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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, eine vollstandige und lickenlose Se-
midUnnschnittserie des Gehirns einer adulten Europaischen Sardelle (Engraulis encrasico-
lus Linnaeus, 1758) anzufertigen (Schnittdicke 1,5 um, 8487 Einzelschnitte). Darauf basie-
rend wurde ein digitaler 3D-Bildstapel in lichtmikroskopischer Auflésung erstellt und
wesentliche Hirnregionen, sowie Kerne und Nervenbahnen identifiziert, markiert und deren
Lage innerhalb des Gehirns beschrieben. Daruber hinaus wurde ein interaktiv manipulier-
bares 3D-Oberflachenmodell und ein Gehirnatlas mit 18 ausgewahlten Querschnitten an-
gefertigt.

Ein weiteres adultes Sardellengehirn wurde per uyCT aufgenommen und ein vollstandiger
dreidimensionaler Datensatz bei vergleichsweise geringem Zeitaufwand erstellt. Bei dieser
Methode ist die Schnittebene frei wahlbar und mehrfach parallel darstellbar, sobald der
Stapel erstellt ist. Jedoch lassen sich kleinere Strukturen oft nicht unterscheiden, da Aufl6-
sung und Kontrast im Gegensatz zur konventioneller Histologie deutlich geringer sind.

Die Untersuchungen des Sardellengehirns haben ergeben, dass der Bauplan prinzipiell
dem zu erwartenden Grundaufbau des Gehirns bei Fischen entspricht, mit Ausnahme ein-
er bislang bei Knochenfischen noch nicht beschriebenen Kommissur, welche die posterio-
ren pretektalen Nuklei beider Gehirnhalften miteinander verbindet. Ob diese Kommissur
bei der Verarbeitung visueller Informationen speziell in Bezug auf das Polarisationskon -
traststehen eine Rolle spielt, kann rein morphologisch nicht belegt werden.

Neben dem optischen Tektum gelten spezielle Kerne innerhalb des Diencephalons fiur die
visuellen Datenverarbeitung bei Fischen als relevant: Der parvozellulare Nukleus des su-
perfiziellen Pratektums (Psp), der magnozellulare Nukleus des superfiziellen Pratektums
(Psm), der posteriore pratektale Nukleus (PO) und der Nukleus corticalis (NS). Alle Kerne
wurden bei grol3er lichtmikroskopischer Auflosung aufgenommen und ihr histologischer

Aufbau im Detail dokumentiert und beschrieben.

Des Weiteren wurden aus bereits vorliegenden Schnittserien junger Sardellenlarven
unterschiedlichen Alters (5d, 10d, 20d, 31d, 36d und 45d) 3D-Modelle der Gehirne rekon-
struiert, unter Amira® vermessen (Lange, Breite, Hohe und Volumen), gegentbergestellt
und anhand ausgewahlter histologischer Querschnitte soweit moglich miteinander vergli-
chen. Bei der 5 Tage alten Larve lasst sich bereits eine Differenzierung des Gehirns in so-

madominierte Bereiche mit dicht gepackten Zellkernen und in Neuropile beobachten.
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Zusammenfassung
Generell 1asst sich feststellen, dass mit steigendem Alter die Anzahl der Zellen, die GroRRe

des Gehirns und Gehirnkomplexitat zunimmt. Je alter eine Sardellenlarve, umso ahnlicher
erscheint das Gehirn dem einer adulten Sardelle und es lassen sich zunehmend mehr
Gehirnsubstrukturen erkennen.

Die Untersuchung von Kreuzungsmustern der Sehnerven bei Sardellenlarven erbrachte,
dass sowohl der linke oberhalb des rechten und umgekehrt der rechte oberhalb des linken
Sehnerven kreuzt. Eine eindeutige bevorzugte Praferenz lasst sich aufgrund der geringen

Stichprobenanzahl nicht feststellen.

Um die retinalen Projektionen Uber die Sehnerven ins Gehirn zu verfolgen, wurden die
Sehnervenaxone Uber alignierte Bilderstapel der lickenlosen 3D-Strukturdaten mit histo-
logischem Auflosungsniveau verfolgt (bei 5 facher lichtmikroskopischer Auflosung) und die
primaren und sekundaren Projektionsgebiete identifiziert. Hierbei wurden die Sehnerven
Uber das Chiasma, das Diencephalon bis hin in das optischen Tektum, Teil des dorsalen
Mesencephalons, verfolgt. Mit Amira® wurde eine 3D-Rekonstruktion des Verlaufs der
Sehnerven erstellt, beschrieben und dargestellt.

Auf beiden Seiten des Gehirns werden die parvozellularen Nuklei des superfiziellen Pra-
tektums (Psp) von den Ganglienzellaxonen umschlossen. Die magnozellularen Nuklei des
superfiziellen Pratektums (Psm) und die posterioren pratektalen Nuklei (PO) sind nur ante-
rolateral von Axonfasern umgeben. Die contralateralen Sehnervaxone stehen nachweislich
mit den Psp's, den Psm's und den PQO's in Verbindung. Es grenzen auf beiden Seiten die
Nuklei corticales (NS) dorsomedial an. Diese diffusen Gehirnkerne werden allerdings nur
von einigen Axonen durchzogen. Nur basierend auf den histologischen Querschnitten
kann jedoch keine eindeutige Aussage getroffen werden, ob die Ganglienzellaxone an den
Kernen vorbeiziehen oder dort enden.

Weitere Rekonstruktionen bei zunehmender VergroRerung erbrachten weitere Details. Es
liel® sich bei 10 facher VergrélRerung sogar eine scheinbar ipsilateral verlaufende Nerven-
bahn erkennen. Daruber hinaus ist es moglich bei 60 facher VergroRerung einzelne Ner-
venfasern zu verfolgen. Die manuelle Verfolgung von Nervenbahnen bzw. Fasern ist somit
durchaus eine bedingte Alternative zum herkdmmlichen Neurotracing mit lipophilen Fluo-
reszenzfarbstoffen. Eigene Versuche dazu erbrachten keine durchschlagenden Ergebnis-

Se.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Evolution, Embryonalentwicklung und Aufbau des Gehirns bei den Craniota

Innerhalb der Craniota ahneln sich Aufbau und Gliederung des zentralen Nervensystems
auffallend stark, wobei in den verschiedenen Gruppen Variationen in den Proportionen und
in der Komplexitat der einzelnen Hirnabschnitte zu Tage treten. Diese Beobachtung lasst
den Schluss zu, dass die unterschiedlichen Konstruktionen durch die Transformation eines
ursprunglichen Grundbauplans entstanden sind und gleichermal3en die Verwandtschafts-
verhaltnisse wie die neuroethologischen Anforderungen an den Organismus widerspie-
geln. Die Diversitat der Nervensystembauplane ist somit eine Folge der Variation ein und

desselben gemeinsamen, genetischen Grundplanes (Butler, 2000; O'Connell, 2013).

Die Gehirne der Craniota kdnnen aufgefasst werden als eine Erweiterungen eines Hirn-
blaschens, welches dem bei Branchiostoma ahnlich ist, jedoch neue Ebenen der neuronal-
en Organisation aufweisen und somit die Grundlage flr evolutionare Fortschritte bilden.
Als einfachste Erklarung fur den Ursprung des Craniotagehirns gilt die Verdoppelung
mehrerer Homeobox-Gene und die daraus resultierende Fahigkeit komplexere Gewebs-

Gewebs-Interaktionen zu ermdglichen (Hildebrand & Goslow, 2004).

Die Embryonalentwicklung des Gehirns verlauft bei allen Vertebraten annahernd gleich
(O'Connell, 2013): Unmittelbar nach der Neurulation bilden sich drei durch Einschnar-
ungen gegeneinander abgegrenzte Gehirnblaschen am anterioren Pol der Neuralleiste.
Aus ihnen entsteht letztlich das gesamte adulte Gehirn.

Die primaren Gehirnblaschen, von anterior nach posterior benannt, sind das Pros- (Vor-
derhirn), Mes- (Mittelhirn) und Rhombencephalon (Hinterhirn). In einem weiteren Stadium
der Entwicklung kommt es zu zwei zusatzlichen Einschnlirungen, die das Gehirn in flinf
sekundare Gehirnblaschen unterteilen. Das Prosencephalon bildet ein anteriores Telen-
cephalon und ein dahinter liegendes Diencephalon. Das Cerebrum ist das adulte Derivat
des Telencephalons. Im Laufe der Evolution wird diese Hirnregion immer weiter vergro-
Rert, bis es schlieBlich bei Saugetieren den gréfliten Teil des Gehirns bildet und die meis-
ten Kontrollfunktionen dominiert. Das Mesencephalon bleibt ungeteilt erhalten und bildet
unter anderem die Lobi/Tecti optici (bzw. die Colliculi bei Sdugern). Das Rhombencepha-

lon untergliedert sich in ein vorne gelegenes Metencephalon, aus dem spater auch das

Seite 3



1 Einleitung
adulte Cerebellum (Kleinhirn) und die Pons (Bruicke) hervorgeht, und ein dahinter gelegen-

es, zur Wirbelsaule anschliefendes Myelencephalon, im adulten Stadium auch Medulla
oblongata genannt (Hildebrand & Goslow, 2004; Bear et al., 2007). In Abbildung 1 ist die

Entwicklung des Gehirns bei Vertebraten dargestellt.

primare sekundare Adultes
Gehirnblaschen Gehirnbliaschen Stadium

- Cerelbrum
cleneephalen
Presencephalon sl d
T Diencephalon Dicneaphalon
Mesencephalon — Vlesencephalon Mesencephalon
Cersbaellum
L NMetenecephalon
Rhombencephalon ey Pons
Myelencephalon \
Medulla
Oblongata
Ritickenmeartc Riickenmearts

Abbildung 1: Embryonalentwicklung des Vertebratengehirns

Die primaren Gehirnbldschen sind Pro-, Mes- und Rhombencephalon. Durch zwei zusatzliche
Gehirneinschnirungen kommt es zur Entstehung der sekundaren Gehirnblaschen. Das Prosence-
phalon unterteilt sich in Tel- und Diencephalon; das Rhombencephalon in ein Met- und Myelence-
phalon. Das Cerebrum ist das adulte Derivat das Telencephalons. Aus dem Metencephalon ent-
steht beim Adultstadium Cerebellum (Kleinhirn) und Pons (Briicke). Aus dem Myelencephalon geht
die Medulla oblongata hervor. Oben anterior und unten posterior.
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1 Einleitung

1.2 Unterschiede des Gehirnaufbaus verschiedener Vertebratenklassen

Zur Grundkonfiguration des Gehirns bei Wirbeltieren gehoren (von anterior nach posterior)
ein olfaktorischer Bulbus, paarige zerebrale Hemispharen, das Diencephalon, das paarige
Tectum opticum, das unpaare Cerebellum und eine Medulla (Northcutt, 2002; Jarvis et al.,
2005). Im Folgenden werden die Gehirne der unterschiedlichen Wirbeltierklassen kurz be-
schrieben und verglichen. Eine Ubersicht dariiber, wie sich die Gehirne der unterschied-

lichen Wirbeltierklassen auf den ersten Blick unterscheiden, ist in Abbildung 2 dargestellt.

Cyclostomata Die Gehirnkonfiguration bei den Cyclostomata ist sehr urspriinglich, aber in
mancherlei Hinsicht spezialisiert. Der anteriore Gehirnanteil ist verkirzt und die grof3en
Bulbi olfactorii sind von den dicken cerebralen Hemispharen getrennt. Bei Neunaugen sind
die Lobi optici gut ausgebildet, bei blinden Schleimaalen funktionsbedingt eher klein. Die
Medulla ist relativ grof3 und das Cerebellum ist bei diesen eher tragen Tieren nicht vorhan-
den bzw. rudimentar (Northcutt, 2002; Kuratani & Ota, 2008).

Elasmobranchia Die Knorpelfische weisen groRe und weit abgetrennte Bulbi olfactorii
auf. Der Tractus olfactorius ist vorhanden, die cerebralen Hemispharen sind in der Mitte
miteinander vereint und teilen sich einen gemeinsamen Ventrikel. Bei dieser Gruppe ist
das Gehirn relativ gro3. Das Verhaltnis Gehirn- zu Kérpermasse entspricht eher dem von
Végeln und Saugetieren, als dem von Knochenfischen (Northcutt, 2002). Ein Pinealorgan
(Zirbeldruse) ist Teil des Gehirns, jedoch ist kein Parietalorgan (Scheitelauge) vorhanden.
Bei Tetrapoden fehlend und als charakteristische Strukturen fur Fische im Allgemeinen gel-
ten ein Hypothalamus mit seitlich anliegenden, paarigen Lobi inferiores und ein dinner
Saccus vasculosus. Letzterem werden Aufgaben bei der Perzeption der Wassertiefe und
damit in Verbindung stehendem Verhalten (wie z.B. tageszeitabhangige Tiefenwanderung-
en), sowie beim transzellularen lonentransport zwischen Blut und Cerebrospinalflissigkeit
(CSF) zugesprochen. Die optischen Loben sind gut ausgebildet und umgeben den ausge-
dehnten Mittelhirnventrikel. Das Cerebellum ist grof3, teils gefurcht (z.B. bei grolen Haien
wie dem Schaufelnasen-Hammerhai Sphyrna tiburo (Yopak et al., 2016) und enthalt eine
Ausdehnung des vierten Ventrikels. Es spielt eine wichtige Rolle in Bezug auf die Elektro-

rezeption.
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1 Einleitung
Knochenfische Die Gehirne der Knochenfische sind dulerst divers (Hildebrand &

Goslow, 2004). Bei Dipnoi ahnelt es dem der Knorpelfische. Der auffalligste Teil des Ge-
hirns bei Knochenfischen sind die vorgewdlbten Lobi optici (oft auch Tecti optici genannt).
Die Sehnerven kreuzen im Chiasma opticum oder vermischen sich miteinander in unter-
schiedlichen Mustern (Mogi et al., 2009). Das Cerebellum ist meistens grof3 und glatt, ahn-
lich dem der Knorpelfische. Bei den Actinopterygiern bildet das Kleinhirn eine nach an-
terior, in den Ventrikel des Mittelhirns vorstoRende Auswolbung (Valvula) aus, welche die
optischen Loben trennt.

Zudem fallen die Actinopterygier durch eine spezielle Vorderhirnarchitektur auf. Im Gegen-
satz zu allen anderen Vertebraten stulpen sich die cerebralen Hemispharen bei den Acti-
nopterygiern nach auf3en (Northcutt, 2002). Der Cortex und der Corpus striatum sind dick
und miteinander verschmolzen. Wie bei den Knorpelfischen sind Lobi inferiores und der
Saccus vasculosus unter dem Diencephalon vorhanden. Auffallig sind ein die Medulla
durchziehendes, einzelnes Paar riesiger Neuronen. Diese sogenannten Mauthner Zellen
stehen in Verbindung mit dem ,Ohr und dem Seitenliniensystem und vermitteln Flucht-
reflexe zu den Schwimmmuskeln. Die Plexus chorioidei sind baumartig verzweigte Ader-
geflechte und sind bei dieser Gruppe in dinne flussigkeitsgeflllte Sacke ausgestullpt. Sie
bilden die CSF und Ubernehmen zudem lokal die Funktionen von ,Nieren® - d.h. Aufnahme
von Stoffwechselabfallprodukten Gber CSF und Entsorgung Uber das Blut (Spector &
Johanson, 1989).

Gegenuber allen anderen Teleostiern weist das Tektum der Clupeomorpha eine Besonder-
heit auf. Die tektalen Hemispharen bestehen aus jeweils zwei Loben, die durch einen
flachen Sulcus von einander getrennt werden. Zudem lasst sich die an den tektalen Ventri-
kel anliegenden graue Zone des Tektums in drei separate, mediolaterale Bereiche unter-
gliedern (Butler, 1992; Butler & Northcutt, 1993; Northcutt & Butler, 1993).

Amphibien Das Gehirn der Amphibien ist bemerkenswert unspezialisiert und ahnelt dem
der Elasmobranchier und Dipnoi (Roth et al., 1993). Die cerebralen Hemispharen sind wei-
ter voneinander getrennt und teilen sich nur einen kleinen gemeinsamen Ventrikel. Der
Corpus striatum ist klein, die Pinealkdrper sind bei Anuren gut ausgebildet, der dorsale
Thalamus nimmt an Grof3e zu und die Vorlaufer der Mamillarkérper im Hypothalamus sind
vorhanden. Das Ausmal’ der Lobi optici reicht von klein (z.B. bei Urodela) bis mittelgrof}

(z.B. bei Anura) und das Cerebellum ist rudimentar (Paulin, 1993).
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1 Einleitung
Reptilien Das Gehirn der Reptilien ist schmal bis langlich, die Bulbi olfactorii sind kleiner

als bei den Fischen und der Tractus olfactorius ist lang (Hildebrand & Goslow, 2004). Das
Cerebrum ist grof3 und die oberflachlichen Teile des Cortex sind diinn, die graue Substanz
liegt auen. In Bezug auf das Vorderhirn deutet die relative Grofie und Lage des Cortex
und Corpus striatum innerhalb der Reptilien darauf hin, dass es zwei Evolutionstendenzen
gegeben hat. Linie eins (Anapsida) weist in Richtung Saugetiere und wird rezent von den
Schildkréten reprasentiert und Linie zwei (Archosauria) geht in Richtung Vogel reprasen-
tiert durch die Krokodile (Hildebrand & Goslow, 2004). Bei Echsen ist das Parietalorgan
funktionsfahig, der dorsale Thalamus ist grof3er und komplexer im Vergleich zu den niede-
ren Wirbeltierklassen und der ventrale Thalamus enthalt bereits alle Kerne, die auch bei
den Saugetieren vorkommen. Die Lobi optici sind sehr gut ausgebildet, das Mittelhirn
schlie3t einen ausgedehnten Ventrikel ein und das Cerebellum ist glatt. Letzteres ist bei
Schwimmern am grof3ten und bei Schlangen eher rudimentar. Die Plexus chorioidei sind
invertiert, d.h. sie liegen innerhalb der Ventrikel (Northcutt, 2002).

Vogel Das Gehirn von Vogeln ist relativ groR, kurz, breit und einheitlich gebaut
(Hildebrand & Goslow, 2004). Die Bulbi- und der Tractus olfactorius sind im Allgemeinen
kleiner als bei anderen Vertebraten, nur bei Aasfressern (und beim Kiwi) sind sie funktions-
bezogen verstarkt ausgebildet (Corfield, 2009). Cerebrale Hemispharen sind sehr stark
ausgebildet und die Teile des Cerebrums sind sehr divers und abhangig von den
jeweiligen Spezialisierung (z.B. der feine Umgang mit dem Schnabel bei einem Papagei
oder das Horen bei einer Eule). Die oberflachlichen Teile des Cortex sind sehr dinn und
feste Areale Ubernehmen spezifische Funktionen. Der dorsale Thalamus ist sehr stark ent-
wickelt. Nervi optici, Chiasma opticum und Tractus opticus sind bei dieser sehr stark op-
tisch orientierten Gruppe in der Regel grof3. Besonders grof3 sind die Lobi optici, die zu-
dem eine Schichtung und eine einzigartig laterale Lage aufweisen (Jarvis et al., 2005).
Das Cerebellum ist mit am gréten im Vergleich zu anderen Vertebraten mit Ausnahme

mancher Saugetiere.

Saugetiere Die Bulbi und der Tractus olfactorius sind bei Saugetieren sehr divers. Sie
koénnen riesig sein (z.B. beim Erdferkel) oder aber auch relativ klein (z.B. bei Primaten).
Der Corpus stratum ist gut ausgebildet, aber kleiner als bei Reptilien und Vdégeln. Das
Hauptmerkmal dieser Klasse ist der riesige Neocortex (Hildebrand & Goslow, 2004).
Dieser ist bei den meisten kleinen Saugetierarten eher glatt und bei den gréf3eren zuneh-
mend aufgewunden. Eine neue Kommissur, der sogenannte Corpus callosum, verbindet
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1 Einleitung
beiden Hemispharen miteinander. Thalamus und Hypothalamus sind stark differenziert.

Die Lobi optici heil’en jetzt Colliculi superiores oder -anteriores. Nachdem der cerebrale
Cortex einen Grofteil ihrer Funktionen ibernommen hat, weisen sie nur noch eine geringe
GroRe auf. Zusammen mit den Colliculi posteriores und -inferiores vervollstandigen sie die
Corpora quadrigemina des Mittelhirndaches. Der Ventrikel des Mittelhirns ist nur noch auf
einen engen Aquaeductus cerebri begrenzt. Das Cerebellum ist grof3, breit und stark auf-
gewunden. Der cerebellare Kernkomplex hat sich in drei bis vier voneinander getrennte

Paare von Kernen differenziert und eine Pons ist stark ausgebildet (Paulin, 1993).

Reptilien

Amphibien

Neunaugen

Abbildung 2: Ubersicht iiber die Vertebratengehirne nach Northcutt 2002

Telencephalon: gelborange; Mesencephalon: gelb; Cerebellum: grin.
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1.3 Das Sehsystem der Sardelle

Die Europaische Sardelle Engraulis encrasicolus (Linnaeus, 1758) ist innerhalb der Tele-
ostei ein Vertreter der Familie der Engraulididae (Sardellen) aus der Ordnung der Clupei-
formes (Heringsfische). Die genaue Stellung der Familie Engraulididae innerhalb der Gna-
thostomata, ist in Abbildung 3 dargestellt.

Die Europaische Sardelle ist ein pelagischer Schwarmfisch, ernahrt sich von Zooplankton
und kann eine Korperlange von bis zu 20 Zentimetern erreichen. Ihr Lebensraum erstreckt
sich vom Schwarzen Meer, Uber das Mittelmeer bis hin zu den Westkusten des Nord- und
Zentralatlantiks (Abbildung 4). Sie ist in Tiefen von bis zu 400 Metern anzutreffen
(Whitehead et al., 1985).

In der Vergangenheit war die Europaische Sardelle von grof3er wirtschaftlicher Bedeutung
fur die Fischereiindustrie und sie ist auch heute noch ein wichtiger Speisefisch. Bevorzug-
te Fangmethoden sind die sonarunterstitzte Schleppnetzfischerei und die konventionelle
nachtliche Ringwaden- bzw. Lichtfallenfischerei.

Von besonderem Interesse fur die Wissenschaft ist die Sardelle, da das retinale Zapfen-
system bei einigen Vertretern der Engraulididae einzigartig im Tierreich ist (Fineran &
Nicol, 1978; Hel} et al., 2002; Hel} et al., 2006) und als solches das einzig biophysikalisch
nachvollziehbare Polarisationsdetektionssystem bei Vertebraten darstellt (Horvath & Varju,
2004): Sie besitzt vorwiegend zwei Arten von Zapfen, die abwechselnd in Reihen angeord-
net sind. Die photopigmenttragenden Lamellen sind parallel zum einfallenden Licht ausge-
richtet (und nicht senkrecht wie bei praktisch allen anderen Vertebratenzapfen), und ste-
hen dabei innerhalb beider Zapfentypen orthogonal zueinander. Dadurch wird eine Art
Zwei-Kanal-Analysator generiert, der es der Sardelle erlaubt linear polarisiertes Licht als
spezifische Qualitdt wahrzunehmen, anstelle eines Farbkontrastsehens (Bernard &
Wehner, 1977; Hel3, 2000, 2009).

Licht dessen ,wavicles” gleich orientierte e-Vektoren aufweisen wird als linear polarisiert
bezeichnet. Sonnenlicht ist unpolarisiert. Erst durch den Eintritt in die Erdatmosphare und
den Zusammenstol} der Lichtquanten mit den atmospharischen Komponenten, kommt es
zur Streuung und Teilpolarisation. Die maximale lineare Polarisation entsteht, wenn Son-
nenstrahlen im Winkel von 90° von den Atmospharenpartikeln gestreut werden. Dadurch

lasst sich ein charakteristisches Polarisationsmuster am Himmel beobachten, welches sich
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je nach Sonnenstand andert (Horvath & Varju, 2004). Ein entsprechendes Polarisations-

muster entsteht unter Wasser und fiihrt zu einer Teilpolarisation des Hintergrundlichtes
(Waterman, 1954). Die Reflexion von Licht an zufallig ausgerichteten Grenzflachen (z.B.
Cuticulae von Planktonkrebsen, in geringerem Malde auch Fischschuppen) depolarisiert

das Licht dagegen wieder.

Auch bei anderen Knochenfischarten sind Hinweise auf ein Polarisationssehen publiziert
z.B. Lachse (Hawryshyn et al., 1990; Hawryshyn & Bolger, 1990), Sonnenbarsche
(Cameron & Pugh, 1991), Regenbogenforellen (Novales Flamarique, 2013), wenn auch in
diesen Fallen der biophysikalische Mechanismus noch Gegenstand kontroverser Diskus-
sion bzw. fragwurdig ist. Ansonsten sind Vertebraten nicht spezifisch polarisationssensitiv
— ganz im Gegensatz zu den Cephalopoden (Shashar & Cronin, 1996) und zahlreichen Ar-
thropodenarten (v. Frisch, 1949; Wellington, 1953; Altevogt & Hagen, 1964; v. Helversen &
Edrich, 1974; Frantsevich et al., 1977; Wehner, 1982; Rost & Honegger, 1987; Brownell &
Weber, 1995; Dacke et al., 2001), bei denen die Ausnutzung polarisierten Lichtes zur Ori-

entierung oder zur Kontrastbildung eher der Regelfall als die Ausnahme ist.

Das Polarisationssehen ermdglicht in erster Linie eine verbesserte Kontrastwahrnehmung.
Fur Tiere die in einer Umwelt mit geringen spektralen Kontrasten leben, ist es mdglich
Objekte, wie z.B. transparentes Zooplankton, besser wahrzunehmen, was zu einer effi-
zienteren Nahrungsaufnahme fuhrt. Weitere denkbare Vorteile sind eine inter- bzw. intra-
spezifische visuelle Kommunikation, sowie eine verbesserte raumlichen Orientierung und

die Navigation nach dem Sonnenkompass (Kamermans & Hawryshyn, 2011).
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Neoselachii
“Haie & Rochen”

Chondrichthyes
“Knorpelfische”

Gnathostomata
“Kiefermiinder”

Holocephali
“Chimaren”

Dipnoi
“Lungenfische”

Sarcopterygii
“Muskelflosser”

Tetrapoda
“Landwirbeltiere”

Osteichthyes
“Knochenfische”

Actinopterygii
“Strahlenflosser”

Actinopteri

Osteoglosso-
morpha

Elopomorpha

Teleostei
“Echte
Knochenfische”

Clupeidae
“Heringe”

Clupeomorpha

Clupeoidei

Euteleostei

Acipenseriformes

“Storartige”
Holostei
“Knochen-
ganoiden”
Neopterygii
“Neuflosser”
Teleostei
“Echte
Knochenfische”

Abbildung 3: Stammbaum der Gnathostomata und Stellung der Sardellen
Stark vereinfacht nach Butler et al. (1991) und Westheide & Rieger (2010).
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2000 km

Abbildung 4: Verbreitungsgebiete der Europdischen Sardelle Engraulis encrasicolus.

Hauptverbreitungsgebiete der Europaischen Sardelle sind das Mittelmeer, das schwarze Meer, so-
wie die Ostatlantikkiiste Europas und Afrikas (nach Whitehead et al. (1985); Karte aus
https://maps.google.de/).
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1.4 Stand der Forschung

Der Aufbau der inneren- und aul3eren Sardellenretina, d.h. deren Morphologie, Ultrastruk-
tur, Konnektivitat und Zelldichteverteilung sind eingehend erforscht (Fineran & Nicol, 1976,
1977, 1978; Zueva, 1982; Noveles Flamarique & Hawryshyn, 1998; Hef3, 2000;
Awaiwanont et al., 2001; Hel3 et al., 2002; Novales Flamarique & Harosi, 2002; Hel3 et al.,
2006; Hel3, 2009; Koch et al., 2010; Koch, 2011; Koch & Hel3, 2011; Novales Flamarique,
2011; Kondrashev et al., 2012; Kondrashev et al., 2013; Kondrashev et al., 2016; Novales
Flamarique, 2017) bzw. Gegenstand laufender Untersuchungen in der Arbeitsgruppe Hel}

(laufende Dissertationen Scheungrab und Schulze).

Der nachste logische Schritt bei der Aufklarung der dem (bei Wirbeltieren seltenen) Polari-
sationskontrastsehen zugrundeliegenden Strukturen fuhrt von den Ganglienzellen der Re-
tina Uber den Sehnerv in das Gehirn und zu den dort befindlichen ersten visuellen Ver-
schaltungsgebieten. Wahrend bei uns Menschen die visuelle Datenverarbeitung Uber die
seitlichen Kniehocker (LGN = lateral geniculate nuclei) letztlich im zerebralen Cortex, d.h.
einem Teil des Telencephalons erfolgt, Ubernimmt diese Aufgabe bei ,niederen* Vertebra-
ten wie den Fischen das Mesencephalon mit seinem optischen Tektum, das Hauptziel reti-
naler Projektionen (Bear et al., 2007). Daneben gibt es weitere direkte retinale Projektions-
gebiete in Form mehrerer dem Tektum vorgelagerter Kerne. Hierbei gibt es zwei Grund-
plane von Verschaltungsmustern bei Fischen (Butler et al., 1991). Das erste Muster gilt als
das urspringlichere von beiden und kommt vor allem bei Osteoglosso-, Elopo- und Clu-
peomorpha vor. Hierbei erfolgt eine direkte retinale Projektion zum Nukleus corticalis (NS)
und zum parvozellularen Nukleus des superfiziellen Pratektums (Psp). Beide Kerne proji-
zieren weiter zum posterioren pratektalen Nukleus (PO).

Das zweite Muster findet man vor allem bei Euteleostiern, die Verschaltung ist dem des
ersten Musters zunachst sehr ahnlich. Die Retina projiziert zum Psp und zum NS. Der
Unterschied besteht darin, dass beide Kerne zu einem Nukleus glomerulosus (NG) proji-
zieren, jedoch ist zwischen dem Psp und dem NG noch ein weiterer Kern, der intermedial-

er Nukleus des Pratektums (Psi) zwischengeschaltet.

Die europaische Sardelle gehort der Gruppe der Clupeomorpha an (Abbildung 3). Folglich
wurde man bei ihr zunachst das urspringlichere Muster retinaler Verschaltungen vermu-

ten. In Anbetracht der Tatsache, das die Sardelle in der speziellen Lage ist polarisiertes
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Licht wahrzunehmen, ware eine Abweichung im Grundschema des Verschaltungsmusters

durchaus vorstellbar.
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1.5 Fragestellungen

Erstes Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Histologie und 3D-Mikroanatomie des
Sardellengehirns vollstandig zu erfassen und einen lickenlosen Gehirnatlanten in lichtmik-
roskopischer Auflosung zu erstellen. Die Idee das Gehirnatlanten ist nicht neu. Fur den
Aufstieg des Zebrafischs Danio rerio als Modellorganismus in der Biologie war unter
anderem auch dessen Brain-Atlas unerlasslich (Wullimann et al., 1996). Hier soll noch ein
Schritt weiter gegangen werden und nicht nur in Anlehnung an die Nomenklatur von
(Butler & Northcutt, 1993) ein vollstandiger 2D-Atlas, sondern darlber hinaus ein digitales
3D-Model des gesamten Sardellengehirns aus dem segmentierten Rohdatensatz erstellt
werden. Freie Skalier- und Drehbarkeit, frei wahlbare Konstellation von Gehirnabschnitten,
sowie Volumen- und Streckenmessung werden dadurch ermdglicht. Durch das Hinterlegen
und die freien Verfligbarkeit solcher Datensatze und 3D-Modelle im ,World Wide Web*
eroffnet sich flr die Zukunft ein komplett neuen Ansatz fir das funktionsmorphologisch
vergleichende Arbeiten an Gehirnen von Fischen und anderen Vertebraten. Durch die
Schaffung eines 3D-Bezugsystems wird zudem ein erster Grundstein flr weiteres stereo-
taktisches Arbeiten gelegt, der die wiederholte Manipulation einer anatomisch definierten
Hirnregion bzw. im Idealfall die wiederholte Manipulation eines bestimmten Zelltyps (Mikro-
injektionen z.B. in Verbindung mit Mikro-CT) erlaubt. Die luckenlosen 3D Strukturdaten auf
histologischem Auflésungsniveau dienen nicht zuletzt auch der Lokalisierung der retinofu-

galen Projektionsgebiete zur Erforschung des zentralen Sehsystems der Sardelle.

Zweites Ziel: Um die Entwicklung des Gehirns bei der Europaischen Sardelle besser ver-
stehen zu koénnen, sollen Gehirne von Sardellenlarvenstadien unterschiedlichen Alters
untersucht und auf histologischer, sowie mikroanatomischer Ebene miteinander verglichen
werden. Histologische Querschnittserien von Sardellenlarvenstadien unterschiedlichen Al-
ters liegen bereits vor.

Die Schnitte sollen abfotografiert, zu einem in anatomisch korrekter Reihenfolge angeord-
neten Bilderstapel zusammengefligt und passgenau Ubereinander gelagert werden. In
einem weiteren Arbeitsschritt kann im Anschluss daran fir jedes Larvenstadium unter
Amira® ein 3D-Model des Gehirns erstellt werden. Erst das 3D-Modell ermdglicht die
Erfassung gewisser quantitativer Parameter, wie z. B. Gesamtlange, Maximalbreite, Maxi-
malhéhe und Gesamtgehirnvolumen. Mit den so erhobenen Daten und unter Berticksichti-

gung des Alters der jeweiligen Sardellenlarve, lassen sich Rlckschllisse auf gewisse As-

Seite 15



1 Einleitung
pekte der Gehirnontogenese einzelner Areale oder Strukturen schlieffen und ggf. neue Er-

kenntnisse Uber die Entwicklungsgeschichte bei Engraulis encrasicolus gewinnen.

Drittes Ziel: In der Regel erfolgen bei Fischen retinale Projektion Uber den Sehnerv in das
optische Tektum, dem Hauptverarbeitungsort optischer Informationen. Weitere Projektions-
gebiete sind Hypothalamus, Thalamus und pratektale Regionen (Burrill & Easter, 1994).
Ziel ist es nun bei der Europaischen Sardelle aufzuzeigen, wohin genau die optischen Ner-
ven in das Gehirn projizieren und welche Kerne bzw. Gehirnareale neben dem Tektum
noch an der Verarbeitung visueller Informationen beteiligt sein sollten. Erste Erkenntnisse
daruber sollen (1) Neurotracing-Experimente mit lipidgangigen Fluoreszenzfarbstoffen lie-
fern. Langkettige, wasserabweisende Dialkylcarbocyanine bzw. Dialkylaminostyryle sind
weitverbreitete antero- und retroagrade neuronale Tracer, die bei lebenden, sowie fixierten
Gewebe und Zellen (erstmalige Vorstellung durch Godement et al. (1987)) zum Einsatz
kommen. Sie sind in der Lage via lateraler Diffusion die Plasmamembran von Neuronen
einheitlich zu Farben, ohne dabei das Uberleben der Zelle, sowie dessen Entwicklung
oder die physiologische Eigenschaften zu verandern (Honig & Hume, 1986, 1989). Zudem
werden die Tracer in der Regel von markierten zu nicht markierten Zellen nicht Gbertragen.
Durch das Aufbringen dieser lipophilen Fluoreszenzfarbstoffe auf die (hier fixierte) Retina
bzw. die Sehnerven, sollen die Nervenaxone aus der Retina Uber das Chiasma (kontrala-
teral, ggf. ipsilateral) bis hin in das optische Tektum sichtbar gemacht und verfolgt werden.
Neben den zu erwartenden Projektionen in das optische Tektum, sollen auch weitere an
der Verarbeitung optischer Information beteiligte Regionen bzw. Kerne innerhalb das Sar-
dellengehirns nachgewiesen werden. Das zuvor erstellte 3D-Modell und der Atlas sollen
als Orientierungshilfe innerhalb des Sardellengehirns dienen.

Zudem soll die (2) Verfolgung der Nerventrakte innerhalb der digital alignierten histolo-
gischen Semidunnschnittserie die aus den Neurotracing-Experimenten resultierenden Er-
gebnisse bestatigen bzw. erganzen. Die Sehnerven der Europaischen Sardelle sollen
manuell, Schnitt fir Schnitte, unter Amira® verfolgt und etwaige Projektionsgebiete aufge-

zeigt und dokumentiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialbeschaffung

Das Versuchsmaterial, adulte Europaische Sardellen (Engraulis encrasicolus), wurde im
August 2011 im Adriatischen Meer westlich vor Rovinj (Kroatien) gefangen und direkt von
einem Fischerboot beim Anlanden nach dem morgendlichem Fang bezogen. Die Fische
wurden dekapitiert und die Képfe in 4% Formol (0,1 M Phosphatpuffer; pH 7,2) fixiert. Um
eine optimale Fixierung des Versuchsmaterials zu gewahrleisten wurden die Kopfe mit ein-
er Nadeln mehrfach perforiert, ohne dabei das Gehirn zu beschadigen. Die eindeutige Be-

stimmung der Tiere erfolgte nach dem Bestimmungsschlissel von Whitehead et al. (1985).

Fur die Untersuchung an Gehirnen von Entwicklungsstadien der Europaischen Sardelle
standen insgesamt sechs Fischlarven unterschiedlichen Alters zur Verfigung. Die 5 und
10 Tage alten Fischlarven sind Wildfange und stammen aus den Gewassern der Kiste vor
San Sebastian in Spanien. 20, 31, 36 und 45 Tage alte Fischlarven kommen aus der Auf-
zuchtstation des Aquariums in Donostia San Sebastian (Spanien). Abbildung 5 zeigt funf
der sechs Larvenstadien. FUr das 31 Tage alte Larvenstadium war kein Bild mehr von vor
der histologischen Aufarbeitung aufzufinden. Die Fischlarven wurden in unterschiedlichen
Fixativen zugesandt. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der Larvenstadien, deren Alter und

Lange, das verwendete Fixativ, sowie deren Herkunft.

Tabelle 1: Ubersicht der Sardellenlarven

E. encrasicolus A 3 Formol Wildfang, San Sebastian
5 (U. Cotano; AZTI)

E. encrasicolus B 5 Glutaraldehyd Wildfang, San Sebastian
10 (U. Cotano, AZTI)

E. encrasicolus C 8 Formol Aufzucht, Aquarium San Sebastian
20 (A. M. de Murguia)

E. encrasicolus D 11 Formol Aufzucht, Aquarium San Sebastian
31 (A. M. de Murguia)

E. encrasicolus E 16,5 Formol Aufzucht, Aquarium San Sebastian
36 (A. M. de Murguia)

E. encrasicolus F 18 Glutaraldehyd | Aufzucht, Aquarium San Sebastian
45 (A. M. de Murguia)
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A

Abbildung 5: Die untersuchten Sardellenlarven unterschiedlichen Alters

A: 5 Tage altes Larvenstadium — 3 mm, Ansicht lateral. B: 10 Tage altes Larvenstadium — 5 mm,
Ansicht dorsal. C: 20 Tage altes Larvenstadium — 8 mm, Ansicht lateral. D: 36 Tage altes Larven-
stadium — 16,5 mm, Ansicht lateral. E: 45 Tage altes Larvenstadium — 18 mm, Ansicht lateral.
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2.2 Praparation und Einbettung des Sardellengehirns (adult)

Der in Formol fixierte, adulte Sardellenkopf wurde in eine mit Wachs ausgekleidete und mit
Phosphatpuffer nach Sérensen (0,1 M, pH 7,2; z.B. (Mulisch & Welsch, 2010)) geflllte
Petrischale Uberfuhrt und dort prapariert. Mit einer Mikroschere wurden durch Zirkumzision
zunachst die Fettlieder beider Augen abgehoben, die Augenmuskeln weg prapariert, die
Sehnerven an der Augapfelbasis durchtrennt und die Augen entfernt.

Am anterioren Ende des Kopfes wurden die paarigen Riechgruben und die davon ab-
gehenden Riechnerven nach caudal zum Ansatz der Schadelkapsel frei prapariert. Dieser
Schritt erforderte viel Geduld und es war stets darauf zu achten, dass sich keine Span-
nung in Bezug auf die durch die Fixierung nicht mehr elastischen Nerven entwickelte. Fir
eine besserer Handhabung der darauf folgenden Praparation wurden die Riechgruben an
den unteren Fortsatz der anterior hervorstehenden Schadelkapsel angelegt, so dass die
Riechnerven in einer lockeren Schleife zu liegen kamen.

Im nachsten Schritt wurde die Haut der dorsalen Schadeldecke abgezogen, die Kiemen-
deckel entfernt und die Knochenkapsel auf beiden Seiten von weichem organischen Mate-
rial mit einer feinen Pinzette befreit. Die Schadelkapsel wurde vorsichtig beidseitig hinter
den Augengruben ventrolateral aufgebrochen und die Kapseldecke Stlick fir Stlick abge-
tragen. Der dorsale Teil des Gehirns lag nun frei (Abbildung 6 A). Das Telencephalon geht
nach anterior in die Riechnerven Uber. Es liegt anterior in einem abgeflachten zylinder-
férmigen Knochenkapselfortsatz, der sich von posterior nach anterior verengt. Der Zylinder
wurde lateral zu beiden Seiten vorsichtig aufgeschnitten, der dorsale Teil entfernt und das
Telencephalon von der Unterseite gelost.

Die Sehnerven sind durch Offnungen der Schadelkapsel mit dem Gehirn verbunden. Der
anteriore Teil der Knochenkapsel wurde auf beiden Seiten lateral der Sehnervendffnung
eingeschnitten, das zwischen Sehnerven und Diencephalon liegende Knochenstlick ent-
fernt, das Gehirn aus der verbleibenden wannenformigen Knochenkapsel geldst, in frisch-
en Puffer Uberflhrt und 4x fur 30 Minuten in Phosphatpuffer gewaschen.

Es folgte die Nachfixierung bzw. Kontrastierung mit Osmiumtetroxid (OsO.). Fir gewdhn-
lich reicht es aus, kleinere Gewebeproben flr einen relativ geringen Zeitraum von wenigen
Minuten mit 1% OsO,4 zu behandeln. Vorexperimente haben ergeben, dass bei einem so
grollen Objekt wie dem kompletten Gehirn einer adulten Sardelle die Anwendung des
Standardprotokolls nicht ausreicht, damit das ganze Gewebe vom OsO. durchdrungen

wird (Scheungrab, 2011). Die Einwirkzeit wurde daher auf 16 Stunden angehoben.
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Nach der Osmierung wurde das Gehirn 4x 30 Minuten in Phosphatpuffer gewaschen und

in einer aufsteigenden Acetonreihe (30%, 50%, 70% je 2x 60 Minuten, 90%, 96% je 2x 30

Minuten, 100% 8x je 30 Minuten) entwassert. Das 100% Aceton wurde hierbei aus mit

wasserfreien CaCl. versetzten 99,9% Aceton gewonnen, am Vortag in einer luftdichten
Glasflasche angesetzt. Das Volumen des CaClz nimmt hierbei beachtlich zu.

Das Gehirn wurde in relativ weiches Epoxy-Polyesterharz (,Epon A®) eingebettet. Essen-
tiell fur eine erfolgreiche Einbettung ist der Schutz vor Feuchtigkeit. Hierfur wurden die
einzelnen Komponenten frihzeitig aus dem Kuhlschrank entnommen und in geschlos-
senen Flaschen auf Zimmertemperatur gebracht, damit nicht die Luftfeuchtigkeit an den
einzelnen Komponenten kondensiert. Das Mischverhaltnis der Komponenten der Firma
Roth fir Epon A betrug 31 ml Glycidether 100, 50 ml DBA Harter und 0,18 g Beschleuniger
DMP 30 pro 10 ml Stammlosung. Eine Zusammenstellung der Einzelkomponenten der

Eponeinbettung kann Tabelle 2 entnommen werden.

Tabelle 2: Komponenten des Kunstharzgemisches ,,Epon“ (Roth)

Adult Epon A Larven Epon A Larven Epon B
Glycidether 100 31 31 31
Harter DBA 50 50 -
Harter MNA - - 445
Beschleuniger DMP 30 0,18 g pro 10 ml 0,18 g pro 10 ml 0,18 g pro 10 ml
Stammldsung Stammldsung Stammldsung

Nach der Entwasserung wurde das in 100%igem Aceton lagernde Gehirn langsam in
reines Epon A Uberflhrt. Hierbei wurde das Gehirn zunachst in geschlossene Rollrand-
glaschen mit verschiedenen Gemischen aus 100%igem Aceton und zunehmendem
Epon A Anteil gegeben und infiltriert (Epon A / Aceton 100% 1:2 Gemisch fur 8 Stunden,
2x Epon A / Aceton 100% 2:1 Gemisch fiir 2 Stunden). Es folgte die Uberfiihrung in ein
offenes Rollrandglaschen mit reinem Epon A im Trockenschrank (mit Silikagel) damit das
Aceton ganzlich aus der Probe abdampfen konnte und nur noch reines Epon A zurlick
blieb (2x 60 Minuten und 1x Uber Nacht).

Das Gehirn wurde in eine mit Epon A gefilite Form aus Silikonkautschuk gebracht und mit
zwei Zahnstochern in geeigneter Weise orientiert. Uber einen Zeitraum von 72 Stunden
lie® man das Kunstharz langsam bei Raumtemperatur auspolymerisieren. Es folge eine
weitere Aushartephase im Warmeschrank bei 60°C Uber 48 Stunden. Tabelle 3 zeigt die

Zusammenfassung eingesetzter Reagenzien und die Dauer der einzelnen Arbeitsschritte.
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Tabelle 3: Protokoll der Eponeinbettung des adulten Sardellengehirns

0,1 M Phosphatpuffer 4x 2 h
1% Osmiumtetroxid (OsQ,) 16 h
0,1 M Phosphatpuffer 4x Y2 h
Aceton 30%, 50%, 70% je 2x 1 h, Giber Nacht in Aceton 70%
Aceton 90%, 96% je2x%h
Aceton 100% 8x % h
Epon A/ Aceton 100% (1:2 Gemisch) 8h
Epon A/ Aceton 100% (2:1 Gemisch) 2x2h
Reines Epon A (mit Deckel offen) 2x 1 h und 1x Uber Nacht
Reines Epon A Einbettung — Langsames Auspolymerisieren tber
72 h bei Raumtemperatur
Reines Epon A Auspolymerisieren Uber 72 h im Warmeschrank bei
60°C

2.3 Praparation und Einbettung junger Entwicklungsstadien von Sardellen

Die sechs Larvenstadien der Europaischen Sardelle wurden jeweils komplett in Epoxid-
harz der Firma Roth eingebettet. Die Einbettung erfolgte wie unter 2.2 beschrieben, jedoch
bei abweichender Dauer der jeweiligen Arbeitsschritte. Die Details sind Tabelle 4. zu ent-
nehmen. Das Epoxy-Polyesterharz wurde hierbei aus den Komponenten Epon A und
Epon B im Verhaltnis 1:1 gemischt. Epon A setzte sich aus 31 ml Glycidether 100, 50 ml
DBA (Harter 1) zusammen und Epon B aus 50 ml Glycidether 100 und 44,5 ml MNA
(Harter 2). Zudem wurde pro 10 ml Stammldsung 0,18 g Beschleuniger DMP 30 hinzuge-
geben, um das Auspolymerisieren des Kunststoffes zu beschleunigen. Die genaue Zusam-
mensetzung der einzelnen Komponenten fur die Eponeinbettung ist in Tabelle 2 zusam-
mengefasst.

Tabelle 4: Protokoll der Eponeinbettung der Sardellenlarven

0,1 M Phosphatpuffer 6x %2 h
1% Osmiumtetroxid (OsO.) 2h
0,1 M Phosphatpuffer 4x %2 h
Aceton 30%, 50%, 70% je 2x 1/2h, Uber Nacht in Aceton 70%
Aceton 90%, 96% je2x%h
Aceton 100% 6x %2 h
Aceton 100% / Epon (1:1 Gemisch) 2-4 h
Reines Epon (mit Deckel offen) Uber Nacht
Reines Epon Einbettung — Auspolymerisieren Uber 72 h im
Warmeschrank bei 60°C
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2.4 Schneiden und Farben

Der Kunstharzblock mit dem darin eingebetteten Gehirn der adulten Sardelle (Abbildung
6 B) wurde mit einer Rasierklinge zurecht getrimmt und mit einem mechanischen Ultra-
mikrotom (MT-7000 Ultra, RMC Microtoms) von anterior nach posterior mit einem Diaman-
ten (Histo Jumbo, Diatom) semidiinn geschnitten (Schnittdicke 1,5 um). Voran ging eine
einseitige Beschichtung des Eponblocks mit Pattexkleber nach der Methode von Ruthen-
steiner (Ruthensteiner, 2008). Dadurch war es mdglich die aneinander klebenden Bander
aus Einzelschnitte von einem Wasserfilm auf Objekttrager zu Uberfihren, ohne dabei auch
nur einen einzigen Schnitt zu verlieren (vollstandige Schnittserie des Sardellengehirns in
8487 Einzelschnitten). Die Bander wurden auf gereinigte Glasobjekttrager (Thermo
Scientific, Menzel-Glaser, geschnitten, Mattrand) aufgebracht und auf einer Heizplatte bei
80°C festgebacken. Die Schnitte wurden flir 10 Sekunden mit Richardson-Farbeldsung
(Richardson et al., 1960) auf der Heizplatte (80°C) behandelt, griindlich mit destilliertem

Wasser abgespult und getrocknet.

Die Herstellung der Semidunnschnittserien der Kopfe junger Sardellen erfolgte durch Hei-
demarie Gensler, die Technische Assistentin der Arbeitsgruppe Haszprunar / Hel3. Hierbei
entstanden Schnittserien der Kopfregion (Transversalschnitte) der jeweiligen Stadien in
unterschiedlichen Schnittdicken (s. Tabelle 5). Sie wurden entsprechend in 400-2400
Schnitte zerlegt, auf 5 bis 31 Objekttrager Uberfuhrt, auf einer Heizplatte bei 80°C festge-
backen, fur 30-40 Sekunden mit Richardson-Farbeldsung eingefarbt, im Anschluss daran

mit destilliertem Wasser abgespult und auf der Heizplatte getrocknet.

2.5 Bildbearbeitung und Datenerfassung

2.5.1 Aufnahme der Bilder

Um die Bilderfassung unter dem Mikroskop zu verbessern, befreite man die Objekttrager
ggf. von Staub und deckelte die Schnitte unter einem Deckglas mit DPX Mounting Medium
der Firma Agar Scientific ein. Dadurch wurden zusatzlich Unebenheiten im Kunstharz aus-
geglichen (Abbildung 6 C).

Insgesamt 307 Objektrager (adultes Gehirn: 213 Objekttrager; 6 Larvenstadien: 94 Ob-
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jekttrager) wurden mit dem Mikroskop Olympus BX61VS mit automatisiertem Tisch und

vierfach Objekttragerhalter erfasst und mit der Kamera Olympus XC10 bei 10-facher Ver-
groRerung (Objektiv UplanSApo 10x/0,40) automatisch eingescannt. Hierbei nahm das
Bilderfassungsprogramm Virtual Slide System Fluoreszenz VS-ASW FL 2,5 der Olympus
Soft Imaging Solution GmbH fur jeden einzelnen Objekttrager zahlreiche Einzelbilder auf
und setzte diese nahtlos zu einem einzelnen groRen Gesamtbild in proprietarem Datenfor-
mat aneinander (sogenanntes ,Stitchen®). Zur lichtmikroskopischen Bilderfassung siehe
auch Kap. 2.7.

Die Virtual Slide System Dateien (*.vsi) der einzelnen Objekttrager wurden mit dem Pro-
gramm OIlyVIA® V.2.3 (Olympus Soft Imaging Solution GmbH) geéffnet, einzelne Schnitte
ausgewahlt und bei 2,5- (adultes Gehirn) bis 10-facher VergroRerung (jungstes Larvalsta-
dium) mit der ,Snapshotfunktion“ abfotografiert.

Damit der Grélkenumfang der einzelnen Bilderstapel des jeweiligen Sardellenstadiums die
zur Verfigung stehenden Rechenleistung nicht Gberstieg, konnte nicht jeder einzeln ange-
fertigte histologische Schnitt aufgenommen werden. Daher wurde fur die Larvenstadien A,
B, C, D jeder zweite-, fur die Stadien E und F jeder vierte- und fur das adulte Stadium je-

der zehnte Schnitt aufgenommen.

Fir die 3D-Rekontruktion des adulten Gehirns wurden die Bilder der Objekttrager 48-213
herangezogen. Diese 166 Objekttrager beinhalten 6507 Einzelschnitte, bei Aufnahme
jedes zehnten Schnittes ergeben sich 650 Einzelbilder flr die 3D-Rekonstruktion.

Die ersten 47 Objekttrager beinhalten ausschliel3lich die Riechgruben und die olfaktorisch-
en Nerven. Sie umfassen 1980 Einzelschnitte und wurden von der 3D-Rekonstruktion aus-
geschlossen, da anderenfalls der unter Amira® zu bearbeitende Datenstapel, bei vorhan-

dener Rechenleistung, nicht mehr sinnvoll zu bearbeiten gewesen ware.

2.5.2 Bearbeitung der Bilder

Beim Abfotografieren einzelner Schnitte kam es vor, dass manche Gehirnquerschnitte bei
der gewahlten VergroRerung nicht vollstandig auf dem Bildschirm angezeigt wurden. Es
mussten daher teilweise mehre Bilder von verschiedenen Ausschnitten ein und des selben
Gehirnquerschnittes aufgenommen werden. Es wurde darauf geachtet, dass immer ein

geringer Teil des einen Bildes mit dem eines anderen uUberlappte, damit die Bilder in einem
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weiteren Arbeitsschritt zu einem groRen Gesamtbild zusammengesetzt werden konnten.

Samtliche Bildbearbeitungsaktionen wurden mit dem Programm Adobe Photoshop® CS5 V
12.0.4 x64 vorgenommen und die bearbeiteten Bilder als Tiff-Datei abgespeichert. Das
Zusammensetzten einzelner Bilder, mit teilweise Uberlappenden Ausschnitten, erfolgte
unter Anwendung der Funktion ,Ebenen automatisch ausrichten“ - ,Repositionieren oder
zu einem geringen Anteil manuell. Daraus resultierende unterschiedliche Arbeitsflachen
der Bilder untereinander, mussten auf einen einheitlichen Nenner gebracht werden, bevor
diese in das Programm fur die 3D-Rekonstruktion geladen werden konnten. Damit alle
Bilder innerhalb eine Bilderstapels eine einheitliche Grofte aufwiesen, wurde das Bild mit
der groéfiten Arbeitsflache als Referenz gewahlt und alle anderen Bilder an dessen Arbeits -
flachengroRe angepasst.

In einem weiteren Arbeitsschritt wurden die einzelnen Bilder mit dem ,Lasso-Tool“ von
Schmutz und Schneideartefakten ,gereinigt und mit den Funktionen ,Weillabgleich®,
,Graustufen®, ,Autokontrast® und ,Scharfzeichnungsfilter - Unscharf maskieren® optimiert.
Sich wiederholende Arbeitsschritte wurden hierbei zu einem groRen Teil mit der automa-
tischen Stapelverarbeitung unter Photoshop durchgefihrt. Die wichtigsten Parameter fur

die Bildbearbeitung kdnnen in Tabelle 5 eingesehen werden.

Tabelle 5: Uberblick der wichtigsten Parameter fiir die Bildbearbeitung

E. encrasicolus 1 5 jeder 2. 10x 472 0.376x0.376
A x2

E. encrasicolus 1,44 5 jeder 2. 10x 259 0.639x0.639
B x2.88

E. encrasicolus 1,92 6 jeder 2. 10x 435 0.637x0.637
C x3.84

E. encrasicolus 1,5 19 jeder 2. 10x 361 0.641x0.641x
D 3

E. encrasicolus 1,64 28 jeder 4. 10x 420 0.641x0.641
E x6.56

E. encrasicolus 1,8 31 jeder 4. 5x 590 2.015x2.015
F X7,2

E. encrasicolus 1,5 213 jeder 10. 2,5x 650 2.56x2.56

Adult x15
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2.5.3 Erstellung von Bilderstapeln fur 3D-Rekonstruktionen

Die Bilder wurden in das Programm Amira® 5.3.3 in anatomisch korrekter Abfolge einge-
laden, mdglichst passgenau Ubereinander gelagert (sogenanntes ,Alignieren®, Abbildung
6 D). Hierfir wurden die Einzelbilder an dem vorherigen oder folgenden Bild mittels der
automatischen Alignierfunktion unter Amira® (,Align-Slices”) ausgerichtet und bei Bedarf
abermals manuell korrigiert. Danach wurde die Voxel Size unter Amira der tatsachlichen
Bildauflésung angepasst, um die korrekten Proportionen des Versuchsobjektes im digita-
len Raum zu definieren. Voxel weisen eine Ausdehnung im drei-dimensionalen Raum auf
(X-, Y- und Z-Richtung) und beschreiben als solches das kleinste dreidimensionale, digita-
le Volumenelement eines Datensatzes.

Fir die Bestimmung der X- und Y-Werte diente ein eingeblendeter Mal3stab bei der jewei-
ligen unter OlyVIA® aufgenommenen VergrofRerung, der in Photoshop® Ubertragen und
vermessen wurde. Dadurch lie3 sich errechnen, wie viel um ein Pixel des jeweiligen Ver-
suchsobjektes in der X- bzw. Y-Ebene entsprach. Der Z-Abstand lasst sich ganz leicht aus
dem mechanischen Schnittabstand der einzelnen Bilder zueinander bestimmen (die Bilder
der adulten Sardelle wurden bei 2,5 facher VergroRerung aufgenommen, ein Pixel ent-
sprach dabei letztlich 2,56 ym fir X- und Y-Ebene. Der Z-Abstand berechnet sich aus der
Anzahl der verwendeten Schnitte mal der Schnittdicke: 10 x 1,5 ym = 15 ym; Ubersicht
siehe Tabelle 5).

2.5.4 3D-Rekonstruktion

Mit der 3D-Rendering Software Amira® 5.3.3 wurde zunachst unter dem ,Segmentation
Editor* das gesamte Sardellengehirn manuell, Schnitt fir Schnitt und fir jedes Entwick-
lungsstadium erfasst. Der auRere Raum und gehirnfremde Einbettungsartefakte wurden
hierbei ausgeschlossen. Als nachster Schritt wurden Teile des Gehirns in GrofRstrukturen
untergliedert (z.B. Telencephalon, Diencephalon, Mesencephalon, Cerebellum, usw.). Fur
jede einzelne Grof3struktur wurden mehrere Labels in einem Field mit definierter Farbe
eingefugt und benannt. Dazugehdrige Strukturen wurden manuell durch das Nachfahren
der Organstruktur mittels des ,Brush-Werkzeugs® markiert und hinzugefugt (Abbildung 6 E
und 7).

Fir die Erstellung eines 3D-Modells wurden die Labelfields jeder Substruktur als eigene

Label-Datei abgespeichert und mit der ,Resample® Funktion die Aufldsung verringert,
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indem je 4 Pixel (2 in X- und 2 in Y-Richtung) zusammengefasst wurden. Anderenfalls

ware eine Weiterverarbeitung der Daten bei vorhandener Rechenleistung nicht moglich
gewesen.

Die Anwendung des ,Surface Generator” mit der Einstellung ,unconstrained smoothing®
ergab jeweils ein erstes 3D-Oberflachenmodell. Dieses ist aus zahlreichen Polygonen auf-
gebaut. Je nach Komplexitat einer Struktur, besteht diese aus mehr oder weniger Poly-
gonen. Damit das Modell mit einer sinnvollen Arbeitsgeschwindigkeit bearbeitet werden
konnte, wurde die urspriingliche Polygonanzahl mit dem ,Simplify* Makro unter Amira® auf
1-2 Millionen fur alle Oberflachen reduziert. Damit das 3D-Modell realistischer erscheint,
wurde die Oberflache im ,Surface Viewer“ mit der Einstellung ,Direct normals® geglattet
(Abbildung 6 F).

Um das zu untersuchende Objekt anschaulich darzustellen verfligt Amira® (iber eine ganze
Palette an Mdglichkeiten. Die Perspektive und der Zoomfaktor sind frei wahlbar (Abbildung
8 B und C). Es lassen sich einzelne Substrukturen miteinander kombinieren und deren
Transparenz variieren, wodurch sich neue Erkenntnisse in Bezug auf Struktur und Form
erschlief3en lassen (Abbildung 8 D und E).

Mit dem Amira® Snapshot-Tool zum Erfassen von Screenshots wurden ausgewahlte An-
sichten des 3D-Modells aufgezeichnet und fir die Tafelerstellung in Photoshop als PSD-

und JPG-Datei abgespeichert.

2.5.5 Parametererfassung unter Amira®

Zur Vermessung wurden die Oberflachenmodelle der einzelnen Larvalgehirne in Amira ge-
laden, mit ,Surface View" angezeigt, auf ,,Orthographic View“ umgeschalten und mit dem
,Measurement-Tool“ vermessen. Die Lange wurde in dorsaler Aufsicht von der vordersten
Spitze bis zum hintersten Punkt des Gehirns gemessen; die Breiten- und Hohenmessun-
gen erfolgten bei frontaler Ansicht. Als maximale Breite bzw. Hohe wurde der Messwert
herangezogen, der beim horizontalen bzw. vertikalen Anlegen des Messbalkens, den
grofliten Wert ergab.

Fir die Volumenberechnung wurden alle dem Gehirn zugehdrigen Bereiche, innerhalb der
jeweiligen Bilderstapel, einem Labelfield zugeordnet. Mit dem ,Measurement-Tool“, unter
Anwendung des ,Material Statistics-Tool, lie® sich hieraus das Volumen des Gesamtge-

hirns bzw. seiner Untereinheiten berechnen (Voxelvolumen x Anzahl der gelabelten Voxel).
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2.5.6 MikroCT-Aufnahmen

Far die MikroCT-Aufnahmen wurde ein in Formol gelagertes Sardellengehirn frei prapariert
(wie unter 2.2 beschrieben), mit H,O gewaschen und drei Tage in 2 %iger J./KJ Losung
(sogenannter Lugol’sche Losung) gelagert. Danach wurde das Gehirn mit H,O gewaschen
und mit einem YCT ,Phoenix Nanotom m* bei einer Voxelsize von (2 ym)? erfasst (d.h. iso-
trope Auflosung). Insgesamt wurden bei einer 360° Rotation in ¥4 ° Schritten 1440 16-bit
Bilder mit 100kV und bei 120 pA unter der Einstellung ,500 ms avarage 3 aufgenommen.
Der vollstandige Scan dauerte 52 Minuten. Es erfolgte daraufhin eine Rickprojektion der
Serie von Projektionsbildern in einen Tiff-Stapel bei einer gegebenen Vorzugsorientierung
(transversal bis leicht schief) mit 2102 x 2467 x 2309 Pixeln. Fur die folgenden Arbeits -
schritte war es notig den Tiff-Stapel in 8 bit-Bilder zu exportieren, da Bildbearbeitungspro-
gramme unter Windows haufig 16 bit-Bilddateien nicht verarbeiten kdnnen. Die Umwand-
lung der Bilder dauerte 45 Minuten.

Der 8-bit-Bilderstapel wurde in das Programm Amira® geladen. Mit dem Werkzeug ,Ob-
lique-Slicer” war es moglich, unter zuvor sorgfaltiger Ausrichtung des Bilderstapels, Quer-
schnitte des Sardellengehirns auf in etwa gleicher Héhe wie die Histologiebilder des Atlas

zu erhalten.
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Abbildung 6: Vom Fischkopf zur 3D-Rekonstruktion. | 2

A: Lateralansicht des Kopfs einer adulten Sardelle wahrend der Praparation. Das Gehirn liegt frei*.
Links ist rostral. B: Ventralansicht auf das im Eponblock eingebettete, adulte Sardellengehirn.
Links ist rostral. C: Objekttrager mit Iickenloser Schnittserie des adulten Sardellengehirns auf
Hoéhe des Tektums. D: Alignierter Bilderstapel. Aus Ubersichtsgriinden sind nur 11 (Ebene 125,
175, 225, 275, 325, 375, 425, 475, 525, 575 und 625) von insgesamt 650 Schnittebenen des Ge-
hirns der adulten Sardelle gezeigt. Die Zahlen an der Seite geben die jeweilige Schnittebene an. E:
Horizontale Schnittebene auf Hoéhe des optischen Tektums der adulten Sardelle mit farbigen
Labels. Oben ist dorsal und unten Ventral. F: Lateralansicht der 3D-Rekonstruktion des adulten
Sardellengehirns unter Amira®. Links ist rostral und oben dorsal.

BlutgefalRe (rot), Cerebellum (griin), Diencephalon (orange), Mesencephalon (tiirkis), Meten-

cephalon (dunkelblau), Medulla oblongata (violett), linker Sehnerv (dunkelgrau), rechter Seh-
nerv (hellgrau), Telencephalon (gelborange), Tectum opticum (gelb).
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Abbildung 7: Bearbeitung der histologischen Querschnitte unter Amira®. Jedes Gehirnareal
wird markiert und dem Labelfield einer GroBhirnstrukturen zugeordnet. | 2

Die 3D-Ubersichtsabbildung oben in der Mitte zeigt die Schnittebenen innerhalb des adulten Sar-
dellengehirns der Abbildungen A - D bzw. A' - D".

A - D: Ausgewahlte histologische Schnitte (Ebene 209, 347, 421 und 571), die fur die 3D-Rekon-
struktion herangezogen wurden.

A' - D': Die zu A — D gehorigen Labelfields unter Amira® mit Bezeichnungen der jeweiligen GroR-
hirnstrukturen.

BV Blutgefalle (rot), CB Cerebellum (griin), DC Diencephalon (orange), MesC Mesencephalon
(turkis), MetC Metencephalon (dunkelblau), MeOb Medulla oblongata (violett), oN I linker Sehnerv
(dunkelgrau), oN r rechter Sehnerv (hellgrau), TC Telencephalon (gelborange), TO Tectum opticum
(gelb).
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A,

D/D’

C!

D!

1 mm
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Abbildung 8: 3D-Rekonstruktion des adulten Sardellengehirns. Amira® bietet zahlreiche
Untersuchungs- und Darstellungsmoglichkeiten. | 2

A: Lateralansicht (rechte Seite) der 3D-Rekonstruktion des adulten Sardellengehirns mit Bezeich-
nungen der GroRhirnstrukturen. Die Kriterien fiir die Abgrenzung von Di-, Mes-, Metencephalon
und Medulla oblongata werden im Ergebnisteil beschrieben. Links liegt caudal. B: Variation der
Perspektive, dorso-rostrale Ansicht. C: VergroRRerung, ventrale Ansicht (vgl. B). Die Sehnerven
spalten sich in mehrere Bander auf und kreuzen kammartig im Chiasma (*; Typ Il nach (Mogi et
al., 2009)). D: Die Auswahl einzelner Strukturen lasst dessen Ausmafle und Form erkennen. Hier:
Ventralansicht auf das Cerebellum. Links liegt rostral. E: Unter Amira® lasst sich die Transparenz
einzelner Label-Dateien variieren. Strukturen und deren Lage im Inneren des Gehirns wie z.B.
Blutgefalle und Ventrikel lassen sich dadurch sehr anschaulich darstellen.

BV Blutgefal (rot), CB Cerebellum (grin), DC Diencephalon (orange), MesC Mesencephalon
(turkis), MetC Metencephalon (dunkelblau), MeOb Medulla oblongata (violett), oN I linker Sehnerv
(dunkelgrau), oN r rechter Sehnerv (hellgrau), TC Telencephalon (gelborange), TO Tectum opticum
(gelb), V Ventrikel, * Chiasma Typ Ill nach (Mogi et al., 2009).
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2.6 Fluoreszenzlaufexperimente

2.6.1 Vorexperimente: Die Wahl der Fluoreszenzfarbstoffe und deren Konfiguration

Das Neurotracing sollte mit lipidgangigen Fluoreszenzfarbstoffen durchgefiuhrt werden.
Diese Farbstoffe sind in der Lage sich an lipidhaltige Strukturen anzuheften bzw. sich in
ihnen zu I6sen und sich dabei per Diffusion auszubreiten. Zellmembranen bestehen haupt-
sachlich aus Lipiden. Werden Nervenzellen mit dem Farbstoff markiert, kbnnen einzelne

Zellen oder auch ganze Trakte von Nervenbahnen verfolgt werden.

Im Vorfeld wurde eine Auswahl der zur Verfugung stehender Fluoreszenzfarbstoffen DiA,
DiD, Dil und DiO der Firma Invitrogen™ getroffen. Eine Ubersicht der Anregungs- bzw.
Emissionswellenlangen kann Tabelle 6 entnommen werden. Die Farbstoffe lagen in drei-
erlei Konfigurationen vor: Paste, Pulver und grofRe Kristalle. Die Farbstoffe wurden auf in
Sorensen-Puffer gewaschene, in Agar eingebettete, frei praparierte Sehnervenquer-
schnitte (Abschnitt zwischen Augapfel und Chiasma; ca. 4 mm Lange; Vibratom: Schnitt-
dicke 100 ym) aufgebracht und Uber einen Zeitraum von 10 Tagen auf ihre Anwendungs-
vertraglichkeit geprift. Wahrend der gesamten Versuchsdauer erfolgte die Lagerung der
Sehnervenquerschnitte in einer feuchten Kammer, um das Austrocknen zu verhindern. Der
Fortschritt der voranschreitenden Farbung wurde taglich dokumentiert. Zudem wurde der
Einfluss des Faktors Temperatur auf die Laufgeschwindigkeit genauer untersucht, indem
samtliche Farbstoffmodulationen jeweils bei Raumtemperatur (22°C), bei 30°C und bei
35°C angesetzt wurden. Weitere Auswahlkriterien waren unterschiedliche Anregungs- bzw.
Emissionswellenlangen der Farbstoffe untereinander, sowie deren Nachweisbarkeit durch

vorhandene FluoreszenZfiltersatze.

Die vielversprechendsten Ergebnisse lieferten hierbei die Farbstoffe Dil (1,1 -dioctadecyl-
3,3,3",3 -tetramethylindocarbocyanine perchlorate) und DiO (3,3 -dioctadecyloxacarbocya-
nine perchlorate) bei der Applikation von kleinen, pulverférmigen Kristallen. Im Vergleich
zu den Konfigurationen ,grofl3e Kristalle* und ,Paste” ist die Kontaktflache mit dem Ver-
suchsmaterial maximiert, wodurch die laterale Diffusion begunstigt wird.

Es kristallisierte sich heraus, dass sich fur die Detektion der Fluoreszenzfarbstoffe am bes-
ten der am Leica M205 FA Fluoreszenzbino der AG Bottger installierte Filter ,mCherry“ fur
Dil und der Filter ,GFP* fir DiO eigneten. Des weiteren zeigte sich, dass die Diffusion der

Fluoreszenzfarbstoffe generell sehr langsam voranschreitet, aber eine hohere Temperatur
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eine schnellere Ausbreitung Uber die Membranen zur Folge hat. Nachdem die eigentlichen

Versuche somit Uber einen langeren Zeitraum anzusetzen waren, musste eine Verunreini-
gung des Versuchsmaterials durch Bakterien und Pilzen vermieden werden. Eine Zugabe

von Azid in den Puffer nach Sorensen brachte das gewunschte Ergebnis.

Gleichermalen vielversprechend flr den Einsatz in Fluoreszenz-Experimenten zeigte sich
die Anwendung von Sytox Green auf einen ebenfalls in Agar eingebetteten Sehnerven-
querschnitt. Die Farbedauer von 7% bis % h und die Verdinnung der 5 pmol Stammldsung
auf 1:1000 fuhrte zu einem recht ansehnlichen Ergebnis. Der Farbstoff bindet an die DNA
der Zellen und macht die Zellkerne sichtbar. Stirbt eine Zelle, so andert sich die Zellmem-
branstruktur und Sytox Green kann in die Zelle hinein diffundieren. Das macht den Farb-
stoff zu einem idealen Detektor toter Zellen. Die Anregung liegt bei 504 nm und die Emissi-

on bei 523 nm (siehe auch Tabelle 6).

2.6.2 Ansatz Fluoreszenzlaufexperimente

Um die Axone des linken und rechten Sehnervs zu unterscheiden und um diese optisch
relevante Verarbeitungsgebiete des Gehirns ipsi- und contralateral zu verfolgen, kamen
zwei unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe zum Einsatz. Fur den Versuchsansatz | wur-
den insgesamt 13 Sardellengehirne wie unter 2.2 beschrieben frei prapariert und die Aug-
apfel am Sehnervansatz abgetrennt (Abbildung 9 A). Als nachster Schritt wurden die
Gehirne in mit Azid versetzten 4% Agar in sogenannte Nunc™ Cell-Culture Treated
Multidishes der Frima ThermoScientific™ eingebettet und die Gehirne enthaltenden
Agarblocke herausgenommen (Abbildung 9 B). AnschlieRend wurde jeweils ein separater
trichterférmiger Zugang zu der linken und rechten Sehnervenspitze geschaffen und auf die
Sehnerven eine kleine Menge Fluoreszenzfarbstoffpulver aufgebracht (linker Sehnerv Dil
und rechter Sehnerv DiO; Abbildung 9 C). Daraufhin wurden die Zugange wieder mit Agar
versiegelt. Um das Austrocknen des Materials und das Ausbleichen der Fluoreszenzfarb-
stoffe Uber die Versuchsdauer zu vermeiden, wurden die Gehirne in einer feuchten Kam-
mer unter Lichtausschluss gelagert.

Um die Versuchsdauer abschatzen zu konnen, musste zunachst die von den Fluoreszenz-
farbstoffen zurlickzulegende Distanz bestimmt werden. Anhand eines freipraparierten Sar-
dellengehirns mittlerer GréRe wurden folgende Abschatzungen getroffen:

Abstand Sehnervenansatz am Augapfel bis zum Chiasma (Weg a): 2,6 mm; Abstand Seh-
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nerv Chiasma bis Ende des Sehnervs / Eintritt ins Diencephalon (Weg b): 5,1 mm; Ab-

stand Sehnervenaxone Eintritt Gehirn / Anfang Diencephalon bis optisches Tektum
(Weg c): 5,3 mm; Abstand Sehnervenaxone Anfang bis Mitte des optisches Tektums
(Weg d): 3,4 mm. In Summe ergab sich daraus eine gesamte Wegstrecke von 16,4 mm
(Abbildung 9 G).

Geht man davon aus, dass die verwendeten lipophilen Farbstoffe Neuronen per lateraler
Diffusion in der Plasmamembran mit einer Geschwindigkeit von 0,2 — 0,6 mm pro Tag in
fixierten Gewebe markieren (Godement et al., 1987; Balice-Gordon et al., 1993), so ergibt
sich fur die Berechnung der Versuchsdauer:

Maximale Versuchsdauer: 16,4 mm (Laufstrecke) / 0,2 mm (minimale Ausbreitungsge-
schwindigkeit pro Tag ) = 82 Tage / 7 Tage = 11,7 Wochen. Minimale Versuchsdauer:
16,4 mm (Laufstrecke) / 0,6 mm (maximale Ausbreitungsgeschwindigkeit pro Tag ) = 27,3
Tage / 7 Tage = 3,9 (Wochen). Unter Berlcksichtigung der vorangegangenen Berechnung-
en entschied ich mich fur einen Versuchsdauer von 6 — 12 Wochen. Von den zuvor pra-
parierten Gehirnen wurden sieben bei 22°C Raumtemperatur und sechs im Warme-
schrank bei 35°C uber die Versuchsdauer gelagert.

Nach sechs Wochen wurde das erste Gehirn (gelagert bei 22°C) prapariert und auf die
zurtckgelegte Distanz der Fluoreszenzfarbstoffe untersucht. Die darauf folgenden Woch-
en wurden jeweils zwei weitere Gehirne untersucht (je ein Versuchsansatz gelagert bei

22°C und bei 35°C), bis nach Woche Zwolf alle Versuchsansatze aufgearbeitet waren.

Zudem gab es einen weiteren, von der bisherigen Standardprozedur abweichenden Ver-
suchsansatz Il, um fir zuklnftige Experimente einen weitere Methodik zu erproben. Hier-
bei wurden das Gehirn zunachst im Kopf belassen, die Hornhaut beider Augen entfernt
und die Glaskorper samt Linse mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Die darunter freiliegen-
de Retina wurde mit Filterpapier abgetupft und der Neurotracer direkt auf die optische Fur-
che, auch ,optical Cleft* genannt, der jeweiligen Retina aufgebracht (links Dil und rechts
DiO). Bei dieser speziellen Stelle auf der Retina handelt es sich um die Austrittsstelle der
Ganglienzellaxone, die als gerade Linie vom ventralen Netzhautrand nach mesiotemporal
zieht (Abbildung 9 D, *). Zuvor wurde die optische Furche mit einer Insektennadel mehr-
fach perforiert, um die Aufnahme der Fluoreszenzfarbstoffe in die Plasmamembran der
Neuronen zu erleichtern. Die Augenbecher wurden daraufhin mit Azid versetzten 4%igen
Agar versiegelt (Abbildung 9 D-F) und fur die Versuchslaufzeit von sechs Wochen in einer
feuchten Kammer bei Raumtemperatur von 22°C unter Lichtausschluss gelagert.

Nach Ablauf der Versuchszeit folgte eine wie unter 2.2 beschrieben Freipraparation des
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Gehirns, ein Abtrennen der Augapfel am Sehnervenansatz und eine fur den Schneidevor-

gang mit dem Vibratom nétige Einbettung in 4%igen Agar.

2.6.3 Anfertigung von Vibratomschnitten und Bildaufnahme

Die Gehirn enthaltenden Agarblécke wurden zunachst mit einer Rasierklinge trapezférmig
zurecht getrimmt, auf der Schneideplattform eines Vibratoms (Leica VT1000 S) zentral
fixiert (zunachst wurde eine Streifen Panzertape auf die Schneideplattform aufgebracht
und dann das Agarbléckchen mit Sekundenkleber darauf festgeklebt) und von posterior
nach anterior, axial geschnitten (Schnittdicke 70 um). Die Schnitte wurden in ein mit zuvor
filtriertem, destilliertem Wasser gefullten Schneidebecken des Vibratoms aufgefangen und
mit einem Pinsel vorsichtig auf Objekttrager uberfuhrt. Um zu verhindern, das die Schnitte
austrockneten, wurden sie bis zu dem Eindeckeln mit Deckglaschen und dem Versiegeln

mit Klarnagellack in einer feuchten Kammer verwabhrt.

Fir die Bildaufnahme kam das Leica M205 FA Fluoreszenzbinokular mit Kibler Codix Me-
tall-Halogenidlampe und die Leica Typ DFC340 Kamera zum Einsatz. Gearbeitet wurde
mit dem Programm Leica Application Suite Advanced Fluorescence Version 2.4.1 (Build
6384) von Leica Microsystems. Die Bilder wurden unter Verwendung einer filterlosen Hell-
feldaufnahme und den Filtersatze UV, GFP und mCherry aufgenommen (eine Auflistung

der Anregungs- bzw. Emissionswellenlangen kann Tabelle 6 entnommen werden).
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Tabelle 6: Fluoreszenzfarbstoffe von Invitrogen™ und Fluoreszenzfilter des zur Verfiigung

stehenden Fluoreszenzbinokulars Leica M205 FA mit den jeweiligen Anregungs- bzw. Emis-

sionswellenlangen.

DiA 456 590
DD 644 665
Dil 549 565
DiO 484 501
Sytox Green 504 523
| Fitersitze: | Anregungswellentéinge [nm] | Emissionswelleniéinge [nm]

uv 340 -380 420

GFP 450 - 490 500 - 550

mCherry 540 - 580 600 - 610

Abbildung 9: Beschreibung der Versuchsansatze | (A-C) und Il (D-E), sowie die Berechnung
der zuriick zulegenden Laufstrecke der lipidgangigen Fluoreszenzfarbstoffe Dil und DiO.
A-E: links anterior und rechts posterior; F-G: links posterior und recht anterior. >

A: Ventralansicht auf ein frei prapariertes Sardellengehirn. Die Sehnerven wurden an der Augapfel-
basis abgetrennt. B: Ventralansicht auf ein in 4%igen Agar eingebettetes Sardellengehirn. Der
Agar ist mit Azid versetzt, um das Wachstum von Bakterien und Pilzen zu hemmen. C: Ventralan-
sicht auf ein in Agar eingebettetes Gehirn. Ein keilférmiger Zugang ermoglicht die Applikation der
pulverformigen Fluoreszenzfarbstoffe Dil links und DiO rechts. Der Zugang wurde im Anschluss
wieder mit Agar versiegelt. D: Lateralansicht auf leeren linken Augenbecher. Die Hornhaut wurde
zuvor entfernt, der Glaskérper und die Linse mit einer Pasteurpipette abgesaugt. * markiert den Ur-
sprung der optischen Furche der Retina. E: Auf die optische Furche des linken Auges wurde Dil
Pulver gegeben und der Augenbecher mit Agar versiegelt. F: Auf die optische Furche des rechten
Auges wurde DiO Pulver gegeben und der Augenbecher mit Agar versiegelt. G: Abschatzung der
von den Fluoreszenzfarbstoffen zurlickzulegenden Strecke per lateraler Diffusion; a: Distanz Seh-
nerv bis vor Chiasma; b: Chiasma bis Ende Sehnerv; ¢: Anfang Diencephalon bis Tektum; d: An-
fang Tektum bis Tektum Mitte.
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Fir jeden einzelnen Vibratomschnitt wurden Bilder in allen vier Kanalen aufgenommen,

die Belichtungszeit, der Gammawert und die Verstarkung der Einzelbilder optimiert und ein
Overlay erstellt. Hierbei wurde den einzelnen Farbkanalen die passende mikroskopische
Aufnahme zugeordnet und eingesetzt (das UV Bild in den Blau-Kanal, das mCherry Bild in
den Rot-Kanal und das GFP Bild in den Grun-Kanal). Der Kontrast und die Helligkeit der
jeweiligen Kanale wurde hierbei so gewahlt, dass die Bilder bestmoglich der Realitat ent-

sprachen, mit Anlehnung an die Hellfeldaufnahme.

10 mm

Wegstrecke a = 2,6 mm
Wegstrecke b = 5,1 mm
Wegstrecke ¢ = 5,3 mm d
Wegstrecke d = 3,4 mm 2

+
Gesamtwegstrecke: 16,4 mm

10 mm
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2.7 Manuelle Verfolgung der Sehnerven unter Amira

Um zu verstehen, welchen Weg die Sehnerven innerhalb des Sardellengehirns nehmen,
wurde eine separate Rekonstruktion unter Amira® durchgefiihrt. Als Ausgangspunkt diente
der zuvor erstellte Bilderstapel der adulten Sardelle und die vorangegangene Zuordnung
einzelner Gehirnareal in Labelfields der GroB3hirnstrukturen (siehe 2.5). Ausgehend vom
linken und rechten optischen Nerv wurden die Sehnervenaxone von anterior nach posteri-
or, soweit wie moglich verfolgt, markiert und einem jeweils eigenen Labelfield zugeordnet.
Darlber hinaus wurden weitere Detailserien ausgewahlter Gehirnregionen bei starkerer
VergroRerung angefertigt. Die Bilderfassung erfolgte mit der Kamera Olympus® DP25 und
dem Programm Cell® Version 3.3 von Olympus®. Photoserie |l umfasst 60% der rechten
Gehirnhalfte um den Eintritt des Nervus opticus ins Gehirn. Mit dem Lichtmikroskop Olym-
pus® CX41 und einem 10fach Objektiv (PlanC N 10x/0,25) wurden insgesamt 836 Einzel-
bilder mit 3606 x 3667 Pixeln aufgenommen, unter Amira® zu einem Bilderstapel Uberein-
ander gelagert, aligniert und einzelne Sehnervaxonfaserblindel rekonstruiert. Die Voxel-
size unter Amira betrug 0,635 x 0,635 x 1,5 um.

Photoserie Il ist eine weitere Detailserie, die den Eintritt des dorsalen Astes des rechten
Nervus opticus in das Gehirn einschlieRt. Mit dem Lichtmikroskop Olympus® CX41 und
einem 60fach Objektiv (Japan; UplanSApo 60x/1,20W; «/0,13-0,21/FN 26,5) wurden ins-
gesamt 110 Einzelbilder bei einer Abmessung von 2560 x 1920 Pixeln aufgenommen,
unter Amira® zu einem Bilderstapel libereinander gelagert, aligniert und einzelne Sehnerv-
axone markiert. Die Voxelsize unter Amira betrug 56.2 nm. Die Erstellung der 3D-Modelle
dieser Rekonstruktionen (s. Abb. 42, 43 und 45) erfolgte ebenfalls wie unter 2.5 beschrie-

ben.

2.8 Abbildungstafelerstellung mit Photoshop

Die Zusammenstellung aller Abbildungstafeln, sowie die Erstellung von Malstaben und
Bildbeschriftungen erfolgte mit Adobe® Photoshop CS 5 (PS).

2.8.1 Atlastafeln

Die Atlastafeln setzen sich aus einer 3D-Abbildung (zur Orientierung bzgl. der Schnittebe-
ne), einem kleinen (originale Richardson-Farbung) und einem grofRen, in Anlehnung an

das 3D-Modell gefarbten und gelabeltem Histologiebild zusammen.
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Fir die Histologiebilder wurden zunachst ausgewahlte Schnittebenen bei 3,3-facher Ver-

grofkerung unter Olyvia® abfotografiert, in PS eingeladen und gegebenenfalls gestitched.
Als nachsten Schritt wurden die Ebenen auf den Hintergrund reduziert, Unreinheiten und
Artefakte entfernt und die Gehirnquerschnitte so ausgerichtet, das sich oben dorsal und
unten ventral befand. Es folgte die Anwendung der PS-Funktionen ,Weilkabgleich®, ,Auto-
kontrast“ und ,Unscharfe maskieren®. Die Arbeitsflache wurde quadratisch erweitert (orien-
tiert an groRRerer Bildseite). Fur die kleineren im linken obereren Bereich des Atlanten posi-
tionierten Histologiebilder wurde an dieser Stelle die Bildgrofie einheitlich auf 945 x 945
Pixel (8 x 8 cm) bei 300 dpi reduziert. Fur die groRen Histologiebilder wurde eine Bild-
gréfke von 1890 x 1890 Pixel (16 x 16 cm) bei 300 dpi festgelegt. Des weiteren erfolgte
eine Umwandlung der grofen Histologiebilder in Graustufen, die Bildebene wurde dupli-
ziert und passgenau ubereinander gelegt. Einzelne Areale des Duplikats wurden ausge-
schnitten, flachenflllend gefarbt (angelehnt an die Farbkodierung der Gehirngrof3gruppen)
und die Deckkraft auf 40% reduziert, so das der Kontrast der Ursprungsebene hindurch
schien. Daraufhin wurden beide Ebenen auf den Hintergrund reduziert und mit Adobe
lllustrator® CS5 Version 15.0.2 die Anschnitte der einzelnen Gehirnareale innerhalb der
Querschnitte gestrichelt umrandet.

Fir die 3D-Abbildungen wurde die Surface-Datei des 3D-Gehirns in Amira® geladen,
~SurfaceView” aktiviert und das 3D-Model passend ausgerichtet. Danach wurde je eine
Schnittebene an den Stellen positioniert (Uber ,SurfaceCut®), an denen die Histologiebilder
lokalisiert waren und mit dem ,Snapshot-Tool“ von Amira® zum Erfassen von Screenshots
abphotographiert. Die entstanden Bilder wurden in PS eingeladen und auf die BildgroRe
von 945 x 624 Pixel (8 x 5,28 cm) bei 300 dpi gebracht.

Nach dem Erstellen einer Blankotafel im Satzspiegel 16 x 24 cm bei 300 dpi mit Hilfslinien,

wurden fUr jede Atlastafel die vorbereiteten Bilder eingeladen, ausgerichtet und beschriftet.

2.8.2 Sonstige Abbildungen

Alle weiteren Abbildungstafeln der hier vorliegenden Arbeit wurden unter Anwendung ahn-
licher Operationen, wie unter 2.8.1 beschrieben, geplant, zusammengestellt und ausgear-
beitet. Einheitliche Richtlinien hierbei waren, falls eine Abbildung einen Rahmen bekam,
dann fein (4 Pixel breit), die Hohe der MaRstabsbalken betrug 20 Pixel, die Uberschrift von
Bildern und deren Beschriftung wurde auf die Schriftart ,Arial Bold“, Schriftgrof’e 16 Pt
bzw. 10 Pt und die zusatzliche, spezielle Schrifteigenschaft ,Scharfer” einheitlich festge-

legt.
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3 Ergebnisse

3.1 Das Gehirn der adulten Sardelle

Bei der Sardelle sind alle zu erwartenden Gehirngrof3strukturen vorhanden (siehe interakti-
ver Atlas im Anhang: iAtlas.pdf). Von anterior nach posterior gliedert sich das Sardellenge-
hirn in das Telencephalon (TC), mit olfaktorischer Nerv und Bulbus olfactorius (BO), ven-
tral liegen der linke (oN 1) und rechte optische Nerv (oN r), das Diencephalon (DC), das
Mesencephalon (MesC) bestehend aus dem ventral gelegenen Tegmentum (Tg) und dem,
das dorsale Dach bildende, optische Tektum (TO), das Metencephalon (MetC) mit dem
aufsitzenden Cerebellum (CB) und das Myelencephalon (MyelC) mit der Medulla oblon-
gata (MeOb).

Ein Zusammenfassung der im folgendem zum Einsatz kommenden Abkurzungen kann
dem Abklrzungsverzeichnis im Anhang des Atlanten entnommen werden. Die Atlastafeln,
auf die sich die Beschreibungen im folgendem Teil beziehen, sind am Ende von Kap. 3.1.
zu finden und mit den Beschriftungen Abbildungen 10-27 versehen. Die zusatzliche Infor-
mation der Querschnittsnummer einer jeden Atlastafel gibt die Lokalisation des jeweiligen
Querschnitts innerhalb der Gesamtschnittfolge von insgesamt 8487 Einzelschnitten an (je

niedriger die Schnitthummer, umso weiter anterior befindet man sich im Gehirn).

3.1.1 Telencephalon, olfaktorischer Nerv und Bulbus olfactorius

Vorne an der Fischschnauze befinden sich zu beiden Seiten lateral die Riechgruben mit
den darin enthaltenen Riechlamellen (innerhalb der 3D-Rekonstruktion nicht dargestellt).
Deren Ableitung erfolgt Uber den olfaktorischen Nerv (I. Hirnnerv) in den olfaktorischen
Bulbus, eine paarig angelegte, jeweils annahernd kugelige Struktur am anterioren Ende
des Telencephalons. Der Bulbus besteht aus einer mit kleinen Zellen dicht gepackten zen-
tralen Region (ICL), die peripher von einer glomerularen Schicht (GL) umgeben ist (Abb.
10; Querschnitt 3904). Paarig mediale (MOT) und laterale olfaktorische Trakte (LOT) zie-
hen weiter posterior in das sich in seinem Querschnitt herzférmige erweiternde Telence-
phalon hinein (Abb. 11; Querschnitt 4210). Letzteres endet dorsal abrupt in einer sack-
formigen Ausstllpung, dem sogenannten Sacculus dorsalis (SD; Abb. 14; Querschnitt

5005) und geht ventral in das Diencephalon Uber.
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Das Telencephalon lasst sich in zwei vom telencephalen Ventrikel (TCV) geteilte Hemi-

spharen untergliedern. Diese lassen jeweils dorsale (TCd) und ventrale Abschnitte (TCv)
erkennen (s. Abb. 12; Querschnitt 4490), die sich jeweils weiter untergliedern lassen (Abb.
11; Querschnitt 4210): Die dorsalen Abschnitte in eine mediale (TCdm), laterale (TCdl),
zentrale (TCdc), und posteriore (TCdp) Zone. Die ventralen Abschnitte zeigen markante
Kerne auf: Den dorsalen (TCvd), zentralen (TCvc) und ventralen (TCvv) Kern. Die Lage
der Kerne innerhalb des Telencephalons wird meist durch deren Bezeichnung innerhalb
des Telencephalons passend beschrieben. Der Vollstandigkeit halber sei in diesem Zu-
sammenhang der anteriore- (PPa; Abb. 13; Querschnitt 4710) in den posterioren Uberge-
hende parvozellulare praoptische Nukleus des ventralen posterioren Telencephalons
(PPp) erwahnt. Beide telencephalen Halften werden von einer ventralen- (Cantv) und dor-
salen Kommissur (Cantd) im anterioren Bereich miteinander verbunden (Abb. 12; Quer-
schnitt 4490). Innerhalb des posterioren Telencephalons entspringen paarig die massiven
Fasern der lateralen- (LFB) und medialen Vorderhirnbindel (MFB) und erstrecken sich
ventralwarts in das Diencephalon (Abb. 13-16; Querschnitt 4710 bis 5465).

3.1.2 Linker- und rechter optischer Nerv

Ventral des Bulbus olfactorius entspringen der linke und der rechte Sehnerv (Il. Hirnnerv,
s. Abb. 10; Querschnitt 3904). Hierbei handelt es sich um massive Bundel, bzw. gefaltete
Bander bestehend aus den Ganglienzellaxonen der beiden Retinae. Weiter posterior fach-
ern sich diese fingerférmig auf und Gberkreuzen im optischen Chiasma (CO; Abb. 12-13;
Querschnitt 4490, 4710) mehrfach parallel (wie die Finger gefalteter Hande), bevor sie
dann Uber das Diencephalon contralateral weiter in das optische Tektum ziehen
(iAtlas.pdf).

3.1.3 Diencephalon

Den Ubergang vom Sehnerv in das Diencephalon beschreibt der optische Trakt (OT; Abb.
13-14; Querschnitt 4710, 5005). Er bildet gleichzeitig die Anbindung des Telencephalons
an das Dienecephalon. Der Vorderrand des Diencephalons wird hier aufgrund des opti-
schen Traktes um Schnitt 4630 definiert. Die fir die visuellen Datenverarbeitung relevan-
ten Kerne innerhalb des Diencephalons sind immer paarig angelegt und werden im weiter-

en Verlauf der Einfachheit halber nur innerhalb der linken Gehirnhalfte beschrieben.
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Anterior zieht der parvozellulare Nukleus des superfiziellen Pratektums (Psp; Abb. 13-15;

Querschnitt 4710 bis 5212), einem um 45° geneigten Halbmond gleich, nach posterior,
geht in den eiférmigen magnozellularen Nukleus des superfiziellen Pratektums (Psm; Abb.
14; Querschnitt 5005) uber und liegt wie in einer Schale ventral benachbart zum pos-
terioren pratektalen Nukleus (PO). Etwas dorsal dieser Zweierkernkonstellation, am Uber-
gang zum optischen Tektum, befindet sich ein kleiner Cluster groRkerniger Zellen, der so-
genannte Nukleus corticalis (NS; Abb. 14; Querschnitt 5005). Eine Zusammenfassung der
Lage der optisch relevanten Kerne zueinander und innerhalb des Sardellengehirns ist in
Abbildung 28 F dargestellt.

Der Psp ist im Vergleich zum Ubrigen optischen Trakt, bei gegebener Kontrastierung, eine
hell erscheinende Struktur. Der Kern beinhaltet relativ gro3e Zellen mit hellem Zytoplasma.
Diese Zellen umgeben den Kern peripher, gehauft lateral und mediodorsal, und treten zen-
tral auch vereinzelt eingestreut innerhalb des Kerns auf. Der Psp wird von vielen myelini-
sierten Fasern umgeben bzw. durchzogen (Abb. 28 A).

Der Psm erscheint auf den ersten Blick heller als die umgebenden Nervenfasern. Er wird
von vielen myelinisierten Nervenfasern durchzogen. Im dorsalen Bereich treten verstarkt
langs verlaufende Bahnen auf. Charakteristisch flr diesen Kern sind sehr grofe, regel-
mafig vorkommende Zellen, mit im Vergleich zum Rest des Kerns auffallend hellem Zyto-
plasma und sehr deutlich erkennbaren Zellkernen (Abb. 28 B).

Der PO weist im Transversalschnitt mehrere kleine Zellen mit auffallig hellem Zytoplasma
und feine Fasern auf, wodurch er im Vergleich zum Psm heller erscheint. Nach medial tre-
ten gehauft langs verlaufende Nervenfasern auf (Abb. 28 C).

Der NS ist eine nicht deutlich abgegrenzte Struktur. Er besteht aus extrem grof3en Zellen
(Durchmesser ca. 20 ym) mit hellem vakuolisierten Zytoplasma, umgeben von einer dunk-
len Matrix kaum myelinisierter Nervenfasern. Es besteht eine laterale Abgrenzung durch
groliere langs verlaufende Fasern (Abb. 28 D). Die Anordnung der Zellkerne beschreibt

am ehesten die Form eines einseitig, zusammengedruckten Tetraeders (Abb. 28 E).
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Abbildung 28: Fiir das Sehen relevante Kernregionen innerhalb der linken Gehirnhilfte der
Sardelle.

A-D: Transversalschnitte; A-E: oben dorsal, unten ventral, links medial und rechts lateral; F:
oben dorsal, unten ventral, links anterior und rechts posterior.

A: Der parvozellulare Nukleus des superfiziellen Pratektums (Psp) erscheint im Vergleich zum um-
gebenden optischen Trakt (OT) hell. Lateral und mediodorsal gehauft, zentral auch vereinzelt ein-
gestreut, treten relativ groRe Zellen mit hellem Zytoplasma auf (helle Pfeile). Myelinisierte Fasern
durchziehen den Kern (dunkle Pfeile) bzw. scheinen diesen zu innervieren.

B: Der magnozelluldre Nukleus des superfiziellen Pratektums (Psm) hebt sich deutlich von den
umgebenden, dunklen Nervenfasern ab. Er wird von vielen myelinisierten Nervenfasern durch-
zogen. Dorsal treten verstarkt langs verlaufende Bahnen auf. Sehr grof3e, regelmafig verteilte Zel-
len, mit hellem Zytoplasma und sehr deutlich erkennbaren Zellkernen sind fiir den Psm charakter-
istisch (dunkle Pfeile).

C: Der helle posteriore pratektale Nukleus (PO) setzt sich (im Schnittbild) aus mehreren kleinen
Zellen mit auffallig hellem Zytoplasma und feinen Fasern zusammen. Nach lateral treten gehauft
langs verlaufende Nervenfasern auf (dunkle Pfeile).

D: Der Nukleus corticalis (NS) beschreibt eine nicht deutlich abgrenzbare Ansammlung auffallig
groBer Zellen mit hellem vakuolisierten Zytoplasma, umgeben von einer dunklen Matrix kaum my-
elinisierter Nervenfasern. Es besteht eine laterale Abgrenzung durch gréRere langs verlaufende
Fasern (dunkle Pfeile). BV: Blutgefald.

E: 3D-Rekonstruktion der Zellkerne des Nukleus corticalis. Die Zellen sind in Form eines in der Tie-
fe einseitig, zusammengedrickten Tetraeders angeordnet.

F: Lateralansicht: Lagebeziehung der optisch relevanten Kerne innerhalb der 3D-Rekonstruktion
des Sardellengehirns. Blau: NS; lila: PO; pink: Psm; rot: Psp.

Die optisch relevanten Kerne des Diencephalons sind vom ventrolateralen (VOT) und dor-
somedialen optischen Trakt (DOT) eingebettet (Abb. 14; Querschnitt 5005). Die Trakte
selbst ziehen weiter caudal in das optische Tektum hinein (Abb. 15-16; Querschnitt 5212,
5465). Auf gleicher Héhe mit den optischen Kernen besteht eine Verbindung beider Ge-
hirnhalften am ventralen Rand Uber die postoptische Kommissur (Cpop; Abb. 14; Quer-
schnitt 5005). Weiter dorsal dazu und unterhalb der an den diencephalen Ventrikel ventral
anschlielfenden suprachiasmatischen Region (ScR) besteht eine weitere Kommissur (*;
Abb. 14; Querschnitt 5005) mit kreuzenden Fasern von einer Gehirnhalfte zur anderen, die

bislang bei anderen Vertretern der Teleostier offenbar nicht beschrieben ist.

Dorsal liegt im anterioren Bereich die Habenula (Hab; Abb. 14; Querschnitt 5005) als Teil
des Epithalamus: ein keilférmiges, die tektalen Halften trennendes Konstrukt, das von an-
terior nach posterior ventral zieht und in seinem Durchmesser abnimmt. Das Zentrum des
Diencephalons wird vom Thalamus, unterteilt in einem dorsalen und ventralen Anteil
(DT/VT; Abb. 14-15; Querschnitt 5005, 5212) ausgefullt. Ventral dazu liegt der Hypothala-

mus (H), unterteilt in eine caudale, dorsale und ventrale periventrikulare Zone (Hc, Hd, Hy;
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Abb. 16-17; Querschnitte 5465, 5648). Bevor sich am posterioren Ende des Diencepha-

lons ventral des Hypothalamus die Hirnanhangsdrise (Pit; Abb. 17; Querschnitt 5648) an-

schlie3t - ein langgezogenes, in seinem Querschnitt mandelférmiges Gebilde - lasst sich
der dorsal und ventral vom diencephalen Ventrikel (DCV) eingerahmte posteriore tuberale
Nukleus (PTN; Abb. 16; Querschnitt 5465) erkennen. Lateral zu beiden Seiten wird der Hy-
pothalamus anfangs vom Torus lateralis (TLa; Abb. 15; Querschnitt 5212) und weiter pos-
terior zudem vom darunter auftretenden diffusen Nukleus des inferioren Lobus (DIL; Abb.
15; Querschnitt 5212) flankiert. Der Querschnitt des Diencephalons gleicht an diesem
Punkt der Silhouette eines Schmetterlings (Abb. 16; Querschnitt 5465). Die obere Halfte
des dorsalen Flugels stellt der in seinem Querschnitt kreisrunde Torus semicircularis (TS).
Der ventrale Teil des ,Schmetterlingsfligels” wird vom Einzug des okulomotorischen Nervs
(1) zwischen TLa und DIL eingeschnitten. Der Nerv verlauft posterior gen medial und en-
det schlieRlich im anterioren Mesencephalon. Ahnlich der Verlauf des trochlearen Nervs
(IV.): Dieser begleitet lateral den TLa Uber dessen gesamte Lange hinweg und tritt erst auf
der H6he des Metencephalons in das Gehirn ein (Abb. 20; Querschnitt 6455).
Medioventral des paarigen TS ist der rundliche Querschnitt zweier Faserbindel ange-
schnitten (Abb. 17; Querschnitt 5648). Es handelt sich hierbei um die lateralen logitudina-
len Faszikel (LLF). Sie erstrecken sich posterior bis ins Mesencephalon.

Das dorsale Dach der posterioren Halfte des Diencephalons bildet der Nukleus des medi-
alen longitudinalen Faszikels (NMLF; Abb. 17; Querschnitt 5648). Dieser Kern besteht aus
grolden verstreuten Zellen, die den Ursprung langer Axone bilden und einen nach posterior
absteigenden Pfad formen, den sogenannten medialen longitudinalen Faszikel (MLF). Der
Pfad verlauft in zentraler Position vom posterioren Ende des Diencephalons, tiber Mesen-
cephalon und Metencephalon bis ins Myelenencephalon und wandert dabei langsam ven-
tral (Abb. 17-27; Querschnitt 5648 bis 8198).

Noch bevor der okulomotorische Nerv in das Gehirn eintritt, besteht innerhalb der Hypo-
physe eine Verbindung beider Gehirnhalften durch die horizontale Kommissur (Chor; Abb.
15; Querschnitt 5212). Caudalwarts kommt es hierbei zu einer Aufspaltung zweier Faser-
bindel, die sich seitlich nach au3en von einander entfernen und schlie3lich im posterioren
Diencephalon verlaufen. Parallel dazu wird das ganze Gebilde zu beiden Seiten vom
praglomerularen Komplex (PGC) flankiert. Diese wurmférmigen Gehirnkerne beginnen auf
gleicher Hohe wie die Chor und ziehen posterior nach dorsal. In etwa auf gleicher Hohe
mit der Chor liegt ein wenig weiter anterior am dorsalen Diencephalonrand die posteriore
Kommissur (Cpost; Abb. 15; Querschnitt 5212).
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3.1.4 Mesencephalon

Der Vorderrand des Mesencephalons wird hier aufgrund des optischen Tektums um
Schnitt 4710 definiert.

Der ventrale und der dorsale optisch Trakt ziehen anterior in das optische Tektum und sind
somit auch Teil des dorsalen Mesencephalons (Abb. 14; Querschnitt 5005). Das optische
Tektum ist eine aus zwei nebeneinander gelegen, um 45° seitlich geneigten und zu holen
Halbkugeln geformte Struktur und zeigt histologisch eine auffallige Schichtung (Abb. 16;
Querschnitt 5465). Sie bedeckt die obere Halfte das Di- und Metencephalons und reicht
bis Uber die anteriore Halfte des Cerebellums (Abb. 14-21; Querschnitt 5005 bis 6725).
Anterior liegen die dorsalen Halfen sehr nahe zusammen, riicken dann aber nach posteri-
or weiter auseinander. Das Band des Torus longitudinalis (TL) schmiegt sich ventral dem
Ubergang beider Spharen an und verbindet beide tektalen Halften Uber die tektale Kom-
missur (Ctec) miteinander (Abb. 15; Querschnitt 5212). Der TL spaltet sich posterior in
zwei, sich in den tektalen Ventrikel erstreckende Auswichse auf (Abb. 20; Querschnitt
6455).

Das optische Tektum lasst sich in drei periventrikulare Zonen (PGZL1-3) untergliedern.
PGZL1 grenzt direkt an den tektalen Ventrikel (TeV) an. Die aullerste Schicht ist die
PGZL3. Sie beinhaltet dicht gepackte Zellen. Zwischen der PGZL1 und der PGZL3 liegt
die PGZL2. PGZL1 und PGZL2 bestehen aus lose angeordneten Zellen und Fasern. Von
innen nach aullen nimmt der Zellkernanteil zu und der Faseranteil ab (Abb. 15; Quer-
schnitt 5212).

Den ventralen Teil des Mesencephalons stellt das Tegmentum. Im anterioren Drittel endet
dorsal der TS und ventral der TLa. Den anterioren ventralen Boden bildet der DIL (Abb.
16; Querschnitt 5465). Zu zwei massiven Paketen angewachsen (Abb. 18; Querschnitt
5971), nimmt er weiter posterior ab und verschwindet innerhalb der ersten tegmentalen
Halfte (Abb. 19; Querschnitt 6184). Ventral des MLF schlief3t sich der Nukleus interpendi-
culus (NIn; Abb. 19; Querschnitt 6184) an, der zugleich der am weitesten caudal liegende
Nukleus des ventralen Mesencephalons ist.

Ventrolateral des Tegmentums tretten zwei groRes Faserblindel auf. Es handelt sich hier-
bei um die Trigeminusnerven (V.; Abb. 19; Querschnitt 6184). Sie verschmelzen weiter
caudal mit dem Hirnstamm (Abb. 21-22; Querschnitt 6725, 6996).
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3.1.5 Metencephalon

Auf das MesC folgt posterior das ventral gelegene Metencephalon. Im Gehirnquerschnitt
nimmt es in etwa die untere Halfte des Gehirns ein und erscheint rundlich mit einer dorsa-
len konkaven Eindellung (Abb. 18; Querschnitt 5971). Sein Vorderrand wird hier aufgrund
des Cerebellums um Schnitt 5190 definiert.

Am ventralen Rand erstreckt sich beidseitig der gekreuzte L-férmige Tractus tektobulbaris
cruciatus (TTBc; Abb. 20; Querschnitt 6455) und weiter lateral der Tractus tectobulbaris
rectus (TTBr; Abb. 20; Querschnitt 6455), beides Derivate das tektobulbaren Traktes. Ers-
tere enden im vorderen Drittel des ventralen MetC, der TTBr erstreckt sich Uber die ge-
samte vordere Halfte. In diesem Bereich kommt es auch zum dorsolateralen Eintritt der
Trigeminusnerven (V.) bzw. lateralen Eintritt der motorischen Wurzel der Trigeminusnerven
(V.) in das ventrale MetC (Abb. 21; Querschnitt 6725).

Im anterioren Bereich der zweiten Gehirnhalfte kommt es zu einer Zweiteilung des MLF
durch die Commissura ventralis rhombencephali (Cven; Abb. 23; Querschnitt 7267). Der
obere, ventral dem rhombencephalen Ventrikel anliegende Aspekt beinhaltet stark myelini-
sierte riesige Axone, sogenannte Mauthnerzellen (MA). Sie lassen sich bis in die MeOb
des MyelC verfolgen (Abb. 24-27; Querschnitt 7488 bis 8198).

Am posterioren Ende des ventralen MetC treten lateral zu beiden Seiten die Oktaval-
(VIIl.) und Seitenliniennerven in das Gehirn ein (Abb. 25; Querschnitt 7668). Sie sind fur

das Hoéren und den Gleichgewichtssinn zustandig.

Das Cerebellum ist eine dem ventralen Metencephalon aufsitzende, grof3-kugelige Struk-
tur mit einem nach anterior zungenférmigen Auslaufer, der Valvula cerebelli (Va; Abb. 7 D;
iAtlas.pdf). Die Va ist am anterioren Pol zweigeteilt. Zentral befindet sich eine ,molekula-
re“, vor allem Fasern enthaltende Schicht (mVa). Sie wird von einer ,granularen® Schicht
(gVa) umgeben. Die mVa besteht Uberwiegend aus Fasern und einigen wenigen Zellker-
nen. Die gVa ist dagegen dunkler gefarbt und weildt dicht gepackte, kleinere Zellkerne auf
(Abb. 16; Querschnitt 5465).

Nach posterior spaltet sich die mVa in ein dorsales und ein ventrales Band auf (Vad/Vav;
Abb.17; Querschnitt 5648). Das Vad bildet das dorsale Dach der Va und grenzt ventrola-
teral an die gVa, im Gegensatz zum Vav, das rundum von der gVa umgeben ist. Der Quer-
schnitt der Va gleicht einem untersetzten Pilz. Am Ubergang zu der grof3-kugeligen Klein-

hirnkomponente spaltet sich das Vad in zwei laterale Auslaufer auf (Abb. 20; Querschnitt
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6455), die weiter posterior verschwinden. Dorsal wird das Vad vom Corpus cerebelli (Cce)

ersetzt (Abb. 20; Querschnitt 6455). Dieser steht ventral Uber eine breite Bricke mit dem
Vav in Verbindung und bildet das dorsale Dach der groRR-kugeligen Cerebellumstruktur.
Weiter posterior verschwindet das mVav und die zuvor ventrolateral umgebende gVa wird
hier als granulare Schicht des Corpus cerebelli (gCce) bezeichnet (Abb. 21; Querschnitt
6725).

Die gCce beschreibt nach posterior eine Art horizontalen Balken, der dorsal den Cce von
der ventral darunter liegenden Eminetia granularis (EG) trennt (Abb. 22; Querschnitt
6996). Am posterioren Ende ist die EG nicht langer vorhanden und die gCce wird ganz
vom Cce umgeben (Abb. 24-25; Querschnitt 7488, 7668).

Die EG ist in ihrem zelluldarem Aufbau ahnlich der gCce. Sie tritt am Ubergang der Va zur
grol3-kugeligen Cerebellumstruktur als Schicht zwischen ventralem Metencephalon und
gCce in Erscheinung (Abb. 21; Querschnitt 6725), verschiebt sich posterior weiter dorsal
(Abb. 22; Querschnitt 6996), spaltet sich in zwei Loben auf (Abb. 23; Querschnitt 7267)
und verschwindet kurz drauf wieder. Zentral umgibt sie dorsolateral den Lobus caudalis
cerebelli (Lca; Abb. 22; Querschnitt 6996), eine eher fasrige Struktur mit wenigen Zell-
kernen. Diese entspringt in etwa auf gleicher Hohe wie die EG, in Form zweier kleiner, ver-
tikal orientierter, ovaler Auslaufer, die im posterioren Verlauf fusionieren. Der Lca zieht in
seinem glockenférmigen Querschnitt nach dorsal (Abb. 23; Querschnitt 7267), dehnt sich
lateral aus und fusioniert weiter posterior mit dem Cce (Abb. 24; Querschnitt 7488).
Zunachst dorsal zum rhombencephalen Ventrikel (RV, s.u.) benachbart, wird der Lca im
hinteren Drittel des Cerebellums von der Crista cerebellaris (CC) nach dorsal verdrangt
(Abb. 22; Querschnitt 6996). Die CC ist somit fortan der ventrale Boden des Cerebellums.
Nach posterior bildet die CC zunachst zwei dorsolaterale Auslaufer, die sich gegen Ende
des Cerebellums zurlckziehen und posterior in zwei kugeligen Auslaufern enden (Abb. 25;
Querschnitt 7668). Der dorsale Ast des RV verlauft innerhalb der CC (Abb. 22; Querschnitt
6996). Das dorsale Dach des Ventrikels stellen die ventralen Fasern des Cerebellums
(CvF; Abb. 25; Querschnitt 7668). Im Querschnitt als zunachst zwei separate, kleine Pake -
te dicht gepackter Zellen sichtbar, kommt es posterior zur Fusion. Der Querschnitt gleicht
einer sich nach posterior im Ausmal} erweiternden Bischofsmutze (Abb. 23; Querschnitt
7267). Am hinteren Ende der Cerebellumskugel treten die CvF nach dorsal durch, teilen
den Cce in zwei Halften (Abb. 25; Querschnitt 7668), bilden zwei Auslaufer und winden

sich dorsal fur eine kurze Strecke gen anterior.
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3.1.6 Myelenencephalon und Ubergang ins Riickenmark

Den Ubergang des MyelC ins Riickenmark bildet die MeOb. |hr Vorderrand wird hier durch
des Ende der Pons, der Verbindung von Hirnstamm mit Cerebellum, um Schnitt 7930 defi-
niert. Im anterioren Bereich liegt lateral des machtigen und schlitzférmigen RV der vagale
Motornukleus (Nxm; Abb. 26; Querschnitt 7948). Das dorsale Dach bildet der vagale Lo-
bus (LX; Abb. 26; Querschnitt 7948), der weiter caudal vom ,Nukleus von Cajal“ (NC; Abb.
27; Querschnitt 8198) ersetzt wird. Ventrolateral treten auf beiden Seiten Fasern in das
Gehirn ein. Sie sind Teile der Vagalnerven (X.). Sie Uberspannen bogenartig den
sekundaren Geschmackstrakt (SGT) und die darin eingebettete, absteigende trigeminale
Wurzel (DV; Abb. 26; Querschnitt 7948).

Weiter caudal ist der rhombencephale Ventrikel zentral nicht langer vorhanden. Er wird
durch den mit Zerebrospinalfllssigkeit gefiillten Zentralkanal (C) ersetzt (Abb. 27; Quer-

schnitt 8198). Dieser setzt sich caudalwarts durch das gesamte Riickenmark fort.

3.1.7 Ventrikulares System

Der schmale Raum zwischen den beiden telencephalen Halften wird vom telencephalen
Ventrikel (TCV) eingenommen (Abb. 11-13; Querschnitt 4210 bis 4710). Dieser umgibt
auch dorsal bzw. dorsolateral die beiden telencephalen Hemispharen und wird von einem
membrandsen Dach begrenzt, welches bei der vorangegangenem Praparation nicht
erhalten werden konnte.

Der mit Cerebrospinalflissigkeit geflllte Raum geht caudal in den diencephalen Ventrikel
(DCV; Abb. 14; Querschnitt 5005) Uber, welcher sich in seinem Querschnitt zu einer
vertikal langezogenen Ellipse weitet und innerhalb des Gehirns nach ventral wandert (Abb.
15; Querschnitt 5212). Auf Hohe des Hypothalamus bildet der Ventrikel am ventralen Rand
zu beiden Seiten Auslaufer aus (LR; Abb. 16; Querschnitt 5465), die sich weiter caudal
wieder zuruckbilden. Der dorsale Anteil des diencephalen Ventrikels geht in den tektalen
Ventrikel (TeV) Uber.

Die periventrikulare Zone 1 des optischen Tektums bildet das Dach und die Seiten des tek-
talen Ventrikels (Abb. 15-17; Querschnitt 5212 bis 5648). Ventral wird der tektale Ventrikel
vom Diencephalon und Mesencephalon bzw. Tegmentum begrenzt. Der tektale Ventrikel
umgibt die Valvula Cerebelli, einen nach anterior gerichteten, zungenférmigen Auslaufer

des Cerebellums (Abb.15-17; Querschnitt 5212 bis 5648). Im weiteren caudalen Verlauf
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bestehen zwei fasrige Verbindungen, die des Cerebellum mit dem Metencephalon verbin-

den (Abb. 18; Querschnitt 5971). Zusammen mit dem TL oberhalb des Cerebellums wird
der tektale Ventrikel dreigeteilt (Abb. 18; Querschnitt 5971). Links und rechts des Cerebel-

lums verlaufen zwei, sich nach hinten hin verkleinernde tektalventrikulare Auslaufer. Mit
dem Ende des an das Cerebellum anliegenden optischen Tektum enden diese blind (Abb.
21; Querschnitt 6725). Der dritte Teil verlauft zwischen den zwei fasrigen Verbindungen
des Cerebellums mit dem Metencephalon und ist zugleich die Verbindung zum rhomben-
cephalen Ventrikel (RV; Abb. 20; Querschnitt 6455).

Der rhombencephale Ventrikel spaltet sich nach hinten hin in einen dorsalen und einen
ventralen Arm auf (Abb. 22; Querschnitt 6996). Der dorsale Arm verlauft unterhalb der ven-
tralen Fasern des Cerebellums, bildet zu beiden Seiten Auslaufer aus (Abb. 23; Quer-
schnitt 7267), die sich zum Ende des Cerebellum hin zurlckbilden. Der ventrale Arm wei-
tet sich vertikal nach caudal auf (Abb. 24-26; Querschnitt 7488 bis 7948). Sein Erschei-
nungsbild gleicht dem einer Haifischflosse (iAtlas.pdf). In seinem weiteren Verlauf flacht
der ventrale Teil des rhombencephalen Ventrikels abrupt ab und geht in den Zentralkanal
(C) des Ruckenmarks Uber (Abb. 27; Querschnitt 8198).

Die Lage und Form der Ventrikel innerhalb des Gehirns ist unter iAtlas.pdf anschaulich zu-

sammengefasst.
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Abbildung 10: Querschnitt 3904 | 2

Querschnitt 3904 erfolgte im anterioren Teil des Telencephalons inmitten des Bulbus olfactorius
(BO). Der Bulbus ist aus zwei Schichten aufgebaut. Zentral besteht er aus einer Schicht dicht ge-
packter Zellen (ICL), die von einer dul3eren glomerularen Schicht (GL) umgeben ist.

Ventral liegen die Sehnerven des linken (oN 1) und rechten Auges (oN r). Sie bestehen Uberwie-
gend aus Axonen ableitender (retinofugaler) Ganglienzellen.
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Abbildung 11: Querschnitt 4210 >

Querschnitt 4210 zeigt die Zweiteilung des Telencephalons in zwei Hemispharen die nur vom tel-
encephalen Ventrikel (TCV) getrennt werden. Der Ventrikel erstreckt sich fir gewohnlich Gber den
gesamten dorsalen und dorsolateralen Teil des Telencephalons, allerdings konnte das Dach der
dinnen ventrikelumgebenden Membran bei der Praparation nicht erhalten werden, so dass die Ur-
sprungsform des Ventrikels in den Querschnitten nicht mehr wahrgenommen werden kann.

Das Telencephalon |asst sich unterteilen in einen ventralen und dorsalen Bereich. Der ventrale Be-
reich des Telencephalons (TCv) weist neben einem zentralen Bereich (TCvc) in periventrikularer
Position einen dorsalen (TCvd) und einen ventralen Nukleus (TCvv) auf. Der dorsale Bereich des
Telencephalons (TCd) gliedert sich in eine posteriore (TCdp), eine laterale (TCdl), eine mediale
(TCdm) und eine zentrale Zone (Tcdc).

Den olfaktorischen Bulben entspringen ein medialer und ein lateraler olfaktorischer Trakt
(MOT/LOT), die die olfaktorischen Bulben mit den Hemispharen des Telencephalons und weiterer
caudaler Gehirnregionen verbinden. Der laterale olfaktorische Trakt befindet sich am lateralen
Ubergang zwischen dorsalen und ventralen Bereich des Telencephalons, wahrend der mediale
olfaktorische Trakt ventral des zentralen ventralen Bereichs des Telencephalons verlauft.

Ventral ndhern sich die Sehnerven des linken (oN 1) und rechten Auges (oN r) weiter einander an.
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Abbildung 12: Querschnitt 4490 >

Querschnitt 4490 zeigt die anteriore Kommissur, die sich in einen dorsalen (Cantd) und einen ven-
tralen Teil (Cantv) unterteilt. Das Telencephalons ist dhnlich wie in Schnitte 4210 in einen dorsalen
(TCd) bzw. ventralen Bereich (TCv) gegliedert. Die telencephalen Hemispharen sind dorsomedial
vom telencephalen Ventrikel (TCV) getrennt.

Ventral Uberlagern sich der linke- (oN I: dunkelgrau) und der rechte optische Nerv (oN r: hellgrau).

Beide Sehnerven haben sich zuvor in mehrere Pakete aufgefachert und kreuzen nun fingerférmig
im optischen Chiasma (CO).
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Abbildung 13: Querschnitt 4710 >

Querschnitt 4710 verlauft durch den caudalen Teil des Telencephalons (TC), am Ubergang zum
Diencephalon (DC). Die Gliederung des Telencephalons in zwei Hemispharen, getrennt durch den
telencephalen Ventrikel (TCV), sowie die Unterteilung in einen dorsalen und ventralen Teil
(TCd/TCv) entspricht dem bisher beschriebenem Aufbau.

Den diencephalen Ventrikel (DCV) umschlieRend, findet sich der anteriore parvozellulare Nukleus
(PPa). Weiter caudal geht dieser Kern in den posterioren parvozellularen Nukleus (Ppp, Kern liegt
zwischen Schnittebene 4710 und 5005) Uber. Beide Kerne sind Bestandteil des Diencephalons.
Sie werden lateral vom medialen Faserblindel des Vorderhirns (MFB) und weiter distal vom lateral-
en Faserbiindel des Vorderhirns (LFB) flankiert. Im weiteren Verlauf verbinden diese zwei massi-
ven Faserbundel Telencephalon mit Diencephalon und erreichen auch weiter caudal gelegene
Gehirnregionen.

Ebenfalls angeschnitten ist der anteriore Teil des optischen Traktes (OT). Auf der rechten Seite
|&sst sich klar der erste fur die visuelle Verschaltung relevante Kern erkennen, der sogenannte par-
vozelluladre Nukleus des superfiziellen Pratektums (Psp).

Dorsolateral des optischen Traktes ist der vorderste Auslaufer des optischen Tektums (TO) ange-
schnitten. Man beachte die parallel zur Schnittebene verlaufenden Axone der duflersten tektalen
Schicht.

Die optischen Nerven (oN r und oN 1) haben die Rochade im Chiasma opticum (CO) durchlaufen
und liegen mittlerweile kontralateral entgegen ihrer Ursprungskonformation.
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Abbildung 14: Querschnitt 5005 >

Der Querschnitt 5005 liegt unmittelbar hinter dem caudalen Ende des Telencephalons. Dorsal des
ventralen Thalamus (VT) liegt der Epithalamus, der von Habenula (Hab) und Sacculus dorsalis
(SD) reprasentiert wird.

Lateral flankiert das optische Tektum (TO) mit - hier angeschnitten - Schicht 2 und 3 des Ventrikel
umgebenden Bereiches des optischen Tektums (,periventricular gray zone of the optic tectum®;
PGZ../PGZ.:). Der zentral liegende ventrale Thalamus umgibt lateral den diencephalen Ventrikel
(DCV), welcher dorsal von Habenula (Hab) und ventral von der suprachiasmatischen Region
(ScR) umgeben ist. Innerhalb des Diencephalons kann das mediale longitudinale Faszikelblindel
(MFB) beobachtet werden.

Lateral des ventralen Thalamus liegt der Nucleus corticalis (NS) mit sehr grof3en Zellkernen. Dor-
sal der postoptischen Kommissur (Cpop) und ventral der suprachiasmatischen Region gibt es eine
unbekannte Kommissur (*) mit kreuzenden Fasern von einer Gehirnhalfte zur anderen, die bislang
bei anderen Vertretern der Teleostier offenbar nicht beschrieben wurde.

Ventrolateral erstreckt sich der dorsale und ventrale optische Trakt (DOT/VOT), an den weiter cra-
nial der parvozellulare Nukleus des superfiziellen Pratektums (Psp) anschlieldt. Weiter caudal wird
der Psp dorsolateral durch den groRkernigen (magnozellularen) Nukleus des superfiziellen Pratek-
tums (Psm) und ventral durch den posterioren pratektalen Nukleus (PO) ersetzt.
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Abbildung 15: Querschnitt 5212 | 2

Im Querschnitt 5212 ist der Epithalamus nicht langer sichtbar. Der dorsomediale Bereich wird statt-
dessen von der tektalen Kommissur (Ctec) eingenommen. Sie stellt eine Verbindung zwischen den
ipsi- und contralateralen Halften des Tektums (TO) her, das nun in seinem vollem Ausmal wahrge-
nommen werden kann. Medioventral schlie3t sich der Torus longitudinalis (TL) an. Er besteht aus
zwei verlangerten Auswuichsen, die sich in den tektalen Ventrikel (TCV) erstrecken. Weiter rostral
liegt der Torus longitudinalis im engen Kontakt mit der gro3en posterioren Kommissur (Cpost). In
dieser Schnittebene sind die beiden Strukturen jedoch voneinander gel6st, da sich der telencepha-
le Ventrikel schon weiter aufspannt, um einem Auswuchs des Cerebellums (CB) Platz zumachen.

Ventral der posterioren Kommisssur befindet sich der Thalamus, in dessen zentraler Region der
schlitzférmige diencephale Ventrikel (DCV) ruht. Sowohl die medialen als auch die lateralen Faser-
bindel des Vorderhirns (MFB/LFB) sind immer noch prasent in diesem Gehirnabschnitt, jedoch
werden sie weiter caudal verschwinden. Am ventralen Ende erstreckt sich der Hypothalamus in
dessen Inneren sich die horizontale Kommissur (Chor) befindet.

Lateral des Hypothalamus schlie3t sich der praglomerulare Komplex (PGC) an, der wiederum me-
diodorsal zum Torus lateralis (TLa) liegt. Weiter ventral ist der okulomotorische Nerv (lll.) vom dif-
fusen Nukleus des inferioren Lobus (DIL) dorsal und ventral eingerahmt.

Dorsal des Torus lateralis liegt der ventrale optische Trakt (VOT) und ist lateroventral zum posteri-
oren pratektalen Nukleus (PO) benachbart. Weiter dorsal befindet sich der magnozellulare Nukleus
des superfiziellen Pratektums (Psm), gut zu identifizieren aufgrund besonders groRer Zellkerne.
Lateral schlief3t sich der dorsale optische Trakt (DOT) an, der ventral und dorsolateral an den ven-
tralen optischen Trakt angrenzt.

Innerhalb des optischen Tektums (TO) Iasst sich die periventrikulare graue Zone einfach identifizie-
ren und in drei Schichten untergliedern. Die auferste Schicht beinhaltet dicht gepackte Zellen
(PGZ.s), wohingegen die weiter im Inneren befindlichen Schichten zunehmend aus lose angeord-
neten Zellen und Fasern bestehen (PGZ../PGZ.,).
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Abbildung 16: Querschnitt 5465 >

Querschnitt 5465 zeigt im Grunde genommen die gleichen Strukturen die auch schon im Quer-
schnitt 5212 beschrieben werden, jedoch in veranderten Proportionen und Nachbarschaftsverhalt-
nissen.

Der Torus longitudinalis (TL) ist gut zu erkennen und liegt ventral der tektalen Kommissur (Ctec)
an. Diese verbindet beide Halften des optischen Tektums (TO) und erstreckt sich tber einen GroR3-
teil dessen anterior-posterioren Verlaufs.

Weiter ventral liegt die Valvula cerebelli (Va), ein Auslaufer des Cerebellums, der sich von posterior
nach anterior in den telencephalen Ventrikel (TeV) erstreckt. In diesem anterioren Anschnitt [&sst
sich gut eine Zweiteilung erkennen. Die zentrale ,molekulare® Schicht (mVa) beinhaltet vor allem
Fasern und einige wenige, stark verteilte Zellkerne und ist ventrolateral von einem granularen
Band dunkel gefarbter, dicht gepackter kleiner Zellkerne (gVa) umgeben.

Der tektale Ventrikel wird dorsolateral vom optischen Tektum und ventral, unterhalb der Valvula
cerebelli, von der posterioren Kommissur (Cpost) begrenzt. Gleichzeitig wird dadurch der dience-
phale Ventrikel (DCV) abgrenzt, der wiederum durch den posterioren tuberalen Nukleus (PTN) in
zwei ungleiche Halften unterteilt wird. Der obere Anteil verlauft zentral im Thalamus und wird zu
beiden Seiten von den lateralen Faserbiindel des Vorderhirns (LFB) flankiert. Unterhalb des poste-
rioren tuberalen Nukleus spannen sich laterale Ausdehnungen des diencephalen Ventrikels (LR)
zu beiden Seiten auf. Diese Auslaufer werden von der dorsalen bzw. ventralen Zone des Ventrikel
umgebenden Hypothalamus (Hd/Hv) umhdllt.

Ventrolateral des Hypothalamus (H) schlie3t sich der diffuse Nukleus des inferioren Lobus (DIL)
an. Dorsal liegt der Torus lateralis (TLa) auf. Beide Strukturen werden von den Fasern des okulo-
motorschen Nervs (lll.) separiert.

Der dorsale optische Trakt ist nicht langer als seperater Trakt wahrzunehmen und bereits in das
optische Tektum Ubergegangen. Die ventromediale Grenze des Tectum opticum wird immer noch
vom ventralen optischen Trakt (VOT) eingenommen. Diese Fasern lassen sich auch weiter caudal
noch im Gehirn verfolgen. Die periventrikuldare graue Zone ist in drei Schichten (PGZ.1.3) unterglie-
dert. Besonderer Aufmerksamkeit bedarf PGZ,; auf der rechten Seite des Schnittes, wie diese die
anderen beiden Schichten der periventrikularen grauen Zone durchschreitet, ventral des Torus
semicircularis (TS) aus dem Tektum tritt und den Thalamus innerviert.
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Abbildung 17: Querschnitt 5648 >

Querschnitte 5648 verlauft exakt auf der Hohe der Hypophyse (Pit). Beide tektalen Halften sind
durch die tektale Kommissur (Ctec) verbunden, unter der sich der Torus longitudinalis (TL) er-
streckt. Ventral wird der tektale Ventrikel (TeV) von der Valvula cerebelli (Va) ausgefiillt. Dorsale
und ventrale Anteile der Valvula cerebelli (Vad/Vav) werden von einer machtigen granularen
Schicht (gVa) eingerahmt.

Das dorsale Dach des Diencephalons bildet der Nukleus des medialen longitudinalen Faszikelbin-
dels (NMLF). Dieser Kern besteht aus grof3en verstreuten Zellen, die den Ursprung langer Axone
bilden und einen nach posterior absteigenden Pfad formen, das mediale longitudinale Faszikelbiin-
del (MFL), der in zentraler Position in den folgenden Querschnitten leicht zu verfolgen ist.

Der dorsale Bereich des Gehirns wird vom Torus semicircularis (TS) eingenommen. Medioventral
ist der Querschnitt eines Faserblindels angeschnitten, das dem lateralen logitudinalen Faszikel-
bindel (LLF) zugeordnet werden kann.

Den ventralen Rand des Gehirns begrenzt die Hypophyse (Pit). Zu beiden Seiten schlief3t sich dor-
solateral die caudale Zone des Ventrikel umgebenden Hypothalamus (Hc) an. Ventrolateral er-
streckt sich der diffuse Nukleus des inferioren Lobus (DIL) und der Torus lateralis (TLa), benach-
bart zum okulomotorischen Nerv (lll.). Oberhalb des Torus lateralis liegt der ventrale optische Trakt
(VOT), der Ubergang zum optischen Tektum (TO). Ventral dazu auf der linken Seite kann ein Quer-
schnitt eines Axonbundels dem Trochlearnerv (IV.) zugeordnet werden.
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Abbildung 18: Querschnitt 5971 | 2

Im Querschnitt 5971 bildet die Valvula cerebelli (Va) zu beiden Seiten ventrolateral eine Verbin-
dung mit dem Tegmentum des Mesencephalons aus und grenzt somit einen Teil des tektalen Ven-
trikels (TCV) ab.

Der dorsale Anteil der Valvula cerebelli (Vad) liegt wie ein Dach dorsal der granuldren Schicht
(gVa) auf. Benachbart grenzt dorsal der Torus longitudinalis (TL) an und verbindet zusammen mit
der tektalen Kommissur (Ctec) die beiden Halften des optischen Tektums (TO). Der Querschnitt
des ventralen Valvula cerebelli Anteils (Vav) gleicht einem Oval und ist vom der granularen Schicht
der Valvula cerebelli (gVa) umgeben.

Der diese Strukturen peripher umgebende tektale Ventrikel wird auf beiden Seiten ventral vom
Torus semicircularis (TS) begrenzt. Ventromedial verlaufen die lateralen longitudinalen Faszikel-
bindel (LLF). In etwa auf gleicher Hohe liegen paramedian die medialen longitudinalen Faszikel-
bindel (MLF) und werden dorsal hufeisenférmig vom Nukleus des medialen longitudinalen Faszi-
kelblndels (NMLF) umgeben und dadurch gleichzeitig vom tektalen Ventrikel getrennt.

Ventral erstreckt sich zu einem sechstel der Gesamtgehirnhéhe der diffuse Nukleus des inferioren
Lobus (DIL). Dorsolateral hiervon Iasst sich auf der linken Seite des Querschnitts noch der posteri-
ore Auslaufer des Torus lateralis (TLa) feststellen, der ebenfalls auf der linken Seite noch lateral
vom Trochlearnerv (IV.) flankiert wird.
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Abbildung 19: Querschnitt 6184 >

Querschnitt 6184 zeigt wie die zwei Halften des Tektums (TO), verbunden Uber die tektale Kom-
missur (Ctec), medial beidseitig den Torus longitudinalis (TL) peripher Uberlappen und zusammen
die Valvula cerebelli (Va: Vad/gValVav), den Torus semicircularis (TS) und das Tegmentum (Tg)
bedecken.

Der telencephale Ventrikel (TeV) umgibt die Valvula cerebelli und trennt den Auslaufer des Cere-
bellums dorsolateral vom optischen Tektum und ventral vom Tegmentum, wobei ventrolateral eine
direkte Verbindung mit letzterer Struktur besteht und sich caudalwarts erweitert.

Mediodorsal des Tegmentums und unterhalb des tektalen Ventrikels befindet sich eine sehr ausge-
pragte, paarig angelegte Struktur, das mediale longitudinale Faszikelbiindel (MLF). Es handelt sich
hierbei um Faserbahnen, die sich Uber alle caudal folgende Schnitte hinweg, bis ins verlangerte
Rickenmark und dartber hinaus erstrecken. Sie spielen in Hinsicht auf die Koordination der Blick-
bewegung eine entscheidende Rolle. Lateral der medialen longitudinalen Faszikelbindel liegen
beidseitig die lateralen medialen longitudinalen Faszikelbundel (LMF) und ventral schlief3t sich der
Nukleus interpendiculus (NIn) an. Dieser Kern ist der am weitesten caudal liegende Nukleus des
ventralen Mesencephalons.

Aufgrund der Tatsache, dass samtliche Querschnitte nicht perfekt senkrecht zur Langsachse des
Fischgehirns verlaufen, sondern leicht schrag gefihrt sind, Iasst sich hier nur noch auf der linken
Seite das caudale Ende des diffusen Nukleus des inferioren Lobus (DIL) und ein Anschnitt des
Trochlearnervs (IV.) erkennen.

Ventrolateral des Tegmentums tritt ein groRes Faserbiindel auf. Es handelt sich hierbei um den Tri-

geminusnerv (V.). Er leitet Informationen aus dem Gesichtsbereich zum Gehirn und innerviert die
Kaumuskulatur.
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Abbildung 20: Querschnitt 6455 >

Querschnitt 6455 beschreibt den am weitesten caudal gelegenen Teil des Torus semicircularis
(TS), des Torus longitudinalis (TL) und der dorsalen Unterteilung der Valvula cerebelli (Vad). Zu-
gleich zeigt er den am weitesten anterior gelegenen Teil des Corpus cerebelli (Cce), eine mit der
ventralen Unterteilung der Valvula cerebelli (Vav) in Verbindung stehende dorsale, faserreiche
Struktur, die zudem die beiden tektalen Halfen (TO) spaltet. Sie ist ventrolateral von der granularen
Schicht der Valvula cerebelli (gVa) umgeben.

Den ventralen Bereich des Querschnittes fillt jetzt der Hirnstamm (MetC) mit dem rhomben-
cephalen Ventrikel (RV) im dorsomedialen Abschnitt. Ventral dazu verlaufen die medialen logitudi-
nalen Faszikelbindel (MLF), die sich kontinuierlich in weiter ventrale Regionen des Hirnstammes
verschieben.

Am ventralen Rand erstreckt sich beidseitig der gekreuzte L-féormigen Tractus tectobulbaris cru-
ciatus (TTBc) und weiter lateral der Tractus tectobulbaris rectus (TTBr), beides Derivate des tekto-
bulbaren Traktes (TTB), der bislang noch nicht eindeutig identifiziert werden konnte, aber wie bei
Vertretern verwandter Arten vorhanden sein muss.

Beidseitig verlaufen die machtigen Trigeminusnerven (V.), die weiter caudal mit dem Hirnstamm
verschmelzen.
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Abbildung 21: Querschnitt 6725 >

Querschnitt 6725 zeigt das caudale Ende des optischen Tektums (TO). Es liegt dorsolateral zur
Eminentia granularis (EG), die den Lobus caudalis cerebelli (Cca) umgibt und dorsal an die granu-
lare Schicht der Valvula cerebelli (gCce) angrenzt, welche dorsal vom Corpus cerebelli (Cce) ein-
gerahmt ist.

Unterhalb der Eminentia granularis und dem Lobus caudalis cerebelli schlief3t sich das Meten-
cephalon (MetC) an, medioventral mit dem rhombencephalen Ventrikel (RV).

Gekreuzte und gerade tektobulbare Trakte (TTBc/TTBr) sind im ventralen Teil des Hirnstammes
ebenso vorhanden, wie zentral die medialen longitudinalen Faszikelblindel (MLF).

An den dorsolateralen Randern des Metencephalons treten die Trigeminusnerven (V.) in das Ge-
hirn ein. Ventromedian dazu sind die motorischen Wurzeln das V. Gehirnnerven zu beobachten.
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Abbildung 22: Querschnitt 6996 >

Im Querschnitt 6996 fullt das Cerebellum die oberen 2/3 aus. Ganz zentral liegt der Lobus caudalis
cerebelli (Lca). Er ist ventral von der Crista cerebellaris (CC) und dorsal von der Eminentia granu-
laris (EG) umgeben. Das dorsale Dach bildet immer noch der Corpus cerebelli (Cce), ventral
schlief3t sich die kernreiche Struktur der granuldaren Schicht des Corpus cerebelli (gCce) an, die
oberhalb zur Eminentia granularis benachbart ist.

Auffallig ist der rhombencephale Ventrikel (RV), der sich weiter caudal kurz zuvor in einen ventra-
len und dorsalen Anteil aufgespalten hat. Der dorsale Anteil liegt innerhalb der Crista cerebellaris
und grenzt ventral an die ventralen Fasern des Cerebellums (CvF). Der ventrale Ventrikelanteil
verlauft innerhalb des Metencephalons (MetC) und liegt dorsal zum medialen longitudinalen Faszi-
kelbindel (MLF).

Die Trigeminusnerven (V.) innervieren die laterale Peripherie und ziehen weiter in mediodorsale
Areale des Metencephalons.

Von den tektalen Efferenzen am ventralen Rand ist nur mehr der Traktus tectobulbaris cruciatus
(TTBc) verblieben, der Traktus tectobulbaris rectus (TTBr) endete bereits weiter cranial.
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Abbildung 23: Querschnitt 7267 | 2

Innerhalb des Gehirnquerschnitts 7267 setzt sich der cerebellare Komplex - von dorsal nach ven-
tral - aus dem Corpus cerebelli (Cce), der granuldren Schicht des Corpus cerebelli (gCce), der
Eminentia granularis (EG) auf gleicher Héhe mit dem Lobus caudalis cerebelli (Lca) und darunter
der Crista cerebellaris (CC) zusammen.

Zudem enthalten sind zentral ein Verbund ventraler Fasern des Cerebellums (CvF), der einer
Bischofsmiutze gleich, dem medialen Teil des oberen rhombencephalen Ventrikels (RV) aufsitzt.

Das mediale longitudinale Faszikelblindel (MLF) verlauft immer noch in medialer Position. Es wird
durch die Fasern der ventrale Kommissur des Rhombencephalons (Cven) eingeschnitten und in
einen dorsalen und ventralen Aspekt geteilt. Der obere, ventral dem rhombencephalen Ventrikel
anliegende Teil beinhaltet zusatzlich Mauthner-Axone (MA), stark myelinisierte riesige Axone.

Auf beiden Seiten des ventralen Metencephalons sind die Seitenliniennerven (VIL.) in das Gehirn
eingetreten und ziehen in tiefer gelegene Regionen.
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Abbildung 24: Querschnitt 7488 >

Im Querschnitt 7488 ist die Eminetia granularis (EG) auf der rechten Seite nicht Ianger vorhanden,
links ist nur noch der am weitesten caudal gelegene Auslaufer angeschnitten.

Der cerebellare Anteil des Querschnittes gliedert sich von dorsal nach ventral nur mehr in Corpus
cerebelli (Cce) und ventrale Fasern des Cerebellums (CvF), die durch den rhombencephalen Ven-
trikel (RV) von der Crista cerebelli (CC) separiert werden.

Die ventralen metencephalen Aspekte entsprechen weitestgehend denen des vorangegangenen

Querschnittes des vorliegenden Atlanten. Der ventrale Ast des rhombencephalen Ventrikels spannt
sich caudal horizontal weiter auf.
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Abbildung 25: Querschnitt 7668 >

In Querschnitt 7668 ist die Eminetia granularis (EG) lateral nicht langer vorhanden und der caudale
Anschnitt des Cerebellums beinhaltet nur noch dorsozentral die ventrale Kommissur des Rhom-
bencephalons (CvF), beidseitig flankiert vom Corpus cerebelli (Cce) und, vom dorsalen Anteil des
rhombencephalen Venrikels (RV) getrennt, ventral die Crista cerebellaris (CC).

Der mediale Bereich des Hirnstammes wird vom ventralen Ast des rhombencephalen Ventrikels
und von dem dorsalen und ventralen Anteil des medialen longitudinalen Faszikelbindels (MLF)
eingenommen. Letztere Beide werden von der ventralen rhombencephalen Kommissur (Cven) ge-
teilt.

Der dorsale Teil des medialen longitudinalen Faszikelblndels umgibt die zwei riesigen Mauthner-
Axone (MA).

Zu beiden Seiten des Metencephalons (MetC) sind die Nervi vestibulocochlearis (VIII.) quer ange-
schnitten. Ihre Aufgaben umfassen das Hoéren und den Gleichgewichtssinn.
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Abbildung 26: Querschnitt 7948 >

Querschnitt 7948 beschreibt den Ubergang des Hirnstammes zur Medulla oblongata (MeOb), die
das Myelencephalon (MyelC) bildet.

Der caudale Teil des vagalen Lobus (LX) liegt dorsal des rhombencephalen Ventrikels (RV). An
den Ventrikel grenzen zu beiden Seiten lateral der vagale Motornukleus (Nxm) und ventral die
medialen longitudinalen Faszikelblindel (MLF) mit den enthaltenen Mauthner-Axonen (MA) an.

Ventrolateral des vagalen Lobus treten den Vagusnerven (X.) zugehdrige Fasern in das Gehirn ein
und Uberspannen bogenartig den sekundaren Geschmackstrakt (SGT) und die absteigende trige-
minale Wurzel (DV). Die Vagusnerven sind bei der Regulation der Tatigkeiten fast aller inneren Or-
gane beteiligt.
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Abbildung 27: Querschnitt 8198 >

Mit Querschnitt 8198 sind wir endgultig im verlangertem Rickenmark (MeOb) angelangt. Zentral
ist der rhombencephale Ventrikel nicht langer vorhanden. Er wurde durch den mit Zerebrospinal-
flussigkeit geflillten Zentralkanal (C) ersetzt. Dieser setzt sich caudal durch das gesamte Riicken-
mark fort.

Dorsal schlie3t sich der Nukleus von Cajal (NC) an. Ventral verlauft das mediale longitudinale Fas-

zikelblndel (MLF). Darin gut zu erkennen die paarigen Querschnitte der Mauthner'schen Riesen-
axone (MA).
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Abkurzungsverzeichnis:
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Cantv
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Cce
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Cpost
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Cven
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DCV
DIL
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DT
DV
EG
gCce
GL
gVa
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Hab
Hc
Hd
Hv
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Lca

LFB
LLF

LOT
LR

LX
MA
MeOb
MesC
MetC
MFB
MLF
MOT
mVa
MyelC
NC
NMLF
NIn
NS
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unbekannte Kommissur

Bulbus olfactorius

Blutgefal® (blood vessels)

Zentralkanal (central canal)

dorsaler Anteil der anterioren Kommissur (commissura anterior, pars dorsalis)
ventraler Anteil der anterioren Kommissur (commissura anterior, pars ventralis)
Cerebellum

Crista cerebellaris

caudaler Lobus des Cerebellums

Corpus cerebelli

horizontale Kommissur (commissura horizontalis)

optisches Chiasma (chiasma opticum)

postoptische Kommissur (commissura postoptica)

posteriore Kommissur (commissura posterior)

tektale Kommissur (commissura tecti)

ventrale Kommissur des Rhombencephalon (commissura ventralis rhombencephali)
ventrale Fasern des Cerebellums

Diencephalon

diencephaler Ventrikel

diffuser Nukleus des inferioren Lobus

dorsomedialer optischer Trakt

dorsaler Thalamus

absteigende trigeminale Wurzel (V. Gehirnnerv; decending trigeminal root)
Eminentia granularis

granulare Schicht des Corpus cerebelli

glomerularen Schicht des olfaktorischen Bulbus (glomerular layer of olfactory bulb)
granulare Schicht der Valvula cerebelli

Hypothalamus

Habenula

caudale Zone des Ventrikel umgebenden Hypothalamus

dorsale Zone des Ventrikel umgebenden Hypothalamus

ventrale Zone des Ventrikel umgebenden Hypothalamus

mit kleinen Zellen dicht gepackte innere zentrale Region des olfaktorischen Bulbus
(internal cellular layer of olfactory bulb)

Lobus caudalis cerebelli

laterale Faserbiindel des Vorderhirns

laterale longitudinale Faszikelbindel

lateraler olfaktorischer Trakt

llaterale Ausdehnung des diencephalen Ventrikels (lateral recess of diencephalic
ventricle)

Lobus des Vagusnerven (X. Gehirnnerv)

Mauthnerzellen (Mauthner axon)

Medulla oblongata

Mesencephalon

Metencephalon

mediale Faserbiindel des Vorderhirns

mediale longitudinale Faszikelblindel

medialer olfaktorischer Trakt

molekulare Schicht der Valvula cerebelli

Myelencephalon

Nukleus von Cajal

Nukleus des medialen |longitudinalen Faszikelbiindels

Nukleus interpendiculus

Nukleus corticalis
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Nxm

oN |
ONT

oT

PGC
PGZ.1-13

Pit
PO
PPa

Ppp
Psm
Psp

PTN
RV
SD
ScR
SGT
TC
TCd
TCdc
TCdI
TCdm
TCdp
TCv
TCvc
TCvd
TCvv
TCV
Tg
TeV
TL
TLa
TO
TS
TTB
TTBc
TTBr
Va
Vad
Vav
VOT
VT

m
V.
VIl
VIl

vagaler Motornukleus (Vagusnerv X. Gehirnnerv)

linker optischer Nerv (Il. Gehirnnerv)

rechter optischer Nerv (ll. Gehirnnerv)

optischer Trakt

praglomerularer Komplex (preglomerular complex)

periventrikulare Zone 1-3 des optischen Tektums (1: Fasern; 2: vereinzelt lose
Zellen; 3: dichte Zellschicht; periventricular grey zone of optic tectum layer 1-3 )
Hirnanhangsdruse (pituitary gland)

posteriorer pratektaler Nukleus

anteriorer parvozellularer praoptischer Nukleus des ventralen posterioren
Telencephalons (parvocellular preoptic nucleus, anterior part)

posteriorer parvozellularer praoptischer Nukleus des ventralen posterioren
Telencephalons (parvocellular preoptic nucleus, posterior part)
magnozellularer Nukleus des superfiziellen Pratektums (magnocellular nucleus of
the superficial pretectum)

parvozellulare Nukleus des superfiziellen Pratektums (parvocellular nucleus of the
superficial pretectum)

posteriorer tuberaler Nukleus

rhombencephaler Ventrikel

Sacculus dorsalis

suprachiasmatische Region

sekundarer Geschmackstrakt

Telencephalon

dorsaler Abschnitt des Telencephalons

zentrale Zone des TCd (central zone of TCd)

laterale Zone des TCd

mediale Zone des TCd

posteriore Zone des TCd

ventraler Abschnitt des Telencephalons

zentraler Nukleus des TCv (central nucleus of TCv)

dorsaler Nukleus des TCv

ventraler Nukleus des TCv

telencephaler Ventrikel

Tegmentum

tektaler Ventrikel

Torus longitudinalis

Torus lateralis

optisches Tektum (tectum opticum)

Torus semicircularis

tektobulbarer Trakt (Tractus tektobulbaris)

Uberkreuzter tektobulbarer Trakt (Tractus tectobulbaris cruciatus)

gerader tektobulbarer Trakt (Tractus tectobulbaris rectus)

Valvula cerebelli

dorsaler Anteil / dorsales Band der Valvula Cerebelli

ventraler Anteil / ventrales Band der Valvula Cerebelli

ventrolateraler optischer Trakt

ventraler Thalamus

lll. Gehirnnerv (Nervus oculomotorius)

IV. Gehirnnerv (Nervus trochlearis)

. Gehirnnerv / Trigeminusnerv (Nervus trigeminus)
I. Gehirnnerv / Seitenliniennerv (Nervus fascialis)
[ll. Gehirnnerv (Nervus vestibulocochlearis)

. Gehirnnerv / Vagusnerv (Nervus vagus)

xFﬁK—
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3.1.8 uCT-Aufnahmen

Mit Volren unter Amira® ist es moglich, allein anhand des uCT-Bilderstapels, sich das Ge-
hirn der Sardelle in 3D anzeigen zu lassen. Die Funktion ,Ortho Slicer‘ermoglicht es bei
entsprechender Ausrichtung des pCT-Bilderstapels horizontale, vertikale und sagittale
Schnittebenen zu erhalten (siehe Abbildung 29: A-C; G-I; M-O). Gehirngrof3strukturen und
einige ihrer Substrukturen lassen sich aufgrund des unterschiedlichen Kontrastes bereits
gut erkennen. Die granularen und fasrigen Komponenten des Cerebellums sind klar und
deutlich voneinander zu unterscheiden (Abb. 29: J-L). Feinere Strukturen, wie z.B. Kerne
und feinste Nerventrakte sind nicht zu erkennen. Die Auflosung der uCT-Bilder ist im Ver-
gleich zu den Histologiebildern deutlich geringer (Vergleiche Abb. 29 D E F H 1 J K L mit
Atlas Abb. 12-15, 17, 20 und 22).

Abbildung 29: Mit der ,Volren-Funktion“ unter Amira® ldsst sich anhand des uCT-
Bilderstapels das Gehirn der Sardelle in 3D anzeigen. Mit dem ,Ortho Slicer“ kénnen
beliebige Schnittebenen erzeugt werden. >

A: Laterale Ansicht des 3D-Gehirnmodels; Horizontale Schnittebene durch den pCT-Bilderstapel.
B: Unter A angeschnittene Ebene innerhalb des uCT-Bilderstapels. C: Die unter B angeschnittene
Ebene der uCT-Aufnahme. D: Vertikale uyCT-Schnittebene im Bereich um Schnitt 4490 der Histo-
serie (vgl. Abb. 12). E: Vertikale uCT-Schnittebene im Bereich um Schnitt 4710 der Histoserie (vgl.
Abb. 13). F: Vertikale yCT-Schnittebene im Bereich um Schnitt 5005 der Histoserie (vgl. Abb. 14).
G: Laterale Ansicht des 3D-Gehirnmodels; Vertikale Schnittebene durch den pCT-Bilderstapel. H:
Unter G angeschnittene Ebene innerhalb des uCT-Bilderstapels um Schnitt 5212 der Histoserie. I:
Die unter H angeschnittene Ebene der yCT-Aufnahme (vgl. Abb. 15). J: Vertikale yCT-Schnittebe-
ne im Bereich um Schnitt 5648 der Histoserie (vgl. Abb. 17). K: Vertikale uCT-Schnittebene im Be-
reich um Schnitt 6455 der Histoserie (vgl. Abb. 20). L: Vertikale uCT-Schnittebene im Bereich um
Schnitt 6996 der Histoserie (vgl. Abb. 22). M: Dorsale Ansicht des 3D-Gehirnmodels; Sagittale
Schnittebene durch den uCT-Bilderstapel. N: Unter M angeschnittene Ebene innerhalb des uCT-
Bilderstapels. O: Die unter N angeschnittene Ebene der uCT-Aufnahme.

A-C, G und M-O: Links ist anterior, rechts posterior. D-F und H-L: Oben dorsal und unten ventral.
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3.2 Die Gehirne der Entwicklungsstadien

3.2.1 Histologie

Der Vergleich ausgewahlter histologischer Querschnitte in den von anterior nach posterior
angeordneten Gehirnbereichen Telencephalon, Chiasma, optisch relevanter Kerne, Tek-
tum optikum, Cerebellum und Medulla oblongata zwischen Gehirnstadien unterschiedlich-
en Alters 5d, 10d, 20d, 31d, 36d und 45d erbringt die Erkenntnis, dass mit zunehmenden
Alter die Anzahl der Zellen, die Gehirngréf3e im allgemeinen und die Gehirnkomplexitat zu-
nimmt (vergl. Abb. 30-36).

Bei der 5 Tage alten Larve sind die Ventrikelraume sehr deutlich erkennbar und dominant
(Abb. 31). Die Untergliederung des Gehirns in finf Hauptabschnitte ist bereits bei diesem
sehr frihen Stadium moglich und somit folglich auch bei allen noch folgenden. Mit Ausnah-
me der Sehnerven, der anterioren Kommissur und der Grobuntergliederung des Dience-
phalons in dorsalen Thalamus, posteriores Tuberculum und Hypohyse, sind spezielle Sub-
strukturen, d.h. benennbare Nervenbahnen oder Kerne, innerhalb des Nervengewebes auf
dem gegebenen lichtmikroskopischen Auflésungs- und Beschreibungsniveau nicht klar zu
identifizieren. In diesem frihen Stadium lasst sich lediglich kernhaltiges Nervenzell- von
kernlosem Nervenfasergewebe unterscheiden, wobei die Anzahl der Nervenzellen Uber-
schaubar ist und den gréleren Anteil des Gehirns ausmacht. Eine Gliederung in zwei

Hemispharen ist schon frih vorhanden (Abb. 31).

Das 10 Tage alte Larvenstadium weil3t im gegebenen Praparat zum Teil relativ grof3e Ven-
trikelrdume auf, die im Vergleich zum 5 Tage Larvenstadium allerdings - relativ - deutlich
kleiner sind (vergl. Abb. 31 mit Abb. 32). Spezifische Substrukturen sind auch bei diesem
Stadium noch nicht klar abgegrenzt, beziehungsweise nicht erkennbar. Das Verhaltnis
Nervenzell- zu Nervenfasergewebe entspricht im Querschnitt durch alle Hirnregionen circa
einem 50/50-Verhaltnis (Abb. 32). Auf Hohe des optischen Tektums kann ein deutlicher
Wachstumsprozess ausgemacht werden. Das Gehirn geht an dieser Stelle deutlich in die
Breite (Abb. 32 D).

Die Ventrikel erscheinen bei Sardellenlarven, die 20 Tage oder alter sind, ahnlich ausge-
pragt zu sein, wie bei einem adulten Individuum (vergl. Abb. 33-36 mit Abb. 10-27). Bei

dem 20 Tage alten Larvenstadium lassen sich erstmals groRere Blutgefal3e eindeutig iden-
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tifizieren (Abb. 33 D-F) und eine beginnende innere Organisation von Nervenzellverban-

den bzw. Nervenfasern erkennen (Abb. 33 C, D). Vor allem im Vergleich mit jingeren Sta-
dien wird dies besonders deutlich in den Bereichen Telencephalon, optisches Tektum und
Medulla oblongata (vergl. Abb. 31-33 A, D, F). Erstmals treten Kernansammlungen in
Form von Clustern oder peripheren Ansammlungen gewisser Gehirnareale auf (Abb. 33 C,
D). Insgesamt Uberwiegt der Faseranteil mittlerweile den Zellkernanteil des Gehirns (Abb.
33 A-F).

Obwohl das 31 Tage alte Larvenstadium ganze 11 Tage alter ist als das nachst jungere, ist
die Histologie beider Larvenstadien einander sehr ahnlich (vergl. Abb. 33 mit Abb. 34). Le-
diglich die GesamtgroRe des Gehirns hat deutlich zugenommen (vergl. Abb. 30, 33 und
34). Nach 31 Tagen der Entwicklung konnen erstmals einem optischen Trakt entspre-
chend, von den Sehnerven ausgehende, nach dorsal ziehende Nervenfasern ausgemacht
werden (Abb. 34 C). Blutgefale sind erkennbar. Allerdings erscheint das Blutgefallsystem
im gegebenen Praparat im Vergleich zu dem 20 Tage alten Larvenstadium weniger deut-
lich (vergl. Abb. 33 mit Abb. 34 D-F).

Im allgemeinen fallt auf, das direkt an Ventrikel angrenzendes Nervengewebe Zellkerne
enthalt, d.h. eher Perikarya als Neuropil. Bei Sardellenlarven mit zunehmenden Alter, 36
Tage und alter, kristallisiert sich dieser Zusammenhang zunehmend heraus (vergl. Abb.
31-34 mit Abb. 35 und 36). Spezielle Gehirnsubstrukturen sind bei dem 36 Tage alten Lar-
venstadium bereits erkennbar und nach Kriterien der Lage eindeutig zu identifizieren und
zu benennen (Abb. 35 C-E).

In diesem weit vorangeschrittenen Stadium scheint es als ob das Gehirn mittlerweile zu
einem grofRen Teil aus Nervenfasern und nicht mehr hauptsachlich aus kernhaltigem Ner-
venzellgewebe besteht (Abb. 35 A-F). Im Vergleich zum 31 Tage alten Sardellenlarvensta-
dium, bei einem Altersunterschied von nur 5 Tagen, fallt ein enormer GroéRenunterschied
auf. Anhand der histologischen Querschnitte ist dieser Unterschied vor allem in der grof3en
Breitendifferenz ersichtlich (s. Abb. 31 und Abb. 34-35 im Detail). Das Blutgefalsystem ist
ab diesem Stadium sehr gut ausgepragt und klar zu erkennen (Abb. 35 B-F). Das Cerebel-
lum ist im Vergleich zu friheren Larvenstadien deutlich weiter entwickelt (vergl. Abb. 31-35
E).
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Das Gehirn des 45 Tage alten Larvenstadiums weist primar einen deutlichen GréRenun-

terschied im Vergleich zum nachst jingerem Larvenstadium auf (Abb. 30 und Abb. 35-36
im Detail). Die Anzahl klar zu erkennender Substrukturen des Gehirns nimmt zu (vgl. Abb.
35 C-E mit Abb. 36 C-F). Im Einzelnen sind das: ventrale rhombencephale Kommissur
(CvF), Mauthner-Axon (MA) und der okulomotorische Nerv (lll). Sie erscheinen in diesem
Entwicklungsstadium in der auch flr das ausgereifte Tier typischen raumlichen Anordnung:
Das CvF oberhalb des aufgespaltenen rhombencephalen Ventrikels, der Il zu beiden Sei-
ten der Hypophyse innerhalb des Mesencephalons und die MAs an zentraler Position in-
nerhalb der Medulla oblongata (s. auch Kap 3.1.4, 3.1.5, 3.1.6; Abb. 14, 15, 20-25).

Wie bei dem Gehirn einer adulten Sardelle deutet sich eine Stratifizierung des optischen
Tektums an (Abb. 36 D). Das Verhaltnis Nervenzell- zu Nervenfasergewebeanteilen liegt
zunehmend auf der Seite der Fasern (Abb. 36). Am deutlichsten zeigt sich dieser Sachver-
halt, sobald man die Sehnervenentwicklung der unterschiedlich alten Larvalstadien gegen-
uber stellt (Abb. 30 und Abb. 31-36 B).

Abbildung 30: Vergleich ausgewadhlter histologischer Querschnitte spezifischer Gehirn-
bereiche von Sardellenlarvenstadien unterschiedlichen Alters. >

Die Querschnitte der von anterior nach posterior anzutreffenden Gehirnbereiche Telencephalon,
Chiasma, optisch relevanter Kerne, Tektum optikum, Cerebellum und Medulla oblongata sind von
oben nach unten angeordnet. Die Larvenstadien 5d, 10d, 20d, 31d, 36d und 45d sind mit aufstei-
genden Alter von links nach rechts angeordnet. Oben ist dorsal und unten ventral.
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Abbildung 31: Histologische Querschnitte ausgewahlter spezifischer Gehirnbereiche einer 5
Tage alten Sardellenlarve. | 2

A: Telencepahalon. B: Chiasma. C: Kerne. D: Tektum optikum. E: Cerebellum. F: Medulla oblonga-
ta.

Cant: anteriore Kommissur, CO: optisches Chiasma, DCV: diencephaler Ventrikel, dThal: dorsaler
Thalamus, FB: Faserbundel des Vorderhirns, GS: graue Substanz (Zellkerne), H: Hypothalamus,
LFB: laterale Faserblndel des Vorderhirns, oN I: linker optischer Nerv, oN r: rechter optischer
Nerv, postTu: posteriores Tuberculum, RV: rhombencephaler Ventrikel, TCV: telencephaler Ventri-
kel, Tg: Tegmentum, TeV: tektaler Ventrikel, TO: optisches Tektum, WS: weilRe Substanz (Fasern).
Oben ist dorsal und unten ventral.
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Abbildung 32: Histologische Querschnitte ausgewahliter spezifischer Gehirnbereiche einer
10 Tage alten Sardellenlarve. >

A: Telencepahalon. B: Chiasma. C: Kerne. D: Tektum optikum. E: Cerebellum. F: Medulla oblonga-
ta.

CO: optisches Chiasma, DCV: diencephaler Ventrikel, FB: Faserblindel des Vorderhirns, GS:
graue Substanz (Zellkerne), H: Hypothalamus, oN I: linker optischer Nerv, oN r: rechter optischer
Nerv, RV: rhombencephaler Ventrikel, TCV: telencephaler Ventrikel, Tg: Tegmentum, TeV: tektales
Ventrikel, TO: optisches Tektum, WS: weilde Substanz (Fasern). Oben ist dorsal und unten ventral.
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Abbildung 33: Histologische Querschnitte ausgewahlter spezifischer Gehirnbereiche einer
20 Tage alten Sardellenlarve. | 2

A: Telencepahalon. B: Chiasma. C: Kerne. D: Tektum optikum. E: Cerebellum. F: Medulla oblonga-
ta.

BV: Blutgefal, CO: optisches Chiasma, Cpop: postoptische Kommissur, DCV: diencephaler Ventri-
kel, DIL: diffuser Nukleus des inferioren Lobus, dThal: dorsaler Thalamus, GS: graue Substanz
(Zellkerne), H: Hypothalamus, oN I: linker optischer Nerv, oN r: rechter optischer Nerv, PGR: pra-
glomerulare Region, Pit: Hypophyse, postTu: posteriores Tuberculum, RV: rhombencephaler Ven-
trikel, TCV: telencephaler Ventrikel, Tg: Tegmentum, TeV: tektaler Ventrikel, TLa: Torus lateralis,
TO: optisches Tektum, Val: Valvula, WS: wei3e Substanz (Fasern), +: Nervenfaser. Oben ist dorsal
und unten ventral.
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Abbildung 34: Histologische Querschnitte ausgewahlter spezifischer Gehirnbereiche einer
31 Tage alten Sardellenlarve. | 2

A: Telencepahalon. B: Chiasma. C: Kerne. D: Tektum optikum. E: Cerebellum. F: Medulla oblonga-
ta.

BV: Blutgefal, CO: optisches Chiasma, DCV: diencephaler Ventrikel, dThal: dorsaler Thalamus,
GS: graue Substanz (Zellkerne), H: Hypothalamus, oN I: linker optischer Nerv, oN r: rechter opti-
scher Nerv, OT: optischer Trakt, postTu: posteriores Tuberculum, RV: rhombencephaler Ventrikel,
TCV: telencephaler Ventrikel, TeV: tektaler Ventrikel, TLa: Torus lateralis TO: optisches Tektum,
WS: weilde Substanz (Fasern). Oben ist dorsal und unten ventral.
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Abbildung 35: Histologische Querschnitte ausgewahlter spezifischer Gehirnbereiche einer
36 Tage alten Sardellenlarve. | 2

A: Telencepahalon. B: Chiasma. C: Kerne. D: Tektum optikum. E: Cerebellum. F: Medulla oblonga-
ta.

BV: Blutgefal’, CBP: cerebellare Platte, Cpost: posteriore Kommissur, DCV: diencephaler Ventri-
kel, DIL: diffuser Nukleus des inferioren Lobus, dThal: dorsaler Thalamus, Ethal: Eminentia Thala-
mi, GS: graue Substanz (Zellkerne), H: Hypothalamus, MLV: mediales longitudinales Fasikel, oN I:
linker optischer Nerv, oN r: rechter optischer Nerv, OT: optischer Trakt, P: Pallium, postTu: posteri-
ores Tuberculum, praOR: prdoptische Region, RV: rhombencephaler Ventrikel, sP: Subpallium,
TCV: telencephaler Ventrikel, Tg: Tegmentum, TO: optisches Tektum, TL: Torus longitudinalis, TLa:
Torus lateralis, Val: Valvula, WS: weil3e Substanz (Fasern). Oben ist dorsal und unten ventral.
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Abbildung 36: Histologische Querschnitte ausgewahlter spezifischer Gehirnbereiche einer
45 Tage alten Sardellenlarve. >

A: Telencepahalon. B: Chiasma. C: Kerne. D: Tektum optikum. E: Cerebellum. F: Medulla oblonga-
ta.

BV: Blutgefal®, CBP: cerebellare Platte, CvF: ventrale rhombencephale Kommissur, DCV: dience-
phaler Ventrikel, DIL: diffuser Nukleus des inferioren Lobus, dThal: dorsaler Thalamus, GS: graue
Substanz (Zellkerne), H: Hypothalamus, Hab: Habenula; MA: Mauthner Axon, MLV: mediales lon-
gitudinales Fasikel, oN I: linker optischer Nerv, oN r: rechter optischer Nerv, OT: optischer Trakt, P:
Pallium, Pit: Hypophyse, postTu: posteriores Tuberculum, RV: rhombencephaler Ventrikel, sP:
Subpallium, TCV: telencephaler Ventrikel, TeV: tektaler Ventrikel, Tg: Tegmentum, TO: optisches
Tektum, TL: Torus longitudinalis, TLa: Torus lateralis, WS: weille Substanz (Fasern), x: angedeute-
te Stratifizierung des optischen Tektums, Ill: okulomotorischer Nerv. Oben ist dorsal und unten ven-
tral.
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3.2.2 3D-Mikroanatomie und Volumetrie

Vergleicht man die in 3D rekonstruierten Gehirne der Larvenstadien unterschiedlichen Al-
ters 5d, 10d, 20d, 31d, 36d und 45d miteinander, so zeigt sich, dass mit zunehmenden
Alter die Gehirngrof3e generell zunimmt (Abb. 38). Eine Vermessung der Larvalstadien un-
ter Amira® kann diesen Befund zusatzlich bestatigen. Die Parameter Lange (von der vor-
dersten Spitze bis zum hintersten Punkt des Gehirns), Breite (gemessen auf Hohe des op-
tischen Tektums), Hohe (auf Hohe der Hypophyse) und Gesamtvolumen nehmen mit zu-
nehmenden Alter kontinuierlich zu (Tab. 7, Abb. 37). Die Breiten- und Hohenmessungen
erfolgten bei frontaler Ansicht. Als maximale Breite bzw. Hohe wurde der Messwert heran-
gezogen, der bei horizontalen- bzw. vertikalen Anlegens des Messbalkens, den groften
Wert ergab.

Die Form des Gehirns andert sich von anfanglich wurmférmig mit voran schreitendem Alter
(innerhalb der ersten 10 Tage) zunachst sehr stark, danach ahnelt das Larvalgehirn zu-
nehmend dem eines adulten Fisches. Die Anpassung an die Form des adulten Gehirns er-
folgt kontinuierlich mit zunehmendem Alter (Abb. 38). Ein wesentlicher Unterschied des 45
Tage alten Sardellengehirns gegenliber dem eines zwei bis drei Jahre alten Adultus ist die
noch deutlich geringere dorsoventrale Ausdehnung (,HOhe") des Metencephalons mit Ce-

rebellum.

Tabelle 7: Zusammenfassung der unter Amira® ermittelten Gehirn-Parameter Linge, Breite,

Hohe und Volumen der Sardellenlarvenstadien unterschiedlichen Alters.

5 490 226 219 0,008
10 507 370 221 0,011
20 660 412 254 0,020
31 1081 510 350 0,054
36 1882 1015 557 0,303
45 2294 1313 701 0,633
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Abbildung 37: Grafische Darstellung der unter Amira® ermittelten Messwerte (Lange/Breite/
Hohe/Volumen des Gehirns gegen die Zeit) der Sardellenlarvenstadien unterschiedlichen
Alters.

A: Lange/Breite/Hbhe [um] gegen die Zeit [d]. Rauten stehen fir Langen-, Kreise fiir Breiten- und
Dreiecke fiir Hohenmessungen. B: Volumen [mm?®] gegen die Zeit [d].
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Abbildung 38: 3D-Rekonstruktion des Sardellengehirns unterschiedlichen Alters:
5d, 10d, 20d, 31d, 36d, 45d und Adult. >

A: Dorsalansicht der unter Amira® in 3D rekonstruierten Sardellengehirne. Im oberen Bereich sind
die Gehirne der Larvalstadien von links nach rechts, von jung nach alt angeordnet. Zum Vergleich
ist darunter das Gehirn eine adulten Sardelle abgebildet. B: Lateralansicht der unter Amira® in 3D
rekonstruierten Sardellengehirne. Anordnung wie bei A. C: Ventralansicht der unter Amira® in 3D
rekonstruierten Sardellengehirne. Anordnung wie bei A.

Der Mal3stabsbalken ist fur alle drei Teilaspekte der Abbildung gultig.
dunkelgrau: linker Sehnerv, hellgrau: rechter Sehnerv; gelb: Gehirn.
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Mit Amira® ist es moglich einzelne 3D-Strukturen transparent darzustellen. Dadurch ist es

mdglich Details, wie die Kreuzungsmuster der Sehnerven bei den Sardellenlarven zu un-
tersuchen. Bei den Sardellenlarven kommen Typ | und Il nach (Mogi et al., 2009) vor: Der
linke Sehnerv kreuzt vor dem rechten (Typ | bei 20d, 31d) und der rechte Sehnerv kreuzt
vor dem linken (Typ Il bei 5d, 36d, 45d). Fur das 10d Sardellenlarvenstadium kann anhand
der 3D-Rekonstruktion keine eindeutige Aussage bezlglich des Kreuzungsmusters getrof-
fen werden (Abb. 39 und 40).

Abbildung 39: Frontalansicht der 3D-Rekonstruktion von Sardellengehirnen unterschied-
lichen Alters mit Fokus auf die Kreuzungsmuster der Sehnerven. | 2

A: 3D-Rekonstruktion des Gehirns einer 5 Tagen alten Sardellenlarve. A": Wie A, Gehirn transpa-
rent dargestellt; rechter Sehnerv kreuzt vor linkem. B: 3D-Rekonstruktion des Gehirns einer 10 Ta-
gen alten Sardellenlarve. B': Wie B, Gehirn transparent dargestellt; Kreuzungsmuster ist in der 3D-
Rekonstruktion nicht klar erkennbar. C: 3D-Rekonstruktion des Gehirns einer 20 Tagen alten Sar-
dellenlarve. C': Wie C, Gehirn transparent dargestellt; linker Sehnerv kreuzt vor rechtem.
dunkelgrau: linker Sehnerv, hellgrau: rechter Sehnerv; gelb: Gehirn.
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Abbildung 40: Frontalansicht der 3D-Rekonstruktion von Sardellengehirnen unterschied-
lichen Alters mit Fokus auf die Kreuzungsmuster der Sehnerven (Fortsetzung). | 2

D: 3D-Rekonstruktion des Gehirns einer 31 Tagen alten Sardellenlarve. D': Wie D, Gehirn transpa-
rent dargestellt; linker Sehnerv kreuzt vor rechtem. E: 3D-Rekonstruktion des Gehirns einer 36
Tagen alten Sardellenlarve. E': Wie E, Gehirn transparent dargestellt; rechter Sehnerv kreuzt vor
linkem. F: 3D-Rekonstruktion des Gehirns einer 45 Tagen alten Sardellenlarve. F': Wie F, Gehirn
transparent dargestellt; rechter Sehnerv kreuzt vor linkem.

dunkelgrau: linker Sehnerv, hellgrau: rechter Sehnerv; gelb: Gehirn.
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3.3.1 Fluoreszenzlaufexperimente

Welche Gehirnareale bei der Verarbeitung visueller Informationen eine Rolle spielen, sollte

unter anderem durch den Einsatz lipophiler Marker herausgefunden werden.

Die Versuche mit den lipidgangigen Fluoreszenzfarbstoffen Dil und DiO erbrachten nur in
zwei Fallen des Versuchsansatzes | eine Farbung der Sehnerven Uber das Chiasma hin-
aus, bis in den ventralen optischen Trakt (Abb. 41 C). Bei allen anderen Ansatzen konnten
die Fluoreszenzfarbstoffe nicht bis ins Gehirn verfolgt werden. Versuchsansatz Il erbrachte

keine verwertbaren Ergebnisse.

Sobald die Fluoreszenzfarbstoffe in die Membranen der Nervenaxone aufgenommen wur-
den, waren ihre Signale deutlich zu erkennen und gut von einander zu unterscheiden (Dil
mit dem mCherry- und DiO mit dem GFP Detektionsfilter). Die Farbstoffe scheinen sich
annahernd gleich schnell auszubreiten (Abb. 41 A). Das Schneiden mit dem Vibratom auf
Hohe der Sehnerven fuhrte meist dazu, dass die Sehnervenaxone wahrend dem Schnei-
devorgang auseinander gerissen wurden und es kam des 6fteren zu einer Verunreinigung
durch angefarbte Axonstlicke auf den tbrigen Schnitten (Abb. 41 B).

Es konnten keine ipsilateral verlaufenden Nervenbahnen Uber das Chiasma hinaus beob-
achtet werden. Ebenso wenig konnten Projektionen in das optische Tektum hinein oder
weitere an der Verarbeitung optischer Informationen beteiligte Gehirnregionen bzw. Kerne

nachgewiesen werden.

Abbildung 41: Axiale Vibratomschnitte durch in Agar eingebettete Sardellengehirne nach
der Applikation der Fluoreszenzfarbstoffen Dil auf den linken- und DiO auf den rechten Seh-
nerv; Orientierung: oben dorsal und unten ventral. >

A: Axialschnitt durch das Telencephalon und die Sehnerven vor dem Chiasma. Die Fluoreszenz-
farbstoffe Dil und DiO breiten sich mit anndhernd gleicher Geschwindigkeit Uber die Sehnervenax-
one aus. B: Axialschnitt durch das Telencephalon und das Chiasma. Die Sehnerven sind wahrend
des Schneidevorgangs mit dem Vibratom zerrissen und haben zu zahlreichen, mit * markierten
Verunreinigungen gefuhrt. C: Axialschnitt durch den ventralen Thalamus und den anterioren Teil
das Tektums. Das Bild zeigt die am weitesten zurtickgelegte Strecke der Fluoreszenzfarbstoffe.
Weiter posterior gelegene Querschnitte weisen keine Anfarbungen der Neurotracer mehr auf.

BO: Bulbus olfactoris; oN I: linker Sehnerv; oN r: rechter Sehnerv; TC: Telencephalon; TO: Tektum
opticum; VOT I: linker ventraler optischer Trakt; VOT r: rechter ventraler optischer Trakt; VT: ven-
traler Thalamus; *: Verunreinigungen.
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oN I + Dil ™ oN r + DiO

200 pm
—

VOT I + DiO : o ‘ VOT r + Dil

Seite 119
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3.3.2 3D-Rekonstruktion der Ganglienzellaxone des linken- und rechten optischen
Nerven

Bei den Sehnerven handelt es sich um Axonblndel. Sie entspringen den Ganglienzellen
der Retinae des rechten und des linken Auges. Sie verlaufen von anterior nach posterior
bis zum optischen Chiasma und fachern sich dann fingerformig in je drei unterschiedlich
dicke Einzelstrange auf, bis sie sich dann im optischen Chiasma abwechselnd tberkreu-
zen (Abb. 42 C), ahnlich zweier Hande gefaltet zum Gebet. Nach (Mogi et al., 2009) ent-
spricht dieses Kreuzungsmuster der Sehnerven dem Typus Nummer lll, charakterisiert
durch sich aufspaltende Sehnerven, die sich abwechselnd Uberkreuzen. Die Dicke der
Strange nimmt von ventral nach dorsal ab. Der am weitesten ventral gelegene Strang ist
Teil des rechten Sehnervs (Abb. 42 D).

Weiter posterior kommt es zum Eintritt der Nervenstrange in das Diencephalon. Die Axon-
bundel bilden fortan den ventralen- und dorsalen optischen Trakt (VOT; DOT; Abb. 14-17;
Querschnitt 5005 bis 5648). Weiter caudal gehen sie letztendlich in das optische Tektum,
Teil des dorsalen Mesencephalons, Uber und stellen dort die zweit aullerste Schicht
(Abb.14-21; Querschnitt 5005 bis 6725). In der Literatur wird diese Schicht auch als
Stratum optikum bezeichnet (SO). Innerhalb der optischen Tekti beschreiben die Ganglien-
zellaxone die Form zweier nebeneinander gelegener hohler Halbkugeln. Sie sind um 45°
zur Korperlangsachse seitlich geneigt, liegen anterior sehr nahe zusammen und riacken
dann aber posterior weiter auseinander (Abb. 42 C). Die Halbkugeln weisen je eine leicht

vertikal geneigte, horizontale Aussparung auf (Abb. 42 B).

Die optisch relevanten Kerne des Gehirns sind Teile des Diencephalons und paarig ange-
legt. lhre Form und Lagebeziehung zueinander wurde bereits unter 3.1.3 ausfuhrlich be-
schrieben.

Auf beiden Seiten werden die parvozellularen Nuklei des superfiziellen Pratektums (Psp)
von den Ganglienzellaxonen umschlossen (Abb. 43). Die magnozelluldaren Nuklei des su-
perfiziellen Pratektums (Psm) und die posterioren pratektalen Nuklei (PO) sind nur antero-
lateral von den Axonfasern umgeben (Abb. 43). Die contralateralen Sehnervaxone stehen
nachweislich mit den Psp's (Abb. 44 A), den Psm's (Abb. 44 B) und den PQO's (Abb. 44 C)
in Verbindung. Basierend nur auf den histologischen Querschnitten, kann jedoch keine

eindeutige Aussage getroffen werden, ob die Ganglienzellaxone in den Kernen enden.
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An diese Kernkomplexe grenzen auf beiden Seiten die Nuklei corticalis (NS) dorsomedial

an (Abb. 43). Diese diffusen Gehirnkerne werden allerdings nur von einigen Axonen durch-
zogen (Abb. 44 D). Eine direkte Verbindung, d.h. eine Termination bzw. Innervierung von
Sehnervenaxonen, konnte im Vergleich zu den anderen optisch relevanten Kernen nicht

beobachtet werden.
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Abbildung 42: Form und Verlauf der Sehnervenaxone im Sardellengehirn.

Orientierung A-D: Links anterior und rechts posterior.

A: Ubersichtsabbildung des Sardellengehirns (transparent) und der Verlauf der Sehnervenaxone
des linken- (dunkelgrau) bzw. rechten Sehnervs (hellgrau) von der Retina bis ins optische Tektum.
Orientierung: Oben dorsal und unten ventral. B: Lateralansicht: Das von den Ganglienzellaxonen
gebildete Stratum optikum innerhalb des optischen Tektums beschreibt die Form zweier nebenein-
ander gelegener hohler Halbkugeln (*). Seitlich weisen sie je eine leicht vertikal geneigte, horizon-
tale Aussparung auf (Pfeil). C: Dorsalansicht: Die hohlen Halbkugeln liegen anterior sehr nahe zu-
sammen und rlicken posterior weiter auseinander (vergleiche die Lange der Doppelpfeile). * mar-
kiert die facherartige Aufteilung der Sehnerven auf der Hohe des optischen Chiasmas. D: Ventral-
ansicht: Die Strangdicke nimmt von ventral nach dorsal ab. Der unterste Strang (*) ist Teil des
rechten Sehnervs (hellgrau).
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Abbildung 43: Optisch relevante Kerne innerhalb des Sardellengehirns und die Lagebezieh-
ung zu den Ganglienzellaxonen.

Orientierung: A-D: Links anterior und rechts posterior: E: Hinten anterior und vorne posterior.

A: Ubersichtsabbildung des Sardellengehirns und die Lage der optisch relevanten Kerne innerhalb.
Gehirn und Ganglienzellen sind transparent dargestellt. Ganz vorne liegt der Psp eingebettet in
den Ganglienzellaxonen. Er geht tGber in den Psm (dorsal) und PO (ventral). Der NS schlief3t sich
lateromedial an den Kernkomplex an. B: Dorsalansicht auf die optisch relevanten Kerne und das
Ganglienzellaxongeflecht. C: Lateralnsicht auf die optisch relevanten Kerne und das Ganglienzell-
axongeflecht. D: Ventralansicht auf die optisch relevanten Kerne und das Ganglienzellaxonge-
flecht. Der NS wird in dieser Ansicht vom PO und Psm verdeckt. E: Caudalansicht: Der Psp ist
nicht sichtbar. Er ist vollstandig von den Ganglienzellaxonen umgeben. Der anteriore Teil des Psm,
PO und NS werden jeweils von den Ganglienzellaxonen umschlossen.

NS: Nukleus corticalis (blau); PO: Posteriorer pratektaler Nukleus (violett); Psm: Magnozellularer
Nukleus des superfiziellen Pratektums (rosa); Psp: Parvozellularer Nukleus des superfiziellen Pra-
tektums (rot).
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Abbildung 44: Verbindung der optisch relevanten Kerne mit den Ganglienzellaxonen. Die
Kerne sind durch Schraffur hervor gehoben.

Orientierung: Oben dorsal, unten ventral, links lateral und rechts medial.

A: Der Psp wird durch Ganglienzellaxone medioventral innerviert (Pfeil). B: Der Psm wird durch
Ganglienzellaxone lateroventral innerviert (Pfeil). C: Der PO wird durch Ganglienzellaxone latero-
ventral innerviert (Pfeil). D: Ganglienzellaxone liegen zwischen den Zellen des NS (*) und ziehen
hindurch (Pfeile).

NS: Nukleus corticalis; PO: Posteriorer pratektaler Nukleus; Psm: Magnozellularer Nukleus des
superfiziellen Pratektums; Psp: Parvozellularer Nukleus des superfiziellen Pratektums.
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3.3.3 3D-Rekonstruktion der Ganglienzellaxone bei 10- bzw. 60-facher
lichtmikroskopischer VergroRerung

Nachdem sich die Sehnerven im optischen Chiasma aufspalten und kreuzen, wurde bei
10-facher lichtmikroskopischer Vergréierung der Verlauf der am weitesten dorsal gelegen-
en Aste der optischen Nerven rekonstruiert (Abb. 45 A-G). Dabei fielen seitlich gelegene,
dickere myelinisierte Fasertrakte auf. Beide Faserbundel projizieren kontralateral Richtung
Mitte. Auf dem Weg dorthin lasst sich ein im Vergleich zueinander abweichenden Verlauf
beobachten. Wahrend das kleine Faserbindel des linken Axonfaserpakets seine laterale
Position beibehalt, umwandert das Faserblindel des rechten Axonfaserpakets das gesam-
te linke Faserpaket und kommt daraufhin, wie der kontralaterale Gegenpart, lateral medial
zum liegen (Abb. 45 A-J).

Die Aufnahme der histologischen Bilder bei 60-facher lichtmikroskopischer Vergro3erung

beweist, dass es madglich ist mit dieser Methode auch einzelne Nervenfasern zu verfolgen
(Abb. 45 K).
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Abbildung 45: 3D-Rekonstruktion einzelner Faserbiindel und Nervenfasern bei 10- bzw. 60-
facher lichtmikroskopischer VergroBerung.

Oben dorsal und unten ventral. A-G: Von anterior nach posterior: Rekonstruktion zweier Faserbiin-
del der Sehnerven unter Amira®. Seitlich gelegene dicke Axone des rechten Axonfaserpaketes
(orange) umwandert den Nervenstrang des linken Axonfaserpaketes (gelb). H, I, J: 3D-Rekon-
struktion des unter A-G rekonstruierten Faserverlaufs. Orange- und gelbe kleine Faserbindel
projizieren kontralateral Richtung Mitte. K: Bei 60-facher VergroRerung lasst sich der Verlauf ein-
zelner Nervenfasern verfolgen (gelbe, rote & griine Punkte stehen jeweils fur die Verfolgung eines
einzelnen Nervenaxons).
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4 Diskussion
4.1 Histologie, Atlas und 3D-Model des adulten Sardellengehirns

4.1.1. Neue Datenlage und Erklarungspotential

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurde eine lickenlose mechanische Kunstharz-
Schnittserie des Gehirns einer adulten Sardelle, aus 8487 Einzelschnitten bei einer
Schnittdicke von 1,5 ym angefertigt, mit Richardson-Reagenz gefarbt und ein Atlas des
Sardellengehirns erstellt. Dieser Atlas umfasst 18 beschriftete Bildtafeln, die ausgewahlte
Kerne und Regionen des Gehirns in lichtmikroskopischer Aufldsung zeigen. Darlber hin-
aus wurde ein alignierter, digitaler 3D-Datensatz in 8 bit Graustufen aus 650 Ebenen mit
einer Auflésung von 2,56 pm x 2,56 uym x 15 ym und ein Interaktives 3D-Oberflachenmo-
del des adulten Sardellengehirns erzeugt.

Darauf basierend war es moglich, erstmals eine eingehende morphologische Untersu-
chung und korrekte Beschreibung des adulten Sardellengehirns und seines dreidimensio-
nalen inneren Aufbaus durchzufiihren. Der Atlas und das 3D-Modell sind zudem von ele-
mentarer Bedeutung, um die retinalen Projektionen strukturell erforschen zu kénnen. Sie
dienen als Orientierungskarten und 3D-Bezugssystem gleichermal’en und erweitern die
Strukturdatenbasis der AG Hel3 zum Sehsystem der Sardellen um wesentliche Befunde

zum zentralen visuellen System.

Ein 3D-Gehirnmodel eignet sich in besonderer Weise, um einzelne Komponenten im drei-
dimensionalen Raum zu analysieren und zu vermessen, insbesondere Gehirnstrukturen
mit komplexem Verlauf, wie z.B. Axonfaserblndel oder Gehirnnerven. Es liefert aulerdem
quantitative Informationen (Entfernungen, Winkel, Volumina), ermdglicht die Navigation
durch das gesamte Gehirn und veranschaulicht die Form und Lagebeziehung neuronaler
Strukturen zu einander. Neueinsteigern kann der Aufbau des Gehirns im dreidimensiona-
len Raum auf besonders anschauliche Art und Weise visualisiert werden und die Einarbei-
tung in die Thematik Gehirn somit erleichtern.

Durch die Schaffung eines 3D-Modells kann zudem ein prazises stereotaktisches Koordi-
natensystem erstellt werden, dass die gezielte Manipulation einer anatomisch definierten
Hirnregion (z.B. fur kiinftige elektrophysiologische Ableitungen, induzierte Gehirnverletzun-
gen oder Herstellung ausgewahlter Gehirnschnitte) bzw. im Idealfall die Manipulation eines

bestimmten Zelltyps (z.B. Mikroinjektionen, eventuell in Verbindung mit Mikro CT) erlaubt.
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4.1.2 Fischgehirn mit spezifischen Adaptationen

Die vorliegenden Untersuchungen haben ergeben, dass der Bauplan des Sardellengehirns
prinzipiell dem zu erwartenden Grundaufbau des Gehirns bei Fischen entspricht
(Hildebrand & Goslow, 2004).

Das Gesamtgehirn setzt sich aus der Summe einzelner Gehirnabschnitte zusammen. Je
nachdem, wie sich eine Art mit ihrer Umwelt auseinander setzt, kdnnen als Folge dessen
einzelne Gehirnabschnitte verschieden stark bzw. dominant ausgepragt sein. Das Er-
scheinungsbild des Gehirns vermag Rulckschlisse auf die Lebensweise einzelner Fischar-
ten schlieRen und umgekehrt spiegelt sich im Aufbau des Gehirns oft die Gewichtung ein-
zelner Aspekte mancher Lebensweisen wieder (Geiger, 1956). Die Gewichtung dieser ein-
zelnen Aspekte kann sich im Laufe der Entwicklung verandern. So unterscheiden sich zum
Beispiel die Rahmenbedingungen des Lebens als Larve meist stark von denen eines adul-
ten Individuums. So muss innerhalb einer Art das Wachstum einzelner Gehirnabschnitte
nicht immer isometrisch verlaufen.

Die Europaische Sardelle ist ein stark optisch orientierter, aktiv schwimmender Fisch. Infol-
gedessen ist das Cerebellum grol und das optische Tektum sehr gut ausgepragt. Das Tel-
encephalon ist im Vergleich dazu eher klein, was auf eine untergeordnete Rolle des Ge-

ruchssinnes schlieflen lasst (Geiger, 1956).

4.1.3 Unerwartete Kommissur

Neben dem flr die europaische Sardelle charakteristischen Gehirnhabitus (Form, Propor-
tionen), zeigte die Untersuchung zudem eine bemerkenswerte Besonderheit auf: Durch ei-
ne Kommissur werden die posterioren pretektalen Nuklei beider Gehirnhalften miteinander
verbunden. Eine vergleichbare Kommissur ist bei Fischen bislang nicht bekannt. Aufgrund
der speziellen Lage ist eine Verwechslung mit ahnlichen, bereits beschriebenen Strukturen
ausgeschlossen. Die Sardelle ist in der Lage linear polarisiertes Licht aufgrund des spe-
ziellen Aufbaus zweier Zapfentypen und deren besonderer Anordnung innerhalb der Reti-
na wahrzunehmen (Fineran & Nicol, 1976, 1978). Es ist denkbar, dass sich neben den
speziellen Zapfen als Voraussetzung fur die Detektion von polarisiertem Licht auch inner-
halb des Gehirns eine besondere Art der Verarbeitung visueller Information, was das Pola-

risationssehen anbelangt, ausgebildet hat. Die Frage, ob die neu entdeckte Kommissur fur
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das Polarisationssehen der Sardelle eine Rolle spielt oder eine andere Aufgabe erfullt

(oder etwa bei der Sardelle besonders stark entwickelt und daher besonders gut erkenn-
bar ist), kann zu diesem Zeitpunkt freilich nicht beantwortet werden. Entsprechend ist es
unklar, ob es sich bei diesem Merkmal um eine Autapomorphie von Engraulis encrasicolus
oder um eine Synapomorphie der Familie der Engraulididae handelt. Erst weitere Untersu-
chungen naher verwandter Arten bzw. (Unter)Familien (z.B. Coiliinae) kdnnten bezuglich
der Evolution Ergebnisse liefern und in Sachen Funktionalitat dieser morphologischen Be-

sonderheit womoglich Aufschluss geben.

4.1.4 Verfugbarkeit digitaler 3D Strukturdaten

Auf aktuellem Stand der Technik (Einbettung, Schneiden, Digitalisieren, Segmentieren,
Rendern) war es moglich, die Richardson-Histologie des adulten Sardellengehirns voll-
standig digital zu erfassen und die Schnittserie (@ Biozentrum LMU Minchen, AG Hel),
sowie die Digitaldaten (ibid.) prinzipiell frei zuganglich zu machen. Auch zukunftigen Inter-
essenten ist dadurch die Mdglichkeit gegeben, selbst Einblick in die Rohdaten zu erhalten,
diese zu nutzen und bei Bedarf am Lichtmikroskop oder bei bis zu 40-facher virtueller Ob-
jektivvergrélierung zu evaluieren. Der Informationsgehalt und die sich hieraus ergebenden
Moglichkeiten Ubersteigen die von Atlanten im Buchformat bei weitem. Die Datenerhebung
ist ein bzgl. Zeit und Ressourcen aufwendiger Prozess. Es ist daher wissenschaftlich wie
Okonomisch vorteilhaft, wenn ein Datensatz mehrfach Verwendung finden kann. Zum Bei-
spiel kdnnen weitere Bilderstapel schnell und einfach generiert werden, z.B. um spezielle
Regionen der Versuchsobjekte nachtraglich mit erhdhter Auflosung und gegebenenfalls in
dichterer Schnittfolge genauer zu untersuchen.

Das Hinterlegen und freie Verfugbarkeit solcher Datensatze und 3D-Modelle erdffnet einen
neuen Ansatz fur das vergleichend-morphologische Arbeiten an Gehirnen von Fischen und
anderer Vertebraten (sowohl auf mikro- als auch auf makroskopischer Ebene; s.u.). For-
schung und Lehre profitieren hierbei gleichermal3en. Zugleich wird es einfacher Ergebnis-
se zu uUberprifen und Versuche nachzustellen. Die Forschung wird somit zunehmend
transparenter. Auch ist die Fehlererkennungsrate deutlich groer, wenn sich mehrere Per-
sonen mit einem Datensatz befassen, als nur einige wenige. Mehrere vergleichbare Da-

tensatze waren in diesem Zusammenhang wunschenswert.
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4.1.5 Gehirnatlanten

Gehirnatlanten fur Wirbeltiere sind weit verbreitet, zunachst solche in gedruckter Form,
z.B. bei Columba Livia (Karten & Hodos, 1967), Rana pipiens (Llinas & Precht, 1976) und
Gekko gecko (Smeets et al., 1986). Das Hauptaugenmerk digitaler Atlanten galt anfanglich
dem Menschen (z.B. Roland et al. (1994) und Schmahmann et al., (1999)). Spater kam es
dann zur Ausweitung auf andere Arten mit Fokus auf Saugetiere wie z.B. Maus (Natt et al.,
2002), Ratte (Schwarz et al., 2006) und Affe (McLaren et al., 2009). Die Anzahl wissen-
schaftlicher Publikationen zu Atlanten Gber Fischgehirne ist bislang eher Ubersichtlich. Ta-
belle 8 gibt einen chronologischen Uberblick tber die Entstehung und Existenz von Fisch-
gehirnatlanten oder wissenschaftlichen Publikation, die dem Atlasformat nahe kommen.
Bei genauerer Betrachtung zeigt sich, dass Umfang, Methodik und auch Qualitat sich im
Laufe der Zeit gewandelt haben.

Friher setzte man vor allem auf die klassische Histologie und auf stereotaktische Atlanten
aus selbstgefertigten Schemazeichnungen. Heute liegt das Augenmerk aufgrund neuer
technischer Moglichkeiten vor allem auf der Darstellung umfangreicher, digitaler Datensat-
ze bei hohem Auflésungsvermdgen und der anschaulichen Darstellung dreidimensionaler

Strukturen.
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Tabelle 8: Zusammenstellung der Fischgehirnatlanten von 1975 bis heute.

(Peter & Gill, 1975)

Carassius auratus

Stereotaktischer Atlas

Paraldehyd Fuchsin/Ponceau

Nur Vorderhirn mit

Einzelkomponenten;
6 Makroaufnahmen des Gehirns von auf3en

/25 pm (Cryotom)

/Cyprinidae 42 Tafeln: Zeichnungen Querschnitte; linke Xylidine/8 ym Kernen;
Halfte in Orientierungsraster eingebettet keine Histologie
3 Tafeln: Zeichnungen Sagittalschnitte
(Peter et al., 1975) | Fundulus Stereotaktischer Atlas Paraldehyd Fuchsin/Ponceau | Nur Vorderhirn mit
heteroclitus 34 Tafeln: Zeichnungen Querschnitte; linke Xylidine/8 pym Kernen;
/Fundulidae Halfte in Orientierungsraster eingebettet keine Histologie
4 Tafeln: Zeichnungen Sagittalschnitte
(Billard & Peter, Oncorhynchus Stereotaktischer Atlas Epple’s Technik/8 um Nur Diencephalon mit
1982) mykiss Ubersichtszeichnung + 39 Tafeln: Zeichnungen Kernen;
/Salmonidae Querschnitte; linke Halfte in Orientierungsraster keine Histologie
eingebettet
(Maler et al., 1991) | Apteronotus 54 Querschnitttafeln (Abstand 150 pm): rechte HRP Injektion Gesamtes Gehirn;
leptorhynchus Halfte Histologie; linke Halfte Zeichnung der /Cresylviolettfarbung Identifikation von
/Apteronotidae kontralateralen Halfte mit beschrifteten /Antikérperfarbung trigeminal- und fascial-

Sensorik, Cranialnerven
und Motornuclei

(Peter et al., 1991)

Salmo salar
/Salmonidae

Stereotaktischer Atlas
31 Tafeln: Zeichnungen Querschnitte; linke
Halfte in Orientierungsraster eingebettet

Paraldehyd Fuchsin/Ponceau
Xylidine/8 ym

Nur Diencephalon mit
Kernen;
keine Histologie

(Arevalo et al.,

Tinca tinca

21 Tafeln: Zeichnungen Querschnitte;

Paraffin/Cresylviolettfarbung/1

Gesamtes Gehirn

mit beschrifteten Einzelkomponenten;
Atlas von Entwicklungsstadien 15/19/26 Tage mit
3/11/11 Querschnitten

1992) /Cyprinidae 12 Ausschnitte Histologie 5 um
(Anken & Xiphophorus Ubersichtszeichnung + 39 Querschnitttafeln War nicht zu ermitteln/8 pm Gesamtes Gehirn
Rahmann, 1994) hellerii (Abstand 96 um); linke Halfte Histologie, rechte |/Auflésung variiert zwischen

/Poeciliidae Halfte Linienzeichnung der kontralateralen Halfte | 11-15 mm/200 pm
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(Wullimann et al.,
1996)

Danio rerio
/Cyprinidae

Ubersichtszeichnung + 42 Querschnitt-, 7
Sagittal- & 7 Horizontaltafeln, rechte Halfte
Histologie, linke Halfte Linienzeichnung der
kontralateralen Halfte mit beschrifteten
Einzelkomponenten

Paraffin
INisslfarbung/12 um

Gesamtes Gehirn

(Anken & Bourrat,
1998)

Oryzias latipes
/Adrianichthyidae

Ubersichtszeichnung + 55 Querschnitt-, 7
Sagittal- & 7 Horizontaltafeln (Abstand 48 ym/72
um/96 pum), linke Halfte Histologie, rechte Halfte
Linienzeichnung der kontralateralen Halfte mit
beschrifteten Einzelkomponenten

Paraffin
/Cresylviolettfarbung/8 pm

Gesamtes Gehirn

(Correa et al.,

Gymnotus carapo

8 Querschnitttafeln (Abstand 500-600 um): linke

Acetylcholinesterase- &

Nur Telencephalon,

1998) /Gymnotidae Halfte Histologie, rechte Halfte Linienzeichnung | Cresylviolettfarbung/50 um mit stereotaktischen
der kontralateralen Halfte mit beschrifteten (Vibratom) Parametern
Einzelkomponenten
(Cerda-Reverter et | Dicentrarchus Ubersichtszeichnung + 9 Querschnitttafeln; Paraffin Nur Telencephalon
al., 2001a) labrax rechte Halfte Histologie, linke Halfte /Cresylviolettfarbung/10 um
/Maronidae Linienzeichnung der kontralateralen Halfte mit
beschrifteten Einzelkomponenten; + 10
Histologiebilder ausgewahlter Bereiche
(Cerda-Reverter et | Dicentrarchus Ubersichtszeichnung + 16 Querschnitttafeln; 21 | Paraffin Nur Diencephalon
al., 2001b) labrax Histologiebilder ausgewahlter Bereiche /Cresylviolettfarbung/10 pm
/Maronidae
(Cerda-Reverter et | Dicentrarchus Ubersichtszeichnung + 20 Querschnitttafeln; 20 | Paraffin Nur Mes- &
al., 2008) labrax Histologiebilder ausgewahlter Bereiche /Nisslfarbung/10 pm Rhombencephalon
/Moronidae

(Ullmann et al.,
2010)

Danio rerio
/Cyprinidae

3D-Modelrekonstruktion mit Amira aus 1000
Einzelbildern; inklusive der Volumen-,
Oberflachen- & Graustufenbestimmung der
einzelnen Strukturen; Stereotaktisches
Koordinatensystem

MRH (magnetic resonance
histology); 16,4 T Magnet
/10 pm (isotrope Auflésung);
Fasertrakte erkennbar ab
Durchmesser von 40 um

Gesamtes Gehirn;
keine Histologie im
eigentlichen Sinne; 3D-
Model
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(Simoes et al., Oreochromis 24 Querschnitttafeln einer Gehirnhalfte; 30 MRI (magnetic resonance Gesamtes Gehirn;
2012) mossambicus Coronal-, 20 Sagittal- & 18 Horizontalbilder aus |imaging); 9,4T Magnet; 3D-Model, Atlas und
/Cichlidae Scanserien; 3D-Modelrekonstruktion mit Amira; |Paraffin Rohdaten sind online
Volumenbestimmung einzelnen Strukturen; /Nisslfarbung/50 pym (isotrophe | frei zuganglich
stereotaktisches Koordinatensystem Auflésung); Histologie: 10 um
(D'Angelo, 2013) Nothobranchius Ubersichtszeichnung + 25 Querschnitttafeln Paraffin Gesamtes Gehirn
furzeri (Abstand 50 um); linke Halfte Histologie, rechte |/Laxol Fast-Bleu- &

/Notobranchiidae

Halfte Linienzeichnung der kontralateralen Halfte
mit beschrifteten Einzelkomponenten

Cresylviolettfarbung/7 pm

(Randlett et al.,
2015)

Danio rerio
/Cyprinidae

Z-Brain: 29 Labels und 294 segmented regions;
MAP(Mitogen Activated Proteinkinase)-Mapping:
Eine Technik, die es ermdglicht die neurale
Aktivitat von freischwimmenden Fischen zu
erfassen

Immunhistochemische
Detektion von pERK
(phosphorylated-Extra-cellular
signal-regulated Kinase) als
Sensor neuraler
Aktivitat/Genauigkeit von ca.
einem Zelldurchmesser

Gesamtes Gehirn;
keine Histologie im
eigentlichen Sinne; 3D-
Model basierend auf
neuraler Gehirnaktivitat

(Karoubi et al.,
2016)

Toxotes chatareus
/Toxotidea

27 Querschnitttafeln (Abstand 70 ym); rechte
Halfte Histologie, linke Halfte Linienzeichnung
der kontralateralen Halfte mit beschrifteten
Einzelkomponenten

Paraffin
INissl- & Cresylviolettfarbung
/7 um/30 pym (Cryotom)

Gesamtes Gehirn
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4.1.6 Tomographische Bildgebung

Neben dem klassisch histologischen Ansatz kommt immer mehr die Magnetic resonance
histology (MRH) zum Einsatz. Beide Methoden eignen sich fur die Untersuchung der Ent-
wicklung und des Aufbaus von Geweben, sie unterscheiden sich aber grundlegend in ihrer

Herangehensweise.

Die klassische Histologie und 3D-Mikranatomie, wie sie auch in der vorliegenden Arbeit fur
die Erstellung eines Gehirnatlanten zum Einsatz kam, zeichnet sich durch ein hohes Aufl6-
sungsvermogen aus (z.B. ca. 290 nm lateral mit einem 40x/NA0.95 Objektiv) und durch
(farbstoffabhangig) meist sehr gute Kontraste, ist jedoch mit einem sehr hohen Zeitauf-
wand gekoppelt. Die Praparation, Fixierung, Einbettung, das Schneiden, Farben, die Bild-
erfassung und Bildbearbeitung sind Arbeitsschritte, die sich Uber Wochen oder Monate
hinweg ziehen kénnen und zudem Artefakte, Verunreinigungen, Verformungen bzw. Ver-
zerrungen zur Folge haben koénnen. Ein einheitliches Anfarben einer umfangreichen
Schnittserie ist sehr schwer zu bewerkstelligen (s. auch Simoes et al., (2012)).

Im Gegensatz dazu ist die Methode der MRH minimal invasiv und kann innerhalb eines
sehr geringen Zeitfensters, je nach Objektgrofie und Aufldsung, bereits nach wenigen
Stunden bis Tagen (Kabli et al., 2006; Ullmann et al., 2010) komplette und perfekt alignier-
te Bilderstapel liefern. Strukturen kénnen in ihrem ganzheitlichen Umgebungskomplex er-
fasst werden, ohne dass durch vorangegangene invasive Arbeitsschritte, wie z.B. der Pra-
paration, der Einbettung oder des Schneidens, Informationen verloren gegangen sind oder
verfalscht wurden. Bei dieser Technik werden die magnetischen Eigenschaften von Was-
serstoffkernen genutzt. Sie werden mit Radiofrequenzstrahlung angeregt und geben da-
rauf selbst ein Signal ab, dass wiederum von einer das Versuchsobjekt umgebenden De-
tektorspule empfangen wird und von Computern analysiert und zu einem Bild umgewan-
delt wird (Hildebrand & Goslow, 2004). Der Kontrast und die Auflésung (z.B. 1-5 ym / px)
innerhalb der einzelnen Schnittebenen ist deutlich schlechter, als bei der konventionellen
Histologie, wodurch die Unterscheidungsmdglichkeit kleinerer Strukturen deutlich einge-
schrankt wird. Der Kontrast kann flr nicht kalkhaltige Weichstrukturen wie das Gehirn
durch die Infiltration mit Jod deutlich verbessert werden. Die MRH-Technik wird standig

verbessert und wird sicherlich in Zukunft immer besserer Ergebnisse liefern.

Wenngleich wir nicht die Moglichkeit zur Anwendung der MRH hatten, so wurde im Rah-
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men der vorliegenden Dissertation die Computertomographie (uCT) als weitere Methode

der dreidimensionalen Datenerfassung angewandt bzw. erprobt.

Der Einsatz von Jod als Kontrastmittel hat zur Folge, dass nicht-kalkhaltiges Weichgewe -
be durch die Aufnahme von Jod die Rontgenstrahlung starker schwacht, als z. B. nur Was-
ser, und das Gewebe somit einen hoheren Kontrast aufweist. In diesem Zusammenhang
wurde die Computertomographie schon mehrfach auf verschiedenste Arten von Weichge-
webe erfolgreich angewandt (Gignac & Kley, 2014), einschlieRBlich der Gehirne von
Fischen (Metscher, 2009).

Innerhalb von nur wenigen Tagen liel sich mit dieser Methode ein vollstandiger Datensatz
eines adulten Sardellengehirns erstellen. Im Gegensatz zur klassischen Histologie lasst
sich bei dieser Methode die Schnittebene frei wahlen und mehrfach parallel darstellen.
Vertikale, horizontale und sagittale Schnittserien konnen aus ein und demselben Daten-
satz generiert werden. Auch wenn sich kleinere Strukturen oft nicht unterscheiden lassen
und die Auflésung im Gegensatz zur konventioneller Histologie deutlich geringer ist, so
|&sst sich doch der grobe Aufbau des Gehirns anhand des interaktiv explorierbaren Daten-
stapels leicht und schnell darstellen. Ruckwirkend ware es sicherlich interessant gewesen
das uCT am gleichen Gehirn durchzufuhren, das fur die histologische Verarbeitung heran-
gezogen wurde, zum einen um einen direkten Vergleich des Auflosungsvermégens an
gleichen Schnittebenen durchzuflihren (auf vergleichbare Ebenen wird in Abb. 29 jedoch
hingewiesen) und zum anderen um die Auswirkungen der Einbettung in Epoxidharz in Be-

zug auf Verformung und Schrumpfung genauestens dokumentieren zu kdnnen.

Seite 135



4 Diskussion

4.2 Larvenstadien

4.2.1 Neue Datenlage

Von insgesamt sechs Larven der Europaischen Sardelle unterschiedlichen Altes (5d, 10d,
20d, 31d, 36d & 45d) wurden erstmals histologische Querschnittserien der Gehirne erstellt
und anhand sorgfaltig ausgewahlter Querschnitte soweit moglich miteinander verglichen.
Kern- und Strukturvergleiche basieren hauptsachlich auf dem Kriterium der Lage; eine ge-
nauere ldentifikation, wie z.B. durch Antikérperfarbungen etc. (Karoubi et al., 2016), bleibt

schuldig. Aus diesen Serien wurden zudem 3D-Oberflachenrekonstruktionen erstellt.

Die untersuchten Gehirne stellen Momentaufnahmen in der Entwicklung der europaischen
Sardelle dar, die zum Zeitpunkt der Fixierung vorlagen. Anhand dieser Datensatze und der
angewandten Methodik Iasst sich erkennen, wann sich ein spezieller Gehirnbereich ausdif-
ferenziert hat bzw. im Vergleich untereinander ein verstarktes Wachstum erfuhr, eine ex-
akte zeitliche Auflosung ist jedoch nicht gegeben. Es kann aber ein Zeitrahmen bestimmt
werden, in dem gewisse Ereignisse in der Gehirnentwicklung der europaischen Sardelle
stattfinden bzw. stattgefunden haben. Unklar bleibt naturgemaf, ob eine festgestellte Ver-
anderung zu einem bestimmten Zeitpunkt in der Lavalentwicklung gerade erst aufgetreten
ist oder schon etwas friher zu beobachten gewesen ware. Man berucksichtige hier das
Alter der jeweiligen Sardellenlarven und die dazwischen liegenden unregelmafige Zeitab-
stéande: 5d/10d = 5d; 10d/20d = 10d; 20d/31d = 11d; 31d/36d = 5d; 31d/45d = 11d. Funf-
beziehungsweise elf Tage sind fur die Entwicklung einer Sardellenlarve durchaus eine lan-

ge bzw. ereignisreiche Zeit (Regner, 1985).

4.2.2 Wachstum und Differenzierung, kritische Betrachtung

Im allgemeinen qilt, dass das relative Wachstum des Gehirns und seiner Bestandteile bei
Knochenfischen nach dem Gesetzt der einfachen Allometrie verlauft, d.h. in einem doppelt
logarithmiertem Koordinatensystem mit Korpergewicht auf der Abszisse und Gehirnge-
wicht auf der Ordinate, andert die Wachstumsgerade ihren Anstieg nicht. Zudem scheint
das Gehirngewicht mit den dkologischen Bedingungen und dem Aktivitatsgrad der einzel-
nen Arten in Zusammenhang zu stehen. Benthisch, inaktive Formen besitzen ein niedrige-

res relatives Gehirngewicht als nektonische, aktive Formen (Geiger, 1956).
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Eine Differenzierung des Gehirns in somadominierte Bereiche mit dicht gepackten Zellker-

nen und in Neuropile Iasst sich bereits bei der 5 Tage alten Larve beobachten (s. Abb. 31).
Innerhalb der ersten 10 Tage sind weitere Differenzierungen v.a. auf Héhe des TO festzu-
stellen, nach 20 Tagen zeigt sich eine deutliche Komplexifizierung in allen Bereichen des
Sardellengehirns, die auch danach stetig voranschreitet (s. Kap. 3.2.1). Bei 10 Tage alten
Sardellenlarven lasst sich erstmals eine Maulspaltenéffnung und eine verstarkte Einlager-
ung von Augenpigmenten beobachten (siehe Abb. 5), bei einer im Vergleich zu den alteren
Larven geringen Gehirnkomplexitat (siehe Abb. 30). Mit zunehmenden Alter entwickeln
sich die Augen immer weiter, lagern mehr Pigmente ein und das optische Tektum differen-
ziert sich immer weiter aus, bis sich bei dem 45 Tage alten Larvenstadium bereits eine
deutliche Stratifizierung innerhalb des Tektums erkennen lasst (siehe Abb. 36 D). Beides
deutet darauf hin, dass der Sehsinn fur die jungen Larven schon frih eine wichtige Rolle
spielt (s. z.B. Schwassmann (1963) und Bagariano & Hunter (1983)). Neben der Wahrneh-
mung der auReren Umgebung und der Orientierung, scheinen die Navigation und die akti-
ve, zielgerichtete Bewegung in Bezug auf damit verbundenem Jagdverhalten immer wich-
tiger zu werden. Letzteres spiegelt sich vor allem in der Entwicklung des Cerebellums,
dem Steuerzentrum der Motorik im Gehirn wider. Das Cerebellum ist ab 36 Tagen dem
Cerebellum einer adulten Sardelle sehr dhnlich und schon recht weit entwickelt.

Die Beobachtungen der beiden jungsten Larvenstadien sind jedoch mit Vorsicht zu behan-
deln. Bei 21°C aufgezogene Sardellenlarven haben nach Tag zwei die Absorption ihres Ei-
dottervorrats abgeschlossen und weisen eine Koérperlange von 3,4 mm auf (Regner,
1985). Im Vergleich dazu betragt die SchlupfgroRe bei Engraulis japonicus, einer sehr na-
he verwandten Art, 2,7 mm und die Wachstumsrate betragt 0,49 — 0,71 mm pro Tag
(Takahashi & Watanabe, 2005). Bei dieser Art ist der Dotter ebenso bereits 2 Tagen nach
dem Schlupf verbraucht und die Larven weisen erste Augenpigmente und die Mundspal-
tenoffnung fiur die aktive Nahrungsaufnahme auf (Fukuhara, 1983). Fur die 5 und 10 Tage
alten Larven wurde das Alter bestimmt, indem es aus dem Alter der Alteren Stadien zu-
ruckgerechnet wurde, da bei letzteren das exakte Alter bekannt war (De Motte, 2013) (Kap
2.1 Tab. 1). Unsere 5 Tage alte Larve ist 3 mm lang und weist eindeutig noch einen Eidot-
tervorrat auf (siehe Abbildung 5 A). Des weiteren sind Temperatur und Nahrungsverfligbar-
keit die Hauptfaktoren, welche die Wachstumsrate beeinflussen, wobei die Temperatur
wohl den groReren Einfluss zu haben scheint (Takahashi & Watanabe, 2005). Nachdem
nichts genaueres uUber die exakten Aufzuchtbedingungen der beiden jlungsten Larvensta-
dien bekannt ist, beides sind Wildfange (s. Tab. 1), kann der Einfluss externer Faktoren

nicht quantifiziert werden, was ein zurlickrechnen des Alters aufgrund von Larvenstadien,
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dessen Alter bekannt ist, problematisch macht. Aufgrund der Angaben in der Literatur be-

zuglich SchlupfgréRe, Wachstumsrate und des Vorhandenseins eines Dottervorrates bei
der 5 Tage alten Larve, ist zu vermuten, dass das errechnete Alter der beiden jingsten
Larven nicht dem tatsachlichen Alter entspricht und die Larven unter Umstanden junger
sind, als das errechnete Alter. Trotzdem ist sicher, dass fur beide Stadien die Einteilung in
das jlingste und zweitjlingste Stadium nach wie vor gilt. Eine sehr genaue und etablierte
Methode der Altersbestimmung bei Fischen funktioniert Gber die Zahlung der Wachstums-
ringe sagittaler Otolithen. Die Wachstumsringe werden ab dem Zeitpunkt der aktiven Nah-
rungsaufnahme, sprich nach dem zweiten Tag, taglich angelegt. Die Anzahl der Ringe plus
zwei ergibt somit das exakte Alter einer Larve in Tagen (Palomera et al., 1988; Dulcic,
1997). Bedauerlicherweise lasst sich diese Methode flr die beiden jingsten Altersstadien
nicht mehr ruckwirkend durchflhren, aber sollte fur zuklnftige Untersuchungen unbedingt

bertcksichtigt werden, wenn bezuglich des genauen Alters Unsicherheiten bestehen.

Bemerkenswert ist auch der GroRenunterschied der untersuchten Gehirne in Bezug zum
Alter bzw. zur Entwicklungszeit (s. Tab. 7). Bei den 10- und 20 Tage alten Larvenstadien
sind die Gehirne annahernd gleich grol3, bei einem Altersunterschied von 10 Tagen. Im
Gegensatz dazu unterscheiden sich die Gehirne der 31- und 36 Tage alten Larven in Be-
zug auf GroRe enorm, obwohl der Altersunterschied in diesem Fall lediglich finf Tage be-
tragt. Beide Befunde scheinen nicht miteinander vereinbar und bedurfen einer Erklarung.
Ein denkbarer Grund hierfur kénnte sein, dass es sich bei den Beobachtung um eine
ontogenetische Eigenheit bei Sardellenlarven handelt, bei der ein junges Gehirn in seiner
Entwicklung Phasen unterschiedlich schnellen Grélenwachstums durchlauft. Allerdings
darf nicht auler acht gelassen werden, dass es sich bei den vorliegenden Sardellenlar-
vendatensatzen um Momentaufnahmen im Leben verschiedener (!) Individuen handelt.
Geht man davon aus, dass ein Fisch im Laufe seiner Entwicklung eher kontinuierlich
wachst (ebenso das Gehirn: s. z.B. Zupanc & Horschke (1995)), so erscheint es weitaus
plausibler, dass sich die besonders grof3en oder kleinen Grollenunterschiede der ausge-
wahlten Larvalgehirne auf sich unterscheidende Rahmenbedingungen wahrend der Indivi-
dualentwicklung zurlckfihren lassen. Externe Faktoren konnen auf die Embryogenese
einwirken: neben Salinitat und pH-Wert, sind es vor allem Temperatur und Nahrungsver-
fugbarkeit, die das Wachstum bei jungen Fischen beeinflussen (Takahashi & Watanabe,
2005). Bedauerlicherweise sind bezuglich der externen Aufwuchsbedingungen der Sardel-
lenlarven keine genaueren Informationen vorhanden, ebenso bzgl. des genauen Larvenal-
ters (siehe oben).
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4.2.3 Chiasma opticum

Bei der vergleichenden 3D-Rekonstruktion der Gehirne der larvalen und einer adulten Sar-
delle viel auf, dass meist der rechte Sehnerv vor dem linken kreuzt, bei zwei Larvalgehir-
nen jedoch der rechte oberhalb des linken (bei Gehirn 10d ist das Kreuzungsmuster der
Sehnerven aufgrund der schlechten Qualitat der histologischen Bilder nicht klar erkennbar,
s. Abb. 39B).

Innerhalb der Ordnung der Clupeiformes findet man bei Spratelloides gracilis, dass der lin-
ke optische Nerv fast immer oberhalb des rechten verlauft und umgekehrt bei Etrumeus
teres, dass der linke Sehnerv immer oberhalb des rechten kreuzt. Andere Arten innerhalb
der gleichen Ordnung der Knochenfische zeigen keine so deutliche links-rechts Praferen-
zen bezuglich des Kreuzungsmusters (Mogi et al., 2009). In unserem Fall ist die Stichpro-
benanzahl zu gering, um stochastisch verwertbare Aussagen bezuglich der Haufigkeit von
Kreuzungsmustern zu treffen. Festhalten lasst sich jedoch, dass beide einfache Kreu-
zungsmuster bei Sardellenlarven vorkommen. Prinzipiell sollte es egal sein, welcher Seh-
nerv vor welchen kreuzt, solange die Funktionalitat erhalten bleibt. Auf das Merkmal Kreu-
zungsmuster sollte bei Larven und adulten Fischen im allgemeinen generell mehr geachtet

werden und diese Beobachtungen auch dokumentiert werden.

4.2.4 Die Histologie der Larvengehirne im Vergleich

Die histologischen Tafeln der Sardellenlarven zeigen ausgewahlte Gehirnbereiche im Le-
ben unterschiedlich alter Sardellenlarven. Es handelt sich hierbei um Momentaufnahmen
verschiedener Tiere. Aufgrund dessen war es mdglich den Aufbau der einzelnen Gehirne
histologisch zu beschreiben, Veranderungen bzw. Differenzierung spezifischer Gehirn-
areale im Laufe der Zeit zu erkennen und funktionell-morphologisch zu interpretieren. Ein
erster Grundstein in Bezug auf den Aufbau und die Entwicklung von Sardellenlarvengehir-
nen ist somit geschaffen.

Andere Forschungen an Fischlarven gehen jedoch weiter, vor allem was den Umfang der
Untersuchungen anbelangt. Der wohl bekannteste und umfangreichste Forschungsansatz
ist der Mueller und Wulliman Atlas von Danio rerio Larven (Mueller & Wullimann, 2015).
Hierbei wurden 3 Tage und 5 Tage alte Zebrafischlarven daraufhin untersucht, wann und
wo im Gehirn sich Zellen proliferieren, wandern und ausdifferenzieren, mit Hilfe von Anti-

korperfarbungen. Der Atlas umfasst 24 Querschnittsebenen fur das 3d und 30 bzw. 48
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Querschnittsebenen fur das 5d Larvenstadium. Die Schnittdicke von in Paraffin eingebet-

teten Larven betragt 7-10 um, bei der Behandlung mit dem Cryotom erreicht man Schnitt-
dicken von 10-12 um. Dieses Werk ist der einzige neuroanatomische Atlas wichtiger gene-
tischer und immunhistochemischer Marker bei Larvenstadien des Modelsystems eines
Vertebraten und gilt als Meilenstein dieses Forschungsgebietes.

Im Vergleich dazu sind die entwicklungsgeschichtlichen Ereignisse bei der Sardelle nach
wie vor noch sehr ungenau beschrieben, aufgrund der relativ groRen zeitlichen Abstanden
zwischen den Larvenstadien und macht es auch schwierig einen Vergleich zum Zebrafisch
anzustellen, vor allem auch auf Grund der Altersunsicherheiten der beiden jungsten Lar-
venstadien von Engraulis encrasicolus (siehe oben). Die Untersuchung an weiteren dazwi-
schen liegende Sardellenlarvenstadien in Verbindung mit Antikérperfarbungen waren fir

die Zukunft ein winschenswerter und erfolgversprechender Ansatz.
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4.3 Retinale Projektionen

4.3.1 Neurotracing mit lipophilen Fluoreszenzfarbstoffen

Ziel der Neurotracingversuche war es, contra- und ggf. ipsilaterale Projektionen beider
Sehnerven aufzuzeigen, sowie die Identifikation der an der Verarbeitung optischer Infor-
mationen beteiligten Gehirnregionen bei der Europaischen Sardelle. Der Nachweis weitrei-
chender Projektionen retinofugaler Bahnen in das optische Tektum mit lipophilen Fluores-
zenzfarbstoffen scheiterte. Die Nervenaxone konnten nicht weiter als bis kurz posterior
des optischen Chiasmas in den ventralen optischen Trakt verfolgt werden.

Die Ursache hierfur kdnnte in erster Linie an der vergleichsweise sehr langen Laufstrecke
liegen. Wenngleich die Fluoreszenzfarbstoffe Dil und DiO in der Vergangenheit bei zahlrei-
chen anderen Studien mannigfaltig erfolgreich eingesetzt wurden (Vidal-Sanz et al., 1988;
Zill et al., 1993; Baier et al., 1996; Karlstrom et al., 1996; Trowe et al., 1996; Blank et al.,
1997; Hevner, 2000; Chen et al., 2003), so unterscheiden sich diese Ansatze vor allem in
Bezug auf die von den Fluoreszenzmarkern zurickzulegenden Strecke, sowie die Fixier-
dauer des Materials vor Versuchsbeginn.

Innerhalb unserer Arbeitsgruppe wurde bereits mit Dil gearbeitet. Es gelang Axone und
komplettes neuronales Gewebe Uber kurze Strecken zu farben, wie z. B. den Querschnitt
eines Sehnerven. Ansatze der Mikroinjektion und der Applikation Dil-beladener Wolfram-
partikel mittels Gene Gun waren allerdings nicht von Erfolg gekront (Koch, 2011). Ein ahn-
licher Ansatz wie der hier beschriebene bei einer nahen verwandten Art, Sardina pilchar-
dus (Europaische Sardine; Clupeidae), zeigte ahnlich Probleme bei verhaltnismafig langer
Laufstrecke und Inkubationszeit. Auch hier war es nicht mdglich den Sehnerv in optisch re-
levante Zielregionen des Gehirns zu verfolgen (Scheungrab, 2011).

Die Laufgeschwindigkeit der lipidgangigen Fluoreszenzmarker kann je nach Ansatz und
Rahmenbedingungen variieren. Innerhalb der Literatur finden sich Werte von 0,2-0,6 mm
pro Tag in fixiertem Gewebe (Godement et al., 1987; Balice-Gordon et al., 1993) und bei
lebenden Organismen deutlich schneller, z.B. 6 mm pro Tag aufgrund aktiver Transport-
prozesse des Farbstoffs (Honig & Hume, 1986; Godement et al., 1987). An anderer Stelle
gibt es Angaben von 10 mm in 2 Wochen vom Sehnerv bis ins Tektum beim Goldfisch
(Hofmann & Bleckmann, 1999), aber es wird auch darauf hingewiesen, dass eine gleiche
Distanz bei anderen Fasersystemen mehr Zeit erfordern kann (z.B. Efferenzen des Telen-
cephalons). Generell gilt, die Temperatur hat einen Effekt auf die Laufgeschwindigkeit der

lipidgangigen Fluoreszenzfarbstoffe. Im Vergleich zu einem Ansatz bei Raumtemperatur
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fuhrt eine Erhdhung auf 37°C zu einer Zunahme von 10-20% der Diffusionsgeschwindig-

keit (v. Bartheld et al., 1990).

Die im Rahmen der Vorversuche ermittelten Laufeigenschaften von Dil und DiO haben

letzteren Zusammenhang bestatigt und auch gezeigt, dass die Neurotracer sich zugig uber
die Sehnervenaxone ausbreiten und sich als solches fur den Versuchsansatz eignen. Die
theoretisch groRRzligig abgeschatzte, zurlick zu legenden Strecke von 16,4 mm (Abstand
anteriore Sehnervenspitze bis in die Mitte des optischen Tektums) hatte innerhalb der an-
gesetzten Versuchsdauer von 5 bis 12 Wochen, im Warmeschrank bei 35°C, rein rech-
nerisch problemlos durchlaufen werden kénnen. Selbst bei minimaler Laufgeschwindigkeit
von 0,2 mm pro Tag: 5 bzw. 12 (Wochen) x 7 d x 0,2 mm/d (minimale Laufgeschwindigkeit
pro Tag) = 7 bzw. 17,4 mm). Praktisch flhrte der Versuchsansatz aber nicht zum ge-

wunschten Ergebnis.

Wie sich im Rahmen der Vorversuche bereits herausstellte, lassen sich in Agar eingebette-
te Sehnerven problemlos langs, nicht immer aber quer mit dem Vibratom schneiden, nach-
dem die Fluoreszenzmarker appliziert wurden und sich entlang der Nervenfasern ausge-
breitet haben (s. 2.6.1). Es scheint, als ob die lipidgangigen Marker zu einer Anderung der
physikalischen Membraneigenschaften fihren. Dadurch liel3e sich eine Herabsetzung der
Laufgeschwindigkeit erklaren, ebenso das Auseinanderfallen der Axonfasern wahrend des
Schneidens mit dem Vibratom. Eine moglich Losung fur dieses Problem kdnnte darin be-
stehen, dass Versuchssetup auf den Schneidevorgang mit einem Cryotom anzupassen,
da hierbei das Gehirn und vor allem die Sehnerven in einem starren Freezing Medium ein-
gebettet und dadurch verstarkt mechanisch fixiert sind. Die Vibratom-bedingte Verformung
des Versuchsmaterials wahrend des Schneidevorgangs wurde entfallen und ein Ldsen
bzw. Herausfallen des Gewebes aus dem Einbettungsmedium ware dadurch erschwert.
Eine andere Uberlegung wére der Einsatz einer geringeren Menge der DiX-Kristalle wah-
rend des Farbevorgangs oder die Kontaktzeit Kristall/Zellmembran zu begrenzen, bei un-
veranderter Versuchsdauer, indem die Kristalle bereits 1 bis 2 Wochen nach Applikation
entfernt wirden. Dadurch ware die Anzahl geloster Farbstoffmolekile innerhalb der Mem-
bran reduziert und die Ursprungskonfiguration und Stabilitat evtl. weniger beeinflusst. Eine
Beeintrachtigung durch die lange Lagerung des Versuchsmaterials im Fixativ (mehr als ein
Jahr) oder die erhohte Temperatur wahrend des Versuchs sind weitere denkbare Ursa-
chen, die sich negativ auf die Membranstabilitat ausgewirkt haben kdnnten.

Ein optimaler neuer Versuchsansatz sollte daher mdglichst mit frischen, kurz zuvor fixier-

tem Versuchsmaterial (im Idealfall perfundiert), bei Raumtemperatur und einer geringen
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Menge von DiX-Kristallen durchgefuhrt werden. Zusatzlich kann man die zurickzulegende

Strecke der lipidgangen Fluoreszenzmarker verkurzen, indem man die Kristalle bereits
kurz vor dem Chiasma in den Sehnerv aufbringen wirde. Ein zusatzliches Hinzufiigen von
0,1 % EDTA in die Fixierlosung (4% Paraformaldehyd) soll auRerdem die ,Scharfe® der
Farbung beglnstigen und transneurales Labeling eliminieren (Hofmann & Bleckmann,
1999).

Nachdem die Fluoreszenzfarbstoffe zum anterograden- und retrograden Labeling einge-
setzt werden konnen, ware das Aufbringen von Kristallen direkt auf das optische Tektum
ebenfalls ein vielversprechender Ansatz. Kombiniert mit einer Sytox-Green Farbung lie3en
sich mit minimalem Aufwand die kernreichen Regionen des Gehirns darstellen und somit
leichter identifizieren.

Ebenfalls in Erwagung zu ziehen sind Farbstoff-Applikationen an lebenden Versuchstieren.
Die Versuchsdauer wuirde sich dadurch erheblich reduzieren, jedoch ist das Halten von le-
benden Europaischen Sardellen nur innerhalb sehr grof3er Tanks moglich und gestaltet
sich als extrem schwierig, abgesehen von den Formalitaten bei der Genehmigung von

Tierversuchen.
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4.3.2 3D-Rekonstruktion der Ganglienzellaxone

Projektionsgebiete: Um bei der Sardelle retinofugale Projektionsgebiete im ZNS zu loka-
lisieren, also die zentralnervisen Zielgebiete der optischen Nerven zu finden, kam in die-
sem Zusammenhang eine neue Methode zum Einsatz: Die Nervenbahnen der Ganglien-
zellaxone wurden Uber llckenlose alignierte Bilderserien (Semidinnschnitte, Richardson-
Farbung) mit histologischem Auflésungsniveau manuell verfolgt. GroRe dominante Bah-
nen, d.h. dicke Axonbundel, sind hierbei leicht zu verfolgen. Sobald sich diese jedoch ver-
zweigen und immer feiner werden, ist eine eindeutige Zuweisung bzw. Lokalisation des
Projektionsgebietes bei 5 facher VergréRerung oft nicht mehr zu 100% mdglich. Generell
ist es allerdings durchaus moglich, einzelne Nervenfasern bei entsprechender VergroRRer-
ung zu verfolgen (s. Abb. 45 K). Je hoher die Auflésungsstufe, umso mehr Details lassen
sich letzten Endes erkennen, umso aufwendiger gestaltet sich aber auch das Erfassen

grolder Flachen.

Wie zu erwarten (Butler et al., 1991; Butler & Saidel, 1993) stellte sich heraus, dass neben
dem Hauptprojektionsgebiet, dem optischen Tektum, auch der Psp (parvozellulare Nu-
kleus des superfiziellen Pratektums) und der PO (posteriore pratektale Nukleus) mit retina-
len Ganglienzellen eindeutig in direktem Kontakt stehen und bei der Verarbeitung opti-
scher Informationen eine Rolle spielen durften. Lediglich fur den NS (Nukleus corticalis)
konnte keine eindeutige Verschaltung (ein Ende von Sehnervaxonen) nachgewiesen wer-
den, auch wenn Ganglienzellaxone diesen Kern offensichtlich durchziehen. Die Literatur
beschreibt den NC durchaus als einen an der Verarbeitung von optisch relevanter Informa-
tion beteiligten Kern innerhalb der Gruppe der Clupeiformes (Butler & Saidel, 1993). Eine
Detailrekonstruktion des NC unter Einbeziehung mehrerer/aller Einzelschnitte bei besserer
Auflésung kénnte eben diesen Nachweis erbringen.

Der Psm (magnozellulare Nukleus des superfiziellen Pratektums) erhalt laut Literatur in
der Regel keinen direkten retinalen Input, sondern wird vom optischen Tektum innerviert
(Butler & Saidel, 1993). Die im Rahmen der vorliegenden Dissertation angestellten Unter-
suchungen belegen, dass der Kern mit Nervenfasern in Verbindung steht. Ob diese Fa-
sern retinalen oder tektalen Ursprungs sind, konnte auch bei genauerer Betrachtung nicht

eindeutig festgestellt werden und bleibt somit Gegenstand zuklnftiger Untersuchungen.

Trotz der Mdglichkeiten, die die Methodik des manuellen Verfolgens von Sehnervenaxo-
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nen anhand von alignierten histologischen Bildern birgt, sind ihr Grenzen gesetzt. Kontra-

lateral projizierende Fasern zu verfolgen war moglich, nicht aber in unserem Fall diese bei
5 facher Vergrofierung von ipsilateralen Projektionen (s. z.B. Butler & Saidel (1993)) zu
unterscheiden. Es konnten lediglich bei 10 facher VergroRerung zwei kleine Nervenstran-
ge verfolgt werden, die kontralateral Richtung Mitte verlaufen (s. Abb. 45). Aulerdem kann
keine Aussage darlUber getroffen werden, ob Axone zentrifugal (afferenter Faserverlauf)

oder zentripetal (efferente Axonorientierung) verlaufen.

Chiasma: Wenn zwei Sehnerven einander kreuzen, kommt naturgemaf} einer von beiden
Nervenstrangen oben und der andere unten zu liegen. Eine Typisierung der Sehnerven-
kreuzungsmuster in Typ | (gesamter linker Sehnerv Uberkreuzt dorsal den rechten) und
Typ Il (gesamter rechter Sehnerv kreuzt dorsal den linken) nach Mogi (Mogi et al., 2009)
erscheint daher zunachst recht trivial. In diesem Zusammenhang sei aber erwahnt, dass
durchaus auch kompliziertere Kreuzungsmuster vorkommen kénnen. Die Aufspaltung der
Sehnerven in je drei Einzelstrange und die charakteristische Uberlagerung im Chiasma,
ahnlich zweier ,Hande gefaltet zum Gebet", lassen bei E. encrasicolus zweifelsohne eine
Kategorisierung der Uberlagerung von Sehnerven in einen weiteren Kreuzungstypus IlI
(jeder optische Nerv spaltet sich in mehrere Axonblndel auf und diese Uberkreuzen sich
abwechselnd im optischen Chiasma) zu. Dieser spezielle Typus lll ist nicht auf die Familie
der Engraulididae beschrankt (Schwassmann (1963), ibid. Abb. 3), sondern weiter verbrei-
tet (Mogi et al., 2009). Vor allem in Anbetracht der Phylogenie innerhalb der Clupeiformes
und dem Sehnen bei Fischen im allgemeinen, sollte diesem speziellen morphologischen
Merkmal fortan mehr Aufmerksam geschenkt und es bei zuklnftigen Untersuchungen bes-
ser dokumentiert werden.

Die Beobachtungen am hier vorliegenden Material haben ergeben, dass es dem Anschein
nach keine Praferenz daflr gibt, welcher Teilstrang auf der ventralen bzw. dorsalen Seite
zu liegen kommt. Die Verteilung entspricht einem 50 / 50 Verhaltnis bei einer Probenan-
zahl von acht Tieren (Adulti) und die Anzahl der Strange pro Sehnerv betragt stets drei bei
diesbezuglich, nachtraglich untersuchten Tieren (einjahrig, aus dem selben Fang). Die
Probenanzahl ist aber aus statistischer Sicht noch als sehr gering zu bewerten.

Sardellen wachsen (wie die meisten Knochenfische) ein Leben lang (Dutta, 1994), ebenso
ihre Augen und damit verbunden, werden auch immer neue Sehnerven-Axone angelegt.
Es ware also durchaus denkbar, dass mit zunehmendem Alter auch die Anzahl der Einzel-
strange pro Sehnerv zunimmt, vor allem in Anbetracht der Tatsache, dass die Sardellenlar-

ven mit je einem Einzelstrang pro Sehnerv beginnen (s. 3.2). Um eine sichere Aussage
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darUber treffen zu kdnnen, wie dieses mit der Zeit auftretende Platzproblem innerhalb des

Sardellenkopfes geldst wird, miussen folglich auch besonders alte bzw. grole Exemplare
mit einbezogen werden (z.B. dreijahrige Sardellen, ca. 15 cm SL).

Uber die Ursachen der Aufspaltung von Einzelstrangen der Sehnervenaxone und die Ent-
stehung des Kreuzungsmuster im Detail weil® man noch nicht allzu viel. Bei Danio rerio
lieRen sich Signalproteine finden, die bei der Wegfindung der Sehnerven wahrend der Ent-
wicklung eine entscheidende Rolle spielen (Samuel et al., 2016). Daneben weil} man,
dass auch der mechanische Kontakt zu Nachbarfasern der Zielfindung der Sehnerven-
axonen dient (Scholes, 1979; Raper & Mason, 2010). Ob es ahnliche Mechanismen auch
bei der Europaischen Sardelle gibt ist anzunehmen, der Nachweis steht aber noch aus. In
diesem Zusammenhang soll folgende Hypothese erklaren, wie es zu der Aufspaltung der
Sehnerven im Chiasma kommen kann:

Fische wachsen ein leben lang (Dutta, 1994). Auch ihre Augen werden grol3er, indem sie
sich peripher erweitern. Es werden reihum neue Sehnervenfasern gebildet, deren Axone
Uber die Retina bis zum aufReren Rand der optischen Furche wandern (Scholes, 1979).
Die optische Furche befindet sich im ventro-temporalen Quadranten des Augapfels und
verlauft vertikal bei Engraulis engrasicolus (Koch, 2011). Mit zunehmenden Radius werden
somit immer mehr neue Nervenfasern angelegt, sie treten durch die optische Furche hin-
durch und wandern weiter zu den Orten der visuellen Datenverarbeitung, groRtenteils zum
optischen Tektum (Vanegas & Ito, 1983). Das Ganze hat zur Folge, dass auf der ventralen
Seite der Sehnerven immer wieder neue Nervenfasern angelagert werden (Scholes,
1979). Je weiter ventral ein Nervenstrang, umso jlunger und dicker ist er. Fur die Verarbei-
tung der optischen Informationen ist es wichtig, dass die Nachbarschaftsverhaltnisse der
Sehzellen und deren Axone bestehen bleiben, sowohl in der Retina, als auch innerhalb
des Sehnerven und dem optischen Tektum. Im optischen Chiasma Uberkreuzen die
Sehnerven und ein Strang kommt dorsal, der andere ventral zu liegen. Nachdem sich die
Sehnerven fortwahrend auf der ventralen Seite erweitern, gibt es irgendwann ein Platz-
problem im Chiasma: An der Stelle, wo Sehnerv auf Sehnerv liegt, wird es irgendwann so
eng, dass nicht mehr alle Nervenfasern an bereits vorhanden Faserbandern entlang wach-
sen kdénnen. Es muss daher irgendwann zu einer Aufspaltung der Nervenfasern kommen.
Die neu angelegten ventralen Nervenfasern des dorsal gelegenen Sehnerven umwandern
den Nervenstrang der Gegenseite und es entsteht ein neuer Sehnervenast. Fur den um-
wanderten Sehnervenstrang stellt sich im Laufe der Zeit ein ahnliches Platzproblem, da
dieser fortan ventral eingeengt wird und es muss zwangslaufig auch hier zu einer Umwan-

derung des ventral gelegenen Sehnervenastes der Gegenseite kommen. Folglich sollte es
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mit zunehmendem Alter bzw. damit verbundenen Wachstum, zu einer vermehrten Aufspal-

tung der Sehnerven im Chiasma kommen.

Eine besondere Situation stellt sich in diesem Zusammenhang dar fir ein kleines Teilbin-
del des obersten rechten Sehnervenastes, der im Wesentlichen unter dem obersten linken
liegt (Abb. 45). Diese besonders dicken, median gelegenen Fasern bzw. ein Teil dieser Fa-
sern umrundet letzteren, d.h. sie werden dadurch letztlich die am weitesten dorsal liegen-
den Axone, um sich dann kontralateral wieder mit den Ubrigen dicken Fasern zu vereinen.
Die entsprechenden Fasern des obersten linken Sehnervenastes zeigen keine Abwei-
chung vom Verlauf der Nachbarfasern. Uber Herkunft, Funktion und chiasmatischen Ver-
lauf dieser besonderen Fasern kann hier nur spekuliert werden — sie kénnten zu den am

frihesten angelegten larvalen Retinaaxonen gehoren.

Retinotopie Im allgemeinen muss man davon ausgehen, dass auch bei der Europaischen
Sardelle die Topographie der Sehzellen der Retina, Gber den optischen Neryv, bis ins opti-
sche Tektum erhalten bleibt. Das heil3t konkret, alle Bezugspunkte bzw. Nachbarschafts-
verhaltnisse auf der Retina finden sich auch in geordneter Weise innerhalb des optischen
Tektums wieder (Schwassmann, 1975; Scholes, 1979; Butler & Saidel, 1993; Sanes, 1993;
Cioni et al., 2018).

Die Sehnerven Uberkreuzen im Chiasma und ziehen dann in das contralaterale optische
Tektum, bilden dort das Stratum optikum (SO), das in seiner dreidimensionalen Form in et-
wa der eines Augenbechers entspricht, der aber um 45° zur Sagittalachse geneigt ist und
dessen offene Halfte nach medioventral weist. Aufgrund dieser Baueigentimlichkeiten
sind die Lagebeziehungen daher wie folgt: Bildpunkte im nasalen Retina Bereich werden
auf das posteriore Tektum abgebildet, ventrale nach dorsal, dorsale nach ventral und tem-
porale nach anterior (Schwassmann, 1975; Sanes, 1993).

Nach dem Chiasma muss also eine Sortierung der Sehnervaxone in alle Tektumsregionen
erfolgen und somit entlang des Sehnervenquerschnittes von jeder Stelle Fasern in ver-
schiedene Regionen des Tektums ausstrahlen (da ja wie oben ausgefuhrt Ganglienzell-
axone aus allen Bereichen des Retinarandes immer ventral erganzt werden) und damit ein

insgesamt recht komplexes wenn auch regelhaftes Projektionsmuster bilden.

Der Ort des scharfsten Sehens bei Engraulis encrasicolus, die area centralis, befindet sich
im ventro-temporalen Quadranten (Hef3, 2009). Hier ist die Dichte der Sehzellen und Gan-
glienzellen am groten (Koch, 2011). Lasst sich anhand der Dicke des SO Rickschlisse
auf die Dichteverteilung von Stabchen bzw. Zapfen auf der Retina ziehen? Wenn dem so
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ware, musste sich dementsprechend im dorso-anterioren Bereichen des SO auch die

dicksten Stellen der Axonfasern in unserem 3D-Modell befinden. Diese Annahme lasst
sich nicht bestatigen. Die dorso-anterioren Bereiche der nebeneinanderliegenden hohlen
Halbkugeln rekonstruierter Sehnervenaxonen innerhalb des optischen Tektums unter-
scheiden sich in ihrer Dicke nicht vom Ubrigen SO.

Entweder liegen daher die unmittelbar nachgeschalteten Zellen im dorso-anterioren Tek-
tum dichter als in anderen Regionen, oder die die area centralis reprasentierende Region
nimmt eine relativ gesehen vergrofierte Flache ein.

Injektion von Meerrettichperoxidase (Rusoff & Easter, 1980), Antikérperfarbungen von
Wachstumskegeln bei Ganglienzellaxonen (Simpson et al., 2013) bzw. Tracingversuche an
lebenden Tieren (Vidal-Sanz et al., 1988) sind altbewahrte Ansatze, um die Frage des
Axonverlaufs bei Engraulis encrasicolus in Zukunft in weiteren Details zu klaren, und damit

erfolgversprechend die hier geschaffenen ersten Erkenntnisse zu erganzen.
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4.4 Ausblick

Zu 4.1: Klassische Histologie und yCT haben beide Vor- und Nachteile. Eine Kombination
mit MRH ware zwar aufwandig, bei einem anfanglichen Scan und der darauf folgenden
histologischen Aufarbeitung eines Versuchsobjektes, wirde aber aus wissenschaftlicher
Sicht die besten Ergebnisse liefern.

Die Kenntnis der Anatomie des Gehirns einer adulten Sardellen konnte fur die weitere Er-
forschung und das Verstandnis des Polarisationskontrastsehens bei Wirbeltieren hilfreich
sein. Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstellte Gehirnatlas mit vergleichsweise ho-
her Aufldsung erflllt diese Voraussetzung und ist ein erster wichtiger Schritt.

Far die Zukunft und der Vollstandigkeit halber, ware eine Erganzung um eine sagittale-
bzw. horizontale Schnittserie von Interesse. Eine Erweiterung um einen histochemischen
Atlas oder Zellkartierungsatlas in 3D, basierend auf Vibratomschnitten, DAPI-Farbung und
Zweiphotonenmikroskopie, aber auch die Aufnahme ausgewahlter Kerne/Gehirnareale bei
noch hoherer Auflosung (z.B. durch FIB oder andere Varianten der 3D-Elektronenmikro-
skopie) konnen neue Erkenntnisse bringen, um das hier geschaffene Wissen zu erweitern

und voranzutreiben.

Die freie Skalier- und Drehbarkeit, sowie Volumen- und Streckenmessungen dieser 3D-
Modelle ermdglichen ein vergleichendes Arbeiten und die Untersuchung der Wachstums-
vorgange des ganzen Gehirns und einzelner Gehirnabschnitte wahrend des Wachstums

der Sardelle.

Zu 4.2: MRH ist eine Zeitsparende, schonende und strukturell ,nicht-invasive“ Untersu-
chungsmethode, wenn auch mit begrenztem Auflésungsvermégen (Ullmann et al., 2010;
Simoes et al., 2012). Ahnliches gilt fir uCT mit geringerem Kontrast und héherer Auflé-
sung. Daten von der Embryonalentwicklung, Uber Larvenstadien bis hin zum adulten Indi-
viduum lieRen sich tomografisch mit gegenuber der Histologie weit geringerem Aufwand
und mit zeitlich feinerer Abstufung sammeln. Wachstums- und Entwicklungsprozesse
koénnten in einem ganz neuen Licht betrachten werden und in Zukunft fir das Verstandnis
dieser Prozesse einen Entscheidenden Teil beitragen.

Optimal fur die Untersuchung des Aufbaus von Gehirnen ware auch eine Kombination aus
beiden Methoden. Die MRH- oder Rontgen-Tomografie kdnnte somit zunachst minimalin-

vasiv das Gehirn in seiner unmittelbaren Umgebung erfassen und zeitsparend einen per-
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fekt alignierten Bilderstapel mit einer groben Aufldsung einzelner Gehirnstrukturen gene-

rieren. Folglich kdnnen aus dem Gehirn ein und des selben Individuums auch die klas-
sisch histologischen Bilder erstellt werden. Der Bilderstapel dient gleichzeitig als Matrix fir
die Histologiebilder. Diese weisen durch die Einbettung und das Schneiden gewisse Ver-
zerrungsartefakte auf. Bei Verwendung entsprechender Landmarks sollte es moglich sein,
die histologischen Aufnahmen zu korrigieren und in die Matrix einzusetzen. Die entschei-

denden Vorteile beider Methoden lielRen sich auf die Art und Weise kombinieren.

Aufgrund der hier bereits angesprochenen Probleme, die Larvenschnittserien betreffend,
sei an dieser Stelle auf zukinftige Datenerhebungen und Untersuchungen ahnlichen Um-
fangs eingegangen. Um optimale aussagekraftige Ergebnisse zu bekommen, missen zu-
nachst die Rahmenbedingungen der Larvenaufzucht vereinheitlicht werden, um den Ein-
fluss externer Faktoren wahrend der Embryogenese mdglichst gleich zu halten.

Am besten erfolgt die Materialentnahme innerhalb ein und der selben aufwachsenden Ge-
neration. Des weiteren sollten moglichst viele Arbeitsschritte, von der Probenentnahme,
uber die Weiterverarbeitung der Versuchstiere, bis hin zur Datenerhebung, eine mdglichst
einheitliche Handhabung erfahren. Falls der Umfang der Untersuchung es zulasst, wird ein
Arbeitsschritt nur von genau einer Person durchgeflihrt. Die Vorteile bestiinden darin, dass
nebst einer einheitlichen Handhabung, madgliche Fehlerquellen minimiert werden und es
es folglich zu einer verbesserten Vergleichbarkeit der Larvendatensatze kommt.

Die Probennahme der Larven sollte mdglichst in festen einheitlichen Zeitintervallen (z.B.
alle 24 Stunden) durchgeflihrt werden, um den Zeitpunkt von Veranderungen besser doku-
mentieren und analysieren zu kdnnen. Um annahernd gleiche Zeitabstande der hier durch-
gefuhrte Untersuchung nachtraglich zu erreichen, ware eine histologische Aufarbeitung
von Larvenstadien im Alter von 15, 25 und 40 Tagen als Erganzung winschenswert.
Allerdings Ubersteigt die Anfertigung weiterer Larvenstadien den zeitlichen Rahmen dieser

Dissertation und bleibt somit Gegenstand zukunftiger Arbeiten.

Das Gehirn einer 45 Tagen alten Sardellenlarven entspricht zwar weitestgehend dem einer
adulten Sardelle, jedoch befinden sich gewisse Gehirnregionen, wie das optische Tektum,
noch im Aufbau. Von grofRer Interesse ware es, den genauen Zeitpunkt zu kennen, ab dem
das Gehirn als adult angesehen werden kann.

Dieses Wissen wirde es ermoglichen, Fluoreszenz-Laufexperimente (s. Kap. 3.3) an Ge-
hirnen moglichst geringer Grof3e durchzufihren. Folglich wirden sich die Laufstrecken

und Laufzeiten der Fluoreszenzmarker verringern. In diesem Zusammenhang erscheint
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der Ansatz von Mikroinjektionen an lebenden Organismen ein erfolgversprechender An-

satz zu sein, wodurch der Identitatsnachweis gewisser Kerne bzw. Gehirnstrukturen nicht
nur aufgrund deren Lage innerhalb des Gehirns und der Lokalisation zueinander, sonder
zusatzlich durch deren Verschaltungen untereinander beschrieben werden kénnte. Da-
durch lie3en sich weitere Erkenntnisse daruber gewinnen, wie die visuelle Informations-
verarbeitung im Gehirn der europaischen Sardellen ablauft - ein weiterer Schritt um das

Polarisationskontrastsehen besser verstehen zu konnen.

Zu 4.3: Fur die Zukunft ist eine genauere Untersuchung der Verschaltung der optisch rele-
vanten Kerne unabdingbar und flir das Verstandnis des Polarisationskontrastsehens bei
der Europaischen Sardelle der nachste logische Schritt. Golgifarbung, sowie Tracing-
experimente an lebenden oder zumindest mit Formaldehyd perfundierten Versuchstieren

waren hierbei denkbare und erfolgversprechende Ansatze.
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Interactive figure 1: Gross morphology of the anchovy brain

Surface rendering of olfactory nerves, telencephalon, diencephalon, left and right optic nerves,
mesencephalon, tectum opticum, metencephalon, cerebellum, myelencephalon and ventricles
(blood vessels not included).

The interactive 3D model can be activated by clicking onto the figure (Adobe Reader Version 7 or
higher). Rotate: drag + press left mouse button; shift: same action + ctrl; zoom: use mouse wheel (or
change default action for left mouse button). Use model tree for selecting components, switch
between prefab views or change surface visualization (e.g. lighting, render mode, transparency, crop

etc.). Deactivate 3D content via right mouse click (context menu).
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