestens 3 Stich-

proben fixiert.

Die zu fixierenden 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 iiber ca. zwei Stunden in Glutardehyd (4 %) inkubiert und mit
0OsO4 (2 %) iiber ca. einer Stunde nachfixiert wurden. Da die Eihiille fiir das Fixativ
weitgehend undurchléissig war, wurde sie mit einer Prépariernadel oder einer Kanii-
le durchstochen. Durch diese Verletzung der Eihiille konnte das Glutardehyd zum
embryonalen Gewebe diffundieren. Der Erhalt der Ultrastrukturen fast ausdifferen-
zierter Gewebe von beschallten Embryonen und Kontrollen im Entwicklungsstadium
IV+/V- war zufriedenstellend.
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Diese Praparations- und Fixiermethode wurde zunédchst 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 Offnung
der Eihiille driickte, sondern oftmals auch der empfindliche Embryo selbst, was zu
einer vollstandigen Zerstorung der Probe fiihrte. Zusétzlich konnte durch diese Fi-
xierungsmethode der Erhalt der Ultrastrukturen nicht gewéhrleistet werden. Licht-
und elektronenmikroskopisch waren die Priaparate daher nicht zu verwenden. Insbe-
sondere die Membranen von ER und Kernhiille 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 wahrend der Prédparation zu verletzen, war bei den Eiern im
Stadium IT im Gegensatz zu denen im Stadien IV+/V- wesentlich héher, weil bei
letzteren der Abstand zwischen Dotter und Eihiille als Folge des verbrauchten Dot-
ters deutlich vergrofert war. Es konnten auf diese Weise ca. 50 % der im Stadium II

praparierten Embryonen fiir eine weitere Bearbeitung verwendet werden.

Diese Erfahrungen fiihrten letztendlich zur Verwendung von 1%igem OsO, als Standard-
Fixativ und zu einer erfolgreichen Modifizierung der Préparationsweise:

Das jeweilige Ei wurde in ein Blockschéilchen mit PBS iiberfiihrt. Dieses hyperto-
nische Medium entzog dem Ei soviel Wasser, dass das Ei nach ca. 30 Sekunden
einem “erschlafften Fuftball“ glich. Anschliefend konnte mit Hilfe zweier extra fein
zugeschliffener Priaparationspinzetten eine Falte der Eihiille in der Weise ergriffen
werden, dass sie sich durch eine Reitbewegung der gegeneinander gefiihrten Pinzet-
ten 6ffnen liek. Mit der so entstandenen Offnung als Basis war es mdglich, stiickweise
Hiillenmaterial zu entfernen, bis der Embryo und Dottersack schliefslich mit einer
Pipette aufgenommen werden konnten. Auf diese Weise konnte die Rate gegliickter
Praparationen 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 praparierten Embryos wurde mit moéglichst wenig Fliissigkeit in ein 2 ml fas-
sendes Eppendorf-Reaktions-Gefaft iiberfiihrt, das bereits ca. 0,5 ml der 1%ige OsOy-
Losung als Fixierlosung enthielt. Der Embryo wurde bei 4 °C ca. eine Stunde in der

Fixierlosung inkubiert. Nach anschliefendem drei maligem Spiilen 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 fixierten Embryonen fiir 10 Minuten 96%igem
Ethanol ausgesetzt. Zum Schluss vollendete eine zweimalige Entwésserung mit abso-
lutem Ethanol, jeweils iiber die Dauer von 15 Minuten die Alkoholreihe. Die Proben
wurde nun zweimal jeweils fiir 20 Minuten in Propylenoxid inkubiert und fiir weitere
20 Minuten in einem Gemisch aus Propylenoxid und Epon im Verhéltnis 1:1 iiber-
fiihrt. Uber Nacht lagerten die Proben in einem Gemisch von Propylenoxid und Epon
im Verhiltnis 1:3.

Am folgenden Tag konnten die Proben aus dem Epon-Propylenoxid-Gemisch jeweils
in eine Beem-Kapsel (Grofe 3) iiberfithrt werden. Das Reaktionsgefiff wurde dann
mit Epon® aufgefiillt und bei 35 °C iiber 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 iiber einen Tag bei Raumtemperatur, bevor sie mit dem Mikrotom

weiter bearbeitet wurden.

Mit dem ULTRACUT® (Hersteller: Reichert-Jung optische Werke AG) wurden Se-
midiinnschnitte von 1 pm hergestellt. Die Farbung fiir die Lichtmikroskopie erfolgte
nach dem standardisiertem Verfahren nach BOCK (1984) mit Toluidinblau fiir 1 Mi-
nute bei 60 °C, wobei die Schnitte in der Toluidinblau-Losung schwimmend gefarbt
wurden. Nach dem Spiilen der Schnitte in ebenso erwérmten Aqua tridest. wurden

diese auf einen Objekttriger aufgelegt und an der Luft getrocknet.

Reagenzien fiir 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. Puffer:
Fiir einen 0,2 M Phosphatpuffer (PBS) wurden 2 Stammlosungen hergestellt:

1. Losung A: 0,2 M KH,PO, wurden in 200 ml Aqua tridest. gelost.
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2. Losung B: 0,2 M Na,HPO, wurden in 200 ml Aqua tridest. geldst.

Losung A und B wurden so miteinander vermischt, dass der daraus resultierende

Puffer auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt war.

Fixativ:

In einer braunen Schliffstopfen-Flasche wurden 9,9 ml von 0,1 M PBS mit 0,1 g
kristallinem OsO4 (PLANO®) beschickt, deren Kristalle sich iiber Nacht wéh-
rend der Lagerung bei 4 °C im Kiihlschrank 16sten. Nach einer Reihe von Vor-
versuchen (vgl. 3.4.2.1, S. 38), stellte sich heraus, dass eine 1%ige OsO4-Losung
das hoch empfindliche Gewebe der O. latipes-Embryonen sehr schonend fixier-
te, eine Voraussetzung fiir 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 gebrauchsfahig blieb.

Einbettungsmaterial:
Zur Einbettung der fixierten Embryonen wurde Glycid-Ether (Epon®) verwen-

det. Dieser Kunstharz wird aus zwei Komponenten hergestellt:

1. Epon® A: 9,3 ml Glycid Ether vermischt mit 15 ml 2-Dodecenylbernstein-
saureanhydrid
2. Epon® B: 10 ml Epon® vermischt mit 9,9 ml Methylnadic Anhydrid.

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

Farbemittel fiir die Lichtmikroskopie:

Zur Farbung der 1 pum dicken Schnitte des embryonalen Gewebes wurde ei-
ne 1 %ige Losung aus kristallinem Toluidinblau in 2,5 %iger Na,CO;-Losung
verwendet (BOCK, 1984).

Fiir das Erstellen der lichtmikroskopischen Dias wurde das LEICA-DM-IRBE
als Durchlichtmikroskop mit einem Blaufilter, dem dazu gehérigen Fotoaufsatz
(LEICA-MPS-60) und sowie ein Diafilm diente der AGFAPAN® 25 prof.
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3.4.2.2 Elektronenmikroskopie

Die Ultradiinnschnitte wurden mit einem Diatom in einer Dicke von 70 nm geschnit-
ten. Als Objekttrager dienten Grids (Plano®) mit 200 Maschen pro Inch. Anschlie-
fsend erfolgte die Kontrastierung der Schnitte mit Uranylacetat iiber die Dauer von
ca. einer Stunde. In einem letzten Schritt wurden die Ultradiinnschnitte mit Bleici-
trat kontrastiert. Dazu wurden die Grids mit den Schnitten iiber eine Dauer von vier
Minuten auf vorbereitete Tropfen aus Bleicitratlosung gelegt. Dies erfolgte in einer
abgedeckelten Petrischale mit NaOH-Plittchen zur Bindung des CO4 aus der Luft,
um der Bildung von Verunreinigungen durch eine Reaktion des Bleicitrats mit dem

COs vorzubeugen.

Reagenzien fiir die Elektronenmikroskopie:
Fiir die Kontrastierung der Ultradiinnschnitte mit Uran und Blei wurden folgende

Arbeitsschritte getitigt:

1. Es wurde 0,1 g kristallines Uranylacetat in 10%igem CH3COOH gelost. Die
Losung wurde unter Lichtabschluss bei 4 °C gelagert.

2. Herstellung der Bleicitratlosung:

— Stammlésung A: 670 mg kristallines Bleinitrat wurden in 7,5 ml Aqua
tridest. gelost.

— Stammldsung B: 880 mg kristallines Trinatriumcitrat x 2H,O wurden in
7,5 ml Aqua tridest. gelost.

— Von Losung A und Losung B wurden jeweils 0,75 ml miteinander ver-
mischt.

— Der dabei entstehende weilse Niederschlag wurde durch das Hinzufiigen
von 0,4 ml 1 N NaOH aufgelst.

— Zur gebrauchsfertigen Bleicitratlosung wurden abschliefend 0,6 ml Aqua

tridest. dazugegeben.

Fiir die Elektronenmikroskopie wurde das EM 902A (Zeiss) verwendet. Die erstellten
s/w-Negative (Kodak® Electron Image Film SO-163) wurden mit einem EPSON®
Perfection 2450P digital mit einer Auflésung von 1600 dpi in s/w-Positive umge-
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wandelt. Die elektronenmikroskopischen Strukturen wurden geméf FAWCETT (1977)
und DAVID (1970) analysiert und bestimmt. Letzterer Autor wurde insbesondere fiir
die Beurteilung und Bestimmung der beobachteten pathologischen Ultrastrukturen

herangezogen.
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4.1 Die Embryonalentwicklung von Oryzias latipes

Tab. 2: Klassifizierung der Entwicklungsstadien

von IWAMATSU

(1963)

IwaMATSU (1994) ‘

(1994) und PETERS

(PETERS,1963)

Da es von O. latipes jedoch zahlrei-
che Zucht-Stdmme gibt, muss davon
ausgegangen werden, dass dabei leich-

te Variationen in der Normalentwick-

0 bis 2b 0
3 Ia- lung des Embryos auftreten. Dies kann
4 bis 11 la sowohl die Entwicklungsgeschwindig-
12 b?s 14 lat keit als auch méglicherweise morpholo-
15 bis 13 iE gische Unterschiede betreffen. Um be-
18 bis 19 bt schallungsbedingte Abweichungen von
20 bis 23 1 der Normalentwicklung exakt nachwei-
24 bis 25 11 sen zu kénnen, war es deshalb notwen-
26 bis 27 I+ dig, die Normalentwicklung mit den
zz Ei fiir die Beschallung verwendeten O. la-
30 bis 31 . tipes-Stdmmen genau zu analysieren.
32 V-
33 v Fiir die vorliegende Arbeit wurden
34 v die Entwicklungsstadien zur Vereinfa-
35 V- chung frei nach APSTEIN (PETERS,
36 bis 38 Vv 1963) zusammengefasst. Aus Tabelle 2
39 V+ (Schlupfreife) gt gie Zuordnung der Stadien ersicht-
lich. Fiir die Vereinfachung der Aus-
wertungen in den Tabellenkalkulati-
onsprogrammen stehen “4” und “-” nicht vor, wie in der Literatur, sondern stets

hinter den in romischen Ziffern 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 friithe Stadien, wie z.B. das
Stadium Ia (vgl. S. 49), konnen durchaus mehrere Entwicklungsschritte mit entspre-

chenden morphologischen Verédnderungen beinhalten.

Stadium 0 (3 Minuten):

Das reife Ei, mit einem Durchmesser von ca. 1,2 mm, besitzt eine weiche, reiffemp-
findliche Hiille, die die gelb gefiarbte, klare Dottermasse umgibt. Das den Dotter um-
gebende Zytoplasma (Dotterzytoplasma oder kortikales Zytoplasma, abgekiirzt: DZ)
grenzt an die Eihiille, so dass noch kein Perivitellarraum vorhanden ist. Zahlreiche

kleine farblose Oltrépfchen verteilen sich gleichmiRig im Dotter.

Unmittelbar nach der Befruchtung hértet sich die Eihiille, die anschliefsend eine sta-
bile und lederartig zahe Konsistenz besitzt. Zwischen dem kortikalen Zytoplasma und
der Eihiille bildet sich der Perivitellarraum, der mit einer klaren Fliissigkeit, der Peri-
vitellarfliissigkeit, ausgefiillt ist. Die Oltropfchen beginnen zu fusionieren und sind in
unterschiedlichen Grofen gleichméfig 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 befindet 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 Oltrépfchen
weiter fortgeschritten. Die somit gréferen Oltrépfchen beginnen sich am vegetativen
Pol zu sammeln (Abb. 12).
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Perivitellarraum

kortikales

0.5 mm Zytoplasma Eihillle

Abb. 11: Entwicklungsstadium 0 nach der Aktivierung: Der Perivitellarraum hat sich gebildet.
Die Oltropfchen sind gleichmifiig an der Peripherie des Dotters verteilt. Der Dotter
wird vom kortikalen Dotterzytoplasma (DZ) umgeben.

Perivitellarraum Monoblast
L
O

kortikales

Zytoplasma Eihile

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

Der Perivitellarraum hat sich vergrofert. Am animalen Pol finden die Furchungstei-
lungen statt (Abb. 13). Aufgrund des ausgeprigten 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.
Wihrend der Furchungsteilungen durchlduft die Keimscheibe trotz intensiver Tei-
lungsaktivitit kein bedeutendes Grofenwachstum. Dabei steigt die die Anzahl der
Zellen infolge synchroner Teilungen bis auf ca. 1000 an. Wéhrend der noch synchron
verlaufenden Furchungsteilung durchlduft 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
dufserste Zellkranz der Keimscheibe besteht, heraus zu wandern, um sich im Dot-
terzytoplasma anzuordnen. Demzufolge bildet sich eine Synzytium-Schicht, die sich
zunehmend iiber den Rand des Blastodisk hinaus erstreckt. Jedoch konnten bei den
untersuchten Fischen die Einwanderungen von Zellkernen nicht bestétigt werden, was
spéter erdrtert wird (vgl. S. 21). Bei den fiir 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 schlieftt 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 fiir einen holoblastischen Furchungstyp bei Vertebraten charakteristisch
ist. Infolge des extremen Dotterreichtums der Fischeier ist dieses Erscheinungsbild
aus Platzgriinden nicht mdglich. Deshalb ist die Keimscheibe im diesem Stadium der

Fischentwicklung stark abgewandelt und besteht zentral aus fiinf Zellagen.

Der Bereich des DS, der sich sich wihrend der weiteren Entwicklung unmittelbar
unter der Keimscheibe und spéiter unter dem Embryo befindet, ist der Periblast.
Wihrend der Blastula hebt sich die Keimscheibe vom Periblast ab und bildet unter

sich einen Hohlraum, der dem Blastocoel oder der priméren Leibeshohle entspricht.
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Blastomere

kortikales
Zytoplasma

Eihtlle

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

Perivitellarraum Dottersynzytium

Keimscheibe

kortikales

Zytoplasma Eihille

Perivitellarraum Dottersynzytium

Keimscheibe

kortikales
Zytoplasma

Eihtlle

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 {iber dessen
Rand hinaus. Ol = Oltropfchen.
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Stadium la+ und Ib- (10 Stunden bis 21 Stunden):

Der Durchmesser der Keimscheibe hat sich nicht wesentlich vergrofert (Abb. 15),
wirkt aber infolge fortlaufender Teilungsaktivitidten und damit zunehmender An-
zahl an Zellen feinkdrniger als in Stadium Ia. In diesem Embryonalstadium werden
die drei Keimblatter 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 iiber den Dotter bzw. das DS.
Begleitet von einer Einrollbewegung, am zukiinftigen 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

Perivitellarraum Keimscheibe

kortikales
O 5mm Zytoplasma Eihiille
dorsale Urmundlippe Keimscheibe
Dotter
kortikales
Zytoplasma Eihiille

Abb. 15: Entwicklungsstadium Ia+ in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten) zu Beginn
der Gastrulation vor dem Start der Epibolie. Ol = Oltrépfchen; pb Ekt = periblastisches
Ektoderm; Pvit = Perivitellarraum.
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und das Entoderm. Das letztere Keimblatt ist die ventrale Gewebeschicht unter dem

entstehenden Embryonalschild. Spéater 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 verinderten Invagination des Gastrulastadiums holo-

blastischer Furchungstypen. Ist die Epibolie soweit vorrangeschritten, dass mehr als

die Hélfte des Dotters umwachsen ist, entsteht eine solide Gewebeleiste, der Neural-
kiel (Abb. 16), der sich von der Blastoporuslippe bis zur Mitte der Keimscheibe

0.5 mm

Neuralkiel

Perivitellarraum periblastisches

Ektoderm

dorsale

Blasto-

poruslippe Zone
undulierender
Bewegungen

Blastoporus

Dotterzytoplasma- Eihtlle

- Schicht

periblastisches

Perivitellarraum Ektoderm

Dotter
dorsale
Urmundlippe

Oltropfen

kortikales
Zytoplasma

Eihlle

Abb. 16: Entwicklungsstadium Ib- bei fortgeschrittener Gastrulation in der Aufsicht (oben) und
Seitenansicht (unten): Durch die Epibolie schiebt sich periblastisches Ektoderm strumpf-
artig iiber 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. Ol = Oltrépfchen.

erstreckt. Hierbei handelt es sich um die Anlage des Embryonalschildes, in dem sich



50 4 Ergebnisse

der Neuralkiel als solider Strang erkennen léft. Er ist die erste Anlage des Zentralner-
vensystems bzw. des Riickenmarks. Allgemein ist in einer normalen Fischentwicklung
dieses Erscheinungsbild einer abgewandelten Neurulation zu finden, 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 wolbt 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 zukiinf-
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
zukiinftigen 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 lidfst noch eine kleine Liicke offen, iiber die das DS noch im
direkten Kontakt mit dem Perivitellarraum steht. Die Oltrpfchen sind inzwischen

zu zwei grofen Oltropfen im Dotter fusioniert.

optische

Plakode Neuralkiel

Dottersack Eihulle
0.5 mm
optische Neuralkiel
Plakode
dorsale
Urmundlippe
Dottersack Eihille

0.5 mm

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. Ol = Oltrépfchen; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium Ib+ (26 Stunden):

Der Dotter ist in diesem Stadium immer noch nicht vollstindig 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 fiir Ver-
tebraten typischen inversen Augenbecher. In der Aufsicht ist ein Paar akustische
Plakoden zu sehen, aus dem sich die Otozysten mit den Bogengingen entwickeln

werden.

Entodermalen Ursprungs laft sich am kaudalen Ende des Embryonalschildes das
KUPFFER “sche Vesikel in der Seitenansicht erkennen. Aus ihm wird spéter die Harn-
blase hervorgehen. Mit Abschluss dieses Stadiums konnen zwei bis drei Somitenpaare

mesodermalen Ursprungs sichtbar sein.
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Augenanlage Gehirnanlage

Akustische

Mesoderm Plakode

Dottersack Eihille

Hirnanlage
Augenanlage

Schwanzmuskel-

Perivitellarraum-—
anlage

Kupffer'sches
Vesikel

Eihtlle

Dotter

Abb. 18: Entwicklungsstadium Ib+ in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten). Augenan-
lagen, die akustischen Plakoden und das KUPFFER “sche Vesikel charakterisieren dieses
Stadium. Ol = Oltrépfchen; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium II- (1 Tag 3 Stunden):

Durch die Fusion der Oltropfchen haben sich meist ein oder zwei grofe Olkugeln

gebildet und aus dem Embryonalschild hat sich nun ein Embryo entwickelt.

An dem Embryo sind bereits drei primére 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 Riickenmark entwickelt. Durch Delamination bil-
det sich spéter ein Riickenmarkskanal. Auf Hohe des Myelencephalons befindet sich
die paarige Anlage der Otozysten.

Vom hinteren Rand der Augenanlagen erstreckt sich schwanzwérts die Leibeshohle,
die sich bis hinter die Otozysten erstreckt. Das KUPFFER “sche Vesikel unterhalb des
Schwanzendes hat sich vergrofert. Mesodermalen Ursprungs laft sich ein achsenfor-
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 beschliefst das Stadium mit einer Anzahl von 14 bis 15 Somitenpaaren.

Zwischen Hirnanlage und Dotter, unter dem Diencephalon, ist ventral die Herzanlage
sichtbar. Die ersten Blutgefifse, die unter dem Stereomikroskop erkennbar werden,
sind die Ductus cuvieri. Sie verlaufen jeweils links und rechts parallel zum Embryo auf
der Dotteroberfliche und gehoren damit zu den Dottergefifien. In der embryonalen
Entwicklung des O. latipes werden insgesamt drei grofe, venose Dottergefife den
optischen Eindruck des Dottersackes charakterisieren. Neben dem linken und rechten
Ductus cuvieri kommt als drittes Dottergefaft die Dotter-Schwanz-Vene oder Vena
vitellina hinzu. Letztere wird allerdings erst ab Stadium III- sichtbar werden (vgl
S. 62). Die zwei und spéter drei Dottergefifse vereinen sich zukiinftig im Sinus venosus

an den sich das Herz anschliefit.
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Abb. 19:
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Entwicklungsstadium II- in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten). Erstmals
ist eine Herzanlage sichtbar. Es lassen sich 14 bis 15 Somitenpaare zdhlen. Das IKUPF-
FER “sche Vesikel unterhalb des Schwanzendes hat sich vergrofert. Die Oltrépfchen haben
sich zu ein bis zwei grofen Oltropfchen fusioniert. LH = Leibeshohle; opt. =optische;

OI = Oltrépfchen; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium Il (2 Tage):

Der Embryo erstreckt sich iiber die Hélfte 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 Begriff
“Membran® unter Vorbehalt zu verwenden, da es sich bei histologischer Betrachtung
vielmehr um ein zellulér einschichtiges Gewebe handelt. Der vor dem Kopf befindli-
che Teil der extraembryonalen Membran wird im weiteren Verlauf der Entwicklung

zur Perikard-Wandung.

Hirnanlage sowie Augenanlagen lassen nun ein Grofsenwachstum 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, kiinftig vom Glaskdrper
ausgefiillt 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 geprigt. Hinter den Augen begin-
nen sich die optischen Loben dorsal aufzuwolben. Aus den akustischen Plakoden als
urspriinglich solide Zellmasse, haben sich die Otozysten entwickelt. Sie sind als fliis-
sigkeitsgefiillter Hohlraum erkennbar. Spiter werden sich innerhalb der Otozysten die
Bogenginge entwickeln, die fiir den Gleichgewichtssinn und die Erfassung der Lage
im Raum verantwortlich sein werden. Bereits zum Ende dieses Stadiums sind inner-
halb der beiden Otozysten bereits Gehorsteine als kleine Kornchen, die Otolithen,
sichtbar.

Die Leibeshohle 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 Korper eingewandert und wird sich dort weiter zur Harnbla-
se entwickeln. Eine Leberanlage ist unter dem 1. bis 3. Somitenpaar innerhalb der
Leibeshohle erkennbar. Die Nierenanlage erstreckt sich vom 2. bis zum 9. und 10. So-
mitenpaar. Zu Beginn des Stadiums lassen sich 14 bis 16 Somitenpaare zéhlen, deren
Anzahl sich bis zum Ende des Stadiums auf 18 bis 19 Paare belduft.

Ebenfalls zu Beginn des Stadiums lassen sich erste Kontraktionen des Herzens mit
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30 bis 60 Schldgen pro Minute, gegen Ende mit 70 bis 80 Schligen pro Minute zéh-
len. Schwanzwirts verlafit der Blutstrom das Herz und wird in die Aorta ventralis

gepumpt. Sie endet in einem Ubergang mit dem 3. Aortenbogenpaar, welches als

Sinus venosus Pinealorgan Telencephalon
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Ductus
cuvieri

Cerbellum

Myel-

encephalon Otozyste
Dottersack Eihille
Pinealorgan  Diencephalon Cerebellum  Myelencephalon
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Abb. 20: Entwicklungsstadium II in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Der Embryo
umspannt den halben Dotterumfang. In diesem Stadium findet die Organogenese statt.
Erstmals lassen sich Herzschlige und zum Ende des Stadiums ein Blutfluss durch die
Dottergefifie, die Ductus cuvieri, zum Sinus venosus verfolgen. Li = Linse; Lob = opti-
scher Lobus; Ol = Oltrépfchen; Pvit = Perivitellarraum.

erstes von zukiinftig sechs Aortenbdgen angelegt wird. Die Numerierung der Aorten-
bogenpaare orientiert sich nach der Schwimmrichtung und nicht nach der zeitlichen
Entwicklungsreihenfolge. Die drei bisher auf jeder Kérperseite ausgebildeten Aorten-
bogen miinden in die rechte bzw. linke interne Karotide, die in den Kopf fiihren,
sowie in die schwanzwirts verlaufende linke und rechte Aortenwurzel. Die beiden in-

ternen Karotiden versorgen die jeweiligen Hirnhélften und Augenanlagen der linken
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und rechten Korperseite. 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 iiber den
Dotter Richtung Sinus venosus beobachtet werden. Der Sinus venosus, als Sammel-
punkt des vendsen Blutes aus den drei Dottergefafien, befindet sich vor dem Kopf.
Bei einem vollstéindig entwickeltem Kreislaufsystem wird das vendse Blut von der
rechten und linken Ko&rperhélfte aus den vorderen und hinteren Kardinalvenen je-
weils im linken und rechten D. cuvieri gesammelt und iiber den Sinus venosus, wo
sich alle Dottergefafse vereinen, wieder durch das Herz geleitet. Alle Dottergefafe und
der Sinus venosus befinden sich auf dem Dotter zwischen periblastischem Ektoderm
und DS.

Stadium Il+ (2 Tage und 8 Stunden):

Der Embryo umspannt den Dotter um mehr als die Hélfte (Abb. 21). Die Hirnanlage
hat sich verbreitert. Erstmalig sind links und rechts im vordersten Kopfbereich kleine,
solide und anndhernd ovale Riechplakoden aus verdicktem nach innen gewanderten
Ektoderm sichtbar, die sich zukiinftig zu den Riechgruben mit dem Riechepithel
entwickeln werden. Pinealorgan und Diencephalon haben sich deutlich vergréfert. Die
beginnende Pigmentierung der Augen 14ft einen zarten dunklen Schleier im dorsalen
Bereich der Augenbecher erkennen. Die mesencephalen optischen Loben wolben sich
hinter den Augen iiber 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 Leibeshohle bis zu den ersten Somi-
tenpaaren. Hinter dem After ist das KUPFFER “sche Vesikel vollstédndig eingewandert

und entwickelt sich zur Harnblase.

Die Chorda lift sich vom hinteren Ende des Myelencephalons, dem Ubergangsbe-
reich vom Gehirn zum Riickenmark, bis kurz vor die Schwanzspitze verfolgen. In den
Chorda-Zellen bilden sich Vakuolen aus, die sich soweit ausdehnen, dass die Chorda-
zellen letztendlich ausgefiillt werden und die Chorda durch ihren Turgor mechanisch
stabilisieren. Bei vollendetem Stadium II+4 hat sich die Schwanzspitze vollstindig
von der Dotteroberfliche bzw. DS gelost. 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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Blutflusses von Dotter- und Embryonalkreislauf vereinfacht. Vom Herz her kommend,
stromt das Blut durch die Aorta ventralis in die inzwischen 4 Aortenbogenpaare. Zu
Beginn dieses Entwicklungsstadiums léft sich der Blutstrom im Embryo in den Aor-
tenwurzeln und der Aorta dorsalis bis zum 14. Somitenpaar und anschlieftend durch
die Schwanzvene, auch Kaudalvene genannt, wieder kopfwérts bis zum 1. Somiten-
paar verfolgen. Am Ende dieses Stadiums I+ kann der Blutfluss in der Aorta dorsalis
bis zum 16. Somitenpaar sowie in der Kaudalvene kopfwérts vom 16. bis zum 10. So-

mitenpaar beobachtet werden.
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Abb. 21: Entwicklungsstadium IT+ 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 = Leibeshéh-
le; Li = Linse; Lob = optischer Lobus; Ol = Oltrépfchen; Pc = Perikard; Pvit =
Perivitellarraum.
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Stadium Ill- (2 Tage und 18 Stunden):

Im Stadium III- umfasst die Linge des Embryos nicht ganz */, 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 Gréfsenwachstum um ca.
20 % vollzogen. In der Seitenansicht 1a#t sich vor dem linken Auge die linke Riech-

plakode erkennen.

Alle Hirnbereiche dehnen sich zunehmend aus. Das Pinealorgan, als scheibenférmige
Struktur des Tel- und Diencephalons mittig vor den Augen, hat sich ungefiahr auf
das Doppelte verbreitert. Die optischen Loben sind ebenfalls deutlich vergrofert und
wolben sich zunehmend iiber das Diencephalon oberhalb der Augen. In den Oto-
zysten sind jeweils zwei Otolithen erkennbar. Der urspriinglich massive Strang des
Riickenmarks bildet durch Delamination in Form eine Hohlraumbildung des Gewebes

einen Neuralkanal aus.

Des weiteren entwickelt sich auf der Hohe des 4. Somitenpaares die Leberanlage zur
linken Korperseite. Unter dem Riickenmark ist die Chorda dorsoventral abgeflacht.
Erstmalig sind knospenférmige Pektoralflossenanlagen seitlich hinter den Otozysten

sichtbar. In diesem Entwicklungsstadium lassen sich 30 Somitenpaare zdhlen.

Das Blut fliekt vom Herzen her kommend schwanzwérts durch die Aorta ventralis,
von der mittlerweile 5 Paar Aortenbdgen abzweigen. Die Ventralaorta endet im 6.
Aortenbogenpaar. Uber die linke und rechte Aortenwurzel, die sich beide zur Aorta
dorsalis vereinigen, fliefst der Blutstrom weiter bis fast in die Schwanzspitze. Dort geht
die Aorta dorsalis in die durch eine kopfwérts gerichtete Wende in die Kaudalvene
iiber. Noch im hinteren Schwanzbereich zweigt von der Kaudalvene die Vena vitellina
ventral ab, tritt aus dem embryonalen Kérper aus, fiihrt den Blutstrom iiber den
vegetativen Pol und trifft sich mit den beiden Ductus cuvieri wieder am Sinus venosus.
Damit sind erstmalig alle drei Dottergefife, der linke und rechte Ductus cuvieri
sowie die Vena vitellina sichtbar. Die Ductus cuvieri verlaufen in leichten sinusartigen

Kurven iber 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 knospenférmige Pektoralflossenanlage 1&ft sich beidseitig hin-
ter den Otozysten erkennen. Erstmalig ist die Vena vitellina sichtbar. AuBe = Augen-
becher; LH = Leibeshéhle; Li = Linse; Lob = optischer Lobus; Ol = Oltrépfchen; Pc =
Perikard; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium Il (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 vorgewolbt. Das Pi-
nealorgan hat sich vergrofert 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 Oberfliche der Hirnanlage haben sich verstirkt epineurale
Chromatophoren entwickelt, die bei den Individuen unterschiedlich ausgeprégt sind.
Die Otozysten mit zwei Otolithen haben sich vergréfert, und es werden in ihrem
Inneren jene membranartigen Strukturen formiert, aus denen sich zukiinftig die Bo-

gengange entwickeln werden.

Hinter den Augen, vor den Kiemenanlagen, wird die Schlupfenzym-Driise, entoderma-
lem Ursprungs, gebildet. Innerhalb der Leibeshohle, im Bereich des dritten Somiten,
entsteht die Schwimmblasenanlage, die unter dem Stereomikroskop nur durch Ver-
stellen der Schérfeebenen zu erkennen ist. Auf beiden Seiten des Rumpfes hinter den
Otozysten treten die Knospen der Pektoralflossen hervor. An Rumpf und Schwanz
lassen sich 34 Somitenpaare zéhlen. Entlang des Schwanzes ist auf der dorsalen Ober-

fldche ein diinner, membranartiger Flossensaum sichtbar.

Am Herz sind Atrium und Ventrikel deutlicher zu unterscheiden als im vorhergehen-
den Stadium. Es sind alle 6 Aortenbogen angelegt. Die Dottergefife, insbesondere
die Ductus cuvieri, bilden zunehmend fiir die Entwicklungsstadien charakteristische
Maander auf der Dotteroberfliche aus. Verlauf und Ausprigung der Maander sind

ein Bestimmungsmerkmal der Entwicklungsstadien.



4.1 Die Embryonalentwicklung von Oryzias latipes 63

Telencephalon Sinus venosus  Vena vitelina Riechplakode

Pinealorgan
Diencephalon
Augenbecher

Linse Otozyste

Cerbellum
Otolithen
Ductus
cuvieri

Myelen-
cephalon

Eihtlle

Diencephalon  Cerebellum Myelencephalon

Otozyste

Rumpfmuskulatur

Linse

Perikard
Chorda

) dorsalis
Sinus

venosus

Vena
vitellina
cuvieri

Dottersack Eihulle

0.5 mm

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 Dottergefifse bilden charakteristische Maander an der Dot-
teroberfliche aus. AuBe = Augenbecher; Hz — Herz; LH = Leibeshohle; Lob = optischer
Lobus; Ol = Oltropfchen; Pvit = Perivitellarraum
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Stadium Ill14- (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 Kopthereich werden die
epineuralen Chromatophoren zahlreicher. Im Inneren der Otozysten sind die Anla-
gen der Bogenginge, als membranartige Strukturen, deutlicher zu erkennen als im
Entwicklungsstadium zuvor. Des weiteren beginnt der Embryo seinen Schwanz zu be-
wegen. In unregelméfigen Zeitabstéinden, die Minuten bis Stunden betragen kénnen,
verlagert der Embryo den seitlich auf dem Dotter gelagerten Schwanz von einer zur

anderen Seite.

Die Schlupfenzymdriisen wandern in eine Position unterhalb der Augen. Der Mundraum
wird ausgebildet. Die Schwimmblase ist vergrofert 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 lift sich in den Aortenbogen, Hirn- und Muskelgefifsen beobachten.
Die Zweiteilung der Aorta ventralis ist weiter voran geschritten. Das Blut fliefst,
vom Herzen kommend infolge einer Lingsteilung durch zwei parallel untereinander
angelegte Ventralaorten-Aste und verteilt sich auf die 1. bis 6. Aortenbogenpaare.
Die Aortenbdgen miinden unverindert einerseits links und rechts in die internen
Karotiden, in denen das Blut kopfwérts das Gehirn versorgt. Anderseits fliefst das
Blut schwanzwirts durch die linke und rechte Aortenwurzel. Beide vereinigen sich

hinter den Otozysten zur schwanzwérts und mittig verlaufenden Aorta dorsalis.

Bisher passierte der Blutstrom in der Ventralaorta die Aortenbogen schwanzwérts
bis zum 6. Aortenbogen. Durch die Teilung der Aorta ventralis wird unter den Aor-
tenbdgen ein Richtungswechsel des Blutstroms im dorsalen Ast des kurzen Teilstiicks
der Aorta ventralis eingeleitet, von dem aus die Aortenbogen dorsalwérts abzweigen.
Die vordere Verbindung zum dorsalen Ast der Aorta ventralis wird in den kommen-
den Entwicklungsstadien getrennt werden. Das Blut fliefst dann nur durch den z. Z.
angelegten ventralen Teil der Aorta ventralis schwanzwérts, wird aber durch eine Bie-
gung der Aorta ventralis hinter dem 5. Aortenbogen kopfwérts umgelenkt, so dass
der Blutstrom die Aortenbdgen, mit dem 5. Aortenbogen als ersten, in absteigender

Reihenfolge passieren wird. An diesem Bogen klappt das Herz um fast 180 Grad um,
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wenn nach dem Schlupf der Dottersack zuriick gebildet wird, so dass der Sinus ve-
nosus schwanzwérts zeigt. Damit kann der Blutstrom im Jungfisch in gerader Linie

von hinten nach vorne gepumpt werden.
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Abb. 24: Entwicklungsstadium ITI+ in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Die Domi-
nanz der Augen charakterisiert den Kopf. Deutlich sind die Miander des linken Ductus
cuvieri erkennbar. AuBe = Augenbecher; LH = Leibeshéhle; Li= Linse; Lob = optischer
Lobus; Ol = Oltropfchen; OtZy = Otozyste; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium IV- (ca. 4 Tage):

Die Léange des Schwanzes reicht noch nicht ganz aus, um mit der Schwanzspitze den
Kopf zu beriihren (Abb. 25). In den Otozysten sind bereits halbrunde Bogengiinge,
zusammen mit zwei grofer gewordenen Otolithen bei 40-facher Vergroferung erkenn-
bar. Die transparente Schwimmblase 14t 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 Kaudalflossen-Apparats
umgewandelt (IWAMATSU, 2003 personl. Mitteilung).

Die Dottergefifse verlaufen inzwischen in ausgeprigt weitrdumigen Maandern iiber
die Dotteroberfliche. Innerhalb des Embryos ist der Blutstrom durch eine deutlich
vergrofserte Anzahl an Geféfen in Hirn und Muskeln sowie innerhalb der Leibeshohle

zu beobachten.

Telencephalon  Pinealorgan  Vena vitellina Sinus venosus

Ductus
cuvieri

Embryonaler
Cerebellum ? Flossensaum

Otolithen A=

Myelen-
cephalon

Eihile

Dottersack
Pinealorgan Diencephalon Cerebellum Myelencephalon
Telencephalon Pektoralflosse
Herz Leibeshohle
Sinus Chorda
venosu dorsalis
Schwimm-

Ductus blase
cuvieri

chanzmuskel
Dottersack:
Vena vitellina Eihiille

0.5 mm

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

Die Schwanzspitze beriihrt den Kopf (Abb. 26), so dass der Embryo erstmalig einen
geschlossenen Kreis bildet. Der Schwanz wechselt mit heftigen Bewegungen seine Lage
deutlich haufiger von einer Seite des Dotters zur anderen, oft in Abstinden von weni-
gen Minuten. Die Augen haben, aufgrund der inzwischen bestehenden Melanindichte
des Pigmentepithels, ihre Transparenz vollstdndig verloren. Der Kopf ist deutlich
verbreitert, und die Otozysten sind zunehmend in die Schidelform integriert. Der
distale Rand der Pektoralflossen reicht bis zum vierten Somitenpaar. Die Chordazel-
len sind vollstdndig vakuolisiert und haben somit ihre endgiiltige Stabilitit erreicht,
eine Voraussetzung fiir die Stiitzfunktion der Chorda. Zunehmend ausladender ver-
laufen die Schlaufen der Maander der Dottergefife iiber die Dotteroberfliche, wobei

die Schenkel der Maander ihrerseits verstarkt maandrieren .
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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 haufiger von
einer Seite des Dotters zur anderen. AuBe = Augenbecher; LH = Leibeshéhle; Lob =
optischer Lobus; Ol = Oltrépfchen; OtZy — Otozyste; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium IV+ (ca. 5 Tage):

Im Stadium IV+ erreicht die Schwanzspitze anndhernd die Mitte der Augenbecher
(Abb. 27). Der Dottervorrat hat sich merklich verkleinert, so dass dem Embryo mehr
Raum im Ei zur Verfiigung steht. Epineurale und ektodermale Chromatophoren re-
duzieren die Transparenz des Kopfes merklich, was die Sicht auf die Hirnabschnitte
einschrinkt. Die Schnauzenspitze ist in der Aufsicht etwas spitzer vorgewo6lbt, als in

den Stadien zuvor.

Die fortschreitende Differenzierung der Silberhaut oder Argentea bewirkt durch ein-
gelagerte Guanin-Kristalle einen silbrigen Glanz an den Seitenflichen der Augen-
becher. Zusétzlich beginnen die Embryonen mit synchronen Augenbewegungen. Die
optischen Loben wolben sich iiber den hinteren Bereich des Diencephalons, was insbe-
sondere in der Seitenansicht deutlich wird. Die jeweiligen zwei unterschiedlich groften
Otolithen in den beiden Otozysten haben inzwischen merklich an Grofe zugenom-

men.

Leber und Schwimmblase haben deutlich an Umfang zugelegt. Die Leber hat mit der
Produktion der Gallenfliissigkeit begonnen, ersichtlich an einer vergréfserten Gallen-
blase, die mit griinlich transparenten Gallensaft gefiillt ist. In den Pektoralflossen
sind nun Blutgefife mit reger Zirkulation erkennbar. Des weiteren lassen sich auffal-
lig flatternde Bewegungen der Pektoralflossen beobachten. Auf der Kaudalflosse sind

erste Chromatophoren zu erkennen.

Die Blutversorgung der Aortenbogen iiber die Aorta ventralis beginnt nun mit dem 5.
bis zum 1. Aortenbogen kopfwirts, 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 verlauft nun,
nach der Biegung hinter dem 5. Aortenbogenpaar, weiter kopfwarts und wird nach
dem passieren der Aortenbdgen zur externen Karotide. Die Aortenbogenpaare 3 bis

6 verlaufen durch die Anlage der sich entwickelnden vier Kiemenbogen.

Nach der Passage des Blutes durch die Aortenwurzeln und die Aorta dorsalis fliefst das
Blut jeweils venos durch die dorsale und ventrale Kaudalvene kopfwérts bis kurz vor

den Darmausgang. Uber eine ventralwirts gerichtete Biegung der ventralen Kaudal-
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vene flielt das Blut weiter Richtung Dotter, wobei sie in die Vena vitellina iibergeht.
Die rechte und linke hintere Kardinalvene fiihren das Blut kopfwérts jeweils bis zum
rechten und linken Ductus cuvieri, welche sich nach dem Passieren der Dotterober-

flache stets gemeinsam mit der Vena vitellina im Sinus venosus vereinigen.

Riechgrube Pinealorgan Rumpfmuskulatur

Notochord

Flossen-
saum

Ductus
cuvieri

Augenbecher optischer Lobus Othozyste

Fissura
choroidea

Perikard

Herz
Galle
?ier:llﬁsus r'?lldrglftjl-atur
Eﬁ\it:ns Eihiille
_05mm _  pottersack it

vitellina

Abb. 27: Frithes Entwicklungsstadium IV+ in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Die
Schwanzspitze berlihrt das Auge. Der Dotterumfang hat merklich abgenommen. Der
wachsende Embryo besitzt damit mehr Bewegungsfreiheit fiir oft sehr heftige Schwanzbe-
wegungen. AuBe = Augenbecher; Li = Linse; Ol = Oltrépfchen; 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 funktionstiich-
tig, ersichtlich daran, dass die Embryonen auf Gegenstinde in unmittelbarer Néhe
aufserhalb des Eies, wie z.B. Prépariernadeln, mit koordinierten Augenbewegungen
reagieren. Im vorderen Kopfbereich sind ein Paar Riechgruben erkennbar, die aus den
Riechplakoden hervorgegangen sind. Ektodermale und epineurale Chromatophoren
sind inzwischen iiber den gesamten Kopfbereich verteilt. Sie ziehen sich dariiber hin-
aus in einer Reihe auf dem dorsalen Flossensaum bis zur Kaudalflosse entlang. Die
Pektoralflossen vollziehen stetig rudernde Bewegungen und versetzen damit die Peri-
vitellarfliissigkeit in Stromung. Die Mundhohle beginnt sich zu 6ffnen. Bei einzelnen
Individuen kann in der Leibeshohle 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 = Kaudalflosse; Ol = Oltrépfchen; OtZy = Otozyste; Pvit = Perivitellarraum.
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Stadium V (6 Tage):

Der Embryo weist nun eine Gesamtlinge 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 vergréfert sich entsprechend, wodurch dem Em-
bryo mehr Raum und Bewegungsfreiheit zur Verfiigung stehen. Die Schichtungen der
Retina haben sich vervollstindigt. Die Argentea reflektiert das Auflicht, infolge der
Brechung an den Guanin-Kristallen, in allen Regenbogenfarben. Die Augen bewegen

sich weiterhin koordiniert beim Verfolgen von Objekten in der Ndhe der Eihiille.

Durch die eingeschrinkte Transparenz des inzwischen vorhandenen Neurocraniums
und durch Chromatophoren an der Korperoberfliche 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 Bogenginge und die die Otozyste umgebenden Kopfstrukturen
die anderen Otolithen verdecken. Bei einem fertig ausgebildeten Knochenfisch sind
jeweils 3 Otolithen in der linken und rechten Otozyste zu finden: Utriculus, Sagit-
ta und Asteriscus. Aufer bei Cypriniden sind Sacculus und Utriculus die gréfiten
Otolithen.

Der Mund hat sich gedffnet, und die Kiefer vollziechen unregelméfige Schliefshewe-
gungen. Die Schlundzéhne befinden sich im Oesophagus auf Hohe 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 Bauchspeicheldriise, fast fertig entwickelt. Die Gallenblase hat betrédchtlich an
Grofe zugenommen und mit dem vermehrten Fassungsvolumen an Gallenfliissigkeit
hat sich ihre griine Farbung intensiviert. Die Schwimmblase hat sich deutlich ver-
grofert und ist dorsal innerhalb der Leibeshéhle sichtbar, die sich bis zum After

erstreckt.

Am Herzen sind die Kammern in ihrer Position zueinander seitlich verschoben. Damit
befindet sich der Ventrikel auf der rechten Seite des Atriums. Das Blut flieltt durch
die zuvor beschriebenen Gefife (vgl. Entwicklungsstadium IV+, S. 70). Die Milz ist,
wenn bereits entwickelt, aufgrund ihrer intensiven Rotfirbung im dorsalen Bereich

der Leibeshdhle vor der Schwimmblase gut erkennbar.
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Abb. 29: Entwicklungsstadium V in der Aufsicht (oben) und Seitenansicht (unten): Der Mund
hat sich geéffnet. Die Augen bewegen sich sehr lebhaft hin und her und reagieren auch
auf Lichtver&nderungen oder Objekte in unmittelbarer Umgebung des Eis. AuBe =
Augenbecher; Do = Dotter; KaFl = Kaudalflosse; Ki = Kiemenanlage; Li = Linse;
Lob = optischer Lobus; Myel = Myelencephalon; Ol = Oltrépfchen; 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 urspriinglichen 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 ausgeprigte Schnappbewegungen. Die Pigmentierung des
Peritoneums hat sich verstirkt. Die rotliche Farbung der Milz hat sich deutlich in-
tensiviert und ist auch durch das Peritoneum sichtbar. In der Kaudalflosse und den
Pektoralflossen sind Flossenstrahlen zu erkennen, wobei an der Kaudalflosse abge-

rundete Enden die Andeutung einer Gabelung erkennen lassen.
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Abb. 30: Entwicklungsstadium V+ in der Aufsicht (oben) und der Seitenansicht (unten). Der
Embryo ist schlupfreif'.' AuBf) = Augenbecher; KaFl = Caudalflosse; Do = Dotter; Ki =
Kiemen; Li = Linse; Ol = Oltrépfchen; OtZy = Otozyste; Pvit = Perivitellarraum.
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Schlupf

Eine als normal definierte Embryonalentwicklung von O. latipes-Embryonen wurde
mit einem erfolgreichen Schlupf beendet. In der vorliegenden Untersuchung erfolgte
das Schliipfen der O. latipes-Larven ohne Manipulation des Brutmediums innerhalb
eines Zeitraumes von maximal zwei Wochen. Spitestens am 14. Tag nach Erreichen
der Schlupfreife waren alle bis dahin nicht geschliipften Embryonen abgestorben,

ersichtlich an der Eintriibung des Eies.

Der Schlupfvorgang lief sich durch den Entzug von O, signifikant beschleunigen.
Durch die Zugabe von fein zermahlenem Trockenfutter und dem damit verbundenen
Zersetzungsprozess wurde eine Os-Zehrung eingeleitet. Spéatestens nach 24 Stunden

waren alle Schlupfreifen Embryonen geschliipft.

Diese Methode wurde an beschallten Embryonen im Stadium IT 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 Schadphéinomene nach

der Beschallung aufwiesen.

Der relativ hohe Anteil nicht geschliipfter Embryonen, bei denen zu Beginn der Ar-
beit kein zerriebenes Trockenfutter in das Brutmedium zugegeben wurde, konnte
grob geschatzt ca. 50 bis 60 % betragen. Allerdings wurden dazu keine statistischen
Zahlen erhoben, da bei den fortlaufenden Untersuchungen grundsétzlich 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 schliipften,

also eine normale Embryonalentwicklung durchliefen.

Im Laufe des Vormittags des folgenden Tages nach Erreichen des Stadiums V+
schliipften selbsténdig 14 O. latipes-Larven (20,6 %). Nach Entnahme der geschliipf-
ten Jungfische wurde eine Messerspitze zermahlenes Trockenfutter ins Brutmedium
zu den bis dahin noch ungeschliipften Embryonen gegeben. Bei regelméfiger 24 stiin-

diger Kontrolle konnten folgende Beobachtungen gemacht werden:



76 4 Ergebnisse

Am zweiten Tag nach Erreichen der Schlupfreife und nach dem Zusatz von Trocken-
futter waren bereits 39 (57,3 %) Jungfische geschliipft. Am dritten Tag schliipften
6 (8,8 %), am vierten sowie fiinften Tag keiner und am siebten Tag schlieflich noch
ein einzelner Jungfisch (1,4 %). Die verbleibenden 7 (14,7 %) Embryonen, die bis
dahin nicht geschliipft waren, iiberlebten zunéchst alle bis zum siebten Tag, starben
jedoch innerhalb einer weiteren Woche im Ei ab, erkennbar anhand der Eintriibung

der embryonalen Gewebe und schliefslich des gesamten Eies.
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Abb. 31: Die Anzahl erfolgreich geschliipfter Jungfische in Bezug zu den Tagen nach Erreichen
des Entwicklungstadiums V+. Der Grofsteil der Embryonen war am folgenden Tag, nach
der Zugabe von Trockenfutter ins Brutmedium, geschliipft. In dieser Abbildung wer-
den nur jene Embryonen erfasst, bis zum sechsten Tagen nach der Trockenfutterzugabe
schliipften.
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4.2 Beschallte Embryonen

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

stadien:

e 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.

e Im Stadium IT 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 Dottergefife (linker und rechter

Ductus cuvieri) erkennbar.

e Im Stadium IV /V+ war die Gewebedifferenzierung weit fortgeschritten und der

Embryo fast schlupfreif.

Mit den jeweils unterschiedlichen Beschaffenheiten dieser drei Entwicklungsstadien
waren entsprechend unterschiedliche Beschallungseffekte zu erwarten. Dass grobmor-
phologische Verdnderungen nach den Versuchen vorlagen, liefs sich bereits mit blossem
Auge direkt nach den Beschallungen erkennen und bei einer mittleren Vergréfserung
eines Stereomikroskops differenziert diagnostizieren. Aufgrund dessen, dass sowohl
unversehrte als auch geschiadigte Versuchsembryonen zu beobachten waren, wurden

diese in zwei Gruppen unterteilt:

1. Alle Versuchsembryonen, an denen keinerlei grob morphologische Verédnderun-
gen zu erkennen waren, wurden als “Embryonen ohne Befund“ (EoB) definiert.
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 Verdnderungen jeglicher Art zu beobachten
waren, wurden als “Embryonen mit Befund“ (EmB) definiert. Das beschall-
te Entwicklungsstadium wurde in Klammern hinter die Abkiirzung gehéngt:
EmB(Ia), EmB(II) oder EmB(IV+/V-).
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Wihrend 497 beschallte Embryonen keine nachweislichen Beschallungschéden erlit-
ten, traten bei 373 beschallten Embryonen deutliche Schiden auf (Abb. 32). Das Sta-
dium Ia war gegeniiber den Beschallungen am empfindlichsten. Hier war der Anteil
der EmB(Ia) grofer als der Anteil der EoB(Ia). Das Stadium II war unempfindli-
cher als Stadium Ia: Der Anteil der EoB(II) war grofer als der Anteil der EmB(II).
Das Stadium IV+/V- erwies sich gegeniiber den anderen beiden Stadien in den Be-
schallungen am unempfindlichsten, 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 %.
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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 Empfindlichkeiten werden die beschallten Stadien

mit ihren Beschallungseffekten und deren Folgen einzeln abgehandelt.
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4.2.1 Beobachtungen an beschallten Stadien la

Um die etwaige Auswirkungen der Stofwellen leicht erkennen zu kénnen, wurden frii-
he Entwicklungsstadien Ia beschallt. Sichtbare Verdnderungen nach den Beschallun-

gen waren hier einheitlich und werden im folgenden Abschnitt detailliert beschrieben.

4.2.1.1 Zellsphire

Bei EmB(Ia) waren keine Dotterkugeln mehr sichtbar (Abb. 33). Die Reste der ver-
anderten Keime schwammen in gelblich transparenter Perivitellarfliissigkeit. Es liegt
nahe, das es sich hierbei um ein Gemisch aus urspriinglich klarer Perivitellarfliis-
sigkeit und Dotter handelte. Die Keimscheiben, die vor der Beschallung wie eine
Monchskappe flichig auf dem Dotter lagen, waren zu mehr oder weniger kugelformi-
gen Strukturen kollabiert. Die so verbliebenen Zellkugeln erinnerten an Zellsphiren
in einer Kulturlosung, wonach dieser Beschallungseffekt benannt wurde. Zwischen
Zellsphire und verbliebener Olkugel war die in sich “zusammengeschnurrte” Dotter-
membran als strukturlose Masse zu erkennen. Durch die Auftriebskraft der Olkugel
wurde die Ausrichtung der Zellsphire bestimmt, in dem sich die Olkugel bei Aufsicht

durch das Stereomikroskop stets dem Betrachter zuwandte.

Perivitellarraum

Dottermembran Eihille

0.5 mm

Abb. 33: Zellsphire nach der Beschallung des Stadien Ib. Die Dottermasse hat sich mit der Pe-
rivitellarfliissigkeit vermischt. Die Dottermembran ist zu einer strukturlosen Masse und
die Keimscheibe ist zu einer Zellsphire kollabiert. Ol = Oltropfchen
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In diesem Zustand konnten die Zellsphiren ein bis zwei Wochen unverdndert wei-
ter existieren. Wihrend dessen fand keinerlei Weiterentwicklung statt. Letztendlich

wurde das Ei vollstindig eingetriibt.

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

Zusammenfassung aus den Beschallungen von Embryonalstadien Ia:

e FEs fand keine Weiterentwicklung bzw. erkennbare Differenzierung bei den Zell-

spharen statt.

e Die Zellspharen konnten unverandert ein bis zwei Wochen weiterexistieren. Das

endgiiltige Absterben zeigte sich durch Eintriibung oder einer Verpilzung.

e Die relative Haufigkeit der EoB(Ia) war mit 41,9 % niedriger als die der EmB(Ia)
mit 58,1 %

4.2.2 Beobachtungen an beschallten Stadien Il

Um differenziertere Riickschliisse aus dem Einfluss extrakorporaler Stofkwellen zu zie-
hen, war es erforderlich, Eier zu beschallen, bei denen zwar alle Organe angelegt, aber
noch nicht differenziert waren. Dazu wurden die Embryonalstadien II herangezogen,
bei denen durch die einsetzende Organogenese diese Bedingungen erfiillt waren (vgl.
S. 58).

Mit der ausgepriagteren Differenzierung der Gewebeanlagen lief sich im Vergleich zu
den EmB(Ia) auch eine hohere Vielfalt an Beschallungsphinomenen bei den EmB(IT)
beobachten. Abweichungen von der Normalentwicklung zeigten sich allgemein in einer
Verzogerung oder Stagnation der Embryonalentwicklung. Trotz oft schwerer Schidi-
gungen entwickelten sich 44 EmB(II) von 72 EmB(II) mindestens iiber ein bis zwei
Tage weiter. Diese willkiirlich anmutenden Entwicklungsverzogerungen waren mit
einer Vielzahl an Symptomen kombiniert, die stereo-, licht- und elektronenmikrosko-

pisch ausgewertet und auf Seite 88ff im Detail beschrieben wurden.
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4.2.2.1 Entwicklungsverzégerung - und Stagnation bei EmB(Il)

In den Entwicklungsdiagrammen wurde, fiir eine bessere Ubersicht, die Einheit “Ta-
ge” nach der Beschallung fiir die Zeitachse verwendet. Da die Beobachtungen der
fortschreitenden Entwicklung ab dem Nachmittag des Versuchstages — also vier bis
fiinf 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 fiir die beschreibende Statistik die Mediane der mittleren Entwicklungsge-
schwindigkeit ermittelt. Die mittleren Entwicklungsgeschwindigkeiten der 3 Gruppen
(Kontrolle, EoB(IT), EmB(IT)) wurden zur Ubersicht in den Diagrammen 35 bis 37

in dafiir iiblicherweise zu verwendenden “Box-Whisker-Plots” dargestellt.

e«———maximaler AusreiBer  Zur Erlduterung:
———r——<«——oberer Extremwert

«————oberer Whisker e Die Box umfasst 50% der Daten (Abb. 34). Die

75% Perzentil Querlinie, die die Box teilt, ist der Median.
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. unterer Whisker e Das Mass fiir die Streuung ist der Abstand zwi-

1 unterer Extremwert schen dem unteren Extrem- oder 2,5%-Wert und
e<——minimaler Ausreifier dem 25%-Perzentil, auch unterer Whisker genannt.
Gleiches gilt fiir den oberen Whisker als Mass fiir

Abb. 34: Sch tisch . : ]
Schematische die Streuung zwischen dem 75%-Perzentil und dem

Darstellung eines

Box-Whisker- oberen Extrem- oder 97,5%-Wert. Folglich befinden
Plots. zwischen dem oberen und unteren Extremwert 95%

der Daten.

e Die Ausreier werden als grofe schwarze Punkte

dargestellt.

Die Haufigkeiten der Embryonen in den entsprechenden Entwicklungsstadien sind
in den Diagrammen als n iiber den Box-and-Whisker-Plots angegeben. Insbesondere

die Haufigkeiten der Kontrollen innerhalb der einzelnen Entwicklungsstadien wiesen
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sehr geringe bis gar keine Schwankungen auf. Deshalb fielen hier die Extremwerte
z.B. hdufig mit dem unteren oder oberen Quartil zusammen, wodurch der Eindruck
entstand, die Extremwerte oder die Whisker seien nicht dargestellt worden. Traten
iiberhaupt keine Schwankungen der Werte auf, fielen alle Werte zusammen und der

Box-Plot erscheint nur als Linie in dem Diagramm, wie am 11. und 12. Tag in Abb. 35.

72 72 52 5

v+ H(Schlupfreife) - 52 9
v 2 T 7z D I

Wl
.| 0

1+

Embryonalstadien

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Beobachtungszeit an Stadium Il [Tagen]

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
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Abb. 37: Box-and-Whisker-Plot der mittleren Entwicklung von EmB(II), beschallt
im Stadium II. Es iiberlebten 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 geklirt werden, ob
sich die mittleren Entwicklungsgeschwindigkeiten der EmB(II) oder EoB(II) jeweils
von denen der Kontrollen signifikant unterschieden (Abb. 38):

e Die mittlere Entwicklungsgeschwindigkeit der EoB(II) verlief bis zum 8. Tag
nach den Versuchen bzw. bis zum fortgeschrittenen Stadium V hauptséchlich
parallel zu der Entwicklungsgeschwindigkeit der Kontrollen. Die Kontrollen
erreichten das Stadium V+ (Schlupfreife) im Mittel einen Tag eher als die
EoB(IT). Ungeachtet der sehr leichten Entwicklungsverzogerung der EoB(II)
von 24 Stunden beendeten die ungeschidigten Versuchsembryonen ihre Ent-

wicklung mit einem erfolgreichen Schlupf.

e Hingegen unterschied sich die mittlere Entwicklungsgeschwindigkeit der EmB(IT)
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.

V+ 4 (Schlupfreife) O—P——@ —v-—v-—V
/
V- -
/
V- - p/
/
/

i+

Embryonalstadien
<

©— Entwicklung der Kontrollen
—-v— Mittlere Entwicklung EoB
—4a— Mittlere Entwicklung EmB

0 L} L) L) T L} L} L} L) T T T L} L} T T T T L}
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Zeit nach dem Versuch [Tagen]

Abb. 38: Die Entwicklungsgeschwindigkeit von Kontrollen im Stadium II vergli-
chen mit EoB(IT) und EmB(II). Die Entwicklung der EoB(II) verlduft
bis zur Schlupfreife, mit leichter Verzogerung bei ¢4, fast parallel zu
den Kontrollen. Die EmB(II) sind deutlich in ihrer Entwicklungsge-
schwindigkeit beeintréchtigt.



4.2 Beschallte Embryonen 85

Um die Unterschiede zwischen den Entwicklungsgeschwindigkeiten auf Signifikanz zu
priifen, 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 t19) nach der Beschallung ergaben sich rechnerisch signi-
fikante Verzogerungen in der Entwicklungsgeschwindigkeit der EoB(II) im Vergleich
zu den Kontrollen. Diese Verzogerung vom achten Tag war so gering, dass sie, wenn
auch signifikant, 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 t5) eine signifikante Verlangsamung der

Entwicklungsgeschwindigkeit nachgewiesen werden.

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

Beobachtungs- EoB(1I) EmB(II)
zeitpunkte signifikant ‘ P signifikant ‘ P
t1 nein 0,752 nein 0,967
to nein 0,091 ja < 0,001
ts nein 0,705 ja < 0,001
ta ja < 0,001 ja < 0,001
ts nein 0,737 ja < 0,001
te nein 0,770 ja < 0,001
t7 nein 0,333 ja < 0,001
ts nein 0,501 ja < 0,001
tg ja < 0,030 ja < 0,001
t1o ja < 0,001 ja < 0,001
ti11 bis tia nein 0,211 ja < 0,001

Ergénzend sei erwdhnt, dass der rechnerisch signifikante Unterschied zwischen EoB(II)
und den Kontrollen an den zwei Beobachtungszeitpunkten ¢4 und ¢4, kritisch betrach-
tet werden sollte. Prinzipiell entwickelten sich die EoB ohne weitere Storungen bis

zum erfolgreichen Schlupf und Geschlechtsreife.
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Zusammenfassung zu den Entwicklungsgeschwindigkeiten:

e Die Entwicklung der EoB(II) verlief, bis auf eine offenbar unbedeutende Ver-
zogerung, bis zum erfolgreichen Schlupf parallel zu den Kontrollen und damit

normal.

e Grundsétzlich waren die EmB(II) in ihrer Entwicklung stark beeintréchtigt,
dass — bis auf eine Ausnahme — kein erfolgreicher Schlupf beobachtet werden

konnte.

4.2.2.2 Grob morphologische Symptome der EmB(II)

Alle Verénderungen die direkt nach der Beschallung und wihrend 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 ergriinden.

4.2.2.3 Entwicklungsabbruch mit Verpilzung

In den folgenden Detailbeschreibungen der Symptome wird hiufig auf einen Ent-
wicklungsabbruch durch eine Verpilzung Bezug genommen, die nur bei geschidigten
EmB(II) regelhaft in Erscheinung trat. Um die Bedingungen dieses Entwicklungsab-
bruchs nachvollziehen zu kénnen, wurde die Beschreibung der Verpilzung an dieser

Stelle den Symptombeschreibungen vorgezogen.

An den Eiern der EmB(II) konnte nach unterschiedlichen Uberlebenszeiten, unabhén-
gig vom erreichten Entwicklungsstadium, eine Triibung festgestellt werden (Abb. 39).
Diese betraf stets zuerst die Innenseiten der Eihiillen. Innerhalb von einem Tag ver-
lor das gesamte Ei seine Transparenz und zeigte eine milchig weifse Triibung, wobei

die Struktur der duferen Eihiillen bei der Betrachtung durch das Stereomikroskop
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Abb. 39: Getriibtes Ei bei Entwicklungsab-

bruch. Die fadigen Strukturen an
der Eihiille sind Haftfaden. Die
Tribung erschien im Durchlicht
dunkel, im Auflicht milchig weif.

Abb. 40: Lichtmikroskopie einer Verpilzun-

gen an der Eihiille eines EmB(II).
Links ist eine beginnende Ver-
pilzung mit einer diinnen Hy-
phenschicht an der Innenseite
der Eihiille erkennbar. Embryona-
le Gewebe sind hier von der Verpil-
zung nicht betroffen. Chd = Chor-
da dorsalis; RM = Riickenmark

unverandert schien. Durch die Triibung wa-
ren keine weiteren Entwicklungsbeobach-
tungen moglich. Die Praparation und Fixie-
rung der Embryonen erfolgte deshalb bei er-
sten Anzeichen einer Triibung. Ursache fiir
diese Triibung war eine wattige Schicht an
der Innenseite der Eihiillen. Die Embryonen
konnten, abgesehen von den Beschallungs-
symptomen, unbeschéidigt und lebend aus
den getriibten Eiern frei pripariert werden
(Abb. 40). Die Gewebeanlagen wiesen jene
gewohnte Transparenz auf, wie vor der Ein-

triibung.

Wurde aber die Priaparation erst zwei bis
drei Tage nach Triibungsbeginn durchge-
fiihrt, waren die Embryonen abgestorben.
Es waren keine Herzkontraktionen erkenn-
bar. Zusétzlich waren die embryonalen Ge-
webeanlagen selbst eingetriibt und deshalb
fiir 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 Eihiille schichtartig ausbreite-
ten (Abb. 41 links) und diese infiltrierten
(Abb. 41 rechts). Die Hyphen drangen in-
nerhalb von 2 Tagen bis zur Mitte des Eies
vor und infiltrierten dabei Embryo und Dot-

ter.
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Abb. 41: Lichtmikroskopie einer fortgeschrittenen Verpilzung an der Eihiille eines EmB(II). Links
zeigt den Zustand ca. zwei Tage nach Beginn der Triibung. Desweiteren sind auch Hy-
phen an der Aufenseite der an dieser Stelle intakten Eihiille erkennbar. Hingegen wird
rechts die Infiltration der Eihiille mit Hyphen dargestellt.

Zusammenfassung zur Verpilzung:

e Die Verpilzungen der EmB (II) zeigten sich als milchig weife Triibungen an der
Hiillen-Innenseite. Damit waren weitere Beobachtungen des Embryos unmaog-
lich.

e Friihestens zwei Tage nach Verpilzungsbeginn waren mikroskopisch auch Hy-

phen an den Aufsenhiillen der Eier zu finden.

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

abgestorben.

4.2.2.4 Dotterverlust

Nach einer Beschallung trat als haufigstes Schadphénomen an den EmB(II) die Ver-
kleinerung der Dotterkugel in Erscheinung. Ein Dotterverlust entstand grundsatzlich
wiahrend der Beschallung und war bei der ersten stereomikroskopischen Sichtung
direkt nach den Versuchen anhand der typisch verkleinerten Dotterkugel und des
vergroferten Perivitellarraums zu erkennen. Charakteristisch war eine leicht walrig-
gelbliche Farbung der normalerweise farblosen Perivitellarfliissigkeit. Offenbar hatte
die Dotterkugel Dottermasse verloren. Das Ausmass des Dotterverlustes war unter-
schiedlich grof. 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. /3 der urspriinglichen Grife 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.
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Linse
Kupffersch’'es
Vesikel
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Abb. 42: EmB(II) mit kleinem Dotterverlust im Stadium I1+. Ol = Oltrépfchen.
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Abb. 43: Entwicklungsdiagramm eines EmB(II) mit kleinem
Dotterverlust im Stadium IV.
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B) Grofser Dotterverlust:
Die Verkleinerung des Dottersackdurchmessers um mehr als ! /3 bis zu einer fast
vollstéindigen Entleerung des Dottersackes (Abb. 44), definiert den grofen Dot-
terverlust. Bei diesem Symptom waren meist Verlangsamungen und Stagnatio-
nen der Entwicklungsgeschwindigkeiten zu beobachten (Abb. 44). Unabhéngig
vom Ausmass des Dotterverlustes blieben die Olkugeln auch bei sehr schweren

Beschallungsschiden vollstindig im verbleibenden Dotterrest erhalten.

Perikard-
Wandung

Linsenanlage

Eihtlle
Perikard

Dottersack Schwanzspitze

0.5 mm

Abb. 44: EmB(IT) mit starkem Dotterverlust wenige Minuten nach der Beschallung. Der grofte
’l:eil der Dottermasse vermischte sich mit der Perivitellarfliissigkeit. Kopf = Kopfanlage;
Ol = Oltrépfchen.

Der Ausfluss von Dottermasse als Vorgang liefs sich wihrend 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 floss keine weitere Dottermasse aus. Infolgedessen waren
die Embryonalschilder um die verkleinerte Dotterkugeln stark gekriimmt. Daraus
resultierten bei den EmB(II) jeweils sehr individuelle Entwicklungsverldufe, beglei-
tet von ebenso individuell verlaufenden Symptomen (Abb. 45), die in den folgenden

Abhandlungen niher beschrieben werden.
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Abb. 45: Entwicklungsdiagramm eines EmB(IT) mit grofem Dotterverlust. Cha-
rakteristisch ist das Auftreten diverser Symptome in unterschiedlicher
Ausprigung.

Es stellte sich die Frage, wie bei einer Beschallung Dotter aus dem Dottersack entwei-
chen konnte. Da an den betroffenen Eihiillen keinerlei Lecks vorhanden waren, muss
das Dottermaterial in den Perivitellarraum ausgetreten sein, was auch die gelbliche
Féarbung der Perivitellarfliissigkeit erkldren wiirde. Demzufolge musste sich wihrend
der Beschallung die Dottersackwandung gedffnet und anschlieliend wieder verschlos-
sen haben. Bis auf ein Individuum, bei dem nach dem Versuch erst ein kleiner und
am folgenden Tag ein grofser Dotterverlust festgestellt wurde, blieb der Zustand des
Dottersackes iiber die verbleibende Entwicklungszeit der EmB(II) stabil. Das errei-
chen héherer Entwicklungsstadien bis kurz vor Schlupfreife war allerdings selten zu
beobachten.

Im Entwicklungsstadium II bestand die Dottersackwandung aus dem DS und dem,
zum Perivitellarraum hin abschliefenden, 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 diinnsten Stelle ca.
1,5 pm bis 2 pm (Abb. 46). Sehr wahrscheinlich war das diinne DS zusammen mit dem
noch nicht fertig ausdifferenzierten periblastischem Ektoderm bei einer mechanischen

Beanspruchung durch die Beschallung leicht zu verletzen.
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Perivitellarraum periblastisches Ektoderm 2um

Abb. 46: Semidiinnschnitt der Dottersackwandung einer Kon-
trolle im Stadium II. Deutlich sind periblastisches Ek-
toderm und das Dottersynzytium von einander zu un-
terscheiden. Im DS sind grofse Vesikel aus Dotterma-
terial erkennbar. DM = Dottermaterial.

Weil es nicht moglich war, den Vorgang des ausfliekenden Dotters wihrend des Ge-
schehens zu beobachten, konnten die in Frage kommenden Verletzungsbereiche nicht
mit Gewissheit bestimmt werden. Jedoch liefsen lokale Triibungen an den Dottersack-
wandungen, die gestreckt oder punktférmig auftraten (Abb. 47, 48), auf mutmakliche
Verletzungen schliefen (vgl. Triibung am Dotter, S. 114).

. 0.25 mm

Abb. 47: EmB(II) mit kleinem Dotterverlust 3 Stunden
nach einer Beschallung. Die Triibung auf der
Dottersackwandung nach dem Versuch stellt
einen moglichen Verletzungsbereich dar, durch
den wéhrend des Versuchs eine kleine Menge
an Dottermasse in den Perivitellarraum aus-
getreten sein kénnte. Pvit = Perivitellarraum.
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Abb. 48: Ein geschédigter Versuchsembryo im Stadium II direkt nach der Beschallung mit klei-
nem Dotterverlust. Auf der Dottersackwandung ist eine kleinflichige Triibung als mog-
liche Verletzung erkennbar. Zusétzlich sind der Kopfbereich inclusive der Augenanlagen
schwer geschidigt worden. Ol = Oltrépfchen, TrD = Triibung am Dottersack.

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 durchgefiihrt wurde, oder durch eine
Triibung der embryonalen Gewebe (vgl. S. 123 “Triibung 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 grofer Dotterverlust festgestellt.

Zusammenfassung zum Dotterverlust:

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

Wahrend der weiteren Entwicklung wurden diverse Symptome mit individuel-
lem Verlauf beobachtet, die im Folgenden niher beschrieben wurden.

e Nur wenige EmB(II) mit Dotterverlust erreichten héhere Entwicklungsstadien.

Keiner der Versuchsembryonen mit diesem Symptom erreichte die Schlupfreife.

4.2.2.5 Kreislaufinsuffizienzen

Ab Stadium II+ war in der Normalentwicklung von O. latipes ein erster Blutstrom
erkennbar. Anhand der mit dem Blutstrom kursierenden und inzwischen zahlreichen

Erythrozyten liefs sich der Blutfluss durch die Ductus cuvieri iiber den Sinus venosus
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bis zum Herzen verfolgen (vgl. Stadium IT und I+, S. 58 und 60). An EmB(II) konn-
ten wihrend der fortschreitenden Entwicklung deutliche Verlangsamungen und/oder
Stagnationen des Blutflusses beobachtet werden, die allgemein unter dem Begriff
Kreislaufinsuffizienzen zusammengefafst wurden. Kreislaufinsuffizienzen unter dem
Stereomikroskop auch bei stark geschidigten EmB(II) mit stagnierender Entwick-
lung sicher zu diagnostizieren war erst ab dem Folgetag nach den Versuchen (ab
Beobachtungszeitpunkt ¢5) moglich. Dies 14kt sich damit begriinden, dass erst ab ¢,
Erythrozyten gebildet wurden, anhand deren Drift der Blutstrom iiberhaupt beob-

achtet werden konnte.

Dotterkreislauf und embryonaler Korperkreislauf konnten iiberraschenderweise un-
terschiedliche Fliefverhalten aufweisen. Eine Verlangsamung oder Stagnation des
Dotterkreislauf hatte nicht zwingend auch eine Verlangsamung oder einen Zusam-
menbruch des embryonalen Kérperkreislaufs zur Folge. Jedoch war erwartungsgemaf
bei einer Verlangsamung bzw. Stagnation des Korperkreislaufs ebenso im gleichen

Mafse der Dotterkreislauf betroffen. Dies veranlasste zur Unterscheidung zwischen:

A) Insuffizienz des Dotterkreislaufs:
Eine Verlangsamung oder Stagnation in mindestens einem der drei Dotterge-
fake.

B) Insuffizienz des Kreislaufes:
Eine Verlangsamung oder Stagnation des gesamten Kreislaufs, bestehend aus
Korper- und Dotterkreislauf. Eine Stagnation des Blutstroms bei Insuffizienz

des Kreislaufs wurde auch als Kreislaufzusammenbruch bezeichnet.

A) Insuffizienz 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 Dottergefifien gleichzeitig beobachtet werden. Meist war der linke

und/oder rechte Ductus cuvieri betroffen, seltener die Vena vitellina.

Dotterkreislaufinsuffizienzen traten wihrend der weiteren Entwicklung hiufig nur

tiber begrenzte Zeitrdume auf und konnten sich oft wieder zuriickbilden (Abb. 49).
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Abb. 49: Entwicklungsdiagramm eines EmB(II), der im Entwicklungsstadium ITI+ fixiert
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 zuriick. Im Folgenden noch zu beschreibende Symptome
werden blass-grau dargestellt.

Insgesamt konnten an 17 EmB(II) Dotterkreislaufinsuffizienzen beobachtet werden.
Allerdings wurden aus den Zeitpunkten der erstmaligen Beobachtungen grundsétzlich
keine Gesetzmaifigkeiten 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) Insuffizienz des gesamten Kreislaufs:

Der embryonale Korperkreislauf liefs sich auch hier anhand der mit dem Strom drif-
tenden Erythrozyten durch die Aorta ventralis, den Aortenbdgen, den Aortenwur-
zeln, der Aorta dorsalis und der Bauchvene unter dem Stereomikroskop verfolgen.
Meistens folgten Kreislaufstagnationen erwartungsgemafs 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 offenbar sehr schwach bis

gar nicht vorhanden war.
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Abb. 50: Entwicklungsdiagramm eines EmB(II) mit einem Ubergang 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(Il) mit Kreislaufinsuffizienz:

Histologisch konnten allgemein nur wenige Auffilligkeiten bei den EmB(IT) mit Kreis-
laufinsuffizienzen beobachtet werden. Lichtmikroskopisch (Abb. 51) waren keine pa-
thologisch auffilligen Unterschiede zwischen der Herzwand einer Kontrolle und der ei-
nes EmB(II) mit Kreislaufinsuffizienz (Verlangsamung des Kreislaufs) zu beobachten.
Nur die Erythrozyten der EmB(II) zeigten eine deutliche Verédnderung im Vergleich

zu denen der Kontrolle:

Die Erythrozyten der EmB(II) waren annihernd spindelférmig mit Faltungen der
Erythrozytenmembranen. Das Zytoplasma wirkte koaguliert, was anhand der inten-

siveren Toluidinblaufarbung 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 dufsere Form der Erythrozyte der Kontrolle zeigte sich leicht oval und erwartungs-
gemif mit glatter Zellmembran. Im Zytoplasma (Abb: 52) waren mehrere orthodoxe

Mitochondrien mit differenziert sichtbaren Cristae sowie ein Zellkern zu sehen.
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Abb. 51: Lichtmikroskopischer Vergleich zwischen Gewebe von Geféffen aus dem Herzbereich
einer Kontrolle (links) und einem EmB(II) mit Kreislaufinsuffizienz (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 offensichtlich koaguliert.

Abb. 52: Elektronenmikroskopie einer Erythrozyte aus dem Dottergefift einer Kontrolle zu Be-
ginn des Stadiums V. Das Zytoplasma ist gleichm&Rig 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 &dufseren Form un-
regelméfig 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 miihsam erkennbar.

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

Ob die Form und Oberflichen- bzw. Membranstruktur eine Ursache fiir eine Kreis-
laufinsuffizienz darstellten oder zumindest daran beteiligt waren, miisste gesondert
untersucht werden. Jedenfalls wurden derartig verdnderte Erythrozyten regelhaft in
den Gefifen der EmB(II) nachgewiesen, die mit dem Symptom Kreislaufinsuffizienz

fixiert wurden.

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

Zusammenfassung zur Kreislaufinsuffizienz:

e FEine Kreislaufinsuffizienz umschreibt die Beeintréchtigung des Dotter- und /oder
Embryonalkreislaufes und zeigte sich als Verlangsamung oder Stagnation des
Blutstroms. Kreislaufstagnationen folgten meist einer vorher beobachteten Ver-

langsamung.

e Trotz Dotterkreislaufinsuffizienz, insbesondere bei Stagnation des Dotterkreis-
laufs, pulste das Blut dennoch durch den embryonalen Kreislauf, oft mit nor-
maler Geschwindigkeit. Bei Insuffizienzen des embryonalen Kreislaufs, ob Ver-
langsamung oder Stagnation, war erwartungsgemafs auch der Dotterkreislauf

entsprechend betroffen.

e Verlangsamungen des Dotterkreislaufs bildeten sich meist innerhalb von 24

Stunden zuritick.

o Kreislaufinsuffizienzen wurden unterteilt in: Insuffizienzen des Dotterkreislaufes
(bei 17 EmB(11); 22,2 %) und Insuffizienzen des gesamten Kreislaufs (bei 30
EmB(II); 46,2 %).

e Die Dotterkreislaufinsuffizienzen teilten sich ihrerseits in Verlangsamungen bei
15 EmB(1I) (23,1 %)und Stagnation des Dotterkreislaufs bei 2 EmB(1I) (3,1 %)

auf.

e Insuffizienzen 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 Kreislaufinsuf-

fizienz ab.
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4.2.2.6 Mikrophthalmie

Bei den Kontrollen konnte im Stadium III ein verstirktes 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. '/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 betroffen zu sein, denn Thr Durchmesser
entsprach in etwa einer normalen Entwicklung. Dieses Symptom, geprigt durch die
relativ kleinen Augenbecher, wurde als Mikrophthalmie definiert. Eine Riickbildung
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 liefsen sich in den Augenanlagen von Kontrollen im Stadium
IV die zukiinftigen Schichtungen der noch nicht ausdifferenzierten Retina erahnen
(Abb. 55, links). Desweiteren waren die vordere Augenkammer und der Raum fiir
den Glaskorper zwischen der intensiv blau gefirbten, massiven Linse und der Retina
deutlich sichtbar ausgebildet.

Dagegen war bei den mikrophthalmen EmB(IT) eine Schichtung der Retinaanlage nur
angedeutet und das Gewebe deutlich undifferenzierter (Abb. 55, rechts). Die Linse
besals auf den ersten Blick zwar eine vergleichbar massive Struktur, wie bei den
Kontrollen, doch schien sie mit benachbarten Gewebeanlagen verwachsen zu sein.

Raum fiir den Glaskorper 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 zukiinftigen Lichtsinneszellen entwickeln sollten,
bestand aus relativ grofen undifferenzierten Zellen, in denen orthodoxe Mitochon-

drien sowie raumfiillende Zellkerne sichtbar waren.

s

Retina

Pigment-
schicht
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Abb. 55: Lichtmikroskopie der Augenanlage einer Kontrolle (links) und eines mikrophthalmen
Auges, jeweils im Stadium IV (rechts). Die Retinaanlage der Kontrolle 148t zukiinftige
Schichtungen erahnen. Ein Raum fiir den Glaskorper 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 IIT im Bereich des einlagigen Pigmentepithels mit
ihren Melanosomen. Das Nachbargewebe ist ein geschlosse-
ner Gewebeverband aus Zellen mit raumfiillenden 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 Grofteil der Kerne polymorph mit auffilligen Kerninvaginationen.

Al

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

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

In den Ultradiinnschnitten von Kontrollen im Stadium IV war die Melanosomendich-
te in den Pigmentzellen hoher, als bei EmB(II) im gleichen Stadium. Zudem waren
Areale mit Vakuolisierungen unterschiedlicher Gréfe zu sehen (Abb. 58). Die Form
der Kontrollmelanosomen war hauptséichlich oval, die der EmB(II) eher rund mit
unregelmifigen Randern. Diese schienen aufgrund einer fehlenden Membranbegren-
zung “tintenklecks™artig zu zerlaufen. Dass es sich dabei tatsidchlich um Melanosomen

handelte, zeigten die Melaninstapel im Detail-Ausschnitt (a).
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Mitochondrien aus der Augenanlage des EmB(II) waren deutlich grofer als bei den
Kontrollen. Die intracristalinen Rdume der Mitochondrien waren hier vesikular ver-
andert. Zu dem waren Areale mit zahlreichen Vakuolisierungen im Zytoplasma un-

terschiedlicher Grofle 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 (A). Die Cristae der vergroferten
Mitochondrien des EmB(II) (unten) sind vesikuldr verdndert ().
RMi = hypertrophiertes Riesenmitochondrium; Nuc = Nucleus;
Va = Vakuolisierung.
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In Abbildung 59 wird die fast fertig ausdifferenzierte 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 differenzierten
Lichtsinneszellen. Die duflere Kornerschicht mit Zellkernen der Lichtsinneszellen wur-
de durch eine diinne Faserschicht, die dufere plexiforme Schicht, von dem breiten
Streifen der inneren Kornerschicht abgegrenzt. An diese nun folgende innere plexifor-
me Schicht schloss sich die Ganglionschicht an. Den Abschluss bildete die sehr diinne

Nervenfaserschicht.

Im allgemeinen Uberblick liefen 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 duferen
Kornerschicht und die innere Kornerschicht waren nekrotisch und hochgradig von
Vakuolisierungen gepriigt. Die Linse schien auch auch hier mit der Ganglionschicht

und den noch verbliebenen Strukturen der Nervenfaserschicht verwachsen zu sein.

= — Pigmentepithel

Schicht der
Zapfen und Stébchen

aulere
Kérnerschicht

&ulere
plexiforme Schicht

innere
Kérnerschicht

innere
plexiforme Schicht

Ganglionschicht

g‘.‘ Glaskérper ol Nervenfaserschicht

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 (x) der Lichtrezeptoren und der inneren und &ufieren
Kornerschicht. Im Gegensatz zur Kontrolle bestand kein Zwischenraum zwischen Retina
und Linse, typisch fiir 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 Fortsétzen der Pigmentepithelzellen erkennbar, deren Auslaufer sich
in Interzellularrdume zwischen den Aufengliedern der Sehzellen erstreckten. Die fein
schraffiert wirkenden Aufienglieder bestanden aus kompakt angeordneten Membran-

stapeln.

Abb. 60: Elektronenmikroskopie eines Retinaausschnittes im Bereich der Lichtsinneszellen, der
dufseren Kornerschicht und dufseren plexiformen Schicht einer Kontrolle im Stadium V.
EKol = Endkolben Lichtsinneszellen; AGL = Aufienglied der Lichtsinneszellen; IGL =
Innenglied der Lichtsinneszellen.
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Der Inhalt der Innenglieder paarweise gruppierter Lichtsinneszellen, den Ellipsoiden,
bestand nur aus liickenlos aneinander gedringten Mitochondrien. Es folgte die dufere
Kornerschicht als Bestandteil der Lichtrezeptoren, mit den osmiophilen Zellkernen.
Es schloss sich die diinne dufsere plexiforme Schicht mit Axonen und einer teilweise
sichtbaren Faserstruktur an. Der untere Bildbereich zeigt den Beginn der relativ

breiten inneren Kornerschicht mit den Zellkernen bipolarer Nervenzellen.

Im Vergleich zur Kontrolle waren die Ultrastrukturen der Retina des mikrophthalmen
EmB(IT) im Stadium V nekrotisch verdndert (Abb. 61), was aus folgenden Kriterien
hervor ging:

Auf den ersten Blick fiel auf, dass die Pigmentepithelzellen eine eher runde Form ohne
Ausléufer in die interzelluldren Rdume der Lichtsinneszellreste hatten. Im Gegensatz
zum vorhergehenden Fallbeispiel wiesen die Melanosomen zwar grundsétzlich intakte
Strukturen auf, jedoch enthielten die Pigmentepithelzellen relativ grofe Lipidtropf-

chen, was auf eine schwere Zellschddigungen hinwies.

Das Gewebe war allgemein gepréigt von Vakuolisierungen, die dem schwammartigen
Eindruck aus dem Semidiinnschnitt (vgl. Abb. 59, rechts) entsprachen. Die Vakuoli-
sierungen waren in den Aufengliedern der Lichtsinneszellen, insbesondere zwischen
Membranstapeln zu finden. Die Membranstapelstrukturen bildeten deutlich lockere-
re und ungleichméfige Strukturen im mikrophthalmen Auge aus. In den Zellkernen
waren verklumptes, kondensiertes Chromatin sowie fein granulére Einschliisse erkenn-
bar. Die Cristae der Mitochondrien aus den Ellipsoiden waren bis zur Unkenntlichkeit

verandert.
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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 Aufienglie-
der (0) deutlich lockerer angeordnet als bei den Kontrollen. Die Zellkerne
enthalten Einschliisse und verklumptes Chromatin. In den Mitochondri-
en sind die Cristae vesikuldre veréndert (Detailausschnitt A). Li = Lipid;
Mi = Mitochondrium; Va = Vakuolisierung; AGL = Aufenglied 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 auffallige Unterschiede:
Bei einer normal entwickelten und ausdifferenzierten Linse in Stadium V- waren
die Linsenfaserzellen von einer einschichtigen Zelllage umbhiillt, dem Linsenepithel
(Abb. 62). In ihnen waren jeweils zahlreiche Mitochondrien und ein groflumiger Zell-
kern zu sehen. Die Linsenfaserzellen des massiven Linsenkdrpers waren spindelférmig
und dicht mit elektronendichten Granula gefiillt. Aufgrund dessen waren Organellen

kaum oder gar nicht erkennbar.

 Nucleus

. o

~ Glaskérper

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

Hingegen waren die Linsenepithelzellen mikrophthalmer Augen des EmB(II) unre-
gelméfkig 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

zerreiffen 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 befinden sich Interzellularen (A). Die Verwachsungszone
von Linse und Retina ist mit Zelldebris ausgefiillt und erweckt den Eindruck unter
starker Zugspannung zu stehen. Va = Vakuolisierung

Zusammenfassung zur Mikrophthalmie:

e 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 betroffen.

e Das Symptom konnte friihestens im Stadium III- und spétestens im Stadium
IIT+ an den EmB(II) festgestellt werden.

e Mikrophthalmie trat bei allen betroffenen EmB(II) in Kombination mit einem

grofen Dotterverlust auf. Keines der EmB(II) regenerierte Mikrophthalmie.

e Lichtmikroskopisch waren bei betroffenen EmB(II) in fortgeschrittenen Ent-
wicklungsstadien die Retinaanlagen schwammartig, wobei die Zellen der Anla-

gen undifferenzierter als bei den Kontrollen waren.

e FElektronenmikroskopisch zeigten sich in den Retinaanlagen mikrophthalmer
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Augenbecher Anzeichen nekrotischer Gewebeschédigungen. Die Lichtsinneszel-
len in den betroffenen Gewebeanlagen waren hochgradig vakuolisiert. Die Zel-
len des Linsenepithels waren, im Gegensatz zu den Kontrollen, mehrlagig und
spindelférmiger. Die Anlage der Linsenfaserzellen war durch Interzellularen und

Vakuolisierungen des Zytoplasmas aufgelockert.

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

4.2.2.7 Perikardialédem

Nach den Beschallungen sowie wéihrend der weiteren Entwicklung der EmB(II) konn-
ten oft auffillige Auftreibungen der Perikardlumina unter dem Stereomikroskop beob-
achtet werden, die sich, vom jeweiligen Embryonalschild ausgehend, iiber grofte Teile
des Dotters erstreckten (Abb. 64). Der Zeitpunkt des Auftretens dieses Symptoms
war unvorhersehbar und seine weitere Entwicklung in Ausdehnung oder Riickbildung

individuell.

Augenbecher

Dottersack Herzanlage

Perikardial-
wandung

__ Schwanzmuskel
Abb. 64: EmB(II) mit groffem Dotterverlust und Perikardialddem im Stadium II, zum Beobach-

tungszeitpunkt t3. Das Perikard ist aufgetrieben und ummantelt weitlumig den grofiten
Teil des verbliebenen Dotters. Do = Dotter; Li = Linse; Ol = Oltropfchen.

Wihrend 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 Perikardialodem durchzog das Herz ab Stadium III+ schlauch-
artig und losgelost vom Periblast das Lumen des Perikards (Abb. 65). Dabei war die
Pumpleistung trotz unverminderter Herzkontraktionen deutlich beeintrachtigt. Das
Blut oszillierte lediglich zwischen Sinus venosus und Aorta ventralis hin und her, wo-

bei im giinstigsten Fall ein nur duferst geringer Blutfluss erzeugt wurde. Dies fiihrte
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zu Verlangsamungen des gesamten Embryonalkreislaufes und zu Kreislaufzusammen-

briichen.
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Abb. 65: EmB(II) mit Perikardialédem im Stadium V-, aus der Eihiille pripariert. Die vermin-
derte Pumpeffizienz fiihrte zu einer Verlangsamung des gesamten Kreislaufs. Atr =
Atrium; Av = Aorta ventralis.
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Zusammenfassung zum Perikardialodem:
e Perikardialodeme traten als deutliche Auftreibungen des Perikards auf.

e Perikardialédeme konnten sowohl unmittelbar nach einer Beschallung als auch
wahrend der weiteren Entwicklung auftreten. Der Zeitpunkt der ersten Beob-
achtung, Ausdehnung oder Riickbildung des Symptoms waren nicht vorherseh-

bar und individuell.

e 29 von 72 EmB(II) (40,4 %) erlitten ein Perikardialodem. Bei 7 EmB(II) (9,7 %)
wurde das Symptom direkt nach der Beschallung und bei 22 EmB(II) (30,6 %)

wahrend der weiteren Entwicklung beobachtet.

e Fine Riickbildung des Perikardialédems war méglich. Bei 12 EmB(II) (16,7 %)
regenerierte sich das Perikardialédem, und bei 3 EmB(II)(4,2 %) trat es, nach

erstmaliger Regeneration, erneut auf.

4.2.2.8 Triibbung am Dotter

Direkt nach den Beschallungen waren im Auflicht erst milchig-weifse Triibungen
an verschiedenen Stellen auf der Dottersackoberfliche der EmB(II) zu beobachten
(vgl. 50, S. 98) und spéter, wihrend der weiteren Entwicklung, grofsflichige Triibun-
gen als weiteres Erscheinungsbild. Oft trat eine Triibung des Dotters bei EmB(II)
in Kombination mit einer stagnierenden Entwicklung auf. Es liegt nahe, dass es sich
bei den Symptomen um Verénderungen des DS und/oder periblastischen Ektoderms
handelte. Zur Erinnerung: Das DS umgibt bei der Normalentwicklung im Stadium
IT als nicht zelluldre diinne Schicht die Dottermasse, die in den lichtmikroskopischen
Darstellungen eine Schichtdicke von ca. 10 ym bis 20 ym aufwies (Abb. 66). Nach
der Epiboly grenzt das periblastische Ektoderm iiber dem DS den Dottersack zum
perivitellinen Raum hin ab (vgl. Abb. 46, S. 94).

Vor der Beschreibung von Tritbungen der Dottersackwandungen bei EmB(II), wird
zuerst ein normal entwickeltes DS einer Kontrolle beschrieben, um die Abweichungen

bei den EmB(II) besser verstehen zu koénnen.
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Mikroskopie der normal entwickelten Dottersynzytiumschicht bei Kontrollen

im Stadium II:

Nach gingiger Auffassung, werden in der frithen Entwicklung der Knochenfische die
Zellkerne aus dem Rand der Keimscheibe in das kortikale Dotterzytoplasma (DZ)
ausgelagert (vgl. S. 48). Damit befinden sich diese Randkerne im Umbkreis der Keim-
scheibe im Dotterzytoplasma, wodurch es zu einem Synzytium wird. Eine mogliche
Aufgabe jener Kerne konnte die Steuerung der Aufarbeitung und Assimilation des
Dotters sein, was die Erndhrung des Embryoschildes - und spéater des Embryos -

gewahrleistet.

Innerhalb der hier untersuchten Dottersynzytien waren grundséitzlich 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 gleichméfigen Abstén-
den dem Periblast aufgelagert waren. Das DS der untersuchten Embryonen bestand,

der gingigen Auffassung entsprechend, aus zwei Schichtungen:

A) Dotterlysezone,
B) zytoplasmatische Zone.

” ‘ . & . . L : " N
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 grofser 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 entliefen (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 Uberginge zwischen Dotterlysezone und zytoplasmatischer Zone verliefen im

normal entwickelten DS flieend.

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

Mikroskopie der Dottersynzytiumschicht von beschallten Embryonen mit
Befund im Stadium 1l

Triibungen am Dotter, die direkt nach den Versuchen beobachtet werden konnten,
beschrinkten sich auf lokal scharf begrenzte Stellen an beliebiger Position in der Dot-
tersackwandung. Sie traten langgestreckt (vgl. Abb. 47, S. 94) oder punktférmig (vgl.
Abb. 48, S. 95) und mit unterschiedlicher Ausprégung in Erscheinung. Im Durchlicht
des Stereomikroskops erweckten sie einen abgedunkelten Eindruck, im Auflicht einen
milchig weifsen. Ein moglicher Zusammenhang dieser Triibungen 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 Trii-
bung am Dotter, der direkt nach dem Versuch fixiert 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 Zugehorigkeit anderer kreisrunder und inhaltsfreier Vakuolisierungen im Zyto-
plasma des DS liefs sich nicht mehr mit Sicherheit zuordnen. Da der Durchmesser
dieser Strukturen fiir dilatierte ER-Zisternen, im Vergleich zu dem dargestellten ER-
Abschnitt, zu grofs erschien, handelt es sich sehr wahrscheinlich um Mitochondrien-

Reste mit vollstdndig aufgeloster bzw. nicht mehr erkennbarer Cristae. (Abb. 68).

' ER-Zisterne

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

Triibungen am Dotter, die ab dem Beobachtungszeitpunkt ¢, festgestellt wurden,
waren zunehmend groftflichig und besafen eine grobkornige 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 iiberlebte ohne sich
weiterzuentwickeln. Meist dehnten sich Triibungen dieser Art progressiv iiber die
Dottersackwandung aus, die sich nicht mehr riickbildete. Im vorliegenden Fall hatte

sich die Triibung iiber vier Tage bis zum Absterben weiterentwickelt, was aus dem

dazu gehorigen Entwicklungsdiagramm (Abb. 69, unten) ersichtlich wurde.

Eihtille Perivitellarraum
Hz
Trilbung
o]
Dotter
Dottersack
.25 mm
I+
_
g c Kreislauf
@ veriangsamt . .
g, £ kein Kreislauf
o |l OO O O Embryonalentwicklun
'g 0 I groﬁrgr Dotterverlustg
I.IJ 0 /, A
1 I 1 1 1 I I | 1 1 I 1 I

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Abb. 69: EmB(II) zwei Tage nach der Beschallung im Stadium II mit Triibung am Dotter (oben)
mit dazugehdrigem Entwicklungsdiagramm (unten). Der EmB(II) hat sich nicht weiter-
entwickelt. Ab dem Beobachtungszeitpunkt to trat die Trilbung am Dotter auf, begleitet

von einer Verlangsamung und anschlieffender Stagnation des Kreislaufs. Die Triibung 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 offenbar Zytoplasma- und Organellanteile des DS enthielten
(Abb. 70, links). Als mutmaflich optisch wirksame Flichen waren sie sehr wahr-

scheinlich fiir eine Triibung innerhalb des Dotters verantwortlich.

Bei entsprechender elektronenoptischer Betrachtung der dargestellten Einschliisse

(Abb. 70, rechts) erwiesen sich die Inhalte der Vakuolisierungen innerhalb des Dot-
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ters als Uberreste rER-typischer Zisternen, auch lamellire Kérpern (= “Fingerprint-
Bodies"oder Myeloid-Korper) genannt. Die Detailaufnahme (Abb. 71) verdeutlichte,
dass diese Strukturen aus rER-Anteilen hervorgingen. Das Zentrum beider lamellarer
Korper war dilatiert und angefiillt mit osmiophilen Organellresten und -Triimmern,

den Residualkorperchen.

Va

o Larhellér'e Kérper
Organell-Debri

S

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

ST : T v >

Abb. T71: Elektroneﬁmikroskopie derr lamelléiren Kérpef (= Fingefprint—Bodies bder Myeloidkor-
per) (*) sowie Residualkérperchen im Zentrum der Strukturen.
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In weiteren lichtmikroskopischen Aufnahmen aus DS-Abschnitten von EmB(II) im
Stadium IIT und TV mit Triibungen 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 ursachlich fiir den Triibungseffekt.

Abb 72: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Vakuohslerungen im DS eines EmB(H) im Stadl—
um IIT (links) und Stadium IV (rechts). Die Vakuolisierungen bilden potentiell optisch
wirksame Oberfliichen. Lipide im Zytoplasma zeugen von irreparablen Schidigungen
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 urspriing-
lichen Schichtdicke aufgetrieben (Abb. 73, oben). Mit Hilfe der Detaildarstellung
(Abb. 73, unten) konnte gezeigt werden, dass sich in den vakuolisierten Bereichen ei-
ne groke Anzahl an Mitochondrien befanden, bei denen die Cristae verdndert waren.
In Einzelfdllen waren nur noch die Membranhiillen 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 Triibung am Dotter im Uberblick (oben) und im Detail (unten).
In dem dargestellten Abschnitt sind zahlreiche Mitochondrien zu sehen,
umgeben von ausgepragten Vakuolisierungen des Zytoplasmas. Im Detail
sind sowohl orthodoxe als auch geschédigte Mitochondrien erkennbar, in
denen die Cristae granulér verdndert, aufgeldst (*) oder homogenisiert (A)
sind. Mi = Mitochondrium; Va = Vakuolisierung.
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Die Individualitiat der licht- und elektronenmikroskopischen Strukturen erschwerten
die Auswertung erheblich. Jedoch konnte grundsétzlich davon ausgegangen werden,
dass die Triibungen auf Dichteunterschiede im Zytoplasma des DS und/oder der Zel-
len des periblastischen Ektoderms zuriickzufiihren waren. Urséchlich waren vesikulédre
Verédnderungen im Zytoplasma oder in den Organellen, z.B. durch Vakuolisierungen.
Aufgrund jener Vakuolisierungen waren u.a. Vergroferungen intrakristaliner Rdume
in Mitochondrien nachzuweisen, die sehr wahrscheinlich derartige Dichteunterschie-
de verursachten. Je ausgeprigter und zahlreicher vesikuldre Verdnderungen und Va-
kuolisierungen vorhanden waren, desto mehr optisch wirksame Flachen brachen das

einfallende Licht, streuten es und wurden somit als Triibung sichtbar.

Von 72 geschédigten Versuchsembryonen konnten bei 29 Individuen (40,3 %) eine
“Triibung am Dotter” diagnostiziert werden. Bei einem EmB(II) ohne Dotterverlust
zeigte sich nach dem Versuch eine Triibung am Dotter als einziger Befund. Dieser
EmB(II) regenerierte sich von der Triibung und war ab Beobachtungszeitpunkt ¢,
ohne Befund. Dieser Versuchsembryo ist der einzige EmB(II), der sich bis zum er-

folgreichen Schlupf weiter entwickeln konnte.
Zusammenfassung zu Triibungen am Dotter:

e Triibungen am Dotter direkt nach den Versuchen zeigten sich als kleine mil-
chig lokal begrenzte Stellen auf der Dotteroberfliche, die riickgebildet werden

konnten.

e Ab dem Folgetag nach der Beschallung auftretende Triibungen waren grofs-
flichiger, grobkorniger, entwickelten sich progressiv und wurden nicht mehr
riickgebildet.

e Triibungen am Dotter wurden vermutlich durch Verdnderungen des DS verur-
sacht, bei der vermehrt optisch wirksame Flachen das einfallende Licht streuten.
Diese optisch wirksamen Oberflichen liefien sich mutmaflich mit Vakuolisierun-

gen im Zytoplasma und in Organellen begriinden.

e Von 72 EmB(II) erlitten 29 (40,3 %) eine Triibung 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(11) (22,2 %) mit diesem
Symptom ab.
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4.2.2.9 Triibbung des Embryos

In den embryonalen Gewebeanlagen waren ebenfalls Triibungen in unterschiedlichen
Auspriagungen und Ausdehnungen erkennbar. Triibungen, die direkt nach der Be-
schallung (Beobachtungszeitpunkt ¢y und ¢;) lokal begrenzt auferhalb der Kopfregi-
on auftraten, konnten riickgebildet werden. Hingegen waren Triibungen, die wihrend
der weiteren Entwicklung im Gewebe auftraten (ab Beobachtungszeitpunkt ts), grob-
kornig und progressiv. Das Auftreten zweier Triibungsqualititen erforderte getrennte
Beschreibungen dieser Triibungsphidnomene, die in den folgenden Abschnitten durch-

gefiihrt wurden.

Trilbungen zum Beobachtungszeitpunkt

Triibungen direkt nach den Beschallungen waren in allen davon betroffenen Embryo-
nen auf eine Korperstelle begrenzt. So waren bei den jeweiligen EmB(II) Bereiche am
Kopf, am vorderen oder hinteren Schwanzbereich getriibt. Im folgenden Fallbeispiel
war eine Triibung an der ventralen Seite im hinteren Drittel des Schwanzes sichtbar
(Abb. 74). Erschwert wurde hier die Dokumentation durch die Kombination mit einer

Verdnderung des Dotters infolge der in den Dotter eingedrungenen Perivitellarfliis-

sigkeit.

Perikard

/ Dottersack

Auge

Veranderungen
des Dotters

Trubung

l Schwanzspitze

EmB(II) direkt nach der Beschallung zum Beobachtungszeitpunkt ¢o. Neben auffilligen
Veridnderungen am Dotter durch Eindringen von Perivitellarfliissigkeit in den Dotter-
sack und dem Dotterverlust ist an der Unterseite des hinteren Schwanzabschnittes eine
Triibung des Gewebes sichtbar.
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Genaueren Aufschluss boten die mikroskopischen Untersuchungen der Augenanlagen
im Vergleich zu den Kontrollen: Im Semidiinnschnitt einer Kontrolle im Stadium 1T
durch die Retina- und Linsenanlage (Abb. 75, links) waren einheitlich geschlossene
Zellverbinde der jeweiligen Gewebeanlagen sichtbar. Dagegen traten bei einer Trii-
bung im Kopfbereich des EmB(II) hochgradige Auflockerungen des Zellverbandes mit
ausgeprégten Interzellularrdumen 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 geschidigte Gewebe erscheint infolge der
Interzellularen hochgradig schwammartig.

Der Gewebeverband der noch nicht ausdifferenzierter Linsenepithelzellen bei einer
Kontrolle im Stadium II wies elektronenmikroskopisch einen liickenlosen Zell-Zell-
Kontakt (Abb. 76) auf. Problemlos liefen 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 getriibten EmB(II) dramatisch verdndert (Abb. 77). Die betroffenen Zellen tru-
gen sowohl die Charakteristika einer Koagulationsnekrose als auch einer Apoptose.
Als kurze Erlauterung sei erwihnt: Nekrose ist ein passives Absterben der Zellen auf-
grund noxischer Einfliisse. Apoptose umschreibt den von der Zelle selbst induzierten
Zelltod. Fiir eine Koagulationsnekrose sprach, dass in grofseren zusammenhéngenden
Gewebebereichen das Zytoplasma hochgradig koaguliert war und deshalb enthaltene
Organellen mithsam bis gar nicht erkennbar waren. Als géngige Merkmale der Apop-
tose gelten geschrumpfte Zellen sowie schwer bis gar nicht erkennbare Mitochondrien.

Nach gingiger Auffassung 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 Triibung am
Kopf zum Beobachtungszeitpunkt t;. Or-
ganellen sind &duferst schwer erkennbar.
Der hochgradig aufgelockerte Zellverband
vermittelt durch Interzellularen (%) einen

schwammartigen Zustand. Va = Vakuoli-
sierungen; Mi = Mitochondrium; ZDb =
Zelldebris.

Letztendlich lief 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 ¢; (mit Eintreffen der Proben im Labor) stattfand. Es stellte
sich die Frage, ob in dieser Frist geniigend Zeit fiir die Kaskade einer Apoptose zur

Verfiigung gestanden hatte.

Begleitet von einer grob gemessenen und geschitzten Volumenverkleinerung um ca.
45% verloren die Zellen ihren Kontakt untereinander, und es entstanden jene ausge-

prigten Interzellularrdume, die den schwammartigen Eindruck im Semidiinnschnitt
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aus Abb. 75 (S. 124, rechts) verursachten. Durch die Interzellularen waren auferdem
an den Grenzen der Zellen /Interzellularen Dichtespriinge und damit optisch wirksa-

me Oberflachen vorhanden.

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

Auch bei Triibungen des Embryos, die wihrend der fortlaufenden Entwicklung auf-
traten, waren anfinglich meist begrenzte Regionen der Gewebeanlagen betroffen.
Wiéhrend des weiteren Verlaufs breitete sich die Triibung auf sdmtliche Gewebe des
Embryos aus, wobei die Gewebeanlagen offensichtlich ihre Differenzierungen einbiis-
sten. Die Zeitspanne betrug ein bis vier Tage. Im folgenden Fallbeispiel (Abb. 78)
wurde nach der Beschallung eine Triibung am Dotter und im Gewebe des vorde-
ren Schwanzbereiches festgestellt. Beide Triibungen entwickelten sich kontinuierlich

weiter und dehnten sich jeweils iiber den Dotter und Embryo bis zum Kopf aus.

Perivitellarraum

0.5 mm

Eihtlle
Abb. 78: EmB(II) im Stadium IT mit grofem Dotterverlust, Triibung am Dotter und einer Trii-
bung des Embryos im Schwanzbereich 6 Tage nach einer Beschallung (Beobachtungs-

zeitpunkt ¢7). Dieser Embryo entwickelte sich nicht mehr weiter und war zwei Tage nach
dieser Aufnahme total getriibt (vgl. Abb. 79). Ol = Oltrépfchen.

Im Endstadium der Triibung, bei dem der Embryo nur noch als abgestorben ein-
gestuft werden konnte, erschien das Gewebe stereomikroskopisch grob zelluldr und
undifferenziert (Abb. 79). Unter diesen Bedingungen waren keinerlei Lebensfunktio-

nen, wie Flossenbewegungen, Blutzirkulation oder Herzschlag zu beobachten.
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Abb. 79: Totale Triibung eines EmB(II), zwei Tage nach der ersten Beobachtung des Symptoms.
Im Gegensatz zur vorherigen Abbildung sind keinerlei Gewebestrukturen erkennbar. Der
Embryo ist abgestorben. Ol = Oltrépfchen, DS = Dottersynzytium.

Bei der mikroskopischen Untersuchung der betroffenen Gewebe, waren vermehrt
Hohlrdume als auch Verdichtungen zu beobachten, die im Folgenden detailliert und

im Vergleich zu normal entwickelten Gewebeanlagen erlautert werden:

Triibbungen im Kopfbereich in der Mikroskopie

Gesunde embryonale Hirnanlagen der Kontrollen im Stadium IT bestanden erwar-
tungsgemél aus kompakten, liickenlosen Zellverbinden. Wie am Beispiel einer normal
entwickelten Anlage eines Diencenphalons im Stadium II dargestellt wird (Abb. 80),
beinhalten die Zellen relativ groflumige Kerne mit einer intensiveren Toluidinblau-

farbung als das sie umgebende Zytoplasma.

Die Elektronenmikroskopie einer Kontrolle bestétigte, trotz blass ausgefallener Kon-
trastierung, den lichtmikroskopischen Eindruck eines liickenlosen intakten Gewebe-
verbandes im Zustand eines geschlossenen Zell-Zell-Kontakts (Abb. 81). Neben raum-

fiilllenden Zellkernen waren eindeutig orthodoxe Mitochondrien erkennbar.
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um II. Das Gewebe ist kompakt, bestehend aus Zellen mit grofslu-
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 Korperchen) zuriick zu fiihren waren. Oft bildeten sich
Ansammlungen apoptotischer Kérperchen an den Grenzflichen von Geweben bzw.
Gewebefaltungen. Infolgedessen lockerte sich der Zusammenhalt der betroffenen Zell-
verbinde, und es entstanden Gewebeliicken und grofe, teils zusammenhéngende, In-
terzellularrdume innerhalb der Gewebeanlagen. Im folgenden Fallbeispiel waren an
den Grenzen des Diencephalons und entlang am Rand der Augen- und benachbarten

Prosencephalonanlage gehduft apoptotische Korperchen zu beobachtet (Abb. 83).

Abb. 82: Lichtmikroskopie der Hirn- und Augenanlage eines EmB(IT) im Sta-
dium IT mit einer Triibung des Embryos, erstmalig beobachtet zum
Beobachtungszeitpunkt ¢5. Die Areale apoptotischer Zellen (1) kon-
zentrieren sich entlang der Gewebegrenzen. Li = Linsenanlage.
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Abb. 83: Vergrokerung der geschidigten Hirnanlage eines EmB(II) aus
der vorhergehenden Abbildung. Die Zellen zeigen dunkel-
blau abgesetzte apoptotische Korperchen. Grokere Gewebe-
bereiche sind zerstort (7). Es haben sich Gewebeliicken ()
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 Lipideinschliis-
sen. Letztere konnten durch abgebaute Phospholipide aufgeloster Membranen ent-
standen sein. Andere Kerne zeigten eine fiir die Apoptose charakteristische Halb-
mondform, bei der die Zisternen der Kernmembranen deutlich dilatiert waren. Des-
weiteren waren Zellauflosungen (Zytolyse) als Endstadium der Apoptose zu sehen
(Abb. 85). Typisch fiir diesen Prozess waren Kernauflésungen, homogenisiertes Chro-
matin sowie Organelldebris (Residualkorperchen). 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 Triibung zum Beobachtungs-
zeitpunkt to. Pyknotische Kerne enthalten Lipidtropfchen (x). Innerhalb
dieser Kerne unterliegt das Chromatin einer fortschreitenden Homogeni-
sierung (0). Eine Kernmembranzisterne (x) ist zu einer Vakuolisierung
dilatiert und umgibt halbmondformig homogenisiertes Chromatin (A).
An den Réndern der apoptotischen Korperchen sind vesikelartige Auf-
l6sungserscheinungen (1) zu beobachten. Nuc = intakter Nucleus; Va =
Vakuolisierung.
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Abb. 85: Elektronenmikroskopie apoptotischer Zellen eines EmB(IT)
im Stadium II aus der Gewebeanlage des Diencephalons.
Es liegen hier pyknotische Kerne, Vakuolisierungen mit Ein-
schliissen (1), geschlossene und teilweise bereits offene Va-
kuolisierungen vor (7). 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 Semidiinnschnitt durch den Kopfbereich, Hirn
und Augenbecher einer Kontrolle im Stadium IV dargestellt (In Abb. 86). Hier wa-
ren die Gewebe fortgeschritten differenziert. In dem Ausschnitt mit optischem Lobus,
Diencephalon und Ventrikel konnten dunkelblau gefidrbten Bereiche der Zellkerne und
die Bereiche der Ganglien links vom optischen Lobus sowie zwischen Diencephalon
und optischen Lobus aufgrund ihrer homogenen Farbung 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 1V. GI = Glaskor-
per; Ve = Ventrikel.

War der EmB(II) vollstandig getriibt, 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 fiir Nekrosen:
s. 7?7 210). Die dargestellten Hirnbereiche des EmB(II) bestanden hauptsichlich aus
dunkel gefirbten untergehenden Zellen in einem stark gelockertem Verband. Eine
Differenzierung der Zellen war nicht mehr erkennbar. So waren die im Normalfall
spindelférmige Linsenfaserzellen bei dem Emb(II) hochgradig vergrofert, polymorph
und als solche nicht mehr erkennbar. Zwischen Linsenfaserzellen und Linsenepithel

war keine Differenzierung moglich.
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Abb. 87: Lichtmikroskopie der Augenanlage eines EmB(II) im Stadium IV mit
totaler Triibung. Der nekrotische Zustand lief sich in allen Gewebean-
lagen beobachten. DS = Dottersynzytiumschicht.

Elektronenmikroskopisch waren im Gewebe der Loben einer Kontrolle im Stadium
IV groflumige Zellkerne und orthodoxe Mitochondrien erkennbar (Abb. 88, oben).

Auferhalb des kernhaltigen Bereiches, am fortgeschritten differenzierten Ubergang

zwischen der grauen und weifen 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 Ubergangs
zwischen grauer und weifier Substanz im Detail (unten) einer Kontrolle im Stadium
IV. Es sind groflumige Zellkerne und orthodoxe Mitochondrien sichtbar(oben). Aufser-
halb des kernhaltigen Gewebebereiches (unten) ist eine Vielzahl an Synapsen, angefiillt
mit synaptischen Vesikeln (A), 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 Auflésungen 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 groften 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 Eindriicke nekrotischer Hirn- bzw. Augengewebe waren auch in allen anderen

Gewebetypen der EmB(II) mit einer totalen Triibung wiederzufinden.

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 vollstindig homogenisiert und tritt stellenweise ins Zy-
toplasma aus (x). Ein Grofsteil der Mitochondrien ist geschwollen und besitzt keine
Cristae mehr (A). Lipidtrépfchen sind vereinzelt als massiv schwarze Punkte {iber den
Schnitt verstreut. C = Chromatin; Mi = Mitochondrium; Nuc = Nucleus.
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Triibungen im Schwanzbereich

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

Leibeshohlenorgananlagen zu erkennen.

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

Im Gegensatz dazu waren die Gewebeanlagen zweier Fallbeispiele von EmB(II) im
Stadium II weitgehend zerstort (Abb. 91). Bei dem EmB(II), dessen Lingsschnitt
durch die Schwanzspitze im linken Bild dargestellt wurde, trat die Triibung zum
Beobachtungszeitpunkt ¢5 in Erscheinung. Desweiteren liefen sich hier Zelluntergéinge
als apoptotische Korperchen, jeweils in Form dunkel blauer Sprenkel, beobachten.
Riickenmark und ventraler Bereich des Schwanzmuskels bestanden hauptsachlich aus
nekrotischen Zellen, die sich z.T. bereits in der Zytolyse befanden. Die Zellen der
Chorda wichen in ihrer Form gréfsten Teils von normal entwickelten Chordazellen ab.
Dabei zeigten sich die Zellgrenzen polymorph. Zuséatzlich war keine fiir Chordazellen

typische stapelformige Anordnung erkennbar.

Im rechten Bild wurde das Gewebe eines EmB(II) dargestellt, der einen Tag nach der
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Beschallung fixiert wurde. Im Unterschied zum linken Bild konnte sich die Triibung
des Embryos vom Versuch bis zum Tod (¢, bis ¢2) weiterentwickeln (Abb. 91, rechts).
Hier wurden die Gewebe der Axialorgane von einem ausgeprigten Apoptose-Herd
vollstandig zerstort. Dieser bestand aus einer massiven Ansammlung apoptotischer

Korperchen. Die Somitenanlage um den Apoptoseherd herum hatte sich nicht weiter

ausdifferenziert.

L Epidermi

Q 1‘,. “ R ; =] L.
bb. 91: Lichtmikroskopie bei EmB(II) im Stadium IT mit Triibungen des Embryos mit einem
Léangsschnitt durch die Schwanzspitze (links) und einem Querschnitt durch den mitt-
leren Bereich des Schwanzes (rechts). Beide EmB(II) wurden mit der Triibung zum
Beobachtungszeitpunkt to fixiert. Im Gewebe von Chorda-, Riickenmarksanlage und
Muskelanlagen sind untergehende Zellen durch Apoptose erkennbar (7). Einzelne Mus-
kelfasern durchziehen (A) die restlichen Somitenanlagen. Wihrend links unterschiedli-
che Gewebeanlagen gerade noch erkannt werden konnen, sind die ehemaligen Anlagen
der Axialorgane (rechts) bis zur Unkenntlichkeit zerstoért. Auch die urspriinglichen So-
mitenanlagen lassen keine Differenzierungen erkennen. Chd =Chorda dorsalis; RM =
Riickenmark.

s

Elektronenmikroskopisch wurden die pathologischen Verdnderungen noch deutlicher:
Zwischen den bereits entwickelten und quergeschnittenen Myofibrillen finden sich
in den Muskelzellen Vakuolisierungen (Abb. 92; Detail: Abb. 93). In den Vakuo-
lisierungen waren mogliche Reste aufgeloster Zellstrukturen in Form von Granula
erkennbar. An anderen Stellen waren Untergéinge von Organellen anhand der Mye-
linfiguren zu sehen. Nur Andeutungen membranoser Strukturen verblieben innerhalb
der membranumbhiillten Vakuolisierungen (Abb. 93, Oben). Desweiteren enthielten
die Muskelanlagen polymorphe und, zu grofen 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 Myofibrillen im Detail (unten). Die Vakuolisierun-
gen sind leer (x) oder enthalten granuldren Inhalt (). Ansatzweise
sind Myofibrillen zu erkennen, die von sehr dichten osmiophilen
Granula umgeben sind. Links unten ist eine Myelinfigur (1) sicht-
bar.MF= Myofibrillen; 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 Membranhiillen () sind Membranreste erkennbar.
kMi= kondensiertes Mitochondrium, Ly = Lysosom; tLy =
tertidres Lysosom.
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Allgemein liefen sich in nekrotischen und apoptotischen Gewebeanlagen der EmB(II)
einerseits, vergleichbar mit den Triibungen am Dotter, hochgradige Vakuolisierungen
und Gewebeliicken, andererseits Verdichtungen des Zytoplasmas feststellen. Sowohl
Licht- als auch Elektronenmikroskopie liefsen die duferen Begrenzungen jener Vakuo-
lisierungen und Gewebeliicken sowie Verdichtungen der apoptotischen Korperchen
auf Dichtespriinge zwischen schliefen. Derartige Dichtespriinge bildeten damit op-
tisch wirksame Oberflichen dar. Aufgrund dessen wurde das auch hier gestreut, was

zu dem Triibungseffekt innerhalb der Gewebeanlagen fiihrte.
Zusammenfassung zur Triibung des Embryos:

e Fine Triibung des Embryos zeigte sich in Form milchig-weilser Bereiche der

embryonalen Gewebeanlagen.

e Die Triibungen wurden sehr wahrscheinlich durch Zellschidigungen in Verbin-
dung mit Vakuolisierungen und apoptotischen Kérperchen verursacht. Dabei
wurde die Differenzierung und Entwicklung der Gewebeanlagen negativ beein-
flusst.

e Triibungen, die im Laufe der Entwicklung ab Beobachtungszeitpunkt t, auftra-

ten, waren progressiv und wurden nicht riickgebildet.

e Mikroskopisch waren apoptotische Korperchen sowie nekrotische Zellen zu fin-

den.

e Von 72 EmB(II) erlitten 18 eine Triibung am Embryo.

4.2.2.10 Gewebszerstérung

Gewebszerstorungen konnten eindeutig als sichtbare Strukturschiden bzw. Verlet-
zung embryonaler Gewebe an EmB(II) stereomikroskopisch nach den Beschallungen
festgestellt werden. Offenbar wurden die Gewebeanlagen mechanisch durch die Stok-
wellenenergien zerrissen und Teile der Gewebe heraus gesprengt (Abb. 94 und 95). In
Abb. 94 wurde die Zerstérung der rechten Augenanlage, in Abb. 95 die Zerstérung

der extraembryonalen Membran im vorderen Kopfbereich dokumentiert. Hier hatte
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das Gewebe der Hirnanlage keinen Halt mehr und wolbte sich aus seiner ehemaligen

Umbhiillung.

Gewebeschaden Herz- und Augenanlage
| — Perikardanlage

/

).5 mm

Abb. 94: Frontalansicht auf eine Gewebszerstérung am Kopf eines EmB(II). Die rechte Augenan-
lage ist zerstort. Kopf = Kopfanlage; Ol = Oltrépfchen; Pvit = Perivitellarraum.

aufgeworfenes Gewebhe Bereich der Ductus cuvieri
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Abb. 95: Gewebszerstorung an einem EmB(IT) im Stadium II. Durch die zerstorte extraembryo-
nale Membran und deshalb fehlenden Begrenzung wolben sich linke und rechte Hilfte
der Hirnanlage weit auf. Ol = Oltrépfchen.

Fiir die lichtmikroskopische Betrachtung wurden eine Kontrolle und ein EmB(II) mit
Gewebszerstorung in den folgenden Abbildungen dargestellt. Durch die Kriimmung
der Keime um einen verkleinerten Dotter, konnte sowohl bei der Kontrolle als auch
beim EmB(II) sowohl der Kopf- als auch Schwanzbereich anndhernd quergeschnitten
werden. Die Dotterverkleinerung bei der Kontrolle wurde durch die Praparation fiir
die Fixierung verursacht, die des EmB(II) durch einen Dotterverlust. Deutlich waren

bei der Kontrolle die soliden, liickenlosen Strukturen der Gewebeanlagen von Muskel-
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, Riickenmarks- und Chordaanlage zu erkennen (Abb. 96, links). Hingegen wurden
durch die Beschallung die Muskelanlagen des Schwanzes auseinander gerissen und
zerstort (Abb. 96, rechts), so dass nur noch Triimmer und Reste der Muskel- und

Chordaanlage vorhanden waren.

Dottersynzytium Diencephalon

Diencephalon =——Augenanlagen

; *Ventrikel
Ventrikel i
Augenanlagen

Infundibulum

Herz

— Notochord ]
Dottersynzytium

~Muskelanlagen Trimmer

Reste der

Rickenmark 200 pm 4 Muskelanlage

Abb. 96: Lichtmikroskopie eines Kontrollembryos (links) und eines EmB(IT) mit einer Gewebszer-
storung (rechts) im Stadium II. Beide Embryonen sind aufgrund ihrer Kriimmung um
den Dotter jeweils im Kopf- und Schwanzbereich annihernd 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
grofirdumige Spalten und Liicken. Eine Chordaanlage war nicht mehr zu erkennen.
Lediglich die parallele Anordnung der Zellen an der Stelle, wo im Normalfall eine
Chordaanlage hitte vorhanden sein miissen, lassen vermuten, dass es sich dabei um

Reste der Cordaanlage handelte.
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Abb. 97: Lichtmikroskopie der Gewebszerstérung eines EmB(II) im
Stadium II. Das Gewebe ist nach einer Beschallung zum Zeit-
punkt ¢ fixiert worden. Deutlich ist die Auflockerung bzw.
Zerstorung des auseinander gesprengten Gewebeverbandes
erkennbar. Deb = Debris, Chd = mutmaflicher Chorda-Rest.

Wie die Elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen, waren nicht nur die Gewebe,
sondern auch der Grofteil der Zellen der betroffenen Gewebe massiv geschidigt oder
zerstort worden und unterlagen einer Nekrose. Fiir die Darstellung wurden Somiten-

anlagen herangezogen:

Bei den Kontrollen im Stadium II waren die ersten Muskelfibrillen (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 Gewebszerstérung ruptiert (Uberblick:
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 granuldres Chromatin nachzuweisen, als einziger Hinweis, dass dort

ein Kern vorhanden gewesen sein musste.

In der elektronenmikroskopischen Darstellung einer Gewebszerstorung im Bereich des
Dottersynzytiums und den benachbarten Muskelanlagen waren Nekrosen in Form
ruptierter Zellen sichtbar. Intrazelluldre Strukturen mit den {iblichen Organellen und
Membranen waren in den Uberblicks- und Detaildarstellungen nicht zu erkennen
(Abb. 100, Ausschnitt A). Auerdem wurden Mitochondrien mit vesikuldr verén-
derter Cristae gezeigt (Abb. 101, Ausschnitt B).
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Abb. 98: Elektronenmikroskopie der Muskelanlage einer Kontrolle im Stadium IT im
Uberblick (oben) und aus dem Kasten im Detail (A, unten). Erkennbar sind
orthodoxe Mitochondrien, Zell-(T) und Kernmembranen (1) sowie erste Anla-

gen der Muskelfibrillen. Mi = Mitochondrium; MF = Muskelfibrillen; Nuc =
Nucleus; rER = rauhes endoplasmatisches Retikulum.

Abb. 99: Ultrastrukturen im nekrotischen Bereich einer Gewebszerstérung im Uberblick. gChr =

granuldres Chromatin; Nuc = Nucleus;
Detailauschnitte: A = Abb. 100, B = Abb. 101, C = Abb. 102, D = Abb. 103.
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3

Abb. 100: Detaildarstellung fein granu- Abb. 101: Detaildarstellung der Mitochondrien mit

léren Chromatins. gChr = vesikuldr verdnderten Cristae. Mi =
granuldres Chromatin; Mi = Mitochondrium.
Mitochondrium.

Die Organellen waren bis zur Unkenntlichkeit verédndert (Detailausschnitt C: Abb. 102).
Dabei reichte das Spektrum von zisternenartigen Strukturen dilatierter ER-Abschnitte

bis zu Membranhiillen mutmaflicher Mitochondrien bei denen keine intrakristallinen

Strukturen erkennbar waren.

L S5 I e AT < :
Abb. 102: Schwer geschédigte und zerstérte mutmafliche geschwollene Mitochon-
drien und dilatierte ER-Zisternen aus einem nekrotischen Bereich ei-
ner Gewebszerstérung. Die Cristae der Mitochondrien fein granulér
(%) und vesikuldr (x) verdndert. An einigen jener mutmafilichen Mit-
ochondrienmembranen sind faltenartige Strukturen (1) erkennbar. Mi =

Mitochondrium..
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Dass es sich dabei sehr wahrscheinlich um Mitochondrienreste handelte, liefs sich aus
den vesikulér verdnderten Cristaresten in einem geschédigten Mitochondrium (rechts
oben) folgern. Andere Mitochondrienhiillen beinhalteten feine Granula. An den Au-
flenmembranen der mutmaflichen, geschwollenen Mitochondrien waren faltenartige
Strukturen sichtbar. In den Spalten zwischen den auseinandergerissenen Gewebeanla-
gen und Zellen (Detailausschnitt D: Abb. 103) befanden sich Triimmer und einzelne

Organellen der ruptierten Zellen.

. i .

Abb. 103: Detailaufnahme einer ruptierten Zelle. Der Zellinhalt verteilte sich in Zwischenrdume,
die durch das Zerreifien der Gewebe entstanden sind. KM = Kernmembran; Mi =
Mitochondrium; Nuc = Nucleus; rER = rauhes endoplasmatisches Retikulum, ZM =
Zellmembran.



4.2 Beschallte Embryonen 147

Die meisten EmB(II) mit Gewebszerstorung stagnierten in der weiteren Entwick-
lung, wie aus dem Entwicklungsdiagrammen (104) ersichtlich wird. Durch die starke
Schidigung der embryonalen Gewebeanlagen kamen die EmB(II) nicht mehr iiber das
Entwicklungsstadium II hinaus. Es gab vereinzelte Fille, in denen sich eine leichte Ge-
webszerstorung scheinbar abheilte. In diesen Fillen konnten die betroffenen Emb(II)
hohere Entwicklungsstadien erreichen. Eine Entwicklung bis zu Schlupfreifen gelang

jedoch keinem der Emb(IT) mit Gewebszerstorung.
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> Gewebszerstérung
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E |, groBer Dotterverlust
0 ] T L) 1 1 1 1 L) 1 (
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Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

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

Zusammenfassung zur Gewebszerstorung:

e Gewebszerstorungen traten als offensichtliche Verletzungen direkt nach den Be-
schallungen in Erscheinung. Das Ausmafs erstreckte sich auf kleine oberflichli-
che Verletzungen lokal begrenzter Bereiche bis hin zu einem Auseinanderspren-

gen der embryonalen Gewebeanlagen.

e Unter dem Lichtmikroskop waren grofirdumige Spalten in den Gewebeanlagen
zu sehen. Elektronenmikroskopisch waren zerrissene Zellen und zerstérte Orga-

nellen sowie Zelldebris zu beobachten.
e Embryonen mit schweren Gewebszerstorungen entwickelten sich nicht weiter.

e In den meisten Féllen fiihrten schwere Gewebszerstorungen zu einem Absterben

innerhalb von zwei Tagen nach der Beschallung.

e 13 EmB(II) erlitten eine Gewebszerstorung. 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
Schaden bei EmB(II)

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

Schwanzbereichen detailliert beschrieben.

4.2.2.11.1 Zustand des Dottersynzytiums bei EmB(II)

Grundsétzlich wurde das DS an der Grenze zur Dottermasse durch die Beschallung
geschédigt, wobei an den Dotter grenzende Bereiche der Dotterlysezone (vgl. S. 115)
in zytoplasmatische Bruchstiicke zerfielen. Die zytoplasmatischen Bestandteile konn-
ten relativ klein und vesikelartig mit einem Durchmesser von ca. 0.2 ym bis 6 pm
sein (Abb. 105, links), oder es losten sich grofere 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(IT), direkt nach der Beschallung (Beobachtungs-
zeitpunkt ). Das linke Bild zeigt vesikelartig abgeschniirte Anteile der Dotterlyse-
Zone im Dotter. Rechts haben sich grofse DS-Schollen des Periblasts in ihrer gesamten
Schichtung herausgelést. 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 wiirden sich
im Lumen der ER-Zisternen befinden. Wahrscheinlicher war jedoch, dass die Mem-
branumbhiillungen dilatierter ER-Zisternen unregelméfig und stellenweise eingedriickt
waren. Es lieff sich auch nicht eindeutig kldren, was zum Lumen der Zisternen ge-
horte 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 Ubersichtsabbildung ist (Abb. 106, links)
ein abgeschniirtes 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(IT) kurz nach einer Beschal-
lung (Beobachtungszeitpunkt t) im Uberblick (links) und im Detail (rechts). Um die
Dottervakuolen sind keine Lysosomen angeordnet. Das Zytoplasma ist dicht mit os-
miophilen Granula angefiillt, die ER-Zisternen sind dilatiert. Do = Dotter; DoV =
Dottervesikel; ER = endoplasmatisches Retikulum; Mi = Mitochondrium; Ly = Lyso-
som; Pvit = Perivitellarraum.

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

Das DS der EmB(II) in diesem Entwicklungsstadium war sehr variabel, es liefen
sich jedoch in den Verdnderungen charakteristische Muster erkennen. Dazu gehorten
insbesondere Akkumulationen von osmiophilen Granula oder allgemeine Ausdiinnung

des Zytoplasmas von Granula, Organellen, Ribosomen und ER.

Im folgenden Beispiel war das normal entwickelte DS im Stadium III angereichert
mit groften und kleinen Dottervakuolen, einer Vielzahl an Lysosomen, Mitochondrien
sowie in der Hauptmasse Ribosomen (Abb. 107). Die Ausdehnung des rER lief auf

ein sehr aktives Zytoplasma schliefien.
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Abb. 107: Elektronenmikroskopie eines DS-Abschnittes einer Kontrolle im Stadium IIT im Uber-
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 gidnzlich anderer Zustand bei
EmB(II) im Stadium III vorzufinden. 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 gleichma-
ig im Zytoplasma verteilte Lysosomen waren zu erkennen. Vereinzelte Fortsitze 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 enthilt deutlich weniger Lysosomen, Dotter-
vakuolen und Ribosomen als bei den Kontrollen. DoV = Dotter-
vakuole; Ly = Lysosom; Mi = Mitochondrium.

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

Das DS bei den Kontrollen im Stadium IV trat hier mit unterschiedlicher Beschaf-
fenheit, abhéngig von der betroffenen 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 fiir die zytoplasmatische Zone war der Aufenthaltsbereich der Mit-
ochondrien und fiir die Dotterlysezone die der Dottervakuole und Lysosomen. Von
der zytoplasmatischen Zone ausgehend, erstreckten sich Zytoplasmafortsitze in den

perisynzytiellen Raum hinein, dem Endothel entgegen.
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Abb. 109: Lateraler DS-Ausschnitt im Elektronenmikroskop mit einem Dottergefaf bei einer Kon-
trolle im Stadium IV. Die Dottervakuole ist von Lysosomen der Dotterlyse-Zone um-
geben. In der an das Dottergefafs grenzende zytoplasmatische Zone sind insbesondere
die Mitochondrien erkennbar. In den perisynzytiellen Raum erstrecken sich Ausldufer
der zytoplasmatischen Schicht (A) dem Endothel des Dottergefifies 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-Séule des
Dottersynzytiums, wie im Detailausschnitt vergrofert 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 (A) zu sehen sind. MutmafRliches 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-
stdndiges 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 reprisentieren 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 Lipidtropfchen ange-

reichert, die hauptsichlich auf Bestandteile der angrenzenden Olkugel aus dem Dotter
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zuriickzufiihren waren. Vereinzelt waren auch leere Membranhiillen oder Organellre-
ste erkennbar, die an leere ER-Zisternen erinnerten. Im Detailausschnitt aus Abb. 111
konnte ein vermutlich zerrissenes Mitochondrium, erkennbar an den crista-dhnlichen
Strukturen, dargestellt werden. Auch von einer Membran umgebene Residualkérper-

chen untergegangener Organellen waren in einem weiteren EmB(II) im Stadium IV
im DS nachweisbar (Abb. 112)

~ zytoplasmatische
ol :-’) S ZOne

Abb. 111: Elektronenmikroskopie des DS (Periblast) eines EmB(II) im Sta-
dium IV im Bereich der Leibeshéhle. Die Dotterlysezone wird
von der zytoplasmatischen Zone scharf abgegrenzt (A). Es sind
lediglich leere Membranen als Reste (x) ehemaliger Organellen
zu erkennen. Im Detailausschnitt ist ein offenbar ruptiertes Mit-
ochondrium (%) zu sehen. Im DS waren Lipidtropfchen verteilt,
die von der benachbarte Olkugel stammen. Ol = Olkugel; Pvit —
Perivitellarraum.
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Abb. 112: Elektronenmikroskopie des DS eines EmB(II) in Nihe eines
Dottergefifies. Die Dotterlysezone ist auch hier von der zytoplas-
matischen Zone scharf abgegrenzt (A). Das DS beinhaltet hier
leere Membranstrukturen. Eine Ansammlung von Residualkorper-
chen ist erkennbar. Hier sind relativ grofse Lipidtropfchen im DS,
die sehr wahrscheinlich aus der angrenzenden Olkugel 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
Zytoplasmaauslaufer 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 grofere Dot-
tervakuolen als der obere, umgekehrt als bei einem normal entwickelten DS. Jeder

der dargestellten Fallbeispiele erlitt bei der Beschallung einen grofen Dotterverlust.
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Abb. 113: Elektronenmikroskopie eines optisch dreiteiligen DS mit einer ex-
tremen Anreicherung an Glykogen bei einem EmB(IT) im Stadium
IV. Zytoplasmafortsétze (1) ragen in die Dottermasse hinein. Ein
breites rER-Band teilt die zytoplasmatische Zone von der Dot-
terlysezone ab. Dabei hat die zytoplasmatische Zone ungewdhn-
lich grofsere und mehr Dottervakuolen (A) als die Dotterlysezone.
Kleine Vakuolisierungen (A) und Myelinfiguren (x) sind im DS
erkennbar.

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

Der lichtmikroskopische Ausschnitt des synzytiellen Periblasts und der Leber un-
ter der Leibeshohle war besonders intensiv durch das Toluidinblau gefiarbt, was das
Erkennen von zelluldren Details erschwerte (Abb. 114). Allgemein waren am Le-
bergewebe keine Auffilligkeiten zu beobachten. Eine Schichtung in Dotterlyse- und

zytoplasmatische Zone war hier infolge der Farbeintensitat nicht sichtbar. Eine Dot-
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tervakuole war rechts in der Darstellung erkennbar.

Coelom

perisynzytieller
Raum

Dotter

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

Hingegen zeigte sich der Periblasten eines EmB(II) im Stadium V in einer grob-
kornigen, 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-
andert, dass sie nicht mehr mit Sicherheit zu identifizieren war. Ebenso konnte der
angrenzende Bereich eines nekrotischen Leibeshdhlenorgans nicht identifiziert wer-
den. Von der Lage her, konnte es sich dabei um einen Leberrest handeln. Trotz dieses

Zustandes, war der Embryo nicht getriibt.



4.2 Beschallte Embryonen 159
° 4

W

perisyn;ﬁieller Raum

¥ - #

o r:%whes\ Leibesh6hlenorgan

w’?‘ “ A v,
A, . Dotters?hzytlumscmcht s

»
e ¥y 4

. it W
- . K “ "
Dott e
otter . v fe
’ DoV 10pm

Abb. 115: Lichtmikroskopie eines Ausschnittes aus dem synzytiellen Periblasten
eines EmB(IT) im Stadium V. Die Struktur des DS ist grobkdrnig und
enthilt Vakuolisierungen ohne scharfe Begrenzungen (A). Schichtun-
gen oder differenzierte Strukturen, bis auf eine Dottervakuole, waren
nicht erkennbar. Im oberen Bildbereich ist der Randbreich eines nicht
identifizierbaren Leibeshohlenorgans zu sehen. DoV = Dottervakuole

Auch unter dem Elektronenmikroskop war im normal entwickelten synzytiellen Pe-
riblast keine Schichtung sichtbar (Abb. 116). Als diinne Schicht bedeckte er den
Dotter und grenzte diesen zum Leibeshohlenbereich des Embryos ab. Der Abschnitt

war hier gleichméfig mit Glykogengranula durchsetzt.

Von einem weiteren DS-Bereich aus unmittelbarer Nachbarschaft zu einem Dotter-
gefils, erstreckten sich in regelméfigen Abstinden Zytoplasmaausldufer durch den
perisynzytiellen Raum zum Endothel des Dottergefifies (Abb. 117). Dabei beriihr-
ten sie in dargestellten Schnittebene stellenweise das Endothel des Dottergeféfses. In
dem Detailausschnitt wurde eine Beriihrungsstelle eines Zytoplasmaauslaufers mit
dem Endothel dargestellt. Sowohl Zytoplasmaauslaufer als auch die Endothelzellen
enthielten Vesikel und Granula von gleicher Struktur. Im Vergleich zum Stadium IV

waren hier die Zytoplasmaausldaufer kréftiger ausgebildet (vgl. 109, S. 155).
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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 V mit Dottergefif. Zytoplasmatische Auslaufer
des DS mit Granula und Vesikeln, berithren das Endothel des Dotter-
geféfles (A). Vesikel gleicher Struktur sind sowohl in den Ausldufern 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 Verdnderungen 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 iiber dem DS-Ausschnitt, das sich bereits in der Zytolyse befand. Insbesonde-
re die Ansammlung von Lipiden mit ihrer typischen Osmiophilitdt und homogenen
Konsistenz sowie Residualkorperchen charakterisierten die Gewebereste. Im DS wa-
ren vesikulére Strukturen von nicht mehr zu identifizierenden Organellen zu sehen.
Fahnen aus synzytiellen Zytoplasma diffundierten in den Dotter und erweckten dem

Eindruck eines sich auflosenden DS.

Abb. 118: Elektronenmikroskopie eines DS-Abschnittes und unidentifizierbare Gewebereste ei-
nes Leibeshohlenorgans eines EmB(II) im Stadium V. Die untergehenden Zel-
len befinden sich bereits in der Zytolyse und enthalten Lipidtropfchen (x) und
Residualkérperchen(A). Im DS ist eine hohe Konzentration an Vesikeln zu erken-
nen (A). Fahnen aus Zytoplasma (x) diffundieren in den Dotter hinein. Va =
Vakuolisierung.

In dem DS-Bereich eines weiteren EmB(II) im Stadium V in Dottergefifnihe 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. Grofse und Struktur der osmiophilen Granula

liefs auf Glykogen schliefsen.
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Abb. 119: Elektronenmikroskopie des DS eines EmB(II) in Nachbarschaft zu
einem Dottergefifs im Stadium V. Sehr dicht gepackte, osmiophi-
le Granula fiillen den zytoplasmatischen Raum um das ER auf.
Das ER zeigt dilatierte Abschnitte (Detailausschnitt A). Schwer
zu erkennen sind die offensichtlich kondensierten Mitochondrien
(*)(Detailausschnitt B). A = Detail: dilatierte ER-Zisternen; B =
Detail: kondensierte Mitochondrien.

4.2.2.11.5 Verdnderungen im Schwanzbereich

Im folgenden Abschnitt wurden anhand der Ultrastrukturen schwerpunktmaifig die

Schidigungen und Fehlentwicklungen der Muskelanlagen aus den Schwanzbereichen

der EmB(II) beschrieben.
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Muskelanlagen im Stadium Il

Im Stadium ITI waren die normal entwickelten Somitenanlagen noch nicht ausdifferen-
ziert (Abb. 120). Es liefen sich jedoch bereits helle I-Streifen mit den Z-Linien, beste-

hend aus den Aktinfilamenten, 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 ausdifferenziert. 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 = Myofibrillen, SR = sarkoplas-
matisches Retikulum, Z = Z-Linie.

denen sich im ausdifferenzierten Muskel die Aktin- und Myosinfilamente ineinander-
schieben, heben sich mit ihren parallel verlaufenden grauen Strdngen vom restlichen
Schnitt ab. Zwischen den Stringen 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.
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Abb. 121: Elektronenmikroskopie eines Muskelfaserbiindels einer Kontrolle
im Stadium III im Diagonalschnitt. Es sind hier Andeutungen der
[-Streifen mit den Aktinfilamenten und den mittig verlaufenden Z-
Streifen sichtbar (x). Die Ribosomen liegen groften Teils als freie
oder Polysomen vor. MF = Myofibrillen, Mi = Mitochondrien,
SR = sarkoplasmatisches Retikulum.

Elektronenmikroskopisch lieffen sich deutliche Verdnderungen in den Muskelanlagen
bzw. in der Struktur der Myofibrillen der EmB(II) im Stadium III beobachten. Im
folgenden Schnitt waren auffillig unkoordinierte Windungen und Wirbel der Fibrillen
vorzufinden. Vermutlich handelte es sich bei diesen Strukturen um ungerichtete Pro-
liferationen von Myofibrillen als Symptom von Verdnderungen in der Muskelanlage

(Abb. 122). Sie umschlossen mit ihrer wirbel- und schleifenartigen Anordnung einzel-
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ne Mitochondrien und waren gebiindelt. Dabei stellen die umschlossenen granuléren

Strukturen vermutlich quergeschnittene Filamentbiindel dar.

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

Muskelanlagen im Stadium IV

Bei dem schrigen 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 gleichméfig im Zytoplasma verteilten. Auch sarkoplasmatische

ER-Zisternen waren im Ultradiinnschnitt 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 Erlduterung: Unter
Dystrophien sind fehlerhaft ausgebildete Strukturen, Gewebe, Organe zu verstehen.
Zwischen den Muskelfasern bildeten sich Interzellularen, die Zelldebris aus grobkorni-
gen Granula und Membranresten beinhalteten (Abb. 124). Die Mitochondrien traten

hier in drei Zustianden auf:

Grofe orthodoxe Mitochondrien mit relativ normal kontrastierten Cristae,
Kondensierte Mitochondrien mit den typisch elektronendichten Cristae,
Geschwollene Mitochondrien mit deutlich erweiterten intracristalinen Zwischen-

raumen.
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Im Vergleich zu den Kontrollen, schienen die Myofibrillen in der Weise unterbrochen

zu sein, als wiren sie nicht vollstindig ausgebildet worden. Die Muskelfaserbiindel

Abb. 124: Elektronenmikroskopie von Muskelfasern aus den Somiten eines EmB(IT) im Stadium
IV. Drei Zustandsformen der Mitochondrien sind erkennbar: kondensierte, orthodoxe
Mitochondrien und mutmasslich geschwollene. Die Myofibrillen sind unterbrochen (x).
Der interzelluldre Spalt (x) enthélt Zelldebris. gMi = geschwollenes Mitochondrium;
kMi = kondensiertes Mitochondrium; MF = Myofibrillen.

sowie die Muskelfasern der EmB(II) waren in der Elektronenmikroskopie sehr diinn
und schwach entwickelt, was den Eindruck einer Dystrophy untermauert. In der elek-
tronenmikroskopischen Darstellung einer Muskelanlage eines anderen EmB(IT) wurde
konnte eine Muskeldystrophie anhand der Liicken innerhalb der Muskelfasern im Be-
reich der Z-Streifen diagnostiziert werden (Abb. 125). Die Myofibrillen 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 vesikulér verdndert. Um das darge-
stellte Mitochondrium herum waren diffuse 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 aufzuldsen (x), die Z-Streifen sind un-
terbrochen und Myofibrillen (A) sind zerrissen. Um
das Mitochondrium sind Membranreste (A) sichtbar.
MF = Muskelfaser; Mi = Mitochondrium; Nuc =
Nucleus.

Muskelgewebe im Stadium V

In der Lichtmikroskopie zeigten sich normal entwickelte Muskelfaserbiindel von Kon-
trollen im Stadium V innerhalb der Somiten annéhernd gleich grofs (Abb. 126 links).
Die ausdifferenzierten Muskelfasern bildeten, einem Grundprinzip folgend, ein im
groben gleichméfiges und geschecktes Muster innerhalb Muskelfaserbiindeln aus. Im
Vergleich zu den Kontrollen waren die Somiten des EmB(II) (Abb. 126, rechts)
in Struktur, Form und Durchmesser der Querschnitte deutlich unregelmafiger. Im
Zentrum der Somiten befanden sich fehlentwickelte und bis zur Unkenntlichkeit dys-

trophierte Muskelfaserbiindel.

Die Elektronenmikroskopie bestétigte den lichtmikroskopischen Eindruck, dass nor-
mal entwickelte Muskelfaserbiindel anniihernd gleiche Durchmesser aufwiesen (Uber-
sicht: Abb. 127). In ihrer Struktur unterschieden sich die Muskelfasern nicht.
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Abb. 126: Lichtmikroskopischer Vergleich zweier Querschnitte von Muskelfaserbiindeln aus den
Somiten einer Kontrolle (links) und eines EmB(II) (rechts), beide im Stadium V. Die
Querschnitte der Muskelfaserbiindel der Kontrolle zeigen relativ gleiche Umrissformen
mit relativ gleichméRigen Strukturen der Muskelfasern. Hingegen ist beim EmB(II) eine
hochgradige Unregelmifigkeit der Umrissformen der Biindel zu beobachten. Chd =
Chorda dorsalis.
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Abb. 127: Elektronenmikroskopisches Ubersichtsbild von Muskelfaserbiindel 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 verdnderte Muskesfaserbiindel eines EmB(IT)
im Entwicklungsstadium V Myelinfiguren auf (Ubersicht: Abb. 128). Die Zellkerne
wiesen Anzeichen von Karyolyse in Form homogenisierten Chromatins mit granuléren
Einschliissen auf. Die Ausrichtung der Muskelfasern innerhalb der Muskelfaserbiindel
war chaotisch. Z-Streifen waren nicht erkennbar, und zusétzlich waren die Muskel-
fasern in sich osmiophiler und dichter als bei den Kontrollen. Die Zisternen des SR

waren dilatiert und stellenweise vakuolisiert.

e

Abb. 128: Elektronenmikroskopie von Muskelfasern eines EmB(II) im Stadium V mit Mus-
keldystrophie im Querschnitt. In den dystrophischen Muskelfaserbiindel im oberen
Bildbereich sind Vakuolisierungen(<), Dilatationen des sarkoplasmatischen Reti-
kulums (x), Karyolyse und Myelinisierungen (x) zu erkennen. In den Kernen be-
findet sich homogenisiertes, verklumptes Chromatin (A) und granulire Einschliisse
(A). MF = Muskelfasern; Nuc = Nucleus; SR = sarkoplasmatisches Retikulum.
B = Detailausschnitt B in Abb. 129.

Die Muskelfaserbiindel 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 Muskelfaserbiindel der Kontrollen betrug
ca.1l,0 pm bis 1.75 pm. Sie waren damit deutlich dicker als jene hier abgebildeten des

EmB(IT) mit einem Durchmesser von ca. 0,3 ym bis 0,53 pm.
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Abb. 129: Elektronenmikroskopisch vergleichende Detailaufnahmen der
Muskelfaserbiindel der Kontrolle (oben) aus Abb. 127 und des
EmB(II) (unten) aus Abb. 128 im Vergleich. Die Myofibrillen
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 Definition der grobmorphologischen

Symptome

Alle beschriebenen Symptome traten in unterschiedlichen Kombinationen, Auspra-

gungen und Zeitrdume auf. Je schwerer die Symptome ausgeprigt waren desto deutli-

cher wurde die Entwicklungsgeschwindigkeit der EmB(IT) beeintréichtigt, bis zur Ent-

wicklungsstagnation. Schadphdnomene, die direkt nach der Beschallung und wéhrend

der spiteren Entwicklung der EmB(II) regelhaft beobachtet werden konnten, liefsen

sich in sieben Charakteristika klassifizieren und in einem Saulendiagramm (Abb. 130),

nach relativen Haufigkeiten geordnet, darstellen:

1.

Dotterverlust: Verkleinerung der Dotterkugel durch den Verlust an Dottermas-
se. Unterteilung in kleinen und grofen Dotterverlust (vgl. S. 90).
Kreislaufinsuffizienz: Verlangsamung oder Stagnation des Dotter- oder gesam-
ten Embryonalkreislaufes (vgl. Abschnitt 95).

Mikrophthalmie: Anormal kleine Augenbecherdurchmesser (vgl. S. 102).

. Perikardialodem: Durch vermehrte Fliissigkeitsansammlung ausgedehntes Pe-

rikard (vgl. S. 112).

. Triibung am Dotter: Milchig weife Triibung begrenzter Bereiche des Dotter-

sackes. (vgl. S. 114).

. Triibung des Embryos: Milchig weile Triibung lokal begrenzter Bereiche des

Embryos oder des gesamten embryonalen Gewebes (vgl. S. 123).
Gewebszerstorung: 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 geschidigten bE-II.
Die Symptome traten einzeln oder in Kombination zu mehreren in Erscheinung. Die

Zahlen iiber den Saulen stellen jeweils die Anzahl der betroffenen EmB(II) dar.
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5 Diskussion

5.1 Mogliche Griinde fiir das Ausbleiben von
Beschallungseffekten

Die Wirksamkeit der Stofwellenapplikation kann durch Faktoren beeinflusst wer-
den, die wihrend der Stofwellenapplikation Kavitationen und kavitationsunabhéngi-
ge Faktoren (Scher- und Dehnungskrifte) inhibieren oder férdern. Trotz umfassend
nachgewiesener Wirkmechanismen und erzielter Schidigungen an den Versuchsem-
bryonen sind in den Versuchen der vorliegenden Arbeit ein Grofteil beschallter O. la-
tipes-Eier dennoch nicht geschidigt worden. Es sei an dieser Stelle daran erinnert,
dass unter dem Stereomikroskop an solchen Versuchsembryonen keine Verdnderungen
sichtbar gewesen sind, weshalb sie als “Embryonen ohne Befund” (EoB) definiert wer-
den. Dies kann mit dem mdglichen Zusammenwirken folgender Faktoren begriindet

werden:

A) Ungenauigkeiten am Stokwellengerit (s. folgenden Abschnitt: 5.1.1),
B) Mogliche Unempfindlichkeit (Stofwellenresistenz) beschallter Gewebe(s. S. 179).
C) Regeneration nicht stofwellenresistenter Gewebe (s. S. 179).

5.1.1 A)Methodenkritik: Ungenauigkeiten am StoRwellengerat

FRANKENSCHMIDT (1993) hat an lithotripsierten Hasenembryonen in der Organoge-
nese gleiche Schidigungsgrade beobachtet, wie sie bei den EoB bzw. EmB auftraten.

Es treten keine Schiden, leichte Schiden, z.T. mit Riickbildungen, sowie letale Scha-



5.1 Médgliche Griinde fiir das Ausbleiben von Beschallungseffekten 175

digungen auf, wobei Embryonen ohne Befund und jene mit regenerierten Schiden
normal heran wachsen. Als Ursache fiir nicht feststellbare Schiden 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 groferen Differenzen zwischen Stofiwellenfokus und geortetem
Fokus kommt, womit die Verwendung von Inline-Sonographen zu Abweichungen der
Fokus-Justierung aus dem Zielgebiet fithren kann (WESS et al., 1995).

Die Effizienz bei jeder Stofwellenapplikation hingt von zweierlei Faktoren ab: Zum
einen von der Energiedichte und zum anderen von der Platzierung des Fokus auf das
zu beschallende Gewebe. Die Moglichkeit, dass die Stokwelle durch ein Hindernis auf
ihrem Weg (z.B.: distale Hiille des Koppelbalgs, Agaroseblock) soweit abgedampft
sein konnte, dass nicht geniigend Energie zu den Embryonen gelangte um sie zu
schiidigen, 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) Abddmpfungen der Stofwellen 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 hohere akustische Impedanz vorliegt, als in einer 1 ¢cm langen Strecke
1 %iger Agarose. Es kann davon ausgegangen werden, dass die eingestellte, fiir eine
standardisierte ESW'T' iibliche Energiedichte, auch fiir die Beschallung der O. lat:-
pes-Eier ausreichend ist, denn in einigen Féallen erfolgte sogar eine totale Zerstorung
der beschallten Eier. Um die gegensitzlichen Ergebnisse zwischen unbeschidigten
Versuchsembryonen und Totalzerstérung zu erkliren ergibt sich die Notwendigkeit,
potentielle Ursachen fiir mogliche Ungenauigkeiten in der Fokussierung durch den

Inline-Sonographen niher 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 wahrend der Applikation der ersten Stofiwellen, was
dann vom Patienten benannt wird. Der Grund hierfiir ist die Sensibilisierung der

Nozizeptoren (vgl. S. 227). Der Patient ist zusétzlich in der Lage, den Fokus mit Hilfe
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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 moglich. Hier ist der Versuchsdurchfiihrende allein
auf die optische Ausrichtung durch den Inline-Sonographen iiber das Fadenkreuz auf
dem Monitor angewiesen, welches streng genommen nichts weiter als eine virtuelle
Realitit darstellt. Da iiber die Hélfte aller beschallten Embryonen (57,2 %) trotz ge-
wissenhafter Justierung des Fokus ohne Befund geblieben sind, kann dieses Ergebnis
zu einem mafgeblichen Anteil mit einer Ungenauigkeit in der Ausrichtung des Fokus
durch den Inline-Sonographen begriindet werden. Dies bestiitigen eigene Beobach-
tungen wiahrend der Beschallung:

Befinden sich die Eier innerhalb des fokalen Einflussbereiches, sind auch Stofswellen-
einwirkungen durch das rhythmische “Zucken” im Stofwellen-Takt mit ca. drei Hertz
sichtbar. Die Folgen offensichtlich optimaler Fokussierungen mit “Volltreffern®, unab-
héngig davon, ob Stadium Ia, IT oder IV+/V- beschallt worden sind, sind regelhaft

Totalzerstorungen der Embryonen inclusive Rupturen der Eihiillen.

Der Fokusbereich wird definitionsgeméaf von der sogenannten -6 dB-Isobare begrenzt
(FOLBERT, 1995; GERDESMEYER et al., 2002) und hat bei den verwendeten Stofwel-
lengeréten einen Radius von ca. 1 mm. Die -6 dB-Isobare reprisentiert die Halbierung

des Spitzendrucks aus dem Zentrum des Fokus. Eine -12 dB-Isobare

ohne Priparat mis Priiparat befindet sich in 2 mm, die -18dB-
P+ : 46,1 MPa P+ : 26,7 MPa
00l Fokus : 1,8 x 1,7 mom - ~Ocdlf Fokus : 3,1 x 2,7 num Zone in ca. 10 mm Entfernung

vom Fokus (Abb. 131). Wird der
Schallfokus aus den zuvor ge-

nannten Griinden neben die Ei-

er platziert, so kann der Schall

bzw. die Stokwelle auch nur mit
. 1 [ i 3 | .
Abb. 131: Fokuszentrierter Querschnitt der Schalldruck-
verteilung mit den durch die als schwarze Lini-  tensitat auf die Eier einwirken.
en dargestellten Isobaren fiir -6 dB (innerster
Kreis), -12 dB (mittlerer Kreis) und -18 dB
(dukerer Kreis). Das Druckmaximum P+ liegt denen Energiedichten und Spit-
im Schnittpunkt der roten Linien, der Fokus
innerhalb der gelben Linien, links ohne und
rechts mit Priaparat (GERDESMEYER et al., vom Abstand zum Fokus.
2002).

entsprechend abnehmender In-

Dadurch sind die Eier verschie-

zendriicken ausgesetzt, abhangig
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5.1.2 B) Mdogliche StoRwellenresistenzen beschallter Gewebe

Bei Beschallungen hoherer Entwicklungsstadien der Versuchsembryonen wird die Be-
schallungseffizienz vermutlich, neben Fokussierungsunsicherheiten, durch eine abneh-
mende Empfindlichkeit gegeniiber Stofwelleneinwirkungen negativ beeinflusst (vgl.
Abbildung 32, S. 80). Eine Stowellenresistenz wird an dieser Stelle so definiert, dass
Gewebe innerhalb des Wirkungsbereiches des Stofwellenfokus (-12 dB-Zone) durch
die Beschallung keinerlei Schiadigung erfahren haben. Es sei darauf hingewiesen: Re-

generierte Gewebe werden nicht als stofwellenresistent angesehen.

STEINBACH (1992) weist Stofswellenresistenzen an Multizellsphiroiden nach, wo-
bei die Gewebeanlagen von O. latipes eine offenbar hohere Empfindlichkeit gegen-
iiber einer Stofwellenapplikation aufwiesen, als Multizellsphiroide. Zum Vergleich:
Fiir die in dieser Arbeit zugrunde liegenden Ergebnisse ist eine Energiedichte von
0,09 mJ/mm? verwendet worden. STEINBACH (1992) ermittelte an Multizellsphéiroi-
den wesentlich hohere Schwellenwerte der Energiedichte fiir Membranschiiden (0,12 mJ/mm?),
fiir Intermediérfilamente (0,21 mJ/ mm?), fiir Mitochondrien (0,33 mJ/ mm?) sowie

fiir die Kernmembranen (0,50 mJ/mm?).

5.1.3 C) Regeneration geschadigter Gewebe

Die kommenden vier Punkte geben einen groben Uberblick iiber beobachtete Beschal-
lungseffekte und einhergehende Entwicklungen bei EmB der einzelnen beschallten

Entwicklungsstadien:

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

e 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.

e Im Vergleich dazu konnen sich regenerierte EmB(IV+/V-) normal weiterent-
wickeln, unter den oben genannten Bedingungen problemlos schliipfen und sich
als Adulte reproduzieren (PETERS et al., 1998).
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Wie diese Beobachtungen zeigen, gehéren Symptome, wie “Dotterverlust” und “Trii-
bungen des Embryos”, zu jenen Schiden, bei denen eine Regenerationsfihigkeit der
EmB ausgeschlossen werden kann. Insbesondere ist der Dotterverlust EmB(Ia) und
EmB(II) als Hauptsymptom aufgetreten, wo hingegen bei EmB(IV+ /V-) hauptséch-
lich Dottergefafistenosen und -Rupturen zu beobachten gewesen sind, Dotterverlust
dort aber selten vorgekommen ist. Es zeigt sich eine abnehmende Empfindlichkeit der
Keime gegeniiber den Stofwellen bei fortgeschrittenem Entwicklungsstadium und da-
mit zunehmender Differenzierung der Gewebe. Hier 14#t sich die hohere Empfindlich-
keit frither Embryonalstadien (Ia) bei den Versuchsembryonen im Vergleich zu den
Entwicklungsstadien IT oder IV durch die noch nicht richtig ausgebildete Gewebesta-
bilitdt, wie sie in ausdifferenzierten Geweben mit gut ausgebildetem Zell-Zell-Kontakt

zu finden ist, begriinden.

Die Empfindlichkeit fiir noxische Einfliisse in Abhéngigkeit zum Entwicklungsstand
von Fischembryonen ist auch in Versuchen mit Toxinen nachgewiesen worden: Friihe
Entwicklungsstadien bei Fischen bilden im Laufe der Entwicklung signifikant mehr
Missbildungen aus, schliipfen verspétet oder gar nicht. Hingegen sind reifere Stadien
gegeniiber noxischen Einfliissen deutlich unempfindlicher (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 Schiden der Dot-
tersackwandung ohne Dotterverlust, eine vollstandige Heilung moglich ist. Dabei sei
noch einmal darauf hingewiesen, dass ein stereomikroskopisch nicht feststellbarer Be-
fund nicht bedeutet, dass der als EoB klassifizierte Versuchsembryo tatsichlich unbe-
schadigt sein muss. Der Schaden kann dabei so geringfiigig sein, dass eine vollstandige
Regeneration des EmB(II) und damit ein normaler Entwicklungsverlauf bis zum er-
folgreichen Schlupf moglich ist. Beschallte EoB im Stadium II zeigen eine leichte,
aber von der Kontrollentwicklung signifikant abweichende Entwicklungsverzogerung
am dritten Tag. Wie bereits beschrieben, sollten diese Signifikanzen mit aller grofster
Vorsicht interpretiert werden. Sollte jedoch ein konkreter Zusammenhang existieren,
konnten diese Verzogerungen von einem Tag mit vergleichbaren Reparationsmecha-
nismen begriindet werden, wie sie von FINK u. TRINKHAUS (1988) beschriebenen

werden:
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Dottersécken — inklusive DS — von Fundulus heteroclitus sind kleine Wunden zuge-
fiigt worden. Bei der darauffolgenden 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 verschliefen kénnen. 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 konnten.

Letztendlich kann nur durch die Licht- und Elektronenmikroskopie geklart werden,
ob bei EoB(II) kaum wahrnehmbare Beschallungseffekte vorliegen, die keine gravie-
renden Auswirkungen auf die Embryonalentwicklung haben. In dieser Arbeit wird
darauf verzichtet, weil einerseits der Rahmen dieser Dissertation gesprengt wiirde
und weil andererseits in erster Linie die offensichtlichen Beschallungseffekte unter-
sucht werden sollten. Um letztendlich eine eindeutige Aussage iiber eine Abhéngig-
keit einer Stoflwellenresistenz zum Entwicklungsstadium treffen zu kénnen, miifsten
dazu weitere Beschallungsversuche nach der gleichen oder einer dhnlichen, fiir diese
Arbeit gewédhlten Versuchsanordnung, mit einem wesentlich hoheren Stichprobenum-

fang durchgefiihrt werden.

Aufgrund dessen, dass die embryonalen Gewebe in diesem Stadium IV+/V- offen-
sichtlich eine hohere Stabilitéit als die Keimscheiben (Stadium Ia) oder das Embryo-
nalschild im Stadium II haben, liefe sich das seltene Auftreten von Dotterverlusten
bei beschallten Stadien IV+/V- und das hauptséchliche Auftreten dieses Symptoms
bei beschallten Stadien Ia und II begriinden. Eigene Beobachtungen zeigen, dass die
Dottersackwandung in diesem Stadium durch das deutlich stabilere periblastische
Ektoderm wesentlich unempfindlicher auch gegeniiber mechanischer Beanspruchung

ist, wie z.B. bei der Priparation des Embryos aus der Eischale.

In Versuchen mit O. latipes-Embryonen sind allgemein erhhte Empfindlichkeiten der
Gewebeanlagen zum Zeitpunkt der Organogenese, im Vergleich zu &lteren Entwick-
lungsstadien, im Zusammenhang mit noxischen Behandlungen nachgewiesen worden.
Durch UVA-Bestrahlungen von O. latipes-Embryonen kénnen signifikant 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 Differenzierungsprozess
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(Stadium II) fiir noxische Einfliisse, im Vergleich zu weiter entwickelten Embryonen
mit weitgehend ausdifferenzierten Zellen, deutlich empfindlicher. Genau diese Bedin-
gungen liegen im Stadium II der Organogenese vor. Entwicklungsstorungen traten
hauptsichlich zwischen dem zweiten und achten Tag der Entwicklung auf und wer-
den auf oxidativen Stress infolge der UVA-Bestrahlung zuriickgefiihrt. Dabei wird der
Signalstoff-Stoffwechsel durch die noxischen Einfliisse empfindlich gestort, womit die
hohere Empfindlichkeit gegeniiber entwicklungsstorender Faktoren begriindet werden

kann.

5.2 Kiriterien zur Beurteilung einer

Normalentwicklung der EoB

Die, fiir die Versuche, ausgesuchten Embryonen haben bis zum Stadium Ia, IT bzw.
IV+/V- eine normale Entwicklung durchlaufen. Fiir diese Embryonen O. latipes Em-
bryonen wird die Normalentwicklung mit einem erfolgreichen Schlupf abgeschlossen.
Im Umkehrschluss 14t sich durch einen erfolgreich abgeschlossenen Schliipfvorgang
iiberpriifen, ob sich die EoB tatsidchlich normal entwickelt haben. Allerdings sind sich
selbst iiberlassene, 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 geschliipften 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 Schliipfen provoziert werden,

um zu lberpriifen, 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 O.-Entzug signifikant auslésen lafst.
Deshalb ist das Brutmedium manipuliert worden, um den Schlupfvorgang gezielt
einzuleiten: Fein zerriebenes Trockenfutter ist auf die Oberfliche des Brutmediums
gestreut worden, was infolge des Zersetzungsprozesses eine O-Zehrung nach sich ge-

zogen hat. Innerhalb von zwei bis drei Tagen nach Erreichen der Schlupfreife fiihrt
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diese Methode zur signifikanten Erh6hung der Schlupferfolge (vgl. Abb. 31, S. 78). So
kann innerhalb relativ kurzer Zeit eine offensichtlich normal verlaufende Entwicklung
anhand eines erfolgreichen Schliipfens bei Kontrollen und EoB verifiziert werden. Da
alle EoB erfolgreich schliipften und sich bis zur Geschlechtsreife weiter entwickel-
ten, kann mit Sicherheit von einer normalen Entwicklung bei den EoB ausgegangen

werden.

Voraussetzung fiir den Schlupf ist ein aus zwei Komponenten bestehendes Schlup-
fenzym, das in zwei Schlupfdriisen des Rachenraumes wihrend 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). Offensichtlich kann durch die Os-Zehrung der Ausstofs des En-
zyms provoziert werden. Fiir den Schlupfvorgang wird die innere Chorionschicht mit
Hilfe des Schlupfenzyms aufgeweicht und kann anschliefend durch heftige Bewegun-
gen des Embryos zerrissen werden. Der Jungfisch verldfst die Eihiille mit dem Schwanz

zuerst.

5.3 Wirkungsmechanismen der StolBwellen

Bevor die einzelnen Schadphidnomene und histologischen Auswirkungen hinterfragt
werden, ist es notwendig, die bekannten Wirkmechanismen der Stoftwelle zu beleuch-
ten. Es miissen dabei deutlich destruktive Energien wirken, deren Auswirkungen
nach den Versuchen als priméire Beschallungsphanomene nachgewiesen werden kon-
nen. Das Spektrum der Beschallungsschéden reicht von leichten Verédnderungen, an
der Dotteroberfliche bis hin zur totalen Zerstérung von Embryonen. Die folgenden
Abschnitte beschreiben und erklaren die Wirkmechanismen, die bei Stofswellen- oder
Ultraschallapplikationen offensichtlich auf die O. latipes-Keime einwirken und in an-

deren Versuchen nachgewiesen worden sind:
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5.3.1 Kavitationen

Kavitationen konnen sowohl durch Stofwellen als auch durch Ultraschall erzeugt wer-
den. Beide Erzeugungsmethoden verhalten sich physikalisch gleich. Wahrend der Ul-
traschall aus einer periodischen Schwingung von beliebiger Dauer besteht (Dauerton),
ist eine Stokwelle ein einmaliges Ereignis (WESS, 2004), was — wie bei Hammerschl4-
gen — zur Wiederholung erneut ausgelost werden muss (vgl. Definition der Stokwelle,
S. 32). Kavitationen verhalten sich, unabhéngig von Art und Weise ihrer Entstehung,
nach allgemein bekannten Gesetzméfigkeiten. Deshalb sind Untersuchungsergebnisse
iiber kavitationsabhdngige Faktoren sowohl aus Stofswellen- als auch Ultraschallver-

suchen vergleichbar.

5.3.1.1 Physikalische Betrachtung der Kavitationen

Nach DELIUS et al. (1988) konnen Stofwellen in der Lithotripsie, mit ihrem Druck-
und Unterdruck-Anteil, erst im Zusammenspiel mit Kavitationen Nierensteine auf
abfiihrbare Korngrofien zertriimmern. Die Voraussetzung fiir ein derartiges Kavitati-
onsereignis ist dann gegeben, wenn die molekularen Krifte in einer Fliissigkeit durch
den Unterdruckanteil aufer Kraft gesetzt werden (STEINBACH, 1992; UBERLE et al.,
1997).

Durchlduft eine Stofwelle ein Medium und trifft auf ein angrenzendes Medium mit
hoherer Dichte, konnen neben der Reflektion und/oder Brechung der Stofswelle ad-
ditiv Kavitationen entstehen (NOLTE, 2003). Kavitationen sind kurzlebige gas- bzw.
dampfgefiillte Blasen in einem fliissigen Medium. IThre Entstehung ist abhéingig da-
von, in welcher Geschwindigkeit der Spitzendruck in einen Unterdruck abfallt (vgl.
Stokwellenverlauf Abb. 4, S. 32). Durch den geringen Gasdruck innerhalb der Blase
findet ein enormer Zufluss geloster Gase und/oder Dampf statt (COLEMAN et al.,
1987; DELIUS et al., 1990). Sie wichst in entgegengesetzter Schallrichtung an der
Grenzflache an einem positiven Impedanzsprung (z. B. Wasser/Korpergewebe, oder
Gewebe/Knochen). Die gespeicherte Energie einer Kavitationsblase ist dabei propor-
tional zu ihrer Grofe (APFEL, 1982). Ist die Kavitationsblase transient (= instabil),
so kollabiert sie, indem zunéchst das Dach einstiirzt und auf das Substrat schligt,

was mit sehr hohen Geschwindigkeiten geschieht:
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Es werden sog. Jetstreams erzeugt. Zusitzlich wird eine durch den Kollaps zwei-
te Stofwelle ausgelost (JENNE, 2001), wodurch die Kavitationsblase die Form eines
Blasenringes erhilt, der sich, immer kleiner werdend, schlieflich vollstindig auflést.

Auf diese Weise wirken enorme Krifte auf die Substratoberflichen ein.

Eine Kavitationsblase ist immer dann stabil, wenn der Gas- bzw. der Dampfdruck
gleich dem Fliissigkeitsdruck ist. Zuvor im Wasser geloste Gase kénnen stabile Kavita-
tionsblasen bilden. Trifft eine nachfolgende Stofwelle auf eine stabile Kavitationsbla-
se, wird die urspriinglich kugelférmige Blase zu einer wesentlich kleineren Linsenform
komprimiert — ein Vorgang, der die Schallenergie absorbiert. Ist die Energie der Stof-
welle grof genug, kann sie die Blase kollabieren lassen. Dann entlifit die Blase die
ihrerseits gespeicherte Energie und erzeugt auch eine zweite Stofswelle (COLEMAN
et al., 1987), ebenfalls begleitet von Jetstreams. Die Geschwindigkeiten kénnen da-
bei zwischen 100 m/s bis zu mehr als 800 m/s betragen, mit der die Fliissigkeit
auf das Substrat einwirkt. Die Belastung der Substratoberfliche durch eine kolla-
bierende Kavitationsblase ist somit deutlich héher, als die, die durch das Auftreffen
der eigentlichen Stofswelle auf das Substrat verursacht wird (DELACRETAZ et al.,
1995). Wie viel Energie dabei freigesetzt werden kann, wird anhand der Tempera-
turen und Driicke, die wihrend des Kollabierens von Kavitationen entstanden sind,
verdeutlicht. So konnen wéihrend der Lithotripsie Temperaturen von ca. 1270 °C und
Spitzendriicke bis zu 1000 MPa (ca. 10000 bar) erzeugt werden (CrUM, 1988). Es
verwundert also nicht, dass Kavitationen auf Metallplatten Spuren hinterlassen, die

an Einschldge von Projektilen erinnern.

5.3.1.2 Sonochemie der Kavitationen

Wihrend der Beschallungen der O. latipes-Embryonen fiir die vorliegende Arbeit sind
sehr wahrscheinlich Voraussetzungen fiir oxidative Prozesse an und in den Zellen ge-
schaffen worden. Dies kann durch mégliche Kavitationsereignisse verursacht werden,
die innerhalb der Gewebeanlagen an membranintegrierten Proteinen sowie Phospho-
lipiden stattfinden. Denn, aufser physikalische Auswirkungen, konnen Kavitationen
sog. sonochemische Effekte auslosen:

Die hohen Driicke und Temperaturen 16sen chemische Reaktionen, die sich in Ver-
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suchen mit Ultraschall und Stofswellen 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) erh6hte HoOo-Werte festgestellt worden.

Innerhalb der Zellen halten SUSLICK et al. (1990) erzeugte Mikrokavitationen wih-
rend einer Stofswellenapplikation fiir denkbar, bei denen wiahrend des Kollaps jene
bereits zuvor beschriebenen Jetstream und Hotspots (rdumlich sehr begrenzte Areale
mit sehr hohen Temperaturen) entstehen. Insbesondere Hotspots konnen die Bildung
von Radikalen signifikant erh6hen. Erhohte 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 ausgeldst.

BARNETT et al. (1997) kommen zu dem Schluss, dass der oxidative Einfluss von Ra-
dikalen die DNA schidigen 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, wihrend dessen die Kavitationsblase kollabiert, in dem Jetstreams

und Hotspots auf die DNA einwirken konnen.

Sonochemische Phinomene werden mit dem Prinzip der Radikalbildung in ihrer Wir-
kung mit Effekten verglichen, die durch andere Energiequellen verursacht werden
kénnen:

In Fibroblasten sind mit Hilfe von Rontgen-Strahlung Briiche bei DNA-Striangen
erzeugt worden (BRYSZEWSKA et al., 2003). Dabei ist ausschlaggebend, dass OH™-
Radikale direkt an der DNA entstehen und diese schédigen. Die vermehrte Ent-
stehung von HyO49 durch die Bestrahlung, aber auch durch Stofwellenapplikationen
(AL KARMI et al., 1994; MILLER et al., 1995), fithrt nach BRYSZEWSKA et al. (2003)
ebenfalls zur Bildung von OH™-Radikalen.

Im Gegensatz zu Bestrahlungsexperimenten sind weiterfilhrende und vergleichbare
Beobachtungen in durchgefiihrten Stokwellenversuchen bisher ausgeblieben. Daher ist
noch kein Nachweis einer mutagenen Wirkung der Stofiwelle erfolgt, z. B. in Form von
DNA-Briichen oder “Sisterchromatin-Exchange”. Allgemein sind an Patienten und
Versuchstieren bisher keine chromosomalen Schiiden in beschallten Geweben, gleich-

giiltig, ob mit Ultraschall oder Stofswellen behandelt, beobachtet worden (BARNETT



5.3 Wirkungsmechanismen der StoBwellen 185

et al., 1997; CIARAVINO et al., 1985). Auch BIRD et al. (1995) haben keine messba-
ren Erhohungen epithelialer Proliferationsraten an beschallter Frosch-Haut, als Hin-
weis und Mafstab fiir genetische Verdnderungen, beobachten kénnen. Dagegen halten
MILLER et al. (1995 und 1996) die Entstehung von DNA-Schéden wihrend der Be-
schallung mit Ultraschall und Stofswellen fiir wahrscheinlich. Allerdings hat sich bei
deren Experimenten herausgestellt, dass etwaige DNA-Schiadigungen bei Stofiwellen-
applikationen, mit der von ihnen verwendeten elektrohydraulischen Stofswellenerzeu-

gung, eher auf die Strahlungseigenschaften der Funkenstrecke zuriickzufiihren sind.

Letztendlich liefern Kavitationen geniigend Energie, um chemische Bindungen zu bre-
chen und freie Radikale zu produzieren (BARNETT et al. 1997). Das bedeutet eine
signifikante Zerstérung der Tight-Junctions sowie eine Verdnderung von Permeabili-
tit und Tonentransport an der Zellmembran (APFEL, 1982). Ca*"-Tonen verstirken
dabei einerseits die Peroxidation in Anwesenheit von HyOs wihrend der Beschal-
lung, andererseits wird die Heilung der Zellen und Zellmembranen in Gegenwart von
Ca?"-Tonen hinterher beschleunigt. Nach der Beschallung wird im betroffenen Gewe-

bebereich eine Kaskade an Reparationsmechanismen gestartet:

Ca?"-Ionen werden aus intra- und extrazelluliren Speichern mobilisiert
Regeneration der Phospholipidschichten der Zellmembranen
Resynthese und Durchstofs von Proteinkanélen in den Lipid-Schichten

Wiederherstellung von immobilisierten oder deaktivierten Enzymen

AR

Wiederherstellung der Tight-Junctions

5.3.1.3 Kavitationen als Teilursache von Beschallungsschiden

Unter den gegebenen Versuchsbedingungen dieser Arbeit ist anzunehmen, dass Kavi-
tationen wahrend der Stofwellenapplikation auftreten. Mit den verwendeten Gerédten
(Lithostar Plus® und Sonocur Plus®) lassen sich bei der angewandten Einstellung
Stokwellen 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) kénnen Kavitationsblasen bereits bei einem Druck von unter
1 MPa mit einem Durchmesser von 0.3 um erzeugt werden. Theoretisch sind damit

die Voraussetzungen fiir die Entstehung von Kavitationen wiahrend der Beschallungen
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der O. latipes-Eier gegeben. Die Kavitationen konnten dabei sowohl in der Agarose
in unmittelbarer Umgebung der Eihiille als auch in den embryonalen Gewebeanlagen
und — bei dem oben genannten Durchmesser — auch innerhalb von Zellen aufgetre-
ten sein. Fiir 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 bestéitigen das Auftreten von Kavitationswolken im Wasser
und im Bereich des Agaroseblocks (Abb. 132). Sie hinterliefen an der Oberfliche des

Agaroseblocks, in dem die Eier eingefasst waren, deutliche Materialschaden.

Anhand entstehender Radikale konnten AL KARMI (1994), MILLER u. THOMAS
(1996), SUHR (1994) und SUHR et al. (1991, 1996a) auf intrazellulire Kavitationen
schliefen. Es sind allerdings noch Nachweise erforderlich, ob von diesen
beiden verwendeten Stofswellenapparaturen
(Lithostar Plus® und Sonocur Plus®; vgl. 31)

bzw. generell bei Stofwellengeridten im Gewe-

Koppelbalg

be von Patienten und innerhalb der embryo-
nalen Gewebe der O. latipes-Eier Kavitationen
entstehen und welchen Durchmesser die Blasen

dabei aufweisen.

Dass Kavitationen wihrend der Beschallung

von Patienten im Rahmen einer ESWL im fo-

kussierten Gewebebereich aufgetreten, ist von

Abb. 132: Falschfarbendarstellung eines o pMAN et al. (1996) und ZEMAN et al.
Bildschirmfotos mit sichtba- ]
rer Kavitationswolke wih- (1990) nachgewiesen worden. COLEMAN et al.,
rend einer Beschallung. o= 1987 ynd MILLER u. THOMAS (1996b) ha-
Stahlkugeln; x = Position der ) o
Eier; A = Kavitationswolken ben nach einer Stokwellenapplikation Blutun-
gen des Intestinaltraktes von beschallten Mau-
sen beobachtet, mit einem applizierten Spitzendruck zwischen 1,6 MPa und 4 MPa.
Bei Beschallungen von Sdugetier-Blut wind 10 Prozent der Erythrozyten bei einem
Spitzendruck von 14,8 MPa zerstort worden, was die Autoren auf den Effekt von

Kavitationen zuriickfiihren.

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 pum. 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 pm nachgewiesen worden (JOCHLE et al., 1996). Mit derartigen
Kavitationsblasenumféngen werden die Schiaden von beschallten Geweben und Zell-
kulturen in wvitro begriindet. So konnen 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 Scherkrifte

Grundsatzlich lassen sich die physikalischen Gesetzméfigkeiten einer akustischen
Stofswelle auf die Beschallung der O. latipes-Eier wie folgt beschreiben:

Durchlauft die Stokwelle das Ei, so stokt sie auf die Grenzfliche Wasser /Eihiille,
auf Eihiille/Perivitellarfliissigkeit und gefolgt von Perivitellarfliissigkeit /embryonales
Gewebe inklusive Dottersack mit DS. Zwar liegen weder von der Eihiille noch vom
embryonalen Gewebe Impedanzbestimmungen vor, jedoch kann mit Sicherheit an-
genommen werden, dass beide eine héhere Dichte und damit eine hohere Impedanz
besitzen als die sie umgebenden Fliissigkeiten: z.B. Wasser, Perivitellarfliissigkeit,
Blut und, je nach Entwicklungsfortschritt, Leibeshéhlenfliissigkeit. An den Grenz-
flichen der Eihiille und des embryonalen Gewebes findet eine hohere Auslenkung
statt als im Inneren dieser beiden Materien. Damit unterliegen embryonales Gewe-
be bzw. Eihiille starken Dehnungs- und Scherkraften, die als Mechanismus fiir die
Gewebe- und Zellschdden in Betracht gezogen werden konnen. Zusitzlich 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 /Perivitellarfliissigkeit. Innerhalb der Gewebe sind bei einer Beschallung geringere
Schidigungen zu erwarten, als an den Aufenflichen. ENDL et al. (1996) haben durch
Stofswellenapplikationen eine doppelt so hohe Mortalitit an suspensierten Zellen im
Vergleich zu solchen nachgewiesen, die in Zellsphéroiden fest eingebunden geblieben
sind. BRAUNER et al. (1988) und BRUMMER et al. (1990) haben gezeigt, dass in Agar
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eingebettete Zellsphéroide signifikant weniger Beschallungsschiden aufweisen als frei

schwimmende Sphéroide.

ENDL et al. (1996) schliefen zwar die Zerstorung von beschallten Zellen durch Kavi-
tationen nicht aus, jedoch ziehen die Autoren insbesondere Scherwirkungen auf die
Membranen in Betracht, die die Zellen wiahrend der Stofwellenapplikation zerreiffen
konnen. Zuséatzlich konnen die bereits beschriebenen stofwellenbedingten Jetstreams
im umgebenden Wasser (SUHR et al., 1994) und der Perivitellarfliissigkeit zersto-
rend auf Eihiille bzw. embryonale Gewebeanlagen einwirken. Erfahren die Schichtun-
gen der Eihiille (FLUGEL, 1966) eine mogliche Desintegritét, konnten so Pilzhyphen
leichter eindringen, was die hohe Zahl der Entwicklungsabbriiche durch Verpilzung
bei geschidigten Versuchsembryonen erkliaren wiirde. Zusédtzlich kénnen Scher- und
Dehnungskréfte, mit der die Stokwellen auf die Zellmembranen einwirken, die Zell-
membranen zerreifen, was wiederum zu den Gewebszerstérungen und damit zu Ne-
krosen innerhalb geschidigter Gewebeanlagen der Versuchsembryonen fiihrt. Nach
STEINBACH (1992) kann die Flichendehnung einer Zelle wihrend eines Stofwellen-
Durchlaufs bis zu drei Prozent betragen. Die Zerreifigrenze von Membranen liegt bei

einer Dehnung von weniger als zwei Prozent (GLASER, 1983).

Der Einfluss von Stofiwellen auf die Zellen und den zelluliren Zusammen-
halt

Eine mechanische Belastung kann durch die Scher- und Dehnungskréfte wiahrend
einer Stofwellenapplikation iiber die Schidigung des Zytoskeletts einen mafgeblich
schidigenden Einfluss auf Zellen und Gewebeverband nehmen. Dass der Zusammen-
halt der Zellen gelockert wird, beweisen die Aufnahmen insbesondere beim Symptom
“Gewebszerstorung* und die Ergebnisse von beschallten Stadien IV+/V- (PETERS
et al., 1998). In Beschallungsversuchen an Zellsphéroiden konnte zusétzlich eine Ver-
dnderung des Vimentin, einem Protein fiir den Zusammenhalt der Zellen in den
Sphéroiden, nachgewiesen werden (STEINBACH, 1992). Die kavitationsunabhéngigen
und/oder kavitationsbedingten Belastungen an den Zell/Zell-Kontakten kann die-
se so empfindlich stéren, dass ganze Zellen und Gewebeverbinde auseinander- oder
herausgesprengt werden. Zuséitzlich kann eine verminderte Belastbarkeit durch ein

beeintrichtigtes Zytoskelett die bereits aufgezeigten Rupturen der Zelle erleichtern.

Damit liegt die Vermutung nahe, dass durch Stokwellenapplikationen hervorgerufene
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Scher- und Dehnungskrifte die Integritit des Zytoskeletts makgeblich beeinflussen.
Ca. 50 verschiedene Transmembranproteine sind zurzeit bekannt (BERSHADSKY et
al., 2003), die in den Fokalkontakt-Zonen (hoch spezialisierte Verankerungspunkte
zwischen Zellmatrix und Aktinfilamenten) auch mechanosensorische Aufgaben ha-
ben. So kénnen Cadherin/Catenin und die an diese gebundenen Intermediérfilamen-
te der Zellkontakte (ALBERTS et al., 2004) in den Bereichen der Desmosomen und
Hemidesmosomen unterbrochen werden, und es kommt zu Instabilititen der Zelle.
Bei moglichen Schidigungen der Membranen kann das Zytoskelett verschoben oder
zerstort werden. Zusétzlich kann der Ionenhaushalt durch Leckagen in der Zellmem-
bran verindert werden, womit durch einen unkontrollierten Einstrom, z. B. von Ca?™,
die Lyse des Zytoskeletts ausgelost wird. Dies ist durch Stofwellenversuche 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 Zytoskelettfilamente ist entscheidend von
der Anwesenheit von Ca?' abhiingig (ALBERTS et al., 2004; GAVARD et al., 2004);
so wird z. B. Aktin vom Protein Gelsolin zerstort, das seine enzymatische Aktivi-
tit durch eine Erhohung der zytoplasmatischen Ca?t-Konzentration entfaltet. Durch
Membranrupturen verursachte Schiden am Zytoskelett stehen im Konsens mit den
Ergebnissen von HOLMES et al. (1992), die in Stofswellenversuchen 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-
zerstorung vorzufinden ist, lassen sich kavitationsunabhéngige Faktoren als Hauptur-
sache vermuten. Zumindest spielen Kavitationen hier eine eher untergeordnete oder
unterstiitzende Rolle bei der Zerstorung der Zellen, die sich wohl intrazellular auf
Membranen und membranintegrierte Proteine auswirkt. Zusammenfassend kann da-
von ausgegangen werden, dass sich die stofwellenbedingten Scher- und Dehnungs-
kréfte hauptséchlich auf Strukturproteine der Zelle auswirken. Letztendlich sprechen
die aufgefithrten Argumente dafiir, dass, wihrend der Stofwellenapplikationen Bedin-
gungen erschaffen werden, durch die in den O. latipes-Eiern sowohl Kavitationen als
auch kavitationsunabhéngige Faktoren in Kombination auf die embryonalen Gewebe

beeintrachtigend bzw. zerstorend einwirken.
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5.4 Beschallungseffekte und ihre Auswirkungen

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

werden.

5.4.1 Grobmorphologisch feststellbare Schiaden

Im Ergebnisteil sind ausgeprigt individuelle Kombinationen aus Entwicklungsverlauf
und Symptomen an EmB(II) aufgezeigt worden. So miissen fiir die Auswertung der
72 Datensitze gemeinsame Prinzipien und Mechanismen im Auftreten und Erschei-

nungsbild gefunden werden.

Unabhéngig vom Grad der Schidigung ist es nicht mdoglich gewesen, eine sichere Pro-
gnose fiir die weitere Entwicklung von EmB(II) aufzustellen. Nachgewiesener Mafen
kann lediglich bei jenen EmB(II) eine Entwicklungsstagnation vorhergesehen werden,
bei denen schwere Schidigungen, wie z.B. Gewebszerstorungen auftreten. Es sind in
solchen Fillen grofe Bereiche bzw., fiir die embryonale Entwicklung, wichtige Ge-
webeanlagen betroffen. Der Zeitraum, in dem solche EmB(II) abstarben umfasste
1 bis 5 Tage. Es miissen die Effekte also erst einmal grob klassifiziert werden, um
Gemeinsamkeiten aus den individuellen Eindriicken zu extrahieren. Es lassen sich
die Schadphdnomene in Geweben bzw. Gewebeanlagen bei den in der vorliegenden

Arbeit untersuchten O. latipes-Embryonen wie folgt zusammenfassen:

A) Stofwellenapplikationen an Entwicklungsstadien Ia (Keimscheibe) 16sen bei
EmB(Ia) grundsétzlich einen totalen Dotterverlust mit der Bildung von Zell-

sphéiren aus, die sich nicht weiter entwickelten.

B) Stofwellenapplikationen an Entwicklungsstadien II (Organogenese) konnen zu
Dotterverlust, Triibungen am Dotter und Triibungen des Embryos, Gewebszer-
storungen sowie im Extremfall sogar zu einer totalen sofortigen Zerstérung der
Embryonen fiihren. Insbesondere bei Auftreten des Dotterverlustes bei EmB

(IT) konnten Symptome, wie Kreislaufinsuffizienzen, Mikrophthalmie, Pericar-
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dialédeme und Triibungen der Embryonen folgen. Meist endete die Entwicklung
mit einer Verpilzung, die an der Innenseite der Eihiille begann. Rechtzeitiges
Freipraparieren innerhalb eines Tages nach Beginn der Verpilzung sicherte die

Fixierung eines von Hyphen unversehrten EmB (II).

C) Stofswellenapplikationen an Entwicklungsstadien IV+/V- (kurz vor Schlupfrei-
fe) verursachen partielle Triibungen des Embryos, Rupturen der Dottergefife,
Stenosen der Dottergefifte sowie Himatome am Dotter und im Kopfbereich, die
oft in Kombination mit partiellen Triibungen um den Himatombereich 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(la)

EmB(Ia) haben regelhaft einen totalen Dotterverlust erlitten, d.h., dass sich der ge-
samte Dotter mit der Perivitellarfliissigkeit vermischt hat. Unter solchen Bedingungen
steht der Keimscheibe auf dem Periblast keine Fliche mehr fiir ihre Entwicklung und
Ausbreitung zur Verfiigung. Wird die Dottersackwandung, die im Stadium Ia bisher
nur aus dem DS besteht, infolge einer Stofwelleneinwirkung zerrissen, entleert sich
der Dottersack in den Perivitellarraum. Die empfindliche Dottersackwandung zieht
sich zusammen. Als Folge kollabiert die Keimscheibe, und es bildet sich eine Zell-
sphéire (vgl. Abb. 33, S. 81). Es ist anzunehmen, dass das normale rdumliche Gefiige
des Keimes gar nicht mehr besteht so dass kein koordinierter Signalstoff-Stoffwechsel
mehr zwischen Periblast und Blastomeren sowie zwischen den Blastomeren unter-
einander stattfinden kann. Es ist davon auszugehen, dass ein infolge dessen gestor-
ter Signalstoffwechsel die Entwicklung der aus Blastomeren bestehenden Zellsphéren
stagnieren &t (vgl. S. 24). Die folgenden zwei Absétze untermauern diesen Erkla-

rungsansatz:

Im DS werden insbesondere wihrend der friithen Embryonalentwicklung diverse Signal-
Proteine exprimiert, die mafgeblich den Gang der Entwicklung beeinflussen. Die Si-
gnalwege sind bisher nur Ansatzweise als Bestandteil eines sehr umfangreich vernetz-
ten Wirkgefiiges erfasst worden. Fest steht, dass der Kontakt zwischen den unteren
Zellschichten der Keimes im Prégastrulastadium 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 mog-
lich zu sein scheint. Das DS wird wihrend der prigastralen Embryonalentwicklung
als Quelle induktiver Signale fiir 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 Zebrafischen nachzuweisen. Boz fungiert als
Repressor fiir den bmp2b-Faktor und ist somit schon wihrend der mittleren Blastula
fiir die Festlegung der Achsenorgane und letztendlich fiir die zukiinftige Gestalt des
Embryos verantwortlich. Aus folgendem Grund ist boz deshalb auch fiir die normale
Entwicklung unverzichtbar (FEKANY et al., 1999):

Durch f-Catenin und dem damit aktivierten hhex (HO et al., 1999), ist boz durch sei-
nen repressiven Effekt als Regulator auf bmp2 mafigeblich an einer Bildung stabiler
Organisatoren beteiligt (LEUNG et al., 2003; BISCHOF u. DRIEVER, 2004). Bereits
1998 beschreiben Koos u. HOO boz bzw. Nieuwkoid als Aquivalent zum Nieuwkoop-

Organisator-Zentrum.

Ferner haben WARGA u. NUSSLEIN-VOLHARD (1999) die Expression des Proteins
Fkd2 (= Forkhead Domain 2) u. a. im DS von Zebrafischen nachgewiesen. Fkd2 soll
mafkgeblich an der Formierung des Entoderms beteiligt sein. Fiir die Epibolie wih-
rend der Gastrulation ist die Expression von Mtz2 notwendig. Ohne Mtz2 kann sich
kein intaktes Zytoskelett im DS bilden, was den Vorgang der Epibolie erheblich ver-
zogert (WILKINS et al., 2008). So werden im Randbereich des DS von O. latipes und
Zebrafischen entscheidende Signale fiir 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. Weiterfithrend enthalten definierte Areale des Embryonalschil-
des von O. latipes einzelne, scheinbar willkiirlich verstreute Zellen, die sich wihrend
der spéteren Entwicklung zur Bildung einzelner Organe “zusammen finden” (HIROSE
et al., 2004). Wenn also das rdumliche Gefiige des Keims gestort ist, bedeutet dies
auch eine Stérung dieses empfindlichen Wirkgefiiges zwischen Keim und DS bzw. der
embryonalen Zellen untereinander, was wiederum die kiinftige Gestaltenbildung des

Embryos erheblich behindert bzw. diese unterbindet.

Die Signalproteine aus dem periblasitischen Anteil des DS kdnnen 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
1akt sich das Verharren der betroffenen Keime in Zellsphiren begriinden, welches
bis zu 2 Wochen andauern kann. Aufgrund von fehlendem Kontakt zum DS und
der nicht moglichen Dotterverdauung, durch das Auslaufen des Dotters, ist davon
auszugehen, dass die Zellen letztendlich durch Nahrstoffmangel absterben. Aus dem
Dotter-Perivitellarfliissigkeit-Gemisch konnen sich die Zellen der Sphére offensichtlich

nur unzureichend bis gar nicht erndhren und der ehemalige Keim stirbt ab.

5.4.1.2 Detaillierte Betrachtungen von Symptomen an EmB(Il)

In diesem Abschnitt soll ndher auf ausgesuchte Symptome und Beobachtungen ein-
gegangen werden, die in gleicher oder dhnlicher Weise in der Literatur beschrieben
werden. Das Hauptsymptom “Dotterverlust” ist unmittelbar mit einer Schédigung
des DS verkniipft und wird deshalb spéter im Abschnitt 5.4.2, S. 201 detailliert dis-
kutiert.

e Kreislaufinsuffizienzen mit Kreislaufzusammenbruch
Bei den EmB(II) zéhlen Kreislaufinsuffizienzen ausschlieflich zu jenen Sym-
ptomen, die erst im Laufe der weiteren Entwicklung nach der Beschallung zu
beobachten sind (vgl. S. 95). Dies ist damit zu begriinden, dass zum Zeitpunkt
der Beschallung im Stadium II am Herzen erste, nur schwache Kontraktionen
stattfinden, die allerdings noch nicht in der Lage sind, einen Embryonalkreislauf
zum Fliefsen zu bringen. Die Ductus cuvieri sind im Stadium IT 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 schidigend zu beeinflussen.

Im Falle von Kreislaufzusammenbriichen bei weitgehend fortgeschrittenen Ent-
wicklungsstadien konnen in den meisten Fallen immer noch Herzkontraktionen
beobachtet werden, wobei unter diesen Bedingungen die Pumpleistung des Her-
zens extrem ineffizient ist. Das Aussetzen der Herztétigkeit als Todesdiagnose
zu definieren, ist sehr kritisch zu betrachten; ist es doch, wie eigene Beobach-
tungen gezeigt haben, in wenigen Féllen zu einer Wiederaufnahme der Herz-
muskelkontraktionen gekommen — wenn auch mit verminderter Effizienz. Auf

dieses Thema wird spéter ausfiihrlicher eingegangen (vgl. S. 199).
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Wie die eigenen Untersuchungen zeigen, konnen trotz Kreislaufzusammenbrii-
chen geschéddigte Versuchsembryonen bis zu 6 Tage iiberleben. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass die Zellen des Endothels aufgrund der Néhrstoffmangel-
Situation durch das geschidigte DS nekrotisch werden und der Kreislauf so
nicht mehr aufrechterhalten werden kann. Dass nekrotisches Endothel mafgeb-
lich an Kreislaufinsuffizienzen beteiligt ist, belegen Versuche, in denen wihrend
einer Embryonalentwicklung von Fischen, unter dem Einfluss von Toxinen, ge-
zielt Kreislaufstorungen ausgelost worden sind (CANTRELL et al., 1996, 1998;
GUINEY et al., 2000; HENRY et al., 1997; VILLALOBUS et al., 2000). Die Aus-
priagung derartiger Insuffizienzen reichte von Verlangsamungen des Kreislaufs

bis zum Kreislaufzusammenbruch, als Folge nekrotischer Endothelzellen.

Statt Toxinen, wire bei den fiir diese Arbeit beschallten O. latipes-Embryonen
ein Erndhrungsmangel, aufgrund eines nicht funktionstiichtigen DS, als sekun-
dare Ursache fiir den Untergang der Endothelzellen zu vermuten. Zur Erndh-
rungssituation der embryonalen Gewebeanlagen sowie zu Zellschéddigungen, als
mogliche Ursache fiir beobachtete Fehlentwicklungen der O. latipes-Embryonen,
wird in Abschnitt 5.4.2.2 (Seite 204ff) ausfiihrlich Bezug genommen.

Mikrophthalmie

Mikrophthalmien sind an jedem geschédigten Versuchsembryo mit grofem 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 grundsétzlich erstmals ab Stadium ITI-
/TIT beobachtet werden, weil wihrend der Normalentwicklung ein gesteigertes
Grofsenwachstum der Augen stattfindet und sich erst zu diesem Zeitpunkt der
Grofkenunterschied der Augenbecher zwischen mikrophthalmen Embryonen und
den Kontrollen offenbaren kann (vgl. S. 102). Da die Zellen der Retinaanlage
wéhrend der Embryonalentwicklung, im Vergleich zu allen anderen Anlagen, der
hochsten Proliferationsrate unterliegen (HIROSE et al., 2003), liegt der Schluss
nahe, dass eine Nahrstoffmangelsituation fiir den Embryo infolge des gesché-
digten DS vorherrscht. Deshalb ist es nachvollziehbar, dass ein Nahrstoffmangel

bereits durch reduziertes Wachstums des Auges sichtbar wird.
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Ein genetischer Defekt als Ursache fiir Mikrophthalmie ist hier mit hoher Wahr-
scheinlichkeit auszuschlieften. Grundsétzlich haben sich bei geschédigten 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 konnen Mikrophthalmien durch y-Bestrahlungen pro-
voziert werden (AIZAWA et al., 2004). Uberexpression des Inhibitors diverser
Transkriptionsfaktoren, wie Homeoboz, siz 3, siz 6 und Paz 6 (CARL et al.,
2002; DEL BENE et al., 2004; LOPEZ-RIOS et al., 2002) oder das Fehlen be-
stimmter Transkriptionsfaktoren (chokh, rz3) kann die Anlage der Augen sogar
total unterdriicken (LOOSLI et al., 2003; LOPEZ-RI0S, 2002).

e Perikardialédeme
Ein Perikardialodem ist eine iiberméfige und anormale Ansammlung von Fliis-
sigkeit im Perikard mit pathogenem Charakter (VILLALOBUS et al., 2000). Es
ist anzunehmen, dass die Auswirkungen apoptotischer und nekrotischer Pro-
zesse an Gefifen und am Herz bei den geschidigten Versuchsembryonen als
mogliche Ursache in Frage kommen konnen, so dass ein gesunder Fliissigkeits-
haushalt im Perikard nicht mehr moglich ist. Trat das Perikardialédem als pri-
mires Symptom auf, konnten nekrotische Prozesse durch Zerreifsen des Endo-
thels bzw. durch Rupturen der Endothelzellen verursacht worden sein. Daraus
konnen Storungen des Fliissigkeitshaushaltes resultieren, die dann letztendlich

zum Odem fiihrt.

Perikardialodeme (vgl. S. 112) sind ein hiufig beobachtetes Symptom in Versu-
chen mit Fischembryonen des Medaka und Zebrafisches. Auch in den Untersu-
chungen fiir die vorliegende Arbeit konnten sowohl bei Versuchsembryonen als
auch bei unbehandelten Spontanmissbildungen Perikardialodeme festgestellt
werden. Das Symptom zeigt sich mit einer Abflachung des Dottersackes im Be-
reich des Perikards und war mit einer schlauchartig gestreckten Missbildung des
Herzens und einer ringelschwanzartigen Wirbelsdulenverkriimmung kombiniert.

Die Entstehung derartiger Perikardialodeme 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.

Perikardialodeme, die nach der Stofwellenapplikation auftraten, unterscheiden
sich von den gerade beschriebenen: Hier ist eine Abflachung des Dotters im
ventralen Bereich der “Auflagefliche” des Perikards erkennbar. Das mit einem
Ubermaf an Fliissigkeit angereicherte Perikard stiilpt sich dabei haubenar-
tig iiber den durch den Dotterverlust verkleinerten Dottersack (vgl. Abb. 64
S. 112).

Triibung am Dotter und des Embryos

An EmB(II) und EmB(IV+/V-) sind nach Stoffwellenapplikationen Triibungen
des Embryos festgestellt worden. Wie eigene Beobachtungen belegen, wird die
Weiterentwicklung der EmB(II) mit erlittener Triibung des embryonalen Gewe-
bes, die primar durch die Stofwellen verursacht wird, erheblich eingeschréinkt.
Bis auf eine Ausnahme, starben alle EmB(II) mit einer Triibung des embryo-
nalen Gewebes ab. Sind diese Triibungen bei EmB (IV+/V-) direkt nach der
Beschallung aufgetreten (PETERS et al., 1998), so hat ebenfalls keine Rege-
neration stattgefunden und erfolgreiches Schliipfen ist folglich ausgeschlossen
gewesen. Wohingegen Triibungen am Dotter oft erheblich milder verlaufen. Hier

haben sich deutlich mehr Embryonen regeneriert.

Wie hier mit Hilfe der Mikroskopie nachgewiesen werden kann, stellen Trii-
bungen einen Hinweis auf schwere, in der Regel, meist nicht riickzubildende
Schidigung der Gewebe dar (PETERS et al., 1998). Das bedeutet jedoch nicht
zwangslaufig, dass betroffene EmB(II) mit dem Auftreten oder weiteren Verlauf
der Triibung tot sind; denn bei EmB(II) mit partiellen Triibungen im Cranial-
oder Rumpfbereich kénnen weiterhin Herzkontraktionen und eine Uberlebens-
zeit bis zu ca. einer Woche beobachtet werden. Hat die Triibung wahrend der
weiteren Entwicklung jedoch den gesamten Embryo ergriffen, sind keinerlei Le-
bensfunktionen erkennbar gewesen und der EmB(II) ist als abgestorben ein-
gestuft worden. Solche Triibungen werden nicht direkt durch die Stofswellen

verursacht, sondern entstehen sekundéir, als Folge der Beschallungseffekte.
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Mikroskopisch sind in Bereichen mit priméren Triibungen des Embryos ne-
krotische und spéter apoptotische Zustdnde in den Gewebe bzw. Gewebeanla-
gen, z.B. durch Apoptosekorperchen und das Zerreiften von Zellen erkennbar.
Der optische Effekt der Triibung wird, wie bereits beschrieben, dann durch die
Streuung des einfallenden Lichtes an den Dichteunterschieden zwischen den ver-
dichteten Apoptosekorperchen und den umgebenden Zellen verursacht. Bei den
nekrotischen Geweben der EmB(II) kénnen vermehrt Vakuolisierungen eben-
falls einen Dichteunterschied zwischen sich und den sie umgebenden Zellen
erzeugen. Auch Vakuolisierungen innerhalb der Organellen streuen das Licht
infolge der Dichtespriinge zwischen sich und dem sie umgebenden Zytoplasma.
All diese Triibungen lassen sich eindeutig den schwer geschidigten 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 unvollsténdig geschliipften O. latipes beobachtet worden. Ein hier
dargestelltes Abdunkeln fiihrt unausweichlich zum Absterben bzw. stellt be-
reits den Absterbeprozess dar. Entsprechende Abbildungen zeigen, dass dieses
Abdunkeln eindeutig mit der in dieser Arbeit beobachteten Triibung des Em-
bryos iibereinstimmt. Allerdings bestimmen die Autoren keine eindeutigen Kri-
terien fiir den Tod der Embryonen und geschliipften O. latipes-Larven. Damit
ergibt sich die Notwendigkeit, im folgenden Abschnitt zu kldren, 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 Féllen zu entscheiden, wann der Embryo sinnvollerweise fixiert, ob noch wei-
ter beobachtet oder ob der Embryo schlieflich als tot angesehen werden sollte. Auch
wenn die Entwicklung der EmB(II) groften Teils aussichtslose Bahnen beschreitet,
bedeutet das nicht, dass die Gewebe bzw. Gewebeanlagen und deren Zellen keine

Lebensfunktionen mehr aufweisen und kein Stoffwechsel mehr stattfindet. Erschwe-
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rend haben sich die Totaltriibungen 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 beeintrachtigten Embryo behindert oder unmoglich
gewesen. Durch die Priaparation verpilzter Eier kann der Embryo von den Hyphen
unversehrt fiir die Fixierung entnommen werden, was beweist, wie vorsichtig ein all-
gemein getriibtes Ei zu beurteilen ist. Denn an diesen freipriparierten Embryonen
sind, trotz dieser Umsténde, transparente Gewebeanlagen, Kreislaufaktivititen bzw.
Herztétigkeiten beobachtet worden. Selbst bei einer Stagnation des gesamten Kreis-
laufes ist nur selten eine Herzfrequenz von Null festgestellt worden, auch wenn die

Effizienz, mit der Blut gepumpt wird, verschwindend gering gewesen ist.

Um den Tod eines Embryos zu diagnostizieren, werden in der Literatur unterschied-
liche Mafsstabe angesetzt oder diese sind nicht eindeutig: So sprechen VILLALOBUS
et al. (2000) lediglich von einem Endpunkt und benennen als Kriterium Perikardial-
6dem, Hamostase!, Bradycardie? sowie letztlich Triibung des Embryos als Beginn des
Absterbens. Eindeutiger definieren CANTRELL et al. (1996) den Tod, bei Dioxin ex-
ponierten Embryonen O. latipes, mit dem Aussetzen der Herztédtigkeit in Verbindung
mit Kreislaufzusammenbruch und dem Auftreten von einem nicht intakten Perikard.
Diese Beurteilungskriterien werden fiir die hier untersuchten EmB(II) aus folgendem

Grund nicht iibernommen:

Die obigen Autoren gehen nicht niher auf den Begriff “nicht intaktes Perikard ein.
In den vorliegenden Untersuchungen entsprach nur das Perikardialodem einem nicht
intakten Perikard, was kein Einstufen des EmB(II) in “abgestorben“ rechtfertigt.
Perikardialodeme und Kreislaufinsuffizienzen kénnen durchaus riickgebildet werden.
Letztendlich wére ein aufgrund eines Perikardialédems oder Kreislaufzusammen-
bruchs als tot eingestufter EmB(II) demnach eine voreilige Diagnose. Unzweifelhaft
ist ein Embryo stets dann als tot zu definieren, wenn er infolge einer Stofiwellen-
applikation total zerstort worden ist. Dies ist eindeutig bei einer Ruptur der Eihiille
und dem damit verbundenen ganzen oder teilweisen Austritt des Keimes aus dem FEi
der Fall gewesen. Unter solchen Gegebenheiten sind keine Gewebeanlagen als solche

mehr erkennbar.

Fazit:

Perikardialodeme, Kreislaufzusammenbriiche, partielle Triibungen des Embryos z.B.

! Unterbrechung des Blutflusses in grofen Gefiifien
?Herzrhythmusstérungen
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im Schwanzbereich oder Triibungen des ganzen Eies sind demnach nicht zwingend fiir
die Diagnose “Tod” bei beschallten O. latipes-Embryonen heranzuziehen, wohl aber
die totale Triibung des Embryos selbst, die auf nekrotische Gewebe schliefen lafst
(s. “Durch Stokwellenapplikation direkt und indirekt ausgeloste Nekrosen”, S. 212).
So wird hier das Kriterium der totalen Triibung 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 grofsten Teil mit den Beschreibungen untersuchter Dottersynzytien bei Fundu-
lus heteroclitus (Killifish), Danio rerio (Zebrafisch), Salmo trutta fario (Bachforelle)
und Scophthalmus mazimus (Steinbutt) iiberein (KIMMEL u. LAw, 1985; LENTZ
und TRINKHAUS, 1967; WALZER u. SCHONENBERGER, 1979; Poupard et al., 2000;
KAGEYAMA, 1996):

Zur Erinnerung: Elektronenoptische Untersuchungen des normal entwickelten DS von
O. latipes lakt die auf S. 22 dargestellte Schichtung in Dotterlysezone und zytoplas-
matische Schicht erkennen. In der Dotterlysezone konnten sehr groke membranum-
schlossene Vesikel mit Dottermaterial gezeigt werden, die in der vorliegenden Arbeit
aufgrund ihrer Grofe als Dottervakuole bezeichnet werden. Einfach betrachtet ent-
sprechen sie Nahrungsvakuolen, die durch Phagozytose ins DS aufgenommen werden.
In frithen 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. SCHONENBERGER (1979), KIMMEL u. LAW (1985) u.a. bei
Zebrafischen bestéatigt. Letzte Gewissheit {iber den Inhalt der Lysosome kann nur

eine immunhistologische Uberpriifung geben.

Eigene Beobachtungen lassen vermuten, dass zwischen dem DS und den Dotter-
gefifen ein Grofteil der Ubertragung von Nihrstoffen stattfindet (vgl. Abb. 117,
S. 162). Hier werden sehr wahrscheinlich Vesikel mit Néhrstoffen iiber zytoplasma-

tische Fortsidtze des DS an Dottergefifle und damit an das Transportmittel Blut
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weitergegeben. Strukturen, wie die bei O. latipes beobachteten Zytoplasmafortsitze
des DS (vgl. Abb. 117, S. 162) gleichen jenen von FISHELSON (1995) beschriebenen
Fortsitzen:

Bei Cichliden ist ein Netzwerk zytoplasmatischer Auswiichse beschrieben worden,
das den perisynzytiellen Raum zwischen Dottergefif und Dotter einnahm. Aus den
Darstellungen ist zu schliefen, dass es sich hierbei, dhnlich wie bei O. latipes, um Zy-
toplasmafortsitze 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 Dottergefifen darstellt. Vom DS ausgehend, iiberbriicken auch hier beschriebene
Mikrovilli den Abstand zwischen DS und Dottergefifen.

Ob es sich beim Inhalt jener Vesikel tatsdchlich um Nahrstoffe handelt, bleibt weite-
rer Forschung vorbehalten. Letztendlich kann die Haufung von Dottervakuolen in der
Néahe von Dottergefdfien ein weiterer Hinweis sein, dass die Weitergabe der Nahrstoffe
zu einem bedeutenden Teil an die Dottergefife erfolgt. Dies steht im Konsens anderer
Autoren mit Untersuchungen an O. latipes-Embryonen, bei denen eine Apoptose der
Dottergefifzellen durch den Einfluss von Toxinen provoziert worden ist (CANTRELL
et al., 1998). Dabei ist ein signifikanter Riickgang der Dotterabsorbtion am Dotter-
sack festgestellt worden, so dass die Nahrstoffversorgung der Embryonen nicht mehr
gewihrleistet werden kann. Das legt den Schluss nahe, dass bei normal entwickelnden
O. latipes Embryonen der Grofsteil der Nahrstoffe aus dem autbereiteten Dotterma-
terial vom DS (zytoplasmatische Schicht) an die Dottergefife 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 grofen 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 laft. Aufgrund ihrer deutlich kleineren Grofe 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 fiir 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 IT konnte iiber dem Periblast eine Reihe von Kernen beobachtet werden, die
von einer extrem diinnen Zytoplasmaschicht umgeben waren und, wie ausgelagert,
dem Periblast auflagen (vgl. Abbildung 66, S. 115). Bei Oryzias latipes schienen
die Zellen, zu denen die aufgelagerten Kerne gehoren, den von FISHELSON (1995)
an Cichliden beobachteten hypoblastemischen Zellen zu entsprechen. Was weiter mit
den Kernen selbst geschah, ist vom Autor nicht geklart worden. Ein Verschwinden
und Erscheinen von Zellkernen im DS bei O. latipes wird von KAGEYAMA (1996)
beschrieben, jedoch wird auf diese Beobachtungen nicht nidher eingegangen. Der Ver-
bleib von Zellkernen im DS der hier untersuchten Kontrollembryonen und EmB von
O. latipes kann zurzeit nicht zufrieden stellend gekliart werden. Es bleibt zu priifen,
ob Kernstrukturen einfach “nur® nicht erkennbar gewesen sind, ungiinstige Schnit-
tebenen vorgelegen haben oder tatséchlich keine Zellkerne im DS von O. latipes Em-

bryonen in den hier untersuchten Entwicklungsstadien vorhanden sind.

Zweifelsfrei sind im DS von Zebrafischen licht- und elektronenmikroskopisch Zellkerne
sichtbar (BRAAT et al, 1999; HAGEDORN et al., 1998). IWAMATSU (1994) beschreibt
die Beobachtung von fiinf bis sechs Kernreihen im synzytiellen Periblast bei O. lati-
pes. Nach KAGEYAMA (1996) konnen Zellkerne im DS des spiten 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. Wahrend der Epibolie konzentrieren sich die Kerne im Pe-
riblast. Anschliefsend vergrofern sich dort die Zellkerne und erreichen eine doppelte
Grofse im Vergleich zu jenen der embryonalen Gewebeanlagen. Derartige Riesenkerne
gehen aus Fusionen von Kernen wéihrend der Epibolie hervor. Dabei sind die Kerne
polymorph, jeweils von unterschiedlicher Gestalt und oft in die Linge gezogen: Bis zu
175 pm. Sie sind nach Aussage des Autoren noch im DS der schlupfreifen Larven zu
beobachten. Bei den fiir diese Arbeit untersuchten O. latipes, diirfte die Wahrschein-
lichkeit einen Kern bei einer solchen Linge infolge einer ungilinstigen Schnittebene,
nicht anzuschneiden, dukerst gering sein. Somit bleiben die Uberlegungen, 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 geschidigten Dottersynzytiums auf die
Entwicklung der Versuchsembryonen

Grundsétzlich ist davon auszugehen, dass ein geschidigtes DS die Entwicklung der
Embryonen mafgeblich negativ beeinflusst. Die nachgewiesenen Verdnderungen und
daraus resultierende histopathologische Diagnosen an Dottersynzytien der EmB kon-
nen ein Hinweis auf eine unzureichende Nahrstoffzufuhr sein, die durch das geschéa-
digte DS nicht mehr in notwendigem Umfang gewéhrleistet werden kann. Nach einer
Beschallung und der damit regelhaft einhergehender Schidigung des DS, haben sich
die Embryonen oft erst einmal weiter entwickelt. Es ist nahe liegend, dass die Zellen
noch von einem gewissen Nahrstoffvorrat aus der Zeit vor der Beschallung zehren
und/oder die Dotteraufbereitung — wenn auch im verminderten Maf — 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 Auspragungen.
In welchen Formen sich Schidigungen des DS auch présentiert haben, ob mit ausge-
priagt dichter Osmiophilitdt oder aber mit extremer Strukturarmut des DS, in bei-
den Fillen sind die embryonalen Gewebe bzw. Gewebeanlagen offenbar nicht mehr
versorgt worden. Infolge des anzunehmenden akuten Niahrstoffmangels kénnen die
beschriebenen Veranderungen wahrend der weiteren Entwicklung in den embryona-
len Gewebeanlagen ausgelost werden. Diese Situation tritt hauptséchlich bei einem,
durch die Beschallung erfolgten, Dotterverlust auf. Dies verdeutlicht einerseits die
wichtige Rolle des DS wéhrend der Entwicklung von Oryzias latipes und erklart,
warum bei einem Dotterverlust keiner der Embryonen in der Lage ist, die Entwick-

lung erfolgreich abzuschliefsen.

Verdnderungen des DS nach der Beschallung

Bis zur Beschallung im Stadium II entwickelt sich das DS mit seinen Organellstruk-
turen unter dem Einfluss einer natiirlichen Spannung und besitzt eine Dicke von ca.
10 pm bis 20 pm. 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 Stofwellenapplika-
tionen fithrt unweigerlich zu einer Verdickung des DS und folglich auch zu internen
rdumlichen Verschiebungen. Die beobachteten Desorganisationen der rER-Zisternen,
in Form von Verschiebungen der urspriinglichen Ausrichtung, oft in Begleitung von

Ribosomenablésungen und Dilatationen, sind nachvollziehbar.
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Ein weiteres Phinomen sind qualitativ unterschiedliche Beschaffenheiten 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:

e Extreme Strukturdichte im DS
Dieses Phanomen 1aft sich sehr wahrscheinlich auf eine gestorte Dotterver-
dauung mit einer Akkumulation von Nahrstoffen im Zytoplasma des DS zu-
riickfiihren. So ist in DS von EmB(II) eine grofe Dichte osmiophiler Granula
nachzuweisen. Es gilt zu iiberpriifen, ob es sich hier um Glykogen handelt. Die
Granula stimmen in Form und Elektronendichte mit vergleichbaren Strukturen
von Glykogen aus der gingigen Literatur (David, 1970; Fawcett, 1973) iiberein.
Bei den geschidigten DS der EmB(II) besteht die Wahrscheinlichkeit, dass sich
Néahrstoffe innerhalb des DS akkumuliert haben und infolge der Funktionssto-
rung des verdnderten DS nicht zum embryonalen Gewebe weitergeleitet worden

sind.

Vom Dottersynzytium ausgehend lassen sich die bereits beschriebenen Zyto-
plasmafortsidtze nachweisen, die Granula an die Dottergefife weitergeben. Dar-
aus kann geschlossen werden, dass die vom DS aufgearbeiteten Nahrstoffe an
das Blut weitergegeben und damit an das Gewebe des Embryo gelangen. Eine
Schédigung oder Degeneration eben jener Zytoplasmafortséitze des DS bei den
EmB(II) konnte einen Stau der Nihrstoffe im DS hervorrufen, vorausgesetzt,
das DS arbeitet weiterhin mehr oder weniger kontinuierlich den Dotter auf.

Dies wiirde die extreme Elektronendichte des Zytoplasmas einiger DS erkliren.

Vergleichbare granulédre Strukturen sind von BARNARD u. LAJOIE (2001) in ge-
schiidigten Zellen beobachtet worden. Grofe Mengen an Glykogen im Zytoplas-
ma konnten in pathologisch verdnderten 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
ausgeprigter mutmafklicher Glykogenakkumulation im DS strukturell vergleich-
bar mit der einer Glykogenakkumulation aus Leberzellen bei einer Glykogenose
(DAvID, 1970). Als Griinde fiir diese Symptomatik werden defekte Enzyme an-
gefithrt. Ob im DS der EmB(II) ebenfalls defekte Enzyme vorgelegen haben
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konnten, bedarf einer weiterfithrenden immunhistologischen Uberpriifung.

e Extreme Strukturarmut im DS
Daneben existierten, vermutlich aufgrund einer gestorten oder eingestellten
Dotterverdauung, geschidigte Formen des DS mit Zytoplasma, bestehend aus
sehr spérlichen und kaum erkennbaren Strukturen (vgl. Abb. 111, 112, S. 157
f.). Ahnliche Effekte eines sehr strukturarmen DS fanden sich in den Darstel-
lungen der Ultrastrukturen des DS von Zebrafischen bei HAGEDORN et al.
(1998) wieder. Hier ist das DS durch Einfrieren und Wiederauftauen zerstort
worden. Somit kann geschlussfolgert werden, dass das DS der hier untersuchten
EmB(II) mit der auffilligen Strukturarmut einer hochgradigen allumfassenden

Dysfunktion unterliegt.

Zusammenfassend kann postuliert werden, dass die Auswirkungen eines geschédigten
DS die Einschriankung oder Einstellung der Verdauung des Dotters und/oder die In-
hibition des Nahrstofftransportes bedeuten. Eine Unterversorgung der embryonalen
Gewebeanlagen mit Nahrstoffen ist damit unvermeidlich. Zusétzlich kann einerseits
der fiir die Entwicklung wichtige Signalstoffwechsel seitens des geschidigten DS ge-
stort oder eingestellt werden, was die Entwicklungsverzégerungen bzw. -Stagnationen
begriindet. Folglich werden die Gewebe durch den Nahrstoffmangel geschéidigt, was
zu Dysfunktionen entsprechender Organanlagen fiihrt. Es ist schliissig, dass bei ei-
ner nicht regenerierbaren Néhrstoffzufuhr durch Strukturverdnderungen des DS bei
Dotterverlust, die Gewebe in Nekrosen untergehen. Dies wird wiahrend der weiteren
Entwicklung nach den Stofwellenapplikationen als grobkornige Triibungen in em-
bryonalen Gewebeanlagen unter dem Stereomikroskop sichtbar und signalisiert deren

Absterbeprozess.

5.4.3 Histologie geschadigter Gewebeanlagen

entwicklungsgestorter Versuchsembryonen

Die, in den Untersuchungen fiir die vorliegende Arbeit festgestellte hohe Diversitit
licht- und elektronenmikroskopischer Erscheinungsformen — mit oftmals schwer ein-

zuordnenden pathologischen Verdnderungen — soll im Folgenden auf die markantesten
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Merkmale beschrinkt werden. Die Zuordnungen der Ultrastrukturen und deren pa-
thologische Verinderungen erfolgen nach DAvVID (1970) und FAWCETT (1977). Zu
den beschallten Stadien IV+/V- zu PETERS et al. (1998) werden lediglich Ergénzun-
gen vorgenommen. In diesem Sinne soll der folgende Abschnitt einen Uberblick iiber

intrazelluldre pathologische Verdnderungen der EmB(II) geben:

5.4.3.1 Aligemeine pathologische Organellverianderungen

Vakuolisierungen

Als einer der haufigsten zytopathologischen Erscheinungen sind Vakuolisierungen
nachgewiesen worden. Vakuolisierungen sind jene Verdnderungen, die als atypische
Hohlrdume innerhalb von Organellen und Zytoplasma auftreten und fliissigkeits-
gefiillt sind (DAVID, 1970). Das begriindet die elektronenmikroskopisch auffélligen
Hohlrdume in Gewebe, Zellen sowie Organellen mit einer nicht vorhandenen oder
kaum sichtbaren Elektronendichte. Vakuolisierungen entstehen aufgrund von Ver-
anderungen des Zytoplasmas, Dilatation des ERs und perinukledren Zisternen der
Kernmembranen, des Golgi-Apparats sowie Schwellungen der Mitochondrien. Eine

Riickbildung ist moglich.

Insbesondere Vakuolisierungen in Mitochondrien gelten als deutlicher Hinweis auf no-
xische Einfliisse und massive Schidigung der Zelle. Laut R1vA 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 Verdnderungen in den nekrotischen Gewebeanlagen der
hier untersuchten EmB(II), bei denen Vakuolisierungen durch die optisch wirksamen
Oberflachen das Licht streuen und somit fiir den Triibungseffekt verantwortlich zu
sein scheinen. Dabei konnen die Vakuolisierungen von Mitochondrien sich sehr wahr-
scheinlich bis zur vollstdndigen Auflésung der Cristae steigern. Dies wird ausfiihrlich
im kommenden Abschnitt 5.4.3.2 (S. 208) diskutiert.

Myelinisierung

Im Dotter der EmB(II) sind lamelldre Koérper nachgewiesen worden (vgl. Abb. 71,
S. 119), die allgemein unter den Begriff Myelinisierung einzuordnen sind. Myelini-
sierungen sind ein Hinweis auf eine erhebliche Funktionseinschrankung und Schadi-

gung einer Zelle und konnen die Vorstufe eines Nekrose-Prozesses darstellen. Diese
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Bezeichnung fiir Membranproliferationen der Aufenmembranen diverser Organellen
umschreibt die Wiedergabe eines optischen Eindrucks, der an die Wicklung einer
Myelinscheide erinnert. Bei den betroffenen Organellen kann es sich um ER-Bereiche,
Kernhiillen und Mitochondrien handeln (DAVID, 1970). Treten Myelinfiguren auf, so
bedeutet das meist den “point of no return” fiir den bevorstehenden Tod der Zelle
(LA ViA u. HiLr, 1971). Eine eindeutig dem ER zuzuordnende Form einer Mye-
linisierung sind die lamelliren Korper (= Myeloidkérper oder “Fingerprint-Body”).
Diese aus rER- oder ER-Membranen gebildeten Myelinfiguren (Review: GHADIALLY,
1999) treten insbesondere bei chronischem Vitamin-E-Mangel oder stetigem Hunger-
zustand auf (DAVID, 1970)

5.4.3.2 Spezielle pathologische Organellveranderungen

Pathologisch verdnderte Mitochondrien

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen zeigen diverse Verdnderungen von
Mitochondrien bzw. das Vorfinden mutmaglicher Mitochondrienreste. Zur Ubersicht:
Mitochondrien kénnen in verschiedenen Zustandsformen auftreten: orthodox, kon-
densiert, geschwollen (KWIATKOWSKA, 1981) und schlieflich ruptiert, wobei ersterer
der vier Zustédnde der normale und funktionstiichtige ist. Die restlichen drei stellen
pathologische Verdnderungen dieses Organells dar. In einer Zelle konnen orthodoxe,
kondensierte sowie geschwollene Mitochondrien zugleich vorkommen (DAVID, 1970).
Nach Darstellungen dieses Autors sind im orthodoxen Mitochondrium die “Element-
partikel” {iber einen Stiel mit den in der Crista-Membran enthaltenen Strukturpro-
teinen der Basalplatten verbunden. Ein Verlust dieser Elementpartikel fiihrt 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 empfindliche ATPasen, sowie Cytochrom B, C und C;. Cytochrom C lei-
tet im Falle einer mitochondrialen Schidigung die Apoptose-Kaskade ein (ALBERTS
et al., 2004).

Kondensierte Mitochondrien sind durch auffillige Erhéhung ihrer Osmiophilitdt und
damit ihrer Elektronendichte gekennzeichnet. LAIHO u. TRUMP (1975) haben keine
Korrelation zwischen dem relativen Anteil kondensierter Mitochondrien und ADP
in der Zelle festgestellt, bestitigen aber eine gechemmte ATP-Synthese. An solchen

Mitochondrien ist eine Reduzierung der phosphorylierenden Enzyme, der ATPase
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und Sukzinodehydrogenase beobachtet worden. Zusétzlich ist der Anteil an ADP im
Vergleich zu ATP erhoht (KWIATKOWSKA, 1981). Es ist somit nicht mehr geniigend
Energie in Form von ATP vorhanden, um wichtige Zellfunktionen, wie z. B. die der
Tonenpumpen, in vollem Umfang zu gewihrleisten (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 Fliissigkeitsansammlungen Vakuolisierungen bil-
den konnen, die das gesamte Mitochondrium ausfiillen konnen. 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 aufierhalb der Verletzung des Organells liegen. Je
nach Grofe des Risses in der Membranen wird der Inhalt der Mitochondrien mehr
oder weniger vollstindig ins umgebende Zytoplasma entlassen. In Kombination mit
Lyseprozessen der Cristae, die héufig bei geschidigten Mitochondrien beobachtet
werden konnen (DAVID, 1970), bleibt eine mehr oder weniger leere Membranhiille
iibrig. Den Ursprung einer solchen Membranhiille ohne Immunfarbung herzuleiten
ist schwierig, denn sie konnte zu anderen Organellen gehéren. So kann eine entspre-
chend angeschnittene dilatierte ER-Zisterne ein dhnliches Bild im Elektronenmikro-
skop ergeben. Damit sind leere Membranhiillen mit grofter Vorsicht zu interpretieren,
auch wenn Grofe, Form in etwa mit einem ehemaligen Mitochondrium iibereinstim-
men konnten und teilweise Andeutungen von Cristae dhnlichen Strukturen erkennbar
sind. Ein Grund, der im vorliegenden Fallbeispiel (vgl. Abb. 102, S. 147) fiir Mit-
ochondrienhiillen spricht, sind Membranfragmente im Lumen der Hiillen, die mit

ihren maandrierenden 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 Vergroferung von
Mitochondrien auslésen. An hypertrophierten Mitochondrien kann ein vermindertes
Verhiltnis von Phosphor/Sauerstoff und eine Entkopplung der oxidativen Phospho-

rylierung nachgewiesen werden. Das gemeinsame Auftreten verschiedener Zustands-



208 5 Diskussion

formen der Cristae in hypertrophierten Mitochondrien wird von RIVA u. TANDLER
(2000) in Oncozyten von Speicheldriisentumoren beschrieben. Die Autoren stellen
das vereinte Vorkommen intramitochondrialer Vakuolisierungen, laminarer Stapel-
bildung und liickenhafter Cristae inklusive Auflésungserscheinungen innerhalb eines

einzigen Mitochondriums dar.

Pathologisch verdnderte 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 Kernhiille,
die nach gingiger Lehrmeinung ein zellpathologisches Symptom darstellen (DAVID,
1970). Bei einer Kernpolymorphie kann die dufere Form jede erdenkliche Gestalt mit
Lobulationen, E- und Invaginationen annehmen. Sehr haufig sind polymorphe Ker-
ne in neoplasischen Zellen zu finden (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 fiir dieses Phdnomen werden allerdings nicht angegeben. Sehr aus-
gepragt 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 Fettstoffwech-
selstorung (DE GRUYTER, 2002) mit Erndhrungsdefiziten der Gewebe. Ausgeprigte
Polymorphien der Kerne lassen sich im Endothel und in Podozyten des Nierengewe-
bes unter Einfluss toxisch wirkender Medikamente nachweisen (KOHN et al., 2002).
Zusitzlich sind in diesen untersuchten Geweben schwerwiegende pathologische Ver-
dnderungen mit zuvor beschriebenen Vakuolisierungen, geschwollenen Mitochondrien
und Myelinfiguren zu beobachten gewesen. Auch Stofiwellenapplikationen auf Zell-
sphéroide verursachen intrazelluldre Verdnderungen der Kerne in Form von Schrump-
fungen der Nuclei und Faltungen der Kernhiillen (STEINBACH, 1992).

5.4.3.3 Apoptose und Nekrose in Geweben der EmB(II)

Nach den Stokwellenapplikationen endeten die EmB(II) mit ihren vielseitigen, indi-
viduellen Schadensmustern und Symptomen, bis auf eine Ausnahme ohne Dotter-
verlust, letztendlich in Entwicklungsstagnationen und -Abbriichen, 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 Auspridgungen zu beobachten. Die folgenden Absétze sollen zu einem
Uberblick iiber 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 Verdnderungen einer Zelle oder eines Zellverbandes beim
Auftreten des Zelltodes nach einem irreversiblen Ausfall der Zellfunktionen. Erkenn-
bar ist eine Nekrose z. B. an einer Zellkernveréinderung (Kernpyknose, Karyorrhexis?,
Karyolyse) oder am Platzen oder Aufreifen 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 findet man z.B. in Gewebebereichen mit lokalen Ischédmi-
en’ (z. B. Infarkte) oder nach der Einwirkung von Siiuren und Salzen auf Gewe-
be. Durch Hitze oder Sduren werden intrazelluldre Gerinnungsvorgénge 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 miihsam oder gar nicht erkennbar.

B) Kolliquationsnekrose (sog. Erweichungsnekrose):
Die Kolliquationsnekrose findet als Verfliissigung der nekrotischen Zellen statt,
wobei das betroffene Gewebe oftmals keine Strukturen, abgesehen von Zell-
debris, aufweist. Kolliquationsnekrose sind beispielsweise hiufig in Hirn- und
Riickenmarksbereichen anzutreffen, die infolge eines Schlaganfalls geschédigt
werden sowie in Bauchspeicheldriisen bei akuter Pankreatitis und im Magen-

Darm-Trakt nach Verdtzungen mit Basen.

3Karyorrhexis ist eine Kernfragmentierung wihrend 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, wihrend in der modernen Literatur Apoptose und Nekrose als jeweils
verschiedenartige Prozesse angesehen werden (DE GRUYTER, 2002; ALBERTS et al.;
2004). Dies wird damit begriindet, dass sich der Zelltod durch Apoptose — im Gegen-
satz zur Nekrose — durch genetische Informationen der betroffenen Zelle selbst regu-
liert. Damit ist Apoptose als eine Fahigkeit einer Zelle zu verstehen. Mikroskopisch
ist eine Apoptose daran zu erkennen, dass die Zellen stark schrumpfen, hauptséchlich
nur einzelne Zellen innerhalb eines Gewebeverbandes betroffen sind und die Zellen
und Organellen weiterhin von einer Membran umgeben sind. Zusétzlich kommt es zur
Defragmentation der DNA. Oft ist die DNA bzw. der Inhalt des Kerns halbmond-
formig und homogenisiert mit hochgradiger Elektronendichte. Im fortgeschrittenen
Stadium entwickeln sich die Zellen zu apoptotischen Korperchen, die ebenfalls durch
eine intensive Farbung im Lichtmikroskop und elektronenmikroskopisch sehr elektro-
nendicht in Erscheinung treten. (vgl. Abb. 82 - 85, S. 130ff).

Apoptose ist u. a. die Grundlage einer geregelten Embryogenese und Gewebehomdoo-
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 ausgelost werden soll. Die intrazellulire
proteolytische Kaskade, die zur Apoptose fiihrt, ist in allen tierischen Zellen dhnlich
und wird u.a. durch die Ausschiittung von Cytochrom C aus defekten Mitochondrien

in Gang gesetzt.

Durch StoBwellenapplikation direkt und indirekt ausgel6ste Nekrosen:

Die mikroskopische Auswertung von EmB(II) mit Gewebszerstorungen oder Triibun-
gen unmittelbar nach der Beschallung hat ergeben, dass diese Triibungen sich in Form
von Nekrosen zeigen, die durch direkte Verletzungen der Zellen bzw. der Zellmem-
branen verursacht worden sind. Ahnliche StoRwelleneffekte in Form von Gefifwand-
nekrosen sind auch bei Nabelschniiren direkt nach einer Beschallung nachgewiesen

worden (STEINBACH, 1992). Auch werden Nekrosen in der Epidermis durch UVB-
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Bestrahlungen an frisch geschliipften 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 finden, die diversen schadi-
genden chemischen und physikalischen Einfliissen, u. a. auch Stofswellen von Litho-
triptern, ausgesetzt werden. So sind im Fokusbereich von beschallten Nierengeweben
Gewebeschéden in Form leichter Vakuolisierungen bis ausgeprigten Nekrosen nach-
gewiesen worden (KARLSEN et al., 1991). Intrazellulir werden die Beobachtungen
geschwollener Mitochondrien, Akkumulationen von elektronendichten Granula und

Myelinfiguren beschrieben.

Wiéhrend der weiteren Entwicklung geschiddigter EmB(II) sind grobmorphologische
Symptome, wie Mikrophthalmien, Kreislaufverlangsamungen, Kreislaufzusammen-
briiche, Perikardialédeme sowie Triibungen des Embryos kurz vor dessen Tod be-
obachtet worden. Nach bisherigen Beobachtungen ist histologisch an Geweben, die
von diesen Symptomen betroffen sind, ab dem vierten Tag nach den Versuchen, spa-
testens mit Auftreten einer Triibung, 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 StoBwellenapplikation ausgeldste Apoptosen

Neben Nekrosen sind auch apoptotische Verdnderungen beobachtet worden, wie sie
im Fallbeispiel einer vollstdndigen Zerstorung von Axialorganen (Corda dorsalis und
Riickenmark) zu sehen sind (Abb. 91, S. 139). Die urspriinglich die Corda dorsalis um-
gebende Muskelanlage ldfst keine Differenzierungen mehr erkennen. Auch wenn eine
Apoptose oft erst einen Tag nach der Beschallung (Beobachtungszeitpunkt o) fest-
gestellt worden ist, so muss gepriift werden, ob sie auch als eine direkte Auswirkung
der Stofiwellenapplikation betrachtet werden muss. YASUDA et al. (2006) zeigen in
lichtmikroskopischen Schnitten dhnliche Phinomene bei Hirnanlagen ab 24 Stunden
nach einer Rontgen-Bestrahlung von O. latipes-Embryonen im Entwicklungsstadien
II+. Die Autoren bezeichnen die Veranderungen 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 betroffenen Zellen relativ gleichméfig iiber den Schnitt verteilt.

Selbst wenn die Gewebe direkt nach der Beschallung noch intakt zu sein schei-
nen, kann die Apoptose als ein aktiver zelluldrer Vorgang schon eingeleitet worden
sein. So konnen durch die Stofwellenapplikationen auch Mitochondrien geschidigt
werden, was auf Seite 208 ausfiihrlich beschrieben wird. Mit der damit verbunde-
nen Ausschiittung 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 Auslésung erkennbar. Somit kann in Erwégung gezogen
werden, dass die Apoptose unmittelbar auf Stofwellen zuriickzufiihren ist, obwohl
die Auswirkungen friihestens erst ab Beobachtungszeitpunkt ¢5 in Form typischer
Apoptosekorperchen 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 fiihren. Axialorgane sind mafgeblich an der In-
itiierung der Somitendifferenzierung 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 Riickenmark beim Hiihnerembryo 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 geschadigten Versuchsembryonen nach der Beschallung stagniert und zum
Absterben fiihrt.

Apoptose-Prozesse konnen in leukdmischen Zellen durch Ultraschallbehandlungen
ausgelost werden (LAGNEAUX et al., 2002). Die Autoren haben die Aktivierung der
Caspase 3 und eine Verdnderung des bcl-2/bax-Verhéltnisses zu Gunsten des bax
nachgewiesen. Zur Erlduterung: Bcl-2-Proteine blockieren und bax-Proteine fordern
den Ausstofs von Cytochrom C aus dem Mitochondrium. Ebenso kann mit Hilfe
von Toxinen (z. B. Dioxinderivate) u. a. auch bei O. latipes Embryonen Apoptose
ausgelost 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 Osmiophilitit des Zytoplasmas, gepaart mit Vakuo-
lisierungen auf, so wie sie in den Gewebeanlagen geschiadigter Versuchsembryonen

beobachtet worden sind.

Neuronale Schéiden, in Form apoptotischer Strukturen lassen sich durch Os-Mangel
erzeugen (NAGANSKA u. MATYIA, et al., 2002). Hier sind ebenfalls Vakuolisierungen
und deutliche Dilatation des ER nachweisbar. Mit fortschreitender Schidigung wird
das Zytoplasma elektronendichter, es enthélt deutlich mehr Vakuolisierungen als zu
Beginn der Schidigung. Hier ist auch eine Verklumpung des Chromatins beobachtet

worden.

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

e Fiir Nekrose spricht die Erkennbarkeit der Mitochondrien, eine Homogenisie-
rung des Chromatins sowie der Sachverhalt, dass ein zusammenhéingender Zell-
verband betroffen war.

e Fiir 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: Halbmondférmiges 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. Zusétzlich
wird nach MOINFAR et al. (2000) der Unterschied zwischen der passiv verlaufenden
Oncose® und der aktiv initiierten Apoptose hervorgehoben, wobei die Autoren die
Meinung vertreten, dass beide Prozesse am Ende zwingend in eine allumfassende
Nekrose iibergehen. Diese These unterscheidet sich somit von den anderen zitierten

Autoren, die in der Nekrose und Apoptose separate Vorginge sehen (ALBERTS et al.,

5Bei der Oncose wird aufgrund eines ATP-Schwundes die Permeabilitdt der Membranen extrem
erhoht, weshalb die Zelle und Organellen anschwellen und anschliefend 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 finden. Um schlieflich Gewissheit zu bekommen,
ware der Nachweis aktivierter Caspase z. B. durch einen “ApopTag In Situ Apoptosis
Detection Kit” (Oncor®) 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 fiir derartige Zustinde wird eine erhoh-
te Permeabilitit der Zellmembran infolge eines Verlustes der Ionenpumpenaktivitét
benannt, was eine Schwellung des Zytoplasmas, des Kerns sowie eine ungeordnete
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-
priagte Vakuolisierungen der Situation im dar-
gestellten Hirngewebe der EmB(II). Typisch fiir
fortgeschritten nekrotische Gewebe dieser Art ist
das Vorkommen kleiner Lipidtrépfchen (DAVID,
) 1970), wobei jene Lipide das Resultat abgebau-

,, "133: Lumialzellen enes Kar ter Membranlipide sein konnen. Das Phénomen
zinoms mit hochgradiger gt als Verfettungserscheinung nach Bestrahlun-

Nekrose, 36000-fach .
(MOINFAR et al. (2000).  8en bekannt. Eigene Beobachtungen und Aus-

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

5.4.3.4 Histopathologische Verianderungen spezifischer Gewebe

Dieser Abschnitt befasst sich mit licht- und elektronenmikroskopischen Verinderun-
gen von Geweben der EmB. Dabei werden sowohl bereits beschriebene zytopatholo-

gische Phinomene als auch gewebespezifische Verdnderungen néher beleuchtet:
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Muskelgewebe

Da die geschidigten Embryonen keinem normalen Entwicklungsverlauf, sondern indi-
viduellen Entwicklungsverzogerungen unterlegen sind, ist die Moglichkeit in Betracht
zu ziehen, dass die in dieser Arbeit diagnostizierten Muskeldystrophien womdoglich
eine nicht vollendete Differenzierung der Muskelzellen mit fehlerhafter oder nicht
fertiger Ausbildung der Myofilamente darstellen. Bei einer Muskeldystrophie begin-
nen sich erst die Myofilamente abzubauen, wihrend die Sarkomeranordnung erhal-
ten bleibt (DAVID, 1970). Im spateren Stadium fragmentieren die Z-Streifen und die
Myofibrillen zerfallen vollstindig mit anschlieffender Auflésung. Die von TANDLER
et al. (2002) beschriebene Cardiomyopathie mit Zerreifen der Myofibrillen gleichen
jenen Ultrastrukturen, wie sie in folgenden Abbildungen zu finden 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
vollstandig ausdifferenziert, jedoch zeigten die Kontrollen keine Myofibrillenfragmen-
te (vgl. Abb. 121, S. 166). Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, dass es sich bei den
vorliegenden Strukturen um eine ausgepragte Muskeldystrophie mit einem Untergang
von Myofibrillen 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, Verlingerung der Fibrillen und Verschiebungen der Z-Linien
zu beobachten. Damit lieRe sich die Ubereinstimmung dieser Beschreibungen mit
den von den EmB(II) vorliegenden Darstellungen der Muskeldystrophien und/oder
-Fehlentwicklungen mit einem Né&hrstoffmangel begriinden. Damit ergibt sich eine
mogliche Kombination aus Fehlentwicklung und Muskeldystrophie fiir 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 Muskelfaserbiindeln. Vakuolisierungen dieser Art kénnen
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 Myofilamente bei rheumatischer Myositis. Gleichartige
Strukturen sind auch in den embryonalen Muskelanlagen geschidigter Versuchsem-
bryonen beobachtet worden (vgl. Abb. 124, S. 169 und 125, S. 170).

Eine weitere Form pathologischer Verdnderungen 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 Faserbiindel in Abb. 122 (S. 167)sowie der Lage dieser
Strukturen im Schwanzbereich der Muskelanlage, konnte es sich hier um Biindel aus
Aktinfilamenten handeln, was allerdings noch eine Absicherung durch immunhistolo-
gische Untersuchungen erfordert. Jedenfalls 14t das Umschliefen von Mitochondrien
den Schluss zu, dass es sich hierbei um intrazelluldre Filamentstrukturen handelt, die

bei keinem Kontrollembryo beobachtet worden ist.

Diverse Autoren interpretieren solche Phinomene vollkommen unterschiedlich: Von
COMIN et al. (2000) werden derartige Strukturen als Zebrabody und als osmiophile
Membranen innerhalb eines Lysosomes benannt, von ORDONEZ u. MACKAY (2000)
als filamentose Strukturen oder Proenzyme (Abb. 135), und von HOWELL et al.
(2003) werden Zebrabodies als Kollagenfilamente bzw. Fibrinbiindel interpretiert.
Diese Interpretationen lassen sich fiir die Abbildungen 134 und 135 nicht nachvoll-

ziehen.

Abb. 134: CoMIN et al. (2000): Osmiophi- Abb. 135: ORDONEZ u. MACKAY (2000): Ge-
le Membranen in einem Lyso- schwungene filamenttse Strukturen
som als sog. Zebrabodies bei Pa- in einer Pankreas-Karzinom-Zelle.
tienten mit dem Fabry-Syndrom
(= Fettstoffwechselstérung).
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5.4.4 Tabellarische Zusammenfassung der Befunde

Die in dieser Arbeit vorliegenden pathologischen Verdnderungen von Organellen wer-
den in Tab. 4 dargestellt. Dabei wird ein Uberblick iiber die in der Literatur beschrie-
benen Moglichkeiten gegeben, mit der die aufgelisteten Veranderungen zu provozieren
sind. Als “roter Faden” ziehen sich Mangelzustinde in den Geweben als Ausloser der

benannten zytopathologischen Phanomene durch die tabellarische Auflistung:

Tab. 4: Zusammenfassung zytopathologischer Erscheinungen und deren Provokation (verkiirzt nach DAa-
VID, 1970). Die Bezeichnung “div. Toxine” umfasst eine grofe Liste an organischen und anorgani-
schen Stoffen (z. B. CCly, Dioxin, div. Pharmaka oder Schwermetalle und deren Salze), die hier
aus Griinden der Uberschaubarkeit nicht weiter aufgeschliisselt werden. Die Abbildungsnummern
repriasentieren Darstellungen der Beobachtungen an EmB(II), die den vom Autor beschriebenen
Strukturen entsprechen.

Organell- Provozierbar durch das Abbildungs-
Verinderung Einwirken von Nummer
Chromatin-Verklumpung, Autolyse, Ischimie, 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
Kerneinschliisse div. Toxine 61, 128

Mangel an: Proteinen

Auflosung /Zerfall div. Toxine, Kilte, 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

Vesikuldre 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, O, Jod,

Verdnderungen Quetschungen, Autolyse, Nekrose, Hypoxie, Kilte, 61, 68, 89

der Mitochondrien: Erwirmung, Ischimie, Infarkt, Stenosen, Odeme, 101, 102, 111

Vakuolisierungen, Hepatitis, Ikterus, in Neoplasien, CO-Atmung, 119, 124, 125

Matrixherauslésung, Asphyxie®, 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, Polyensiure

?Zustand von Kreislaufschwiiche und Atemdepression bzw. -Stillstand
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Organell- Provozierbar durch das Abbildungs-
Verédnderung Einwirken von Nummer
Matrixverdichtung Autolyse, Hypoxie, Infarkt, Hitze, Aderlass, Unterdruck 77, 93
kondensierter Rubinlaser, Bestrahlung, radioaktive Bestrahlung, 119, 124
Mitochondrien Protonenbestrahlung, Ostrogen, div. Toxine, Glycerin,
Morbus Alzheimer, in Neoplasien, Virusinfektion
Mangel an: Nahrung, Riboflavin, Vitamin E,O9
Hypertrophie zu Autolyse, Regeneration von Axonen, Infarkt, div. Toxine, 124
Riesenmitochondrien | radioaktive Bestrahlung, partielle Erkrankungen des Darmes,
Dubin-Johnson-Syndrom?®, Herzinsuffizienz, chronische Hepatitis,
Muskeldystrophie, Trichinella spiralis, ZNS-Degeneration,
Muskelatrophie
Mangel an: Cholin, Proteinen, essentiellen Fettsduren,
Polyensdure, Thiamin, Vitamin E, Nikotinsdure, O, Na
Zunahme des Chronische Ischdmie, Hypoxie, Axondurchtrennung, 113
Glykogengehaltes radioaktive Bestrahlung, Laserstrahlen, Kélte, Diabetis mellitus, 119

Thyreotoxidose®, Kortison, Ostrogen, Noradrenalin, div. Toxine,
Kobalt-Nekrose, ZNS-Degeneration, Denervationsathropie,

in Neoplasien, Hepatitis, Polyioencephalitis

Erbkrankheit der Leber, bei der die Ausscheidung konjugierten Bilirubins in die Galle gestort ist
bAuch als Hyperthyreose bezeichnet. Es handelt sich um eine krankhafte Uberfunktion der Schilddriise.

5.4.5 Fazit: Der Einfluss von StolRwellen auf die

O. latipes-Entwicklung

Durch die Stofwellenapplikationen kénnen die Membranen einzelner Zellen zerrei-

flen. Direkt nach der Beschallung sind, basierend auf derartigen Zellverletzungen,

nekrotische Bereiche nachweisbar. Schwer geschédigte, aber bis zu einem gewissen

Grad noch intakte Zellen beginnen, beispielsweise durch geschidigte Mitochondrien,

Apoptose-Kaskaden zu starten. Spétestens einen Tag nach der Beschallung sind die

Auswirkungen in Form von Apoptosekérperchen sichtbar. Sind durch die Apopto-

se mafgebliche Precursoren nicht betroffen, so wird die Entwicklung vorerst, meist

verlangsamt, fortgefiihrt.

Durch die Beschallung und dadurch erfolgtem Dotterverlust werden auch das DS und

seine Organellen geschidigt, desorganisiert und in sich rdumlich verschoben. Je nach
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Schédigung und Beeintrichtigung des DS findet eine eingeschrinkte bis gar keine
Dotterverdauung statt. Gleiche Beeintrichtigungen gelten fiir den Nahrstofftrans-
port iiber die Dottergefifse zu den embryonalen Gewebe. Dies ist zunehmend durch
Funktionsstorungen 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 Nahrstoffen, diirften auch die Wege
des DS-gesteuerten Signalstoff-Stoffwechsels (z.B. bozozok und dharma) unterbro-
chen sein (vgl. 193). Infolge dessen verlangsamt oder stagniert die Entwicklung durch

zunehmende Funktionsstorungen mit dem Auftreten der beschriebenen Symptome.

Histopathologisch lassen sich die Auswirkungen der Beschallung wie folgt zusammen-
fassen:

Bei erfolgreicher Stofwellenapplikation der Versuchsembryonen konnen Zellen ruptie-
ren bzw. zerstort werden. Die zusétzlichen Verinderungen in den Zell- und Organell-
membranen durch die Beschallung fithren zu einer Stérung von Membranproteinen.
So konnen z. B. {iber fehlende oder funktionsuntiichtige Tonenpumpen die Permeabi-
lititen der betroffenen Membranen ansteigen. Betroffene Gewebeanlagen zeigen eine
Nekrose als unmittelbare Auswirkung der Beschallung. Bei geschidigten Mitochon-
drien werden Apoptosekaskaden gestartet. Die verletzten Gewebe sind dann, infolge
der Lichtstreuung, als milchige Triibungen oder als Gewebszerstorung direkt nach

der Beschallung im embryonalen Gewebe sichtbar.

Sind im Falle einer Beschallung wihrend der Organogenese wichtige Signal gebende
Anlagen betroffen, wird die Entwicklung mit der Beschallung mafsgeblich verlang-
samt, oder sie stagniert. Sind keine offensichtlichen Verletzungen der embryonalen
Anlagen sichtbar, treten Triibungen erst am Nachmittag des Versuchstages oder einen
Tag spater auf, die auf Apoptosekdérperchen zuriickgefithrt werden kénnen. Dies war
bei EmB(II), bei denen erstmal nur ein starker Dotterverlust eingetreten ist, der
Fall. Eine Dysfunktion des DS zieht eine Storungs-Kaskade nach sich, die eine nor-
male Entwicklung unméglich macht. In nekrotischen/apoptotischen Gewebeanlagen
folgt ein gestorter Zell- und /oder Signalstoffwechsel in Begleitung zytopathologischer
Verdnderungen, z.B. in Form von Vakuolisierungen und Koagulationen des Zytoplas-
mas. Es tritt eine weitere, grobkornige Qualitdt an Triibungen auf — charakteristisch

fiir Triibungen, die im Laufe der weiteren Entwicklung der EmB(II) entstehen. Auch
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hier kann der Triibungseffekt mit Hilfe gestreuten Lichts durch Vakuolisierungen
sowie Verdichtungen und Verklumpungen begriindet werden. Oft sind als erstes die
Anlagen des Gehirns und seiner Anhangsorgane, wie das Auge, von Entwicklungssto-
rungen betroffen. Letztendlich stirbt der Embryo durch nekrotische Verdnderungen
aller Gewebe, die als allumfassende Triibung des Embryos (nicht der Eihiille!) im

Stereomikroskop zu sehen ist.

Im Falle einer vorzeitigen, nur fiir 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 konnte fiir die Hyphen der
Nihrstoffgehalt des Dotter-Perivitellarfliissigkeits-Gemisches, infolge des erlittenen

Dotterverlustes, eine entsprechend forderliche Wachstumsgrundlage darstellen.

Es werden abschlieRend 4 Flussdiagramme dargestellt, die einen Uberblick iiber den
Einfluss der Stofswellen auf die embryonale Entwicklung von Oryzias latipes ergeben.
Abb. 136 befasst sich mit der Einwirkung der Stoftwelle auf die Eihiille:

Bei beschallten und geschadigten Eiern ist die Entwicklung héufig aufgrund der oben
beschriebenen beginnenden Verpilzung abgebrochen worden, die auf beschallungsbe-
dingte Strukturschwéchung der Eihiille zuriickgefiihrt werden kann. Dabei wirken die
oben beschriebenen Stofiwelleneffekte (Kavitationen, Scherwirkungen) auf die Eihiil-
le ein. Diese Form der Verpilzung, die an Kontrollen nicht beobachtet worden ist,
tritt ausschlieflich in den Eiern der EmB(II) auf. Die Abb. 137, 138 und 139 veran-
schaulichen den Einfluss der Stofiwellen auf Keimscheibe bzw. Embryo der jeweilig
beschallten Stadien Ia, 1T, und IV+/V-.
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Stol&wellenappnlikation auf das Ei
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Abb. 136: Wirkungskaskade der Stofiwellen an O. latipes-Fiern im Allgemeinen. Es bestehen Im-
pedanzunterschiede an den Grenzflichen von Wasser zur Eihiille und von dieser zur
Perivitellarfliissigkeit. Daher ist es sehr wahrscheinlich, dass Kavitationen und kavi-
tationsunabhingige Faktoren in Kombination die Struktur der Eihiille schidigen. In-
folgedessen wird die Infiltration von Pilzhyphen ins Eilumen und der Eihiille selbst

begiinstigt.
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Abb. 137: Wirkungskaskade der Stofiwellen an Q. latipes-Embryonen, die im Stadium Ia beschallt
worden sind. Es bedarf weiterer Untersuchungen, um abzusichern, auf welche Weise
der Signalstoff-Stoffwechsel gestoppt wird und warum die Zellsphére als solche in ihrer
Entwicklung verharrt.
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StoBwellenapplikation im Stadium I
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Abb. 138: Wirkungskaskade der Stofwellen an O. latipes-Embryonen, die im Stadium II beschallt
worden sind. Hier wird das Wirkgefiige der Symptome komplexer. Ein Entwicklungs-
abbruch erfolgt bei beginnender Verpilzung und bei einer totalen Triibung des EmB(II)
infolge des endgiiltigen Absterbens. DS = Dottersynzytiumschicht.
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Abb. 139: Wirkungskaskade der Stokwellen an O. latipes-Embryonen, die im Stadium IV4/V-
beschallt worden sind. Im Gegensatz zu den beschallten Stadien I und II kdnnen sich
geschidigte Embryonen regenerieren und als gesunde Larven schliipfen, was sich im
Vergleich zu den vorherigen Flussdiagrammen in einer weiteren Steigerung der Kom-
plexizitat des Wirkgefiiges zeigt. Bei Dotterverlust oder Triibungen sowie gravieren-
den Gewebszerstérungen kann eine allgemeine Regeneration der EmB(IV+/V-) ausge-
schlossen werden. In solchen Féallen ist ein erfolgreicher Schlupf nicht mdglich.
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5.5 Anwendung der vorliegenden Erkenntnisse auf
die ESWT

Wie in der Fragestellung bereits aufgezeigt, soll geklart werden ob die Effekte, die
durch eine Beschallung verursacht werden, als Schiden oder lediglich als gezielte Ver-
anderung mit dem Ziel einer Schmerzfreiheit anzusehen sind. In diesem Kapitel soll
der Bezug der in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse zum therapeutisch analgeti-
schen Effekt der ESW'T hergestellt werden. Dazu werden als erstes die Grundlagen

des Schmerzes dargestellt:

5.5.1 Grundlagen Nozizeption

Chronische Schmerzen sind das Resultat pathophysiologischer Verdnderungen. Des-
halb wird der Schmerz zur Schmerzkrankheit, zum chronischen Leiden (ZIMMERMANN
u. HANDWERKER, 1984). Sichtbar werden diese Leiden beim Patienten z. B. durch
Schonhaltung, veréinderter Physiognomie, Einschrinkungen des Lebensvollzugs und
Verdnderungen der sozialen Wechselbeziehungen. Der Mechanismus der Schmerzauf-

nahme und -Weiterleitung soll im folgenden Absatz kurz erlautert werden:

Aufbau und Funktion der Schmerzfasern:

Anatomisch betrachtet ziehen, vom Riickenmark ausgehend, afferente Fasern in die
Korperperipherien und verzweigen sich zu ihren Endabschnitten in den Zielgeweben.
Hier findet durch noxische Einfliisse (chemisch, mechanisch) eine Aktivierung statt
(v. DUHRING u. FRICKE, 2001). Diese afferenten Fasern werden in A-(-, A-6- und
C-Fasern unterteilt und bilden den Hauptanteil der peripheren Nerven (ca. 50%),
wobei nur die A-)- und C-Fasern der Schmerzleitung zugeordnet werden. Die mye-
linisierten A-6-Fasern (@ 2-3pm) leiten den Reiz mit 15 m/s und die myelinlosen
C-Fasern (@ 0,5-1pm) mit 1 m/s zum Riickenmark (CASEY, 2000; v. DUHRING u.
FRICKE, 2001). Die Zellkorper dieser afferenten Fasern befinden 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 afferenten marklosen Axonen anderer Sinnesmodalititen (z.B.: Temperatur) und
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vegetativen marklosen Nervenfasern, sog. Remak-Biindel, umgeben von einer Peri-
neuralzellhiille (v. DUHRING u. FRICKE, 2001). Die nozizeptiven Fasern verlassen
die Perineuralzellhiille, um sich wenig spéater als Nozizeptoren im Zielgewebe zu ver-
zweigen. Die bis zu 500 pum langen Terminalen der Aj-Fasern sind in einer diinnen,
nicht gewickelten SCHWANN-Zelle eingebettet. Uber die Linge der Nozizeptoren ver-
teilt, befinden sich in regelméfigen Abstédnden perlschnurartig Varikosititen, die aus
der SCHWANN-Zelle exponieren und als Ort der Reizaufnahme gelten. Hier finden
sich vermehrt granuldre und nicht granulire 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 Kor-
perperipherie erfolgt iiber die gesamte Faser bis zu den Synapsen der Hinterhorn-
neurone des Riickenmarks (LARBIG, 1993; V. DUHRING u. FRICKE, 2001). Von dort
wird der Schmerz iiber den Vorderseitenstrang (Tractus spinothalamicus) zum Hirn
weitergeleitet, wo der Schmerz als solches, im Zusammenspiel mit Emotionen, emp-

funden wird.

Wihrend die A-d-Fasern den ersten Schmerz in den ersten Sekunden des Reizes
weiterleiten, ist iiber die C-Fasern mit einer Verzogerung bis zu einer Sekunde der sog.
zweite Schmerz gebunden (LARBIG, 1993; v. DUHRING u. FRICKE, 2001; KELLY et
al., 2001). Dieser hat eine andere Qualitét als der erst Schmerz und klingt langsamer
ab. Obwohl sehr wahrscheinlich beide Fasern durch den Reiz aktiviert werden, soll
die verzogerte Schmerzleitung der C-Faser das Schmerzempfinden dann aktivieren,

wenn durch Adaptation die A-)-Fasern in der Erregung bereits nachlassen.

Die Nozizeptoren der Skelettmuskulatur und Gelenkkapseln kénnen kiinstlich 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 Reizverstirkung,
durch Wechselwirkung mehrerer algetischer Substanzen, kommt vermutlich auch in
entziindlichen Prozessen vor. Die Nozizeptoren kénnen durch die Abgabe des Neuro-
peptids “Substanz P”, welches sie selber synthetisieren, zuséitzlich sensibilisiert wer-
den. Im gesunden Gewebe werden diese Nozizeptoren bei Bewegungen der Gelenke

nicht erregt. Anders verhilt es sich bei Erkrankungen, wie z. B. Polyarthritis, bei
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der die sensibilisierten Nozizeptoren in den Gelenken bereits durch mékige Bewe-
gungen heftigen Schmerz erzeugen. Daher werden die Gelenke weitgehend geschont

(Schonhaltung) bei gleichzeitig mafgeblich eingeschrinkter Bewegungsfreiheit.

Wiéhrend der Chronifizierung der Nozizeption findet eine sog. sympathische Reflexdy-
strophie statt. Durch die Einwirkung eines noxischen Reizes antwortet in chronischen
Féllen der Sympathikus reflexartig durch eine Erh6hung der Durchblutung am Ort
des Schmerzreizes. Infolgedessen ist wiederum die Erregung der Nozizeptoren ver-
starkt. Dies zieht eine weitere Verstirkung des sympathischen Reflexes nach sich:
Das Wirksystem schaukelt sich auf. Fiir Schmerzpatienten bedeutet dies eine erheb-
liche Einschriankung des Lebensvollzugs und der Lebensqualitit. Die Ereignisfolge
muss unterbrochen werden und dies kann durch Mafnahmen lokaler Anésthesien 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

auslost.

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 zerstort oder
soweit geschéidigt, dass sie durch Nekrose oder apoptotische Prozesse untergehen. Es
konnte bisher keine gesicherte Aussage getroffen werden, ob die afferenten Fasern bei

Schmerzpatienten mit einer ESWT-Behandlung

e apoptotischen oder nekrotischen Prozessen ausgesetzt sind,

e Membranrupturen oder Leckagen entstehen, die ein Aktionspotential unterbin-
den,

e die membranstindigen Rezeptoren deaktiviert oder zerstért werden,

e das geschiddigte Faserende iiber eine bestimmte Strecke abgebaut wird, womit
dieser Nozizeptor sich aus dem Zielgewebe zuriickgezogen hat oder

e ob geschidigte Membranen der Nozizeptoren einfach wieder abheilen und nor-

mal arbeiten.
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Im Hinblick auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ldft sich diesbeziiglich fol-
gendes schlussfolgern:

Die Nozizeptoren erfahren, entsprechend den Zellen aus den beschallten O. latipes-
Geweben, im Fokusbereich Membranrupturen und/oder Organellschidigungen, wo-
durch der Schmerz direkt am Entstehungsort unterbunden wird. Nach BARNETT et
al. (1997) treten dauerhafte Lasionen u. a. in sensorischen Bereichen und Reizleitun-
gen auf, so dass in diesem Fall ein gewollter Schidigungseffekt mdglichst mit dem Ziel
einer dauerhaften Schmerzbefreiung eingeleitet werden kann. Der Wirkmechanismus

der Stofkwelle lafst sich somit auf folgende 3 Punkte konzentrieren:

1. Der Nozizeptor ist soweit geschidigt, dass keine Reizaufnahme oder Reizwei-
terleitung moglich ist.

2. Die Zellen des umliegenden Gewebes, die die reizauslosenden Substanzen syn-
thetisieren, konnen aufgrund ihrer Schidigung diese nicht mehr produzieren
und die Nozizeptoren stimulieren.

3. Sowohl Nozizeptor als auch umliegendes Gewebe werden zerstort oder soweit
geschadigt, dass sie iiber eine stofwelleninduzierte Nekrose oder infolge einer

Apoptosekaskade untergehen.

Nach Aussage der Arzte, die die ESWT als standardisierte Schmerztherapie einsetzen,
kann laut DAHMEN (personliche Mitteilung, 2005) bei 80 Prozent der Patienten ein
therapeutisch zufrieden stellender Effekt erzielt werden — bis hin zum vollstdndigen
Verschwinden des Schmerzes. Trotz dieser viel versprechenden Ergebnisse verbleiben
20 Prozent, in denen die Schmerzintensitat sich trotz ESW'T bisher nicht befriedigend
verdnderte (DAHMEN et al., 1995b; HAIST, 1995; HAIST u. VON KEITZ-STEEGER,
1995). Hier konnen Faktoren des psychischen und sozialen Umfeldes mafgeblichen
Einfluss 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 iiberzeugende Erklarung.
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5.5.3 Aussichten

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

1. Kavatitionen intrazelluldr entstehen und
2. tatsdchlich die Zellen der Gewebeanlagen geschadigter Embryonen mit Dotter-

verlust einen erheblichen Nahrstoffmangel aufweisen.

Zu 1.) SUHR et al. (1991, 1996a) haben in lithotripsierten Zellen die Entstehung von
Radikalen nachgewiesen und schlieffen daraus auf intrazelluldre Kavitationen. Die
von den Autoren verwendete Fluoreszenzfiarbung konnte, an beschallten Embryonen
direkt nach dem Versuch angewendet, zumindest klaren, ob Radikale nach einer Be-

schallung vermehrt vorhanden sind.

Zu 2.) An Embryonen der Flunderart Pseudopleuronectes americanus ist ein Anstieg
des RNA /DNA-Verhéltnisses bei sich normal entwickelnden Fischlarven nachgewie-
sen worden (BUCKLEY, 1980) . GRONKJER u. SAND (2003) und CLEMMENSEN
(1994) haben die Verkleinerung des Verhéltnisses von RNA /DNA bei Fischlarven in
Abhéngigkeit zum Nahrungsmangel beobachtet. Nach drei Tagen des Hungerns fin-
det ein Riickgang an Ribosomen statt. Im DS von EmB sind ebenfalls nach einem
langeren Zeitraum der weiteren Entwicklung ein Riickgang an Ribosomen beobachtet
worden. Fiir die Verifizierung der Hypothese, dass das geschidigte DS der EmB(II)
einen Néhrstoffmangel in embryonalen Gewebeanlagen auslost, kann die Methodik
der Bestimmung des RNA /DNA-Verhéltnisses 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 Lisionen einzelner Struk-
turen eignet. Daraus erkldrt 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 geschidigten Gewebe der Versuchsembryonen mit denen von
Neoplasien verglichen worden sind, so ist trotzdem keine Publikation bekannt, in der
Entdifferenzierungen und neoplasische Proliferationen im Anschluss an Beschallung
bei Versuchstieren und Patienten diagnostiziert worden sind. Dieses steht im Konsens
mit den langjihrigen Erfahrungen behandelnder Arzte, dass in keinem Fall Neopla-
sien nach urologischen, gastroentologischen, HNO-érztlichen sowie orthopadisch und
schmerztherapeutischen Anséitzen seit 1980 auftraten. Auch in Stofwellenversuchen
an schnell wachsenden Zellkulturen konnte keine erhohte Proliferationsrate beobach-
tet werden (STEINBACH, 1992). Erhohtes Krebsrisiko wird bei Lithotripsie-Patienten
lediglich auf eine erneute Gallenstein-Bildung zuriickgefiihrt, 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 entziindlichen Odemen eine deutliche Verbesserung ihrer Schmerzsympto-

matik erfahren.



231

7 Zusammenfassung

Im Rahmen der sehr widerspriichlichen Diskussion iiber die Wirksamkeit niederener-
getischer Stofwellen bei einer extrakorporalen Stofswellentherapie (ESWT) mit einer
Energiedichte von 0,09 mJ/mm?; soll anhand eines ausgesuchten Modellorganismus
aus der Gruppe der Knochenfische (Embryonen von Oryzias latipes) in der vorlie-
genden Arbeit nachgewiesen werden, ob tatsédchlich eine Wahrscheinlichkeit besteht,
Effekte in beschallten Geweben der Patienten auszulosen, um eine Reduzierung von
Schmerz oder gar eine Schmerzfreiheit zu erzielen. Hierzu sind insgesamt 870 befruch-
tete Eier des Knochenfisches Oryzias latipes in drei verschiedenen Entwicklungssta-
dien in einem Wasserbad mit einer Energiedichte von 0,09 mJ/mm? 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 Priga-
strulastadium Ia durchgefiihrt. In der zweiten Gruppe wurden 378 Embryonen in
der Organogenese des Stadiums II beschallt. In der letzten Versuchsgruppe wurden
387 Embryonen mit fast ausdifferenzierten Geweben im Embryonalstadium IV+/V-
beschallt; die Ergebnisse sind in PETERS et al. (1998) dargestellt. Um zu sehen,
ob sich durch eine Beschallung geschidigte Embryonen weiterentwickeln und welche
Auswirkungen die Schidigung auf die Gewebedifferenzierungen haben wiirden, wur-
den beschallte Eier in einer Meersalzlosung (2,5 °/00) bei 25 °C in einem Brutschrank
gelagert. Der Entwicklungsverlauf der Eier wurde direkt nach dem Versuch bis max.
fiinf Stunden nach Stofwellenapplikation und von da an alle 24 Stunden kontrol-
liert. Die Embryonen wurden fiir die histologische Aufarbeitung aus der Eihiille her-
ausprépariert und fixiert, sobald beginnende Triibungen des Eies oder des Embryos

zu beobachten waren.
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Insgesamt wurden 42,8 % aller beschallten Embryonen durch die Stofkwellenappli-
kationen geschidigt. Diese Embryonen wurden als Embryonen mit Befund (EmB)
definiert. Die restlichen 57,2 % durchliefen die Versuche ohne feststellbare Schiden
als Embryonen ohne Befund (EoB). Sie entwickelten sich normal und schliipften er-
folgreich. Dabei nahm der Anteil geschidigter Versuchsembryonen in Abhéangigkeit
zum beschallten Entwicklungsstadium ab. Stokwelleneffekte 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 Differenzierung der Gewebe kann eine ansteigende Stofswellenresi-

stenz als Ursache angenommen werden.

An EmB(Ia) wurde regelhaft ein totaler Dotterverlust beobachtet. Durch eine Ruptur
der Dotterzytoplasmaschicht floss die gesamte Dottermasse in den Perivitellarraum.
Der Blastodisk wandelte sich so zu einer freischwimmend kugelformigen Zellsphére

um, die spétestens zwei Wochen nach der Beschallung abstarb.

Fiir die statistische und histologische Auswertung wurden in der vorliegenden Ar-
beit schwerpunktartig Datensétze beschallter Embryonen in der Organogenese (Ent-
wicklungsstadium II) untersucht. Grobmorphologisch liefien sich direkt nach den Be-
schallungen durch das Stereomikroskop bei Embryonen mit Befund (EmB(II)) je-
weils Dotterverlust in starker und leichter Auspragung, Perikardialodeme, Triibung
des Dotters und Embryos sowie Gewebszerstorung, bis hin zur totalen Zerstérung
des gesamten Eies beobachten. Ausgenommen ein EmB(II) ohne Dotterverlust, bei
dem die vollstédndige Riickbildung einer kleinen Gewebszerstérung im Schwanzbereich
stattfand, war keiner der geschidigten Versuchsembryonen in der Lage die Symptome
zuriick zu bilden, was einen erfolgreichen Schlupf unmdoglich machte. Lichtmikrosko-
pisch zeigten sich bei Versuchsembryonen stellenweise homogenisiert wirkende und
wie durch Explosionen auseinander gerissene Gewebebereiche. In diesen nekrotischen
Gewebebereichen konnten aufgeloste Zellgrenzen, Zelldebris, zerstorte Organellen so-
wie aufgerissene Zellen nachgewiesen werden. Erlitt der geschiddigte Versuchsembryo
nur einen Dotterverlust, konnten sich die Embryonen vorerst noch 1 bis 12 Tage

weiterentwickeln. Dabei betrug die Uberlebenszeit maximal 19 Tage.

Grobmorphologisch konnten wihrend der weiteren Entwicklung Mikrophthalmie,

Kreislaufinsuffizienzen, aber auch Perikardialédeme und Triibungen am Embryo be-



233

obachtet werden. Jene milchigen Triibungen, die direkt nach der Beschallung in den
embryonalen Gewebeanlagen beobachtet wurden, gingen mit fliekendem Ubergang
in grobkornige Triibung iiber. Bis auf die Mikrophthalmie und diese Triibungen des
Embryos, konnten alle anderen Symptome unvorhersehbar temporir auftreten, sich
zuriickbilden und in einigen Fillen wiederholt auftreten. Ebenso war der Zeitpunkt
unvorhersehbar, in welchem Stadium (II bis V) die Entwicklung stagnierte. Des Wei-
teren konnten keine Prognosen iiber die Uberlebenszeiten der geschidigten Versuch-

sembryonen getroffen werden.

Histopathologisch war innerhalb der ersten zwei Tage nach den Versuchen haupt-
sichlich eine grofe Anzahl Apoptosekorperchen in den Geweben zu beobachten. Es
ist zukiinftig zu priifen, 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 Verdnderungen
der Organellen und deren Membranen liefen auf einen akuten Nahrstoffmangel schlie-
fsen. Durch die Unterversorgung der embryonalen Gewebe, waren die auftretenden
Funktionsstorungen in Form sekundérer Symptome erklarbar, die zu Nekrose in den

embryonalen Geweben fiihrten.

EmB(IV+/V-) wiesen hauptsichlich Rupturen und Stenosen der Dottergefifse auf.
Hier war eine vollstindige Regeneration moglich, inklusive erfolgreichem Schlupf.
Wurden nach der Beschallung partielle Triibungen und/oder partieller Dotterverlust

festgestellt, regenerierten sich die betroffenen Embryonen in keinem Fall.

Es konnte gezeigt werden, dass niederenergetische Stofswellen histologisch sichtbare
Effekte in beschallten Geweben verursachen. Anhand der an beschallten Embryonen
von O. latipes beobachteten Symptome, kann die analgetische Wirkung der ESWT
wie folgt begriindet werden: Wahrend der Stofswellenapplikation wirken wahrschein-
lich sowohl Kavitationen als auch Scherwirkungen und sonochemische Effekte auf
Zellen und deren Organellen. Im Falle der angewandten ESW'T sind die Nozizepto-
ren und die sie unmittelbar umgebenden Zellen innerhalb des Fokus betroffen. Dabei
werden die Nozizeptoren geschidigt, indem membranintegrierte Proteine zerstort,

herausgeschlagen oder Leckagen an den Zell- und Organellmembranen verursacht
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werden. Damit wére eine Stimulanz dieser freien Nervenenden gestort. Des weiteren
konnten die Nozizeptoren so weit geschidigt werden, dass das Nervenende untergeht.
Gleiches kann fiir die Zellen des umliegenden Gewebes gelten, die normalerweise sti-
mulierende Signale an die Nozizeptoren weitergeben. Die geschidigten Zellen sterben
entweder sofort oder spiter durch Apoptose ab. Algetische Signalstoffe konnen so-
mit nicht mehr produziert werden. Die ESWT ist, soweit sie medizinisch vertretbar
angewandt wird, durch die gezielte Schidigung des Gewebes an der Schmerzquel-
le, eine effiziente Anwendung zur Linderung bis zur Beseitigung von Schmerzen an

knochennahen Weichteilen.
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9 Anhang

9.1 Tabelle der Abkiirzungen

Tab. 5: Definition der Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge
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Abkiirzung Bedeutung

A A-Streifen

Agar Agaroseblock

dplex duflere plexiforme Schicht

Aod Aorta dorsalis

Atr Atrium

ApB apoptotische Korperchen (apoptotic bodies)
ApN apoptotischer Nucleus

AuBe Augenbecher

Av Aorta ventralis

aDS abgeschniirte Dottersynzytiumbereiche
AGL Aufsenglieder der Lichtsinneszellen
Bal Basallamina

BGf Blutgefaft

B.-Punkt Beobachtungszeitpunkt

C Chromatin

Chd Chorda dorsalis bzw. Chordazellen
CoA Conus arteriosus

Da Darm

Deb Debris (Zelltriimmer)

Do Dotter

DM Dottermaterial, Dotter

DoV Dottervakuole

DoZ Dotterlyse Zone des Dottersynzytium
DS Dottersynzytium

DZ Dotterzytoplasma
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Abkiirzung ‘ Bedeutung
EKol Endkolben eines Zapfchens
EmB Durch die Beschallung geschiadigte Embryonen: Embryonen mit Befund
EmB(Ta) 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 Stokwellenlithotripsie
ESWT Extrakorporale Stofkwellentherapie
ExMem Extraembryonale Membran
Gall Gallenblase
gChr granuléres Chromatin
gMi geschwollenes Mitochondrium
Gol Golgi-Apparat
Gly Glykogen
HypBl Hypoblast
Hz Herz
1 I-Streifen
IGL Innenglieder der Lichtsinneszellen
InV Invagination
KaP1 Karyoplasma
KaFl Kaudalflosse
kDo Dottermasse
Ki Kiemenanlage
KM Kernmembran
kMi kondensierte Mitochondrien
Kopf Kopfanlage
LH Leibeshohle
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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Abkiirzung ‘ Bedeutung
MF Muskelfaser
Mi Mitochondrium
My Myomere
Myf Myofibrillen
Nuc Nucleus
Nucl Nucleolus
NucM Kernmembran
01 Oltropfen
OMi Orthodoxe Mitochondrien
OtZy Otozyste
PBS Phosphatpuffer nach SORENSEN
Pc Perikard
Pin Pinealorgan
Pros Prosencephalon
pSyR perisynzytieller Raum
Pvit Perivitellarraum
rER rauhes endoplasmatisches Retikulum
Res Residualkorperchen
RG Riechgrube
Rhom Rhombencephalon
RM Riickenmark
RMi Riesenmitochondrium
Schallq Schallquelle
SR sarkoplasmatisches Retikulum
Som Somit bzw. Somiten oder Somitenanlage
synPb synzytieller Periblast
tLy tertifires Lysosom
Trd Triibung
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
M Zellmembran
zy 7, zytoplasmatische Zone des Dottersynzytium
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9.2 Entwicklungsverlauf geschiadigter EMB(II1)

Die folgenden ausgesuchten Diagramme zeigen die facettenreichen und individuellen

Entwicklungsverlaufe geschédigter Versuchsembryonen mit den beobachteten Sym-

ptomen.

Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 40-2C

+V 4 (Schlupfreife) +V
V 4 v
-V A -V
+V 4 +V
v v
IV + -Iv
+il A +l
1 ]
-l 4 -l
+ +l
et K€t Kreislauf
M .+ Triibungen des Embryos I
; ] " * groBier Dotterveriust
Zerstérungen durch Beschallung
n T T T T T T T T T T T T T T T 0
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 41-3D
t
+V 4 (Schlupfreife) +V
V 4 \
-V A -V
+V 4 +V
v A v
IV 4 v
+il A +Ii
1 4 ]
-l 4 -l
+I H +l
Pericardialodem
i 5: Kein Kreislauf i
groBer Dotterveriust
0 — T T T T T — T T T 0

o 1 2 3 4 65 6 7 8 9 10 11 12 13 14 16 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 51-1A

+V o (Schlupfreife) +
V v
VA -V

+V 4 +HV

IV 4 1\
-V -V

+lll 4 +li
I 4 n

-l 4 -l
+I 4 +l

Kein Kreislauf
n 'QE Zerstérungen durch Beschallung I
grofler Dotterverlust
D T T T T T T T T T T T T T T 0
0 1 2 4 5 6 T 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 51-1B
-
+V - (Schlupfreife) +V
vV v
V4 -V
+V 4 +HV
IV 4 1\

v 4 -Iv
+Ill 4 +li
Il A ]
-1l 4 -l
+l 4 +l

i -(J):O—C =00 groRer Dotterverlust I
0 1: T T T T T T T T T T T T T T 0
0 1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 51-1C
Ti

+V 4 (Schlupfreife) +V
V4 Vv
-V 4 v
+V +V
IV 4 v
-V 4 IV
+ll 4 +li
4 ]
-l A -l
+ 4 +l
Triibungen am Dotter
s
(B e I
| groRer Dotterverlust
D T T T T T T T T T T T T T T 9
0 1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 51-1D
1,*
+V {(Schlupfreife) +
V4 v
VA v
+V 4 +HV
H H
5 IV v 3
i i
o ©
£ -V 4 -V g
o e
o -
E i g
Il 4 1]
-l 4 <Nl
+l 4 +ll
, ; kein Kreislauf
i (}m I
grofer Dotterverfust
u f T T T T T T T T T T T T T T T 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 51-2A

+V - (Schlupfreife) +
V v
-V 4 v

HV +HV
IV v
1V -V

+Il 4 +ll
i n

-l -l
+I 4 o—-0 +l

] | grofer D Il
0 T T T T T T T T T T T T T T T 0

o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 51-2C

+V - (Schlupfreife) +V
V v
KV v
+V HV
IV 4 v
IV 4 -V
+l +l
Il 4 ]
-1l 4 -l
+i +l
Tr('l‘bunggn am Embryo
n ?{)—E Kein Kreislauf I
groBer Dotterverlust
1” Kleiner Dotterverlust
ot+—TT—T—T T T T T T T T 0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 52-2B

+V 4 (Schlupfreife) +V
V \
-V 4 -V
+V +V
§ §
5 VA v 5
8 8
g v -
& Fo
£ £
5+ A +ll 5
1 4 ]
-l 4 -l
+I 4 +l
I <-0——0—— kleiner Dotterverlust ]
ot Zerstrungen durch Beschallung
D T T T T T T T T T T T T T T T o

o1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 53-1A

+V - (Schlupfreife) +V
V 4 v
VA v
+V +V
§ §
5 VA v 5
8 2
£ v v g
£ £
£ £
0 +ll A +l 0
I 4 ]
-l 4 -l
+ +Il
1} groBer Dotterverlust ]
FEZerstﬁrungen durch Beschallung
0 t+—T—T—T—T T T T T T T T 0
0 f 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 52-1B
T!ﬂ

+V - (Schlupfreife) +
V v
v 4 v

+V A +HV

v 4 v
AV - v

+l +
i n
-l -l
+I +l

N < o——=. groBer Dotterverlust 1]
"‘_liZQrs!&mngen durch Beschallung

D T T T T T T T T T T T T T T T 0
o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 55-2B

+V - (Schlupfreife) +V

V v
WV A v
+V +HV
IV 4 v
v 4 -Iv
+l +l

I ]
-1l 4 -l
+i +l

gesamter Kreisiauf verlangsamt
—I—-: Ike.'n Kreisiauf
] Ho—d L0 Tri am Dotter I
1” kieiner Dotterverlust
ot+—TTTT—T—T T T T T T T T 0
1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 57-1A

+l 4

I 4

+ 4

(Schlupfreife)

Triibungen des Embryos

B —
I ety Tiuingen am Dotter
e s e

= grofier Dotterveriust
Kein Kreislauf

+V

-V

+V

+l

+l

o1 2 3 4 &5 6 7 8 9 10 11 12

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

13

14

15

16

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 57-1B

+V

AV 4

+i 4

I 4

+

(Schlupfreife)

Triibungen am Dotter
- __ Tribungen des Embryos

== Kein Kreislauf
grofier D

+V

-V

+V

-V

+l

+l

o 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

13

14

15

16

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 71-2A

+V 4 (Schlupfreife) +
V4 v
V4 -V
+V HV
5 5
5 IV v 35
& &
g v+ v g
2 2
£ £
E o+ Hil g
4 n
-l A -l
+ 4 +l
Zerstbrungen durch Beschallung
1 j grofier Dotterverlust L
n T T T T T T T T T T T T T T T T 0

o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 80-F

(fixiert)
+V - (Schlupfreife) +V
V v
v v
HV + +V
§ 5
5 IV v 35
g g
E v g
£ =
£ £
E +in+ Hig
Il 4 ]
-1l 4 -l
+i +l
. Triibungen des Embryos
] ‘fﬂgmﬂer Dotterverlust L
[——
1’ kein Kreislauf
ot+—TTTT—T"T T T T T T T T 0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
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Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 81-B

+V 4 (Schlupfreife) +V
V A \
V4 -V
+V 4 +HV
5 5
5 VA v 5
8 8
© ©
E -V -V 5
oy g
£ £
B+ - G
1 4 ]
-l 4 -l
+1 +l
gesamter Kreislauf verlangsamt
s Kein Krreislauf
< groBer Dotterverlust ]
Jpr=——= Triibungen des Embryos
D T T T T T T T T T T T T T T T 9

o1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 81-D

(fixiert)
+V - (Schlupfreife) +V
V 4 v
VA v
+V +V
§ §
5 VA v 5
8 8
£ v v g
£ £
£ £
g i 5
I 4 ]
-l 4 -l
+ +Il
Triilbungen des Embryos
] E grofier Dotterverlust I
1’ Zerstérungen durch Beschallung
0 t+—T—T—T—T T T T T T T T 0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 40-1D

+V - (Schlupfreife) +
V v
-V 4 v

+V +HV

IV v
1V -V

+l +
i n
-1l H -l
+I 4 O———0——0 Tritbungen am Dotter +l

] - Kieiner Dotterverlust Il
11 (T S A S A
o 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 51-2D

+V - (Schlupfreife) +V
V4 v
vV v

+V HV
IV 4 v
IV 4 -V

+Il 4 +I

+l 4 P O—0 +1
] , grofer Dotterveriust I

—_—
1’ Tritbungen am Dotter
T L e T T T 0

0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 53-1B
1.*

+V 4 (Schlupfreife) +V
V A \
-V 4 -V
+V +V
§ §
5 IV v 5
8 8
g v -
oy g
£ £
5+ A +ll 5

I 4 ]

+ N/_a_c +
1] kleiner Dotterverlust I

Zerstdérungen durch
T T T T T T T T T T T T T T 9

o1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 53-2C

+V - (Schlupfreife) +V
V4 v
VA v
+V +V
§ §
5 VA v 5
8 2
© []
£ -V voE
£ £
£ £
E o+ +n
I 4 ]
-l -l
+ +Il
Pericardialédem
] grofier Dotterveriust I
1/ Zerstérungen durch Beschallung
o t+—T—TTTT"T T T T T T T T T 7 0

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 54-1C

1,*
+V Schlupfreife) +V
V 4 v
-V -V
+V - +V
IV 4 v
AV A v
+l Ralll
Il A ]
-l 4 Bl
+l 4 +l
Pericardialidem
I 0 5 | groBer Dotterverlust ]
B —— T
0 - T T T T T T T T T T T T T T 0
0o 1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 54-1A
*
+V - (Schlupfreife) +V
V v
V4 -V
HV + +HV
IV 4 v
v 4 -Iv
+lI 4 +l
I ]
-1l 4 -l
+1 ;/—@—@;')—o—o +l
n kleiner Dotterveriust ]
1}, : k - . b= Trilbungen des Embryos
0 +—r—1 e e L B B S S E 0
0o 1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 75-2B

(fixiert)*

+V 4 (Schlupfreife) +V
V \
-V 4 -V
+V 1 +V
v v
-V -V
+Il 1 +I
1 4 ]
- -l
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D T T T T T T T T T T T T T T T 9
o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
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+V - (Schlupfreife) +V
V4 v
-V A vV
+V 4 +V
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-V -Iv
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1 ]
-l -l
+l +l
I . | Triibungen am Dotter
U } groBer Dotterveriust L
0 T T T T T T T T T T T T T T T T 0
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
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Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 40-1A
1.!'

+V - (Schlupfreife) +
V - v
VA -V
+HV +HV
g H
5 VA v 35
8 g
g v+ v g
oy e
£ £
5+ Hil
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+I 4 +
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D T T T T T T T T T T T T T T T 0

o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 40-1C

T*
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V 1 v
VA v
+V 4 +HV
5 g
2 v v g
] [}
& o
T ]
£ 1V v s
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£ g
E o+ HIl B
1]
Mikrophthalmie -
+
kleiner Dotterverlust ]
T T T T T T T T 0

8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 40-3B

+V 4 (Schlupfreife) +V
v v
V4 -V
+V +HV
IV 4 v
AV 4 -V
+I

+l 4

I 4

+ 4

Mik +l
Tritbungen des Embryos

s Kein Kreislauf I

groRer Dotterverlust

T T T T T T T T 0

1 2 3 4 &5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 41-3A

+V - (Schlupfreife) +V
V 4 v
VA v
+V +V
v v
-V -Iv
+ll A +l
Mikrophthalmie i
Kein Kreislauf
-l
Triibungen des Embryos
+l
- - ~= groBer Dotterverlust L
1"‘ Triibungen am Dotter
o t+—T—TTT"—T"T T T T T T T T T 7 0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 41-3B

1.*
+V - (Schlupfreife) 3+
V 4 v
V4 -V
+V 4 +HV
IV 1 v
IV 4 -V
+il il
Il 4 ]
-l 4 '~ Mikrophthalmie -l
+1 +l
Dotterkreistauf verlangsamt
i< F— L groBer Dotterverlust It
T —T
Triibungen des Embryos
0 — T T T T 7T T T—T T T T 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 54-1B
+V - (Schlupfreife) +V
V 4 v
V4 -V
+V +HV
IV 4 v
1V v
+lI 4 +l
1 4 kein Dotterkreislauf 1]
-l 4 | Mikrophthalmie -l
Pericardialédem
i 4 gesamter Kreislauf veriangsamt l
[} J, | groRer Dotterverlust Il
0 1: T T T T T T T T T T T T T T T 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 55-1B*

V+ - (Schlupfreife) V+
V1 v
V- V-

IV+ v+
IV 4 v
IV- 4 v-

I+ 1 i+

Pericardialédem
i 4 mn
Dotterkreisiauf verlangsamt
Pericardialtidem
m- 4 L ~ 1 L | Mikrophthalmie -
11+ 4 gesamter Kreislauf veriangsamt I+
I * groBer Dotterverlust I
D T T T T T T T T T T T T T T T o
o 1 2 3 4 5§ 6 T & 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 40-2B
+

+V - (Schlupfreife)

O a—]

Trilbungen am Dotter

Pericardiaidem

kleiner Dotterveriust

+V

-V

+V

+ll

+Il

1 2 3 4 5 &6

7

8

9

10

11

12

13

14

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

15

16

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 41-4A
T!ﬂ

+V - (Schlupfreife) +
V v
V4 v
+V HV
5 5
5 VA v 3
g :
g v+ v g
2 c
g g
\a Hil
n
-l
+l
Pericardialodem
I J’ - kleiner Dotterverlust I
D T T T T T T T T T T T T T T T T 0

o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 41-4C

+V - (Schlupfreife) +V
V v
WV A v
+V +HV
§ 5
5 VA v 5
g g
E v g
2 2
£ £
o A /—O il 5
i 4 -  Tri am Dotter I
Pericardialddem
- Dotterkreislauf verlangsamt -l
+i +l
I 'z Kleiner Dotterverlust L
0 1: L e S S S s S SN R s m p e 0
0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 53-2A
Ti

+V 4 (Schlupfreife) +V
V A \
-V 4 -V
+V 4 +V
v v
-V -V
+lil —0 Mikrophthaimie +lll
1 4 ]
-l 4 -l
+ 4 +l
1 . groBer Dotterverlust I
= durch B g
D T T T T T T T T T T T T T T T 9
o 1 2 3 4 65 6 T 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 55-1C*
V+ - V+
V v
(Schlupfreife)

V- 4 V-
IV+ IV+
IV 4 v
V- 4 V-
1+ i+
1 4 St Mikrophthalmie 11}
- 4 -
1+ Triibungen am Dotter I+

Dotterkreislauf verlangsamt
] J' b grofier D rt ]
! S S S S S . —7o

0 1 2 3 4 Syubpodmersy 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 55-2D

+V - (Schlupfreife) +
V v
&V v

+V +HV

IV v
1V -V

+l +
4 Triibungen am Dotter n
- A . e L | Mikrophthalmie R

Triibungen am Dotter
+I +l
Dotterkreislauf verfangsamt
] . A . groBer D I
D T T T T T T T T T T T T T T T 0

o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 63-2A *

+V H(Schlupfreife) +V
V4 v
V -V
+V +HV
IV 4 v
v 4 v
Embryonalentwickiung
+ll 4 +l
i 4 1]
=Nl 4 -l
+I 4 +
I ‘groBer Dotterverlust 1l
0 T T T T T T T T T T T T T T T 0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 156 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 75-2D

(fixiert)*

+V

-V

+V

+l

+l

12

13

14

15

16

+V 4 (Schlupfreife)
V4
V4
+V
IV 4
v 4
+i kein Dotterkreisiauf
1 4
-l 4
Triibungen am Dotter
+ 4 [P 2
Pericardialédem
i ' groBer Dotterverlust
D T T T T T T T T T T T
o 1 2 3 4 65§ 6 T 8 9 10 11
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 80-B
*
+V - (Schlupfreife)
V4
VA
+V
IV 1
v 4
kein Kreislaufr
+il Trilbungen des Embryos
1
m Pericardialédem .
=l Zerstbrungen o — L Mikrophthalmie
durch die
+1 4 Beschallung | Dotterkreislauf verlangsamt
] kein Kreislauf
Triibungen des Embryos
0 +—T—T T T T

+V

-V

+V

+ll

+Il

o 1 2 3 4 5 6 T7 & 9 10 1"

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

12

13

14

15

16

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 75-1D

+V

+

+l

WV

+iI

+

(fixiert)*
+V - (Schlupfreife)
V4
VA
HV
IV 4
-V 4
+l
I 4
-l A i Mikrophthalmie
+I Trilbungen am Dotter
n \ groBer Dotterverlust
D T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 4 5 6 T 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 76-1A
(fixiert)
+V  (Schlupfreife)
v 4
V4
+V
IV 4
-V
g Kreislauf verlangsamt Kshy Kratteny
+il A
Mikrophthalmie
il 4 —
-l 4
Pericardialddem
Hl 4
] ) "
grofier Dotterverlust
] T T T T T T T T T T T T T

4 5 6 7 8 9 10 11 12

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

0

13 14 15 16

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 76-1B

+V o (Schlupfreife)
V4
-V A
+V
gesamter Kreisfauf veriangsamt
IV 1 Kein Kreisiauf
-V 4
+Il A
Triilbungen am Dotter
L L L . i
I
Mikrophthalmie
-l 4
+ 4 Pericardialidem
n L 2 2 . . groRer Dotterverlust
D T T T T T T T T T T T T T T T

+V

v

+V

+l

+l

o1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 83-A

(fixiert)
+V 4 (Schlupfreife)
A
V4
+V 4
IV 1
Pericardialédem
AV 4
Kreislauf verlangsamt
+II 4
1l
Triibungen am Dotter
L . L L L L L i
-l 4 o n
Mikrophthalmie
+1
grofler Dotterveriust
| .
O T T T T T T T T T T T

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

T T
o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1318 19 20

+V

vV

+V

+i

I

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 41-3C

+V - (Schlupfreife) +
V v
VA -V

+V +HV

IV 4 v
-V -V

+l +
4 Mikrophthalmie n
-l 4 -l
+I +l

Pericardialédem
I : - groRer Dotterverlust I
D T T T T T T T T T T T T T T 0
0 1 2 4 5 6 T 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 63-2C

+V q(Schlupfreife) +V
V 1 v
-V A v

+HV +HV
v 4 g e g o} v

gesamter Kreislauf verangsamt

-V 4 -V

+il +ll

Pericardialédem
i 4 1]
Mikrophthalmie
-l 4 -l
+il 4 +
] . i
groRer Dotterverlust
0 — — T T T T T T T T T 0
0o 1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 156 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 69-1D
Ti

+V 4 (Schlupfreife) +V
V A v
-V 4 -V
+V +V
IV 4 v
AV -Iv
+Il A +l
I m
- -l
+ +
] i kleiner Dotterverlust [
0 T T T T T T T T T T T T T T T T 0
o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 75-2C

(fixiert)*
/7
+V - (Schlupfreife) +V
V- v
V4 vV
+V A +HV

gesamter Kreislauf verlangsamt

IV 4 v
Kein Kreislau|
V1 Dotterkreislauf verlangsamt -V
+ll A +l
Mikrophthaimie
o m
Pericardialédem
-l
+l
e L
grofer Dotterveriust
T T T T T T T / 0

7 8 9 10 11 12 13 1416 17

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 78-2A

(Fixiert)*
+V - (Schlupfreife) +V
V 4 v
vV 4 v
+V +HV
3 g
5 IV v 5
g Dotterkreislauf verlangsamt E
® »
[} [
g -V 4 -V 5
& [
£ Mikrophthalmie 'E
R e g
1 ]
-l 4 Kein Kreislauf =l
+i +
[} L grofer ]
0 T T T T T T T T T T T T T T T 0
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
Zerstd durch g
Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 80-E
*
+V - (Schlupfreife) +V
V 4 v
V4 -V
+V +HV
H H
T v 5
8 8
[} [}
c B A"
] ]
B -
£ £
= il 5
]
-l
+l
kleiner Dotterverlust ]
T T T T T T T T T 0

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 80-A

1.*

+V

+l

+l

13

14 15

16

WV

+il

+l

+V 4 (Schlupfreife)
v
V4
+V
v 4
AV
+l __._ Mikrophthalmie
I 4
-l 4
+I 4
I .. groBer Dotterverlust
0 T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 40-2A
*
(Schiupfreife)
+V A
Vv 4
WV A
+V
I\
-Iv Pericardialédem
+Il 4
Il A Mikrophthaimie
-l 4
1 4
] groRer Dotterverlust
0 T T T T T T T T T T T T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

13

% 15

16

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 78-1B
(fixiert)"

+V

v

+il

+

+V

-V

+l

+l

+V - (Schlupfreife)
V -
v 4
+V Tritbungen des Embryos
IV
-V 4
+1l 4 Dotterkreislauf verlangsamt
1 4
| | Triibungen am Dotter
-l A “ Mikrophthalmie
+I 4
[[JRess
- grofier lust
0 T T T T T T T T T T T T T T T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
Zerstd durch g
Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 80-C
t
+V - (Schlupfreife)
VA
v -
+V
IV 4
AV
+lll 4 { i Dotterkreislauf verlangsamt
I 4
-1l 4
+I lauf ver;
! Triibungen des Embryos
< kleiner Dotterverlust
p—2. gen durch die
D T T T T L] T T T T T T T T L) T

o 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalstadien

Embryonalstadien

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 76-1D
(fixiert)*

+V -

+l 4

I 4

+ 4

(Schlupfreife)

Triibungen des Embryos
kein Krelslauf
Dotterkreislauf verlangsamt

Triibungen am Dotter

Mikrophthaimie

groBer D

+V

-V

+V

+l

+l

o1 2 3 4 &5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe 82-D

16

+V - (Schlupfreife)

11’ kleiner Dotterverlust

+V

-V

+V

+ll

+Il

1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]

0
16

Embryonalstadien

Embryonalstadien
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Embryonalentwicklung und Symptomkombination von Probe ??7*

+V - (Schlupfreife) +
v Embryonalentwicklung v
v v
+V A +HV
& H
5 V4 v 5
g g
[} [}
5 HVH Vo5
4 2
8 8
E 4+ s g
i 4 mn
-l 4 -l
+I +l
< I
0 T T T T T T T T T T T T T T T 0

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Beobachtungszeit nach Beschallung [Tagen]
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9.3 GemeinsamePublikationPeters et al. (1998)



