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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die aquatische Okotoxikologie untersucht potenziell schadigende oder toxische
Effekte von Umweltschadstoffen auf aquatische Lebewesen, um diese vor
Expositionen in sich nachteilig auswirkenden Umweltkonzentrationen zu schitzen
[1,2]. Die Toxizitat eines potenziellen Umweltschadstoffes wird an empfindlichen
Organismen wie der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) mittels eines
breiten Spektrums an Toxizitatstests (Expositionsversuchen) untersucht [1,3-6].
Testorganismen werden unterschiedlichen Schadstoffkonzentrationen (ber
definierte Zeitraume ausgesetzt, um anhand verschiedener Analysemethoden
(z. B. der Histopathologie [7-9]) zu ermitteln, in welchem Verhaltnis die Schadstoff-
konzentrationen zu den hervorgerufenen Effekten stehen (Konzentrations-
Wirkungs-Beziehung) [1,3,10,11]. Die ermittelten Effekte werden anhand
statistischer Endpunkte ausgedrickt, z. B. der no observed effect concentration
(NOEC) [1,2,10,12].

Um gesetzliche Regularien bezlglich anthropogener Stoffe in der Umwelt
festzulegen, werden diese hinsichtlich der von ihnen ausgehenden Umweltrisiken
untersucht [3,11,13]. Besteht ein Gefahrdungspotenzial fur Mensch oder Tier,
erfolgt eine stoffspezifische Umweltrisikobewertung anhand der kritischen
Evaluation relevanter wissenschaftlicher Publikationen. Die Verlasslichkeit der
Umweltrisikobewertung hangt in hohem MalRe von der Qualitat der verfligbaren
Daten ab [13-16]. Die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der in
Okotoxikologischen Studien an Regenbogenforellen ermittelten Endpunkte einer
bestimmten Prifsubstanz ist daher von hdchster Relevanz. Es existieren jedoch
einige Studien, die die Untersuchung der Effekte einer Schadstoffexposition von
Regenbogenforellen zum Gegenstand haben und deren ermittelte Endpunkte
erheblich variieren. Beispielsweise weichen die mittels histopathologischer
Kiemenanalysen an Regenbogenforellen ermittelten NOECs fur Diclofenac, einem
weitverbreiteten nicht steroidalen Antiphlogistikum, um {ber das 300-fache
voneinander ab [13,17-20].

Variabilitdten hinsichtlich der Interpretation von Gewebsalterationen sowohl
innerhalb als auch zwischen einzelnen Studien sind unter anderem auf den
subjektiven Charakter der qualitativen histopathologischen Untersuchung
zurlckzufiuhren [16,20,21]. Zusatzlich sind qualitative histopathologische Analysen
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fur die Bewertung subtiler Veranderungen (z. B. infolge niedriger subletaler
Stoffkonzentrationsexposition) nicht immer ausreichend sensitiv [22-24]. Die
Detektion (subtiler) morphologischer Alterationen kann jedoch notwendig sein flr
die Identifikation schadlicher und potenziell irreversibler Auswirkungen von zu

bewertenden Stoffen [22].

Die Kiemen stellen eines der wichtigsten Indikatororgane fir Gewasserbelastungen
und Hauptzielorgan fur zahlreiche Umweltschadstoffe dar [7,25-27].
Schadstoffexpositionen &uf3ern sich neben eindeutig identifizierbaren Kiemen-
lasionen (z. B.der Sekundarlamellenfusion [27,28]) auch in (subtilen)
morphologischen Kiemenalterationen, die zu einer Abweichung quantitativ-
morphologischer Parameter filhren und deren adaquate Detektion quantitativer,
sensitiver und akkurater Methoden bedarf [13,17,22,29-32]. Die akkurate Ermittlung
guantitativ-morphologischer Parameter erfolgt anhand modellunabhéngiger (design
based) quantitativ-stereologischer Probennahme- und Analyseverfahren
[22,23,33,34]. Diese ermoglichen die objektive und reproduzierbare Quantifizierung
morphologischer Befunde sowie deren statistische Auswertung [34,35]. Quantitativ-
stereologische Analyseverfahren stellen die Methode der Wahl far
histomorphologische Untersuchungen diverser Organe dar [36-40] und gewinnen

auch in der (6ko)toxikologischen Pathologie zunehmend an Bedeutung [8,22,23].

Studien zu quantitativ-stereologischen Analysen quantitativ-morphologischer
Kiemenparameter an verschiedenen Fischspezies wurden bereits veroffentlicht
[31,41-50]. Diese Publikationen folgen jedoch keinem einheitlichen Protokoll, die
untersuchten Fischspezies unterscheiden sich zum Teil erheblich in ihrer
Korper-/Kiemengrof3e und Kiemenmorphologie und nicht samtliche Aspekte der
akkuraten Schatzung quantitativ-morphologischer Parameter werden ausreichend
bertcksichtigt. Es ist zudem nicht mdglich, anhand der prasentierten Methoden alle
relevanten quantitativ-morphologischen Kiemenparameter an denselben Kiemen
bzw. Kiemenproben akkurat zu bestimmen. Die Durchfihrung einiger der
beschriebenen Methoden ist an groReren Kiemen nicht praktikabel und l&asst sich
somit nicht auf die Untersuchung der Kiemen von Regenbogenforellen mit einem
Korpergewicht zwischen 300-2000 g Ubertragen. Regenbogenforellen dieser
GroRRenordnung werden jedoch héaufig als Testorganismen in 6kotoxikologischen
Studien eingesetzt [51-57].
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Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Entwicklung praktikabler und gezielt an
die Anforderungen der Untersuchung der Kiemen von Regenbogenforellen von
300-2000 g Koérpergewicht angepasster Methoden fur die akkurate Ermittlung
relevanter quantitativ-morphologischer Kiemenparameter (Gesamtvolumen der
Kiemen und Sekundarlamellen, Sekundarlamellenoberflache, Anzahl und mittleres
Zellvolumen der Epithelzellen der Sekundarlamellen, Sauerstoff-Diffusions-
barrierendicke) anhand modellunabhangiger guantitativ-stereologischer

Probennahme- und Analyseverfahren.

Die quantitativ-stereologische Analyse besitzt essenzielle Vorzige, ist jedoch, unter
anderem aufgrund der Notwendigkeit der Anfertigung physikalischer
Gewebeschnitte, mit einem hohen Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden [23]. Die
Laser-Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie (laser light sheet fluorescence microscopy
(LSFM)) optisch geklarter (transparenter) Gewebeproben als modernes deep tissue
imaging Bildgebungsverfahren ermoéglicht die virtuelle dreidimensionale
Probenrekonstruktion und -analyse anhand fluoreszenzbasierter optischer Schnitte,
die Gewebeproben bleiben dabei intakt [58]. Dieses effiziente Verfahren ermdglicht
die Darstellung selbst komplexer Strukturen innerhalb biologischer Gewebeproben
und die Quantifizierung verschiedener morphologischer Parameter [59-65]. Im
Rahmen des vorliegenden Dissertationsprojektes wurde erstmals ein umfassendes
Protokoll fir die Untersuchung optisch geklarter Kiemenproben mittels LSFM und
die darauf basierende akkurate Schatzung quantitativ-morphologischer

Kiemenparameter etabliert.

Die im Jahr 2020 in der Fachzeitschrift PLoS ONE publizierten Methoden [66]
(Publikation siehe Abschnitt 4) bilden die Grundlage fir die standardisierte,
objektive und reprasentative quantitativ-morphologische Analyse der Kiemen von in
der  Okotoxikologischen  Forschung als Testorganismen eingesetzten
Regenbogenforellen mit klassischen quantitativ-stereologischen Analyseverfahren
sowie der LSFM als modernes Bildgebungsverfahren. Die dargestellten Protokolle
gewahrleisten die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und leisten
damit einen wesentlichen Beitrag zu der Zuverlassigkeit und Qualitat der ermittelten

histopathologischen Endpunkte.
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2 ZIELE DER VORLIEGENDEN ARBEIT

Ziel des vorliegenden Dissertationsprojektes war die Entwicklung geeigneter
Stichprobenverfahren fur die Generierung reprasentativer Kiemengewebeproben
fur die quantitativ-morphologische Kiemenanalyse und die Etablierung
umfassender, standardisierter und praktikabler Protokolle fir die Anwendung
design-basierter (modellunabh&ngiger) quantitativ-stereologischer Methoden in der
histopathologischen Analyse der Kiemen von in der 6kotoxikologischen Forschung
als Testorganismen eingesetzten Regenbogenforellen von 300-2000 g
Korpergewicht. Neben den modellunabhangigen quantitativ-stereologischen
Analyseverfahren auf licht- und elektronenmikroskopischer Ebene [22,23,33], sollte
zudem die Eignung der Laser-Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie (LSFM) optisch
geklarter Gewebeproben [58] fur die quantitativ-morphologische Analyse der
Kiemen untersucht werden, mit dem Ziel, eine schnelle, effiziente und elegante
Alternative zu den klassischen design-basierten quantitativ-stereologischen
Analysemethoden zu etablieren. Die in der Originalpublikation zu der vorliegenden
Dissertation [66] veroffentlichten Protokolle sollen zukinftigen 6kotoxikologischen
Studien als Grundlage flir eine standardisierte, objektive und reprasentative
guantitativ-morphologische Analyse der Kiemen von Regenbogenforellen dienen
und so die Vergleichbarkeit der ermittelten histopathologischen Endpunkte sowohl
innerhalb als auch zwischen einzelnen Studien ermdglichen. Sie sollen zudem zu
einer Reduktion der in Toxizitatstests als Testorganismen eingesetzten Fische

beitragen, indem unnétige Wiederholungsversuche vermieden werden.
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3 WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND

3.1 Aquatische Okotoxikologie

Die Okotoxikologie ist ein Wissenschaftszweig der Toxikologie, der sich mit dem
Vorkommen nattrlicher oder kunstlicher Schadstoffe in der Umwelt und deren
toxischer Effekte auf Okosysteme und ,non-target‘-Spezies auseinandersetzt
[67,68]. Die Evaluierung potenziell nachteiliger oder toxischer Effekte hat das Ziel,
Populationen und Lebensgemeinschaften verschiedener Spezies vor der Exposition
gegenuber Umweltschadstoffen in einer sich nachteilig auswirkenden Konzentration

zu schutzen [1,68].

Die aquatische Okotoxikologie untersucht auf verschiedenen Organisationsebenen
die Effekte von Chemikalien und weiteren toxischen Substanzen und Materialien
speziell auf Gewasserorganismen [1,2,69]. Unter dem Begriff ,Gewasser* werden
verschiedenste Okosysteme zusammengefasst, wie beispielsweise verschiedene
Oberflachengewasser (Bache, Flisse, Teiche oder Seen (Suf3wasser) oder
Kistengewasser und Tiefseeozeane (Salzwasser)). Alle zeichnen sich durch
eigene biotische und abiotische Komponenten und spezifische Charakteristika aus
[1]. Jedes aquatische Okosystem beeinflusst die Wirkweise sowie die biologische
Aktivitat und Bioverfugbarkeit von Chemikalien und weiteren Umweltschadstoffen
auf individuelle Weise. Dementsprechend bestehen Unterschiede in der
Vulnerabilitat gegentber Schadstoff-Einfliissen [1,69]. Dies muss in der Beurteilung

des Gefahrenpotenzials aller gewasserrelevanten Stoffe beriicksichtigt werden.

Die aquatische Okotoxikologie findet ihren Ursprung in den Bereichen der
Limnologie (= SuRwasserdkologie) und der Forschung hinsichtlich Gewésser-
belastungen [2]. Schon in ihren Anfangen wurden Konzepte fur die Einteilung von
Flussen anhand ihrer Wasserqualitat auf Grundlage der An- oder Abwesenheit
bestimmter Arten veroffentlicht [2,70-72]. Seither ist die aquatische
Okotoxikologische Forschung gepragt von der Erkenntnis, dass das Vorhanden-
oder Nicht-Vorhandensein gewisser Spezies, Populationen oder auch aquatischer
Lebensgemeinschaften in einem Okosystem einen deutlich verlasslicheren und
sensitiveren Parameter fur die Beurteilung von Umweltbedingungen darstellt als

physikalische oder chemische Messungen [2].
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Lange Zeit wurde der Schwerpunkt des Umweltmonitorings auf die physikalische
und chemische Analyse von Wasser- und/oder Sedimentproben gelegt. Die
Messung verschiedener Parameter wie Temperatur, Sauerstoff- oder
Nahrstoffgehalt sowie bestimmter chemischer Kontaminanten
(z. B. Schwermetalle) ist verhaltnismalig einfach durchzufihren [73]. Sie
ermoglicht jedoch nur unzureichende Rickschliisse auf die Bioverfugbarkeit und
den Effekt eines vorhandenen Schadstoffes auf das biologische System und die
daraus resultierende Belastung der Lebewesen innerhalb eines Okosystems
[8,73,74]. Im Ubrigen kénnen nicht alle Stoffe adaquat Giber chemische Analysen
nachgewiesen werden [8]. Bestimmte Chemikalien (z. B. polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe (PAKs)) oder Pestizide mit kurzer biologischer Halbwertszeit
werden teilweise nicht detektiert, haben jedoch das Potenzial, in verschiedenen

Organismen (unter Umstanden pathologische) Langzeiteffekte hervorzurufen [75].

Zur Erganzung chemischer Monitoringsysteme durch biologische Kontrollsysteme
wurden seit der Mitte des 20. Jahrhunderts vermehrt Methoden entwickelt, die die
gezielte Messung der Effekte von Gewasserschadstoffen auf aquatische
Lebewesen ermdéglichen [2,73,74,76]. In den 1940er- und 1950er-Jahren rickten
zusatzlich die Auswirkungen von Abwassern und Chemikalien auf nicht-
menschliche Biota zunehmend in das Interesse der Offentlichkeit [1]. Infolgedessen
wurden Spezies, welche sensibel auf verdnderte Umweltbedingungen reagieren,
gezielt fur den Einsatz als Versuchsorganismen in o6kotoxikologischen Tests
erforscht, um auf diese Weise die zu erwartenden Auswirkungen auf natirliche
Okosysteme zu evaluieren und mogliche Effekte anthropogener und natiirlicher

toxischer Agenzien abzuschatzen [2].

Die Auswirkungen von Umweltschadstoffen werden meist auf Ebene des
Individuums, aber auch auf zellularer-, Populations- und Okosystemebene anhand
verschiedener Kriterien beurteilt und quantifiziert [1,69]. Nachteilige oder
schadigende Effekte werden, je nach Organisationsebene, mithilfe verschiedener
Parameter zum Ausdruck gebracht. Gemessene Parameter auf Organismusebene
sind beispielsweise Mortalitat, morphologische Alterationen von Organen und
Geweben, Verhaltensanderungen sowie die Beeintrachtigung von Wachstum,
Reproduktion oder Entwicklung [1].
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Diese Effekte auf aquatische Lebewesen kdnnen mittels eines breiten Spektrums
unterschiedlicher Toxizitatstests untersucht werden, es wird dabei zwischen
Standard-Biotests und Nicht-Standard-Biotests unterschieden. Standard-Biotests
sind harmonisierte, standardisierte Testverfahren, welche breite Anwendung finden
und die anhand der Vorgaben nationaler und internationaler Organisationen
(z. B. der Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) oder
International Organization for Standardization (1ISO)) durchgefihrt werden [1,77].
Ihre Entwicklung geht primér auf internationale Organisationen wie die OECD oder
die Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization (WHO)) zurtick
[3,11,78]. Unter Nicht-Standard-Biotests werden alle Expositionsversuche und
okotoxikologischen Studien zusammengefasst, die sich anderer Methoden und

Studiendesigns bedienen [77].

3.1.1 Umweltrisikobewertung zur Einschatzung des Gefahrenpotenzials von
Gewasserschadstoffen

Die Umweltrisikobewertung befasst sich mit der Vorhersage und Bewertung der
Effekte von Chemikalien und anderen Umweltschadstoffen auf ein Okosystem unter
der Berlcksichtigung seiner Organisation und Funktionsweise [11,79].
Verschiedene anthropogene Stoffe gelangen Uber diverse Eintragswege in die
aquatische Umwelt und konnen in Gewéssern nachgewiesen werden. Zum Schutz
von Okosystemen, aquatischen Organismen und teilweise auch der menschlichen
Gesundheit wird das Potenzial dieser Stoffe, die Umwelt sowie die Gesundheit von
Mensch oder Tier zu schadigen, mittels Risikobewertung geprift und beurteilt
[11,78,80]. Die Umweltrisikobewertung von Stoffen hat vielféltige Funktionen. Sie
dient der Identifizierung potenziell gefahrlicher Stoffe sowie der Umweltbereiche
und Organismen, die durch die untersuchten Substanzen nachteilig beeinflusst oder
gefahrdet sind. Sie ist zudem die Grundlage fir weitreichende Entscheidungen
bezuglich des Risikomanagements eines Umweltschadstoffes (z. B. der Einfihrung
von Malinahmen zur Verringerung des Umwelteintrags) und kann zu gesetzlichen

Beschrankungen oder Verboten bestimmter Chemikalien fiihren [11,79].

Ausgangspunkt einer jeden Risikobewertung ist die Identifizierung des
stoffspezifischen Gefahrenpotenzials anhand dessen Ursprungs, der vorgesehenen
Verwendung sowie der physikalischen und chemischen Eigenschaften [11,78].

Potenziell gefahrdende Stoffe werden anhand der zu erwartenden Exposition



WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND

verschiedener Umweltbereiche und Organismen (Expositionsbetrachtung) sowie
ihrer Toxizitat (Effektbewertung) hinsichtlich des von ihnen ausgehenden Risikos fur
die aquatische Umwelt bewertet [3,11,78,79].

Expositionsbetrachtung

In der Bewertung eines Umweltrisikos missen samtliche Faktoren bertcksichtigt
werden, welche fur das Gefahrenpotenzial eines Stoffes in unterschiedlichen
Umweltkompartimenten (z. B. Oberflachengewasser, Grundwasser oder Sediment)
und/oder Okosystemen von Bedeutung sind [4]. Dazu z&hlen die Eintragswege und
zu erwartenden Eintragsmengen sowie das Verhalten eines Stoffes innerhalb und
zwischen einzelnen Umweltbereichen oder Nahrungskettenstufen. Anhand dieser
Daten kann die vorhergesagte Umweltkonzentration (predicted environmental

concentration (PEC)) fir einzelne Umweltkompartimente ermittelt werden [3,4,11].

Effektbewertung

Zur Bewertung der Toxizitat eines Stoffes werden Organismen verschiedener
empfindlicher Spezies stellvertretend fir das Okosystem Toxizitatstests (meist unter
Laborbedingungen) unterzogen [1,3,4]. Durch Verwendung der sensitivsten
Spezies verschiedener Stufen der Nahrungskette (Trophiestufen) eines
entsprechenden Okosystems kann dessen Empfindlichkeit mdglichst adaquat
abgebildet werden [4]. Zur Charakterisierung des stoffspezifischen
Gefahrenpotenzials wird in der Regel untersucht, in welchem Verhaltnis die
untersuchte Schadstoffkonzentration und Expositionsdauer zu den durch die
Exposition hervorgerufenen nachteiligen oder schadigenden Effekten auf die
Testorganismen stehen (Dosis/Konzentrations-Wirkungs-Beziehung) [1,3,11]. Die
biologischen Effekte werden in Abh&ngigkeit von der Art des Toxizitatstests
(z. B. akut oder chronisch) anhand unterschiedlicher Endpunkte (z. B. Mortalitat)
gemessen [1,2,10,76].

Die in Expositionsversuchen ermittelten Effekte (Endpunkte) chemischer
Stoffkonzentrationen auf Testorganismen kdnnen durch verschiedene statistische
Endpunkte charakterisiert werden. Die mittlere effektive Konzentration (median
effective concentration (ECso)) und mittlere letale Konzentration (median lethal
concentration (LCso0)) geben die mittlere wirksame bzw. todliche Konzentration an,

also die Stoffkonzentration, die auf 50 % der Testpopulation eine toxische bzw.

10



WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND

todliche Wirkung hat. Die niedrigste Konzentration mit beobachteter Wirkung
(lowest observed effect concentration (LOEC)) gibt an, welche die niedrigste
(gemessene) Stoffkonzentration ist, bei der toxische Effekte auf die Testorganismen
nachweisbar sind. Die Konzentration ohne beobachtete schadliche Wirkung (no
observed effect concentration (NOEC)) ist Ausdruck fir die hdchste (gemessene)
Stoffkonzentration, bei der im Rahmen der durchgefiihrten Untersuchung keine
schadigenden Effekte auf die Testorganismen nachgewiesen werden [1,2,10-12].
Die Ergebnisse von Expositionsversuchen mit den Endpunkten NOEC und LOEC
werden mit den Ergebnissen von Kontrollgruppen verglichen und so hinsichtlich
ihrer statistischen Signifikanz Uberprift [2,10].

Abgeschatzte Nicht-Effekt-Konzentration (PNEC)

Als Bestandteil der Umweltrisikobewertung wird anhand bestimmter in
Toxizitatstests ermittelter statistischer Endpunkte (z. B. NOEC) eines untersuchten
Schadstoffes die Umweltkonzentration bestimmt, unterhalb derer keine
Auswirkungen auf verschiedene Umweltkompartimente zu erwarten sind. Diese
Konzentration wird beschrieben durch die abgeschatzte Nicht-Effekt-Konzentration
(predicted no effect concentration (PNEC)) [3,11,81].

3.1.2 Umweltrisikobewertung in der EU-Gesetzgebung

Die PNEC spielt in der Europaischen Union (EU) eine grof3e Rolle hinsichtlich der
Umweltrisikobewertung verschiedener Stoffe und Stoffgruppen, z. B. Chemikalien,
Biozidprodukten oder Pharmazeutika. Die Umweltrisikobewertung mit der
Ermittlung der stoffspezifischen PNEC ist in der Regel die Voraussetzung fur deren
Registrierung, Zulassung oder Inverkehrbringen [4,10,81-84]. Entsprechend der
Wasserrahmenrichtlinie (RL 2000/60/EG) stellt die Umweltrisikobewertung und die
Ermittlung von PNECs zudem die Grundlage fur die gesetzliche Festlegung von
Umweltqualitditsnormen (UQNSs) fir Gewasser dar und ist damit die Basis fur die

Begrenzung oder Beendigung der Emission prioritarer (gefahrlicher) Stoffe [85-89].

Auf EU-Ebene kdnnen die Verordnungen VO 1907/2006/EG ((REACH-Verordnung)
Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals) [81], die
VO 528/2012/EU  (Biozid-Verordnung) [82] wund die RL 2000/60/EG

(Wasserrahmenrichtlinie) [85] exemplarisch herangezogen werden, um die
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Bedeutung der zuverlassigen Umweltrisikobewertung und deren gesetzliche
Verankerung in Rechtsakten zu veranschaulichen.

Die REACH-VO bildet das gesetzliche Regelwerk fir die Registrierung, Bewertung,
Zulassung und Beschrankung bestimmter chemischer Stoffe. Die fir die
Registrierung chemischer Stoffe geforderte Stoffsicherheitsbeurteilung sieht neben
der Ermittlung schadlicher Wirkungen auf die menschliche Gesundheit auch die
Ermittlung schadlicher Wirkungen auf die Umwelt mit der Erhebung stoffspezifischer
PNECs fur verschiedene Umweltkompartimente vor [81]. Die Ableitung einer
aguatischen PNEC des gepruften Stoffes erfolgt im Idealfall anhand von NOECs,
ermittelt in Toxizitatstests an Modellorganismen aus drei verschiedenen
Trophiestufen. In der Regel handelt es sich bei den Testorganismen um Algen,
Daphnien und Fische [81,90]. Je nach Datenlage wird die PNEC fir einen
untersuchten Stoff unter Zuhilfenahme eines Sicherheitsfaktors
(Extrapolationsfaktor) abgeleitet [10,81,90]. Entsprechend der VO 528/2012/EU
durfen von bioziden Wirkstoffen und Biozidprodukten keine unannehmbaren
Risiken fur die Umwelt sowie keine schadigende Wirkung auf die menschliche oder
tierische Gesundheit ausgehen. Daher setzt die Biozid-VO fur die Zulassung eines
Biozidproduktes eine Ermittlung schadlicher Umweltwirkungen fir die in
Biozidprodukten enthaltenen Wirkstoffe oder bedenklichen Stoffe voraus. Diese
erfolgt ebenfalls anhand einer Risikobewertung mit entsprechender Festlegung von
PNECs fur die verschiedenen Umweltkompartimente (Luft, Boden, Wasser,
Sediment) [82,91].

Die Wasserrahmenrichtlinie verpflichtet die EU-Kommission, sogenannte prioritére
Stoffe zu ermitteln, von welchen ein erhebliches Risiko fir die aquatische Umwelt
ausgeht bzw. die als Teil der aquatischen Umwelt eine Gefahr darstellen [85,87].
Fur diese Stoffe sind Konzentrationen in Wasser, Sedimenten und/oder Biota
festzulegen, die Uber die Qualitat von Gewassern entscheiden und aus Griinden
des Umwelt- und Gesundheitsschutzes nicht Uberschritten werden dirfen. Diese
sogenannten Umweltqualitatsnormen (UQNs) werden fir die Einstufung und
Uberwachung des chemischen und 6kologischen Zustandes von Gewassern
festgelegt [80,85,86,88,89]. Die im Rahmen der Chemikalienbewertung mittels
Toxizitatstests an empfindlichen Organismen verschiedener Trophiestufen
ermittelten Endpunkte, und die unter Verwendung eines Extrapolationsfaktors

daraus abgeleiteten Stoffkonzentrationen (z. B.die PNEC), sind wichtige
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Komponenten in der Festlegung dieser UQNs [80,85,87]. Der Eintrag prioritarer
Stoffe wird anhand eines Jahresmittelwertes (Jahresdurchschnitts-UQN (JD-UQN))
Uberwacht, fur bestimmte Schadstoffe wird zusatzlich eine zulassige
Hochstkonzentrations-UQN (ZHK-UQN) festgelegt, welche aufgrund der hohen
akuten Toxizitat nicht Uberschritten werden darf [80,86]. Ziel dieser Malinahmen ist
es, die Emission bestimmter Schadstoffe gezielt zu reduzieren bzw. im Falle der
prioritdren gefahrlichen Stoffe deren Emission und Eintrag in die Umwelt

(schrittweise) zu beenden [85,86].

3.1.3 Untersuchung von Biomarkern und Bioakkumulationsmarkern bei in
O0kotoxikologischen Expositionsversuchen verwendeten Fischen

Die Auswirkungen von Umweltbelastungen werden auf verschiedenen
okologischen Ebenen sichtbar. Auf der Ebene der Okosysteme und
Lebensgemeinschaften auf3ern sich diese in beobachtbaren Veranderungen in der
Biodiversitat und der Artenzusammensetzung. Auf Populationsebene kdnnen sich
die Effekte von Umweltschadstoffen in veranderten Altersstrukturen, Abweichungen
in der Abundanz einer Population oder genetischen Veranderungen
niederschlagen. Auf Ebene des Einzelorganismus sind Mortalitat, Reproduktion und
Wachstum wichtige Parameter fur die Bewertung der Effekte gewéasserrelevanter
Schadstoffe. Diese fungieren als klassische Endpunkte in Toxizitatstests und
werden haufig fur die Umweltrisikobewertung von Stoffen herangezogen [1,92]. Auf
subindividueller und (sub-)zellularer Ebene koénnen diverse molekulare,
biochemische, physiologische oder morphologische Alterationen gemessen
werden, die infolge einer Schadstoffexposition auftreten [92,93]. In der
Umweltrisikobewertung werden diese sogenannten Biomarker eingesetzt, um eine
Verbindung zwischen externer und interner Schadstoffbelastung und -konzentration
und frih auftretenden Schadstoffauswirkungen in Testorganismen herzustellen [94-
96].

Biomarker — Definition und Funktion in der 6kotoxikologischen Forschung

Generell treten Veranderungen auf Populations-, Lebensgemeinschafts- oder
Okosystemlevel erst in einem spaten Stadium der Schadstoffexposition auf. lhnen
gehen Veranderungen auf (sub-)individuellen, (sub-)zellularen und molekularen
Ebenen voraus [96,97]. Diese Biomarker werden als sogenannte

,Frihwarnsysteme® fir Umweltveranderungen und schadigende/toxische Effekte
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von Umweltschadstoffen auf Gewéasserorganismen herangezogen [75,92,97,98].
Als solche dienen sie der friihen Detektion von Schadstoffemissionen und somit als
Warnsignale vor den potenziellen Auswirkungen fir hohere ©6kologische Ebenen.
Die Detektion biologischer Reaktionen auf subletale Schadstoffkonzentrationen
kann zudem zur Folge haben, dass irreversible Auswirkungen hoherer
Stoffkonzentrationen vermieden werden [92]. Nach der weit gefassten Definition der
WHO konnen nahezu alle Messungen, die die Interaktion eines biologischen
Systems mit einem physikalischen, chemischen oder biologischen Bestandteil der
Umwelt detektieren, durch den Begriff ,Biomarker” definiert werden [95]. Die Effekte
dieser Interaktion konnen auf Verhaltensebene sowie funktionaler-,
physiologischer- oder (sub-)zellularer Ebene gemessen werden und haben das
Potenzial, die Reaktion auf eine Schadstoffexposition und dessen toxische Wirkung
aufzuzeigen [75,95]. Der Begriff Biomarker wurde spater neu definiert. Laut van
Gestel und van Brummelen (1996) [92] versteht man unter einem Biomarker jede
biologische Reaktion auf einen Umweltschadstoff, die auf subindividuellem Level
stattfindet und an einem Organismus und seinen Ausscheidungen gemessen wird.
Biomarker sind in diesem Falle alle Abweichungen von dem physiologischen
Zustand, die an einem intakten Organismus nicht feststellbar sind. Somitist in dieser
Definition der Begriff ,Biomarker auf biochemische, physiologische, histologische
und morphologische Messungen begrenzt, Verhaltensédnderungen sind nicht
inkludiert [92]. Biomarker stellen Signale fur frih auftretende Veré&nderungen in

Organismen dar, deren Gesundheit davon abgesehen nicht beeintrachtigt ist [8].

Biomarker-Kategorien

Biomarker konnen kategorisiert werden als Expositions-Biomarker, Effekt-
Biomarker und Suszeptibilitats-Biomarker [99]. Expositions-Biomarker sind
Nachweise einer exogenen Substanz und ihrer Metaboliten oder des Produkts der
Wechselwirkung zwischen der untersuchten Substanz und der Zielstruktur
innerhalb eines Organismus [95,96,99]. Die Bioakkumulation (Kérperlast)
persistierender Stoffe innerhalb der Organe oder Gewebe eines Organismus wird,
wenn nicht als eigene Biomarkerkategorie definiert [94,96], zu den Expositions-
Biomarkern gezahlt. Effekt-Biomarker (dieser Begriff kann spezifiziert werden als
,Biomarker toxischer Effekte” [75]) sind messbare Veranderungen in Geweben,

Organen oder Korperflissigkeiten eines Organismus, die mit einer moglichen oder
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bereits etablierten gesundheitlichen Beeintrachtigung/Krankheit einhergehen
[95,96,99]. Die Kategorie der Suszeptibilitats-Biomarker fasst die angeborenen
oder erworbenen Mechanismen auf verschiedenen Organisationsebenen
zusammen, mithilfe derer ein Organismus auf die Schadstoffexposition reagiert und
die die Anfalligkeit fir nachteilige Schadstoffeffekte unabhéangig von der
untersuchten Exposition beeinflussen. Sie sind hinweisend auf individuelle oder
populationsbedingte Unterschiede hinsichtlich der Reaktionen auf Umweltfaktoren
[95,96,99,100].

Chemische, molekulare und biochemische Parameter als Biomarker bei
Fischen

Ein bedeutender Biomarker in der Umweltrisikobewertung mithilfe der
Untersuchung von Fischen als Testorganismen ist die messbare Menge eines
bestimmten Umweltschadstoffes in den Organen oder Geweben (Kérperlast)
[94,96]. Bioakkumulations-Marker erméglichen die gezielte Untersuchung von
Umweltschadstoffen, die lediglich in niedrigen Konzentrationen in Gewassern
vorliegen und zu einer Anreicherung in Fischen neigen [96]. Haufig als Biomarker
herangezogen werden zudem Aktivitat und Konzentration von Biotransformations-
enzymen (Phase |- und Phase-ll-Enzyme, wie Cytochrom P450-abhangige
mikrosomale Monooxygenasen, die Glutathion-S-Transferase oder UDP-
Glucuronyltransferase) oder oxidative Stressparameter (z. B. die erhdhte Aktivitat
antioxidativer Enzyme wie der Superoxiddismutase oder Katalase, oder
biochemische Indikatoren flr die Lipidperoxidation oder Oxidation von
Nucleinséduren) [94,96,101]. Diverse Indikatoren fir umweltbedingten Stress
(z. B. erhohte Werte an Hitzeschock-Proteinen, Metallothioneinen oder Proteinen
des MXR-Systems (multixenobiotic resistance)) kdonnen als Biomarker fur die
Exposition eines Organismus gegenuber einem Umweltschadstoff mit nachteiliger
oder toxischer Wirkung fungieren [94,96]. Das breite Spektrum an Fischbiomarkern
umfasst zudem verschiedene hamatologische Parameter (z. B. erhdhte
Enzymaktivitat bestimmter Serum-Transaminasen), genotoxische Parameter
(z. B. DNA-Addukte, DNA-Strangbriiche oder DNA-Mutationen), immunologische
Parameter (z. B. Anderungen des zellularen Immunstatus oder die Konzentration
der Akute-Phase-Proteine in Korperflissigkeiten) und endokrine Parameter
(z. B. die Plasma-Vitellogeninkonzentration) [94,96,102-104].
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Histopathologische Gewebsalterationen als Biomarker bei Fischen

Histopathologische Gewebsalterationen kénnen die Effekte der Exposition von
Testorganismen gegenuber einer Vielzahl anthropogener Schadstoffe
widerspiegeln [105]. Die Histopathologie hat ihre Eignung fur den zuverlassigen und
direkten Nachweis toxischer Effekte von Umweltschadstoffen auf Organe und
Gewebe von in Expositionsversuchen verwendeten Fischen bereits in zahlreichen
Okotoxikologischen  Studien  bewiesen [7,9,17,106-109]. Morphologische
Alterationen sind Biomarker auf Organ- oder Gewebeebene, die als Folge von
Interaktionen zwischen dem Testorganismus und einem Umweltschadstoff auf
molekularer oder (sub-)zellularer Ebene auftreten und auf potenziell irreversible
Schaden hinweisen kénnen [96,105,110].

Zielorgane und -strukturen toxischer Effekte kdénnen mittels histopathologischer
Analyse ermittelt werden, ergdnzende Methoden wie die Enzym- oder
Immunhistochemie erméglichen zusatzlich die Detektion von Veranderungen auf
Zell- und Molekularebene [109]. Reaktionen auf Organ- oder Gewebeebene sind
meist schnell und leicht zu identifizieren und bleiben haufig auch nach Ende der
Schadstoffexposition bestehen. Auch langer zuriickliegende Expositionen kénnen
somit zur Beurteilung der Auswirkungen von Umweltschadstoffen herangezogen
werden [96]. Die histopathologische Untersuchung zeichnet sich durch hohe
Sensitivitat aus, morphologische Gewebsalterationen gelten somit besonders
hinsichtlich der Untersuchung von Effekten chronischer Schadstoffexpositionen
oder subletaler Schadstoffkonzentrationen als Biomarker von hoher toxikologischer
Relevanz [8,109,111].

Die Histopathologie wird als Goldstandard bei der Ermittlung toxischer Effekte von
Gewasserschadstoffen angesehen. Sie kann der Beurteilung der Wasserqualitat
und der Schadstoffbelastung von Gewassern dienen und hat so das Potenzial,
einen wichtigen Beitrag zu Umweltmonitoring-Programmen zu leisten [9]. Obwohl
Biomarker auf Gewebeebene (z. B. histologische Gewebsalterationen) einer
sachkundigen Untersuchung bedirfen und diese mit einem hohen Zeitaufwand
einhergeht, liefern sie wertvolle Informationen Uber die Auswirkungen von
Xenobiotika und werden daher fir die ©kotoxikologische Forschung und
Umweltrisikobewertung empfohlen [7]. Histopathologische Endpunkte haben im

Vergleich zu anderen Endpunkten in der 6kotoxikologischen Forschung eine hohe
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Sensitivitat und ermdglichen die Detektion von Schadstoffauswirkungen, die mit
anderen Biomarkern nicht identifiziert werden kdnnen [112]. Auch im Vergleich zu
den in Fisch-Standard-Biotests ermittelten Endpunkten (z. B. Mortalitat oder
Verhaltensanderungen) weisen histologische Biomarker eine héhere Sensitivitat
auf, da sie infolge einer Schadstoffexposition bereits bei niedrigeren
Konzentrationen detektierbar sind [109].

Die histopathologische Untersuchung gilt zwar als sensitive Methode, jedoch sind
die erzielten Ergebnisse abhéngig von einer adaquaten Probennahme und
-prozessierung sowie der Qualitat der analysierten histologischen Gewebeschnitte
[16]. Die willktrliche Auswahl von Proben oder histologischen Schnitten kann zu
systematischen  Abweichungen der detektierten und diagnostizierten
Gewebsalterationen (sampling bias) fuhren [13,113]. Artefakte (beispielsweise
aufgrund postmortaler Autolyse) kénnen die Evaluierung von Gewebsalterationen
erschweren und fihren potenziell zu einer Fehlinterpretation der Lasionen [16]. Als
bedeutender Aspekt kommt hinzu, dass die qualitative histopathologische
Interpretation von Gewebslasionen subjektiv erfolgt [21]. Diese Aspekte der
histopathologischen Analyse kdnnen teils starke Abweichungen der Diagnosen

einzelner Untersucher_innen zur Folge haben [8,16,20,21,112].

Gerade hinsichtlich der Beurteilung von Schweregraden von Gewebslasionen in der
Fischpathologie und in 0©kotoxikologischen Studien mit histopathologischen
Endpunkten wird die Verwendung quantitativer histomorphologischer Methoden
dringend empfohlen [8,16]. Eine quantitative Beurteilung histologischer Schnitte
kann beispielsweise durch semiquantitative Punktesysteme, morphometrische
Messungen  oder  quantitativ-stereologische  Analysen  erfolgen. Die
modellunabhéngige quantitative Stereologie (siehe Abschnitt 3.4) stellt den
Goldstandard fur eine objektive, quantitative histomorphologische Analyse dar,

kommt in 0kotoxikologischen Studien bisher jedoch nur selten zum Einsatz [8].
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Bedeutung von Biomarkern und deren Detektion in Nicht-Standard-Biotests

Der Einsatz von Standard-Toxizitatstests erméglicht die zuverlassige Ermittlung
okotoxikologischer Endpunkte, der standardisierte Versuchsaufbau erlaubt zudem
die Vergleichbarkeit der Ergebnisse einzelner Studien [77]. Daher wird ihr Einsatz
fur die Erhebung stoffspezifischer PNECs in der von diversen Rechtsnormen
vorausgesetzten Umweltrisikobewertung gefordert bzw. bevorzugt
[10,15,77,84,87,90]. Die in Okotoxikologischen Standardtests primar erhobenen
Endpunkte (z. B. Mortalitat oder Reproduktion) sind teilweise jedoch nicht
ausreichend empfindlich fir die Detektion der toxischen Effekte bestimmter
Schadstoffe, da nicht immer der biologisch relevanteste Endpunkt untersucht wird
[77,108].

Daten, die in Nicht-Standard-Biotests erhoben werden, konnen die
Umweltrisikobewertung dank der Untersuchung relevanter Endpunkte und deren
teils hoheren Sensitivitdt ergdnzen und optimieren [77,108,109,111]. Sie liefern
Informationen Uber die biologischen Auswirkungen von Schadstoffen und kénnen
Aufschluss geben uber die Mechanismen, die einer Schadstoffwirkung zugrunde
liegen. Anhand des Screenings mehrerer Biomarker eines Schadstoffes kénnen so
wichtige Informationen (ber die Effekte der Schadstoffexposition des
Testorganismus gewonnen werden [96]. Neben den Standard-Toxizitatstests tragen
Biomarker somit vielversprechende Informationen zu Umweltmonitoring-
Programmen und einer integrativen Umweltrisikobewertung von Schadstoffen bei
[76,96,98,108].

Um den in Nicht-Standard-Biotests erhobenen Endpunkten mehr Gewicht zu
verleihen und deren Berlucksichtigung in der gesetzlich geregelten
Umweltrisikobewertung zu férdern, ist es jedoch von gréf3ter Wichtigkeit, dass sie
die Kriterien fur die Erhebung zuverlassiger, reproduzierbarer Daten erfullen
[77,114,115]. Zur Qualitatssicherung der in histopathologischen Studien an Fischen
erhobenen Daten ist hierflr unter anderem eine detaillierte Methodenbeschreibung
empfohlen, die klare Angaben beziglich der Probennahme, der Anfertigung
histologischer Schnitte, der verwendeten Schnittebenen und der diagnostischen
Auswertung enthalt [16]. Zudem wird die Ermittlung zuverlassiger

histopathologischer Endpunkte anhand quantitativer Analysen empfohlen [8,16].
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3.2 Regenbogenforellen in der 6kotoxikologischen Forschung

Bereits seit dem 18. Jahrhundert ist bekannt, dass erhthte Mortalitatsraten bei
Fischen und das Verschwinden von Fisch-Populationen in Zusammenhang mit
Gewasserbelastungen durch den Eintrag anthropogener Umweltschadstoffe stehen
konnen. Infolgedessen dienen Fische seit Langem als Sentinel-Spezies, die die
Auswirkungen menschlicher Aktivititen auf die Intaktheit von Okosystemen
aufzeigen [116].

3.2.1 Fische als Testorganismen in der aquatischen 6kotoxikologischen
Forschung

Die Fischgesundheit ist von essenzieller Bedeutung fur die Intaktheit aquatischer
Okosysteme, da deren Beeintrachtigung aufgrund der Position der Fische am
oberen Ende der Nahrungskette das Potenzial hat, ganze Okosysteme nachteilig
zu beeinflussen [8]. Fische nehmen in der (Oko)toxikologie eine Schliisselrolle ein,
da sie sowohl in Studien Einsatz finden, die das Gefahrenpotenzial bestimmter
Stoffe fur die menschliche Gesundheit untersuchen, als auch in Studien, die die
Effekte von Schadstoffen auf die Umwelt analysieren. Nach gegenwartigem Stand
der Forschung wird davon ausgegangen, dass Fische diese beiden Bereiche mehr
als jede andere Biota-Klasse verkniipfen [117]. Fische gelten in der Uberwachung
aquatischer Okosysteme als wertvolle Indikatororganismen, sie sind zudem als
Versuchstiere weit verbreitet und werden auch in 6kotoxikologischen Studien h&ufig
als Testorganismen eingesetzt [8].

Die Grunde hierfur sind vielfaltig: Mit etwa 30000 bekannten Spezies handelt es sich
bei den Fischen um die diverseste Klasse unter den Wirbeltieren, Knochenfische
machen etwa 95 % aller Fischspezies aus. Dieser Reichtum an Spezies resultiert in
einer grofRen Vielfalt an Lebensraumen, Korperformen und -gro3en sowie
verschiedenen physiologischen Mechanismen und Reaktionen auf Umwelteinfliisse
[117-119]. Als aquatische Lebewesen stehen Fische mit Haut und Kiemen in
permanentem Kontakt mit dem sie umgebenden Medium und sind daher
Gewasserschadstoffen mit sensitiven Geweben und Organsystemen unmittelbar
ausgesetzt. Fische eignen sich daher als empfindliche Indikatoren fir die
Untersuchung der Effekte (aquatischer) Umweltbelastungen héaufig besser als
Landtiere [25,117,118,120]. In der Okotoxikologischen Forschung wird die

Verwendung von Fischen als Testorganismen gegeniber dem Einsatz von
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Invertebraten in der Regel praferiert, da Fische die Ermittlung zahlreicher
Biomarker, die Beurteilung physiologischer Parameter und die Untersuchung
verschiedener Organe ermdglichen [96,116,121]. Als aquatische Vertebraten
verfligen sie Uber ein gut entwickeltes Nerven-, Immun- und endokrines System,
ihre Stressreaktionen liefern nttzliche Informationen fur die Risikobewertung von
Umweltschadstoffen [96,122].

Eine Vielzahl der von der OECD anerkannten Toxizitatstests fur die Untersuchung
von Schadstoffauswirkungen auf biotische Umweltfaktoren werden an Fischen
durchgefthrt [10,116]. Daten zur Fischtoxizitat werden von den Behérden haufig
gefordert und dienen unter anderem als Grundlage fur die Umweltrisikobewertung
und Zulassung diverser Chemikalien [10,123]. Die Leitlinien der OECD fur
Toxizitatstests sehen die Verwendung verschiedener SiR3wasser-Fischarten vor.
Neben weiteren gut erforschten Fischarten wie dem Zebrabarbling (Danio rerio) und
dem Medaka (Oryzias latipes), wird auch die Regenbogenforelle (Oncorhynchus
mykiss) als sensitive Fischspezies aufgefuhrt [10].

3.2.2 Regenbogenforellen als geeighete Testorganismen in der aquatischen
Okotoxikologie

Der haufige Einsatz der Regenbogenforelle als Versuchstier in verschiedenen
wissenschaftlichen Disziplinen (z. B. der Toxikologie, Onkologie oder Immunologie)
begriindet sich unter anderem in ihrer weiten Verbreitung, der ganzjéhrigen
Verfugbarkeit, der Vielzahl an Stammen, ihrer Anpassungsfahigkeit und dem
umfangreichen Fachwissen, welches beziglich der Haltungsbedingungen,
Erndhrung, Physiologie, Immunologie und Gesundheitsmanagement zur Verfiigung
steht [5,120]. Die Regenbogenforelle ist sowohl als beliebter Sport- und Speisefisch
als auch als Versuchstier von grolRer Bedeutung [120]. Fur keine andere
Fischspezies stehen umfangreichere Informationen bezuglich der Physiologie und
Biologie zur Verfigung [5]. Als gut erforschte, reprasentative Spezies nimmt die
Regenbogenforelle zudem eine Stellvertreter-Rolle fir andere Salmoniden-Spezies
ein, die seltener und/oder weniger leicht verflugbar sind (z. B. der Amerikanische
Seesaibling (Salvelinus namaycush)) [5,120]. Fir eine Vielzahl an
Regenbogenforellen-Stammen  liegen ebenfalls umfassende, spezifische
Informationen bezlglich des Wachstums, Futterumsatzes, Toleranz gegentber

saurem oder basischem wassrigem Milieu, Geschlechtsreife, etc. vor [120].
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Die urspringlich aus Nordamerika stammende Regenbogenforelle st
anpassungsfahig an eine weite Bandbreite von Umwelt- und Haltungsbedingungen,
sodass sie heute weltweit verbreitet ist [120,124]. Regenbogenforellen tolerieren ein
breites Spektrum an Wassertemperaturen (zwischen 0-25 °C), sie sind zudem in
der Lage, sich sowohl an die Bedingungen von Suf3- als auch Salzwasser
anzupassen [120]. Trotz ihrer Korpergrol3e und der langen Reproduktionszyklen ist
die Zucht von Regenbogenforellen verhaltnismafiig einfach und wenig
kostenintensiv [5,120]. Mit Erreichen der Geschlechtsreife erfolgt jahrlich die
saisonabhangige Laichzeit, durch externe Beeinflussung der Laichzeit stehen Eier
der Regenbogenforelle ganzjahrig zur Verfiugung [120]. Im Vergleich zu anderen
Modell-Fischspezies ist sie fur die Durchfihrung von Studien geeignet, die einer
Vielzahl an Proben bedirfen, da ihre Korpergro3e die Probengenerierung
verschiedenster Gewebe und Zellen fur nachfolgende Analysen ermdglicht [5]. Im
Vergleich zu anderen Fischarten ahnlicher Gré3enordnung (z. B. Karpfen (Cyprinus
carpio) oder Flussbarsch (Perca fluviatilis)) reagiert die Regenbogenforelle auf

Umweltschadstoffe oftmals mit h6herer Sensibilitat [7].

Die Regenbogenforelle wird sowohl im Bereich der Toxikologie als auch der
Okotoxikologie als Testorganismus eingesetzt [5,124]. Da sie eine empfindliche
Fischspezies darstellt, die mit geringer Toleranz auf Umweltschadstoffe im Wasser
reagiert, fungiert sie als geeignete Sentinel-Spezies fur das Monitoring aquatischer
Okosysteme und wird zudem haufig in Expositionsversuchen als Testorganismus
herangezogen [5,123,125]. Die Regenbogenforelle stellt eine der am haufigsten in
okotoxikologischen Studien eingesetzten Fischspezies dar [6]. Das Vorkommen von
Xenodostrogenen in der Umwelt beispielsweise wurde erstmals mithilfe der
Regenbogenforelle aufgezeigt [5,126]. Sie hat sich in zahlreichen
okotoxikologischen Studien als gut geeignete Testtierspezies fir die Untersuchung
der Effekte von Umweltschadstoffen auf aquatische Lebewesen bewiesen, die nicht
nur auf ein breites Spektrum anthropogen bedingter Umweltbelastungen
(z. B. Pestizide, Schwermetalle, Mikroplastik sowie diverse Pharmazeutika und
Chemikalien), sondern auch auf natirlich in der Umwelt vorkommende Toxine
sensibel reagiert (z. B. Microcystin) [5,18,27,96,127-130].
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3.3 Kiemen als Indikatororgane fur Umweltbelastungen

Die Kiemen stellen das primare Atmungsorgan der meisten Fischarten dar.
Zusatzlich Uben sie wichtige Funktionen in der Osmoregulation, der Regulation des
Saure-Basen-Haushalts und der Ausscheidung stickstoffhaltiger Verbindungen aus
[131,132]. Aufgrund ihrer Multifunktionalitat, ihres komplexen anatomischen
Aufbaus und ihrer direkten Exposition gegeniiber dem umgebenden Wasser, stellen

sie sensitive Indikatororgane fir die Effekte diverser Umweltschadstoffe dar.

3.3.1 Kiemenmorphologie (Kiemenanatomie und -histologie)

Die Kiemenanatomie und -histologie der Regenbogenforelle entspricht der
grundsatzlichen Kiemenstruktur der Knochenfische (siehe Abbildung 2 der
Publikation [66]) [131,133-135]. Der Kiemenapparat besteht aus vier paarig
angelegten Kiemen (Holobranchien), die auf beiden Seiten des Pharynx in der
Kiemenhohle (dem sogenannten Branchialraum) liegen und aufRen von den
Kiemendeckeln (Operkula) bedeckt sind [131,134-136]. Jede Holobranchie setzt
sich aus zwei Hemibranchien zusammen, die von dem Kiemenbogen und dem
interbranchialen Septum gestitzt werden [131,135]. Da sich die vorliegende Arbeit
mit den Kiemen der Regenbogenforellen von 300-2000 g Korpergewicht befasst,
wird nicht ndher auf die Embryonalentwicklung oder die Kiemenanatomie und
-funktion in Fischlarven eingegangen. Fur entsprechende Informationen wird der/die
interessierte Leser_in auf die Publikationen von Rombough (1999) [137] und

Gonzalez et al. (1996) [138] verwiesen.

Das knocherne Kiemenbogenskelett besteht aus den hypo-, kerato-, epi- und
pharyngobranchialen Knochen und steht mit dem Kopfskelett in Verbindung. In
juvenilen Fischen wird der Kiemenbogen durch ein knorpeliges Grundgertst
gestutzt [28,135,136]. Der Kiemenbogen fuhrt Blutgefalle und Nerven, an seiner
konkaven anterioren Seite tragt er zudem Kiemenreusen, die die Hemibranchien
vor Partikeln in dem die Kiemen durchstromenden Wasser schitzen und den
Weitertransport von Futter innerhalb der Maulhéhle unterstitzen [135]. An seinem
posterioren konvexen Rand tragt der Kiemenbogen zwei Reihen makroskopisch
sichtbarer Kiemenfilamente (Primarlamellen (PL)), deren Basis in das
interbranchiale Septum eingebettet ist [131,135,139]. Bei Regenbogenforellen kann

sich das Septum Uber bis zu 60 % der Filamentlange erstrecken und enthalt das

23



WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND

interbranchiale lymphatische Gewebe, welches vermutlich die Funktion eines
sekundaren lymphatischen Organs erfullt [135,140].

Die Priméarlamellen der Hemibranchien benachbarter Kiemen greifen mit ihren
Spitzen siebartig ineinander und intensivieren so den Wasserfluss entlang der
Filamentoberflache [135,136,139]. Die langlichen, dorso-ventral abgeflachten und
postero-lateral ausgerichteten Primarlamellen werden von Knorpelstrahlen gestitzt
[131,135,136,139]. Neben dem knorpeligen Grundgeriist bestehen die
Primarlamellen unter anderem aus glatter und quergestreifter Muskulatur sowie
zahlreichen Blutgefaf3en (z. B. den afferenten und efferenten Filamentarteriolen und
dem zentralen Venensinus) [28,135]. Die Kiemenfilamente werden von einem
mehrschichtigen Epithel bedeckt [139]. Dieses setzt sich hauptsachlich aus
Epithelzellen (auch Pflasterzellen genannt) sowie Chlorid-, Becher- und
Neuroepithelzellen zusammen. Chloridzellen sind eher in den interlamellaren
Bereichen der Primarlamellen lokalisiert und primar am afferenten Rand der
Primarlamellen zu finden. Becherzellen und Neuroepithelzellen hingegen kommen

gehauft an den efferenten Randern der Kiemenfilamente vor [139,141].

Auf ihrer ventralen und dorsalen Oberflache tragen die Priméarlamellen flache,
senkrecht zur Primarlamellenachse ausgerichtete respiratorische Kiemenblattchen,
die Sekundarlamellen (SL) [131,134,135]. Diese sind Ort des Gasaustausches, ihre
Morphologie dient sowohl der VergréfRerung der respiratorischen Oberflache als
auch der Minimierung der Diffusionsdistanz [131,135]. Sie bestehen aus zwei
Epithelschichten, die durch die Pilasterzellen (Stitzzellen) und deren Zellauslaufer
voneinander getrennt werden. Die Pilasterzellen halten die zwischen den
Epithelschichten lokalisierten vaskularen Raume aufrecht und grenzen diese
gemeinsam mit der Basalmembran von dem respiratorischen
Sekundarlamellenepithel ab [28,131,135,139,141]. Bei Pilasterzellen handelt es
sich um modifizierte Endothelzellen. Lediglich die Kapillaren am &uf3eren
Sekundéarlamellenrand sind von echten Endothelzellen ausgekleidet [28,135,139].
Die Stltzzellen sind in der Lage, den Blutfluss innerhalb der Sekundéarlamellen zu
regulieren, vermutlich sind sie zudem Bestandteil des retikuloendothelialen
Systems [28]. An die Basallamina schlief3t ein diinnes, in der Regel zweischichtiges
Plattenepithel an, welches vorwiegend aus Pflasterzellen, aber auch aus
vereinzelten Becher- und mitochondrien-reichen  Chloridzellen  besteht

[28,123,133,139,142]. Die Zellen sind Uber fingerférmige Auslaufer, Desmosomen
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und Tight junctions miteinander verbunden, sodass der parazellulare Transport von

lonen und Wasser stark eingeschrankt ist [28,131,143].

Die Kiemen werden Uber das arterio-arterielle Gefa3system mit sauerstoffarmem
Blut aus der ventralen Aorta versorgt, die an jeden Kiemenbogen eine A. branchialis
afferens abgibt. Von dieser gehen zahlreiche afferente Filamentarterien ab,
afferente lamellare Arteriolen fiilhren das sauerstoffarme Blut zu den
Sekundarlamellen, in welchen die Sauerstoffanreicherung des Blutes stattfindet.
Das oxygenierte Blut gelangt Uber efferente lamellare Arteriolen und
Filamentarterien in die A. branchialis efferens. Uber 90 % des Blutes gelangen uber
die A. branchialis efferens in den (post-branchialen) systemischen Blutkreislauf
[135,144]. Zusatzlich zu dem funktionalen Gefal3system existiert ein arterio-
venoses Gefal3system, welches der nutritiven Blutversorgung der Kiemen dient. Die
GefalRe entspringen den efferenten Filamentarterien und der A. branchialis
efferens. Uber den zentralen Venensinus der Primarlamellen wird das Blut dem

vendsen Kreislauf zugefihrt [28,131,135].

3.3.2 Funktion der Kiemen

Die Kiemen der Regenbogenforelle sind am Ubergang des Mundraums in den
Kiemenraum situiert, welcher von auf3en durch den Kiemendeckel und die
Branchiostegalmembran (Kiemenhaut) begrenzt wird [145]. Durch die schnelle
Fortbewegung im Wasser mit gedffnetem Maul wird bei der Regenbogenforelle ein
Atemwasserstrom von der Mund- in die Kiemenhdhle erzeugt [145,146]. Zusatzlich
kann eine aktive Ventilation erfolgen. Bei dieser stromt Wasser Uber die
Maul6ffnung in den Mundraum, wahrend der Kiemendeckel geschlossen bleibt und
einen retrograden Einstrom von Wasser in den Kiemenraum verhindert. Mit
Anheben des Operkulums und Schliel3en des Mauls strémt das Atemwasser, dem
Unterdruck im Kiemenraum folgend, aus der Mundhdhle in den Kiemenraum und
durchstromt dabei unidirektional die Kiemen [136,143,145,146].

Als aquatische Wirbeltiere leben Fische in einem wéssrigen Medium, welches im
Vergleich zu Luft eine sehr geringe Sauerstoffkonzentration (2-4 % der
Sauerstoffkonzentration der Luft) aufweist. Es verfigt zudem Uber eine etwa
800-mal hohere Dichte und 100-mal hohere Viskositét, infolgedessen geht die

Ventilation mit einem hdheren Energiebedarf einher [143,145].
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Die Kiemen sind an diese erschwerten Bedingungen fir die Sauerstoffaufnahme
optimal angepasst. Die Ausbildung von Sekundarlamellen dient sowohl der
VergroRerung der respiratorischen Oberflache als auch der Verringerung der
Wasser-Blut-Diffusionsdistanz ~ [131,135]. Durch das Uberlappen der
Primarlamellenspitzen benachbarter Hemibranchien entsteht ein ,Kiementeppich®,
der den Fluss des Wassers entlang der Primar- und Sekundarlamellenoberflache
intensiviert und so die Sauerstoffaufnahme férdert [135,136]. Der Fluss des
Wassers, das die Kiemen von der Maulhéhle aus durchstrémt, ist dem Blutfluss
innerhalb der Sekundarlamellen entgegengesetzt. Dieses Gegenstromprinzip
erhoht die Effizienz des Gasaustausches [131,135,136,145]. Diese Eigenschaften,
in Kombination mit einer hohen Ventilationsrate und der Perfusion der Kiemen mit
dem gesamten Herzzeitvolumen, fordern nicht nur den Gasaustausch, sondern
auch die Aufnahme und/oder Abgabe von lonen und Wasser und die Ausscheidung
stickstoffhaltiger Verbindungen [131].

Atmungsfunktion und Gasaustausch

Mit ihrer groRen Oberflache und dem dinnen respiratorischen Epithel sind die
Sekundarlamellen der Kiemen hoch spezialisierte Strukturen und Ort des
Gasaustausches zwischen dem umgebenden Wasser und dem durchbluteten
intralamellaren Raum (mit Ausnahme der Sekundarlamellenanteile, die in das
Gewebe der Primarlamellen eingebettet sind) [135,136,139]. Sowohl die Oberflache
der Sekundarlamellen als auch die Oberflache der vaskularen Raume, die mit dem
respiratorischen Epithel in Kontakt steht, sind durch die flache Form der
Sekundarlamellen vergroRert [135,147]. Die respiratorische Oberflache in Relation
zum Korpergewicht variiert in Abh&ngigkeit von der Aktivitat der Fischspezies und
steigt mit hoherer Aktivitat [136,147]. Die Sekundarlamellenmorphologie ermoglicht
den bilateralen Kontakt der durchflieBenden Erythrozyten mit der Wasser-Blut-
Diffusionsbarriere, das Hamoglobin der Fische verfugt im Vergleich zu Tetrapoden

Uber eine héhere Sauerstoffaffinitat [147].

Die Sauerstoff-Diffusionsbarriere der Kiemen setzt sich aus dem Epithel der
Sekundarlamellen, der Basallamina sowie den Zytoplasmaauslaufern der
Stutzzellen  zusammen  [32]. Die mittels  quantitativ-stereologischer
Analysemethoden bestimmte Diffusionsbarrierendicke der Kiemen von

Regenbogenforellen betragt etwa 3,4 um [17] und ist somit deutlich gro3er als die
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alveolokapillare Diffusionsbarriere der Lunge, deren Dicke etwa 1 pum betragt [145].
Interlamellarer Wasser- und intralamellarer Blutstrom verlaufen parallel, aber in
entgegengesetzter FlieRrichtung, der Diffusionsgradient von O2 und CO2 zwischen
Wasser und Blut, und somit der Gasaustausch, wird trotz fortschreitender Diffusion
uber die gesamte Sekundarlamellenlange aufrechterhalten [135,147]. Zusatzlich
wird die Geschwindigkeit des Wasserstromes entlang der Kiemen durch die Bildung
eines ,Kiementeppichs” verlangsamt. Diese Anpassungen fuhren zu einer Effizienz
der Sauerstoffaufnahme von bis zu 80 % [147]. Es ist zu beachten, dass die
Kiemenoberflache in Abh&ngigkeit von der Aktivitat des Fisches oder dem
Sauerstoffgehalt des Wassers [136,147], ebenso wie die Perfusion der Primar- und
Sekundarlamellen in Abhangigkeit von Aktivitat, Hypoxie, Blutdruck oder dem

Einfluss vasoaktiver Molekle, variieren kann [136,148-150].

Osmoregulation, Regulation des Saure-Basen-Haushalts und Ausscheidung
stickstoffhaltiger Verbindungen

Neben der Atmungsfunktion haben die Kiemen der Knochenfische eine
grundlegende Funktion in der Osmoregulation, der Regulation des Saure-Basen-
Haushalts sowie der Ausscheidung stickstoffhaltiger Molekile inne [131,147].
Wahrend der Gasaustausch an den Sekundarlamellen stattfindet, sind die Zellen

des Primarlamellenepithels auf den lonentransport spezialisiert [151].

Die Osmolaritat der Extrazellularflissigkeit betragt bei Regenbogenforellen etwa
310 mosm/l, sie ist gegenuber dem umgebenden SuRBwasser hyperosmotisch
[143,152]. Zwischen der Korperflissigkeit der Fische und dem umgebenden
Wasser besteht ein grof3er osmotischer Gradient, durch welchen der Fisch einem
standigen lonenverlust an das umgebende Medium sowie der Aufnahme von
Wasser ausgesetzt ist [143]. Wasser wird sowohl Uber die Kiemen als auch tber
die Korperoberflache aufgenommen und Uber die Nieren als Harn geringer
Osmolaritat ausgeschieden [143,151,153]. Der Netto-Verlust von lonen uber den
Urin sowie Uber die Kiemen mittels Diffusion wird tGber die Nahrung und durch aktive
Aufnahme von Natrium- (Na*) und Chlorid-lonen (CI) tUber das Kiemenepithel
ausgeglichen [131,143,153].

Der lonentransport durch das Epithel findet in Stif3wasserfischen priméar Uber die
transportaktiven Epithelzellen statt. Uber die Pflasterzellen werden Na*-lonen aus

dem umgebenden Sufl3wasser in die Extrazellularflissigkeit transportiert. Mithilfe
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einer apikalen H*-ATPase des vakuolaren Typs (V-Typ-ATPase) wird ein
elektrisches Potenzial erzeugt, das die Aufnahme von Na* aus dem Wasser in die
Zelle Uber Na*-Kanale oder Na*/H*-Austauscher bewirkt [132]. Uber eine Na*/K*-
ATPase in der basolateralen Membran wird Na* aus der Zelle in das Blut oder die
interstitielle Flissigkeit transportiert, unterstitzt durch den Ein- oder Ausstrom von
Kalium-lonen (K*) durch basolateral lokalisierte K*-Kandale [132,143]. Im Austausch
gegen Hydrogencarbonat-lonen (HCO3’) kann Uber die Epithelzellen zusatzlich CI-
aus dem Wasser aufgenommen werden, wahrend die Chloridzellen im
Kiemenepithel von SuRRwasserfischen primar der Aufnahme von Kalzium-lonen
(Ca?*) dienen [131,132,143].

Fur den Erhalt des Saure-Basen-Gleichgewichts der Extrazellularfliissigkeit
stehen allen Wirbeltieren verschiedene Mechanismen zur Verfigung: Biologische
Puffersysteme, die respiratorische Regulation Uber Einstellung der COo-
Konzentration sowie die Ausscheidung pH-relevanter Molekile [131,154]. Im
Vergleich zu Luftatmern ist der COg2-Partialdruck im Blut von Fischen als
Wasseratmer niedrig (etwa 5 % des COq-Partialdruckes der Luftatmer), der COo-
Gradient zwischen dem arteriellen Blut und dem umgebenden Wasser ist ebenfalls
sehr gering. Dies erschwert die Abgabe von CO:2 mittels respiratorischer
Kompensation [131,155]. Der Einfluss der verschiedenen Puffersysteme ist
aufgrund der niedrigen Plasmakonzentration von HCOs und des niedrigen
Hamatokriten der Fische (15-25 %) in der Regulation des Séure-Basen-Haushalts

ebenfalls von geringer Relevanz [131,155,156].

In der Regulation des Saure-Basen-Gleichgewichts kommt daher dem Transfer pH-
relevanter lonen eine besondere Bedeutung zu [155,156]. In Fischen spielt die Niere
hier nur eine untergeordnete Rolle, Gber 90 % des Transfers pH-relevanter lonen
erfolgt Uber die Kiemen [131,156]. Von besonderer Relevanz ist der Austausch von
Na*- gegen H*-lonen sowie CI- gegen HCOs-lonen. Die Aufnahme von Na* oder
CI ist stets an den Transfer pH-relevanter lonen gekoppelt und ermdglicht so die
Regulation des Saure-Basen-Haushalts in Kombination mit der Aufnahme von Na*

und CI- aus der aquatischen Umwelt [155].

Die fir die Ausscheidung stickstoffhaltiger Endprodukte, Osmoregulation und
Regulation des Saure-Basen-Haushalts Uber die Kiemen grundlegenden

Mechanismen sind eng miteinander verknupft. Die meisten Knochenfische sind
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ammoniotelisch, stickstoffhaltige Endprodukte werden primér als Ammoniak (und
zu einem kleineren Teil als Harnstoff) ausgeschieden [131,143,156]. Ammoniak
(NHs) oder Ammonium-lonen (NH4*) werden uber die Kiemen entweder per
Diffusion oder im Austausch gegen Na* an die aquatische Umwelt abgegeben, nur
etwa 20 % der stickstoffhaltigen Endprodukte werden renal Uber den Urin
ausgeschieden. Die Diffusion von Ammoniak ist hierbei eine energiesparende Form
der Stickstoff-Ausscheidung [131,143].

3.3.3 Kiemen als Indikatororgane fir die Effekte von Umweltschadstoffen

Die vielfaltigen Funktionen der Kiemen kénnen durch Gewebsalterationen, die auf
die Effekte von Gewasserschadstoffen zurtickzufihrend sind, negativ beeinflusst
werden [157]. In der Untersuchung toxischer Effekte diverser Umweltschadstoffe an
Fischen sind Kiemenveranderungen haufig beobachtete Symptome [27]. Es wird
angenommen, dass diese auf die Interaktion von Toxinen mit spezifischen
membrangebundenen Rezeptoren und Transportsystemen zurickgehen, die in
ahnlicher Form auch in toxikologisch relevanten Organen von Menschen zu finden
sind (z. B. Leber, Niere oder Darm). Die Kieme ist daher ein geeignetes
Modellsystem fir die Untersuchung pathologischer, durch toxische Stoffe

hervorgerufener Gewebsalterationen [157].

Die Kiemen stellen eine wichtige Schnittstelle zwischen der Umwelt und dem
inneren Milieu der Fische dar. Aufgrund ihrer exponierten Lage und grof3en
Oberflache sind sie hinsichtlich toxischer Einflisse hdchst vulnerabel und eines der
Hauptindikatororgane von Umweltschadstoffen [16,25,27]. Als sensitive Organe
sind sie fur die Bewertung von Umweltschadstoffen und das Monitoring von
Gewasserbelastungen von grol3er Bedeutung [25,158,159]. Die Kiemen stehen mit
dem umgebenden Wasser und den im Wasser gelosten Stoffen in direktem Kontakt
und sind Umweltbelastungen daher permanent und ungeschitzt ausgesetzt
[25,159]. Das Blut innerhalb des intralamellaren Raums der Sekundarlamellen wird
von dem umgebenden Wasser lediglich durch eine dinne Barriere, bestehend aus
dem respiratorischen Epithel, der Basalmembran und den Auslaufern der
Pilasterzellen, getrennt [141]. Die Absorption von Chemikalien aus dem Wasser
erfolgt an den Kiemen mit hoher Effizienz, da das Kiemenepithel eine hohe
Permeabilitdt fur im Wasser geloste chemische Stoffe aufweist [19,160].
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Infolgedessen sind die Kiemen anfallig fur die Effekte diverser Xenobiotika, welche
sich in morphologischen Gewebsalterationen &uf3ern [27,29,157,161].

Die Kiemen sind ein Organ héchst komplexer Struktur, ihre Organisation erlaubt ein
breites Spektrum an (zellularen) Anpassungsreaktionen infolge veranderter
Umweltbedingungen oder Toxinexposition [28]. Morphologische Kiemen-
veranderungen aufgrund von Anpassungsreaktionen auf eine Schadstoffexposition
kénnen von protektiver Wirkung sein, indem sie den Eintritt von Toxinen verhindern
oder die Flache fiur Interaktionen mit Umweltschadstoffen reduzieren. Sie haben
jedoch das Potenzial, die physiologischen Kiemenfunktionen zu beeintrachtigen
[28,30]. Die Fusion von Sekundarlamellen stellt ein Beispiel fur die
Anpassungsreaktionen der Kiemen dar. Als eine der am haufigsten beobachteten
reaktiven Kiemengewebsalterationen dient sie der Verringerung der Angriffsflache
fur Toxine und andere Pathogene [28]. Mit einer reduzierten Kiemenoberflache ist
die Effizienz des Gasaustausches an den Sekundarlamellen der Kiemen jedoch
stark eingeschrankt, dies kann langerfristige gesundheitliche Beeintrachtigungen
nach sich ziehen [30]. Anpassungsmechanismen wie die Sekundarlamellenfusion
oder die Epithelzellhyperplasie, welche mit einer erhohten Diffusionsdistanz
einhergeht, kobnnen die Atemfunktion, die Osmoregulation und die Exkretionsrate
der Kiemen nachteilig beeinflussen, insbesondere bei diffusen Veranderungen, die

grofRe Kiemenareale betreffen [28].

Laut Evans (1987) [157] erfolgt die Beschreibung histopathologisch detektierbarer
Kiemenlasionen haufig ohne erganzende Erlauterung beziglich veréanderter
physiologischer Parameter, und vice versa. Funktionale Einschrankungen kénnen
jedoch histopathologisch evaluierbaren Gewebeveranderungen vorangehen,
dementsprechend kdnnen nicht nur morphologische Kiemenalterationen, sondern
auch Abweichungen bestimmter physiologischer Parameter (z. B. hamatologisch)
hinweisend sein auf die Beeintrachtigung der Kiemenfunktion infolge einer
Gewebeschéadigung durch ein toxisches Geschehen [28]. Hierbei muss jedoch
beachtet werden, dass sich nicht alle morphologischen Kiemenverdnderungen
zwingend in einer Einschrédnkung der Kiemenfunktion und der Veranderung
systemischer Parameter auf3ern [28]. Die Beurteilung expositionsbedingter
Kiemenalterationen sollte demnach sowohl morphologische als auch

physiologische Effekte bericksichtigen.
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Der histopathologischen Untersuchung des Kiemengewebes in der aquatischen
Okotoxikologie kommt hierbei eine tragende Rolle zu. Kiemen eignen sich in
besonderem Mal3e fir die Feststellung morphologischer Kiemenalterationen infolge
toxischer Effekte von Umweltschadstoffen [25]. In der Ermittlung subletaler und
chronischer Effekte von Gewasserbelastungen stellt die histopathologische
Kiemenuntersuchung die Methode der Wahl dar [159]. Histologisch detektierbare
Kiemenveranderungen dienen als wertvolle Biomarker fir die Effekte von
Umweltschadstoffen und koénnen als ,FrUhwarnsignal® far veranderte
Umweltbedingungen dienen [7,142]. Der Fokus 6kotoxikologischer Untersuchungen
von Kiemen liegt auf dem respiratorischen Epithel der Sekundarlamellen sowie dem

interlamellaren Bereich der Primarlamellen [27].

Haufig im Zusammenhang mit Gewasserschadstoffen beobachtete morphologische
Kiemenveranderungen sind die Fusion von Sekundarlamellen, das Abheben des
Epithels der Sekundarlamellen infolge eines interstitiellen Odems, die Hyperplasie
und Hypertrophie der Epithelzellen, Teleangiektasien der Sekundarlamellengefalie,
Nekrosen oder Veranderungen in der Population der Chloridzellen [16,27,28].
Pathologische Kiemenveranderungen treten, in Abhangigkeit von Agens und
Expositionsdauer, in variierenden Verteilungsmustern und an unterschiedlichen
Zielstrukturen/-zellen auf. Die Effekte einer Nitrat- oder Kadmiumexposition
beispielsweise betreffen primar die Chloridzellpopulation [28]. Manche L&sionen
sind starker mit bestimmten Schadstoffgruppen assoziiert als andere,
Kiemenepithelnekrosen oder Lasionen der Becherzellen beispielsweise sind
haufiger mit der Exposition gegeniiber Schwermetallen verbunden als mit anderen
Stoffgruppen [27]. Bei vielen 6kotoxikologischen Studien korreliert der Schweregrad
histopathologisch detektierter morphologischer Kiemenalterationen mit der

Stoffkonzentration und/oder Expositionsdauer [27,162,163].

Als potenzielle Grundlage fir weitreichende politische Entscheidungen ist die
Akkuratesse in der Erhebung und Interpretation histopathologischer
Gewebsalterationen infolge einer Schadstoffexposition von gréfdter Bedeutung
[16,113]. Die Objektivitat und hohere Sensitivitdt quantitativ-stereologischer
Analysen gegenuber der routineméaniig durchgefihrten qualitativen Bewertung von
Gewebsalterationen in der toxikologischen Forschung wurde bereits in zahlreichen

Fachpublikationen erortert [22,23,34]. Auch in der Erhebung histopathologischer
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Endpunkte in  Toxizitatstests an Fischen wird die Quantifizierung
histomorphologischer Gewebsalterationen empfohlen [8,16].

Gegen Ende des 20. Jahrhunderts wurden morphologische Kiemenparameter
(z. B. die respiratorische Kiemenoberflache oder die Dicke der Sauerstoff-
Diffusionsbarriere) bereits mittels einfacher morphometrischer Messungen an
verschiedenen Fischspezies untersucht, auch im Hinblick auf die Quantifizierung
der Effekte bestimmter Umweltschadstoffe [32,164-168]. Moderne quantitativ-
stereologische  Analyseverfahren zur Charakterisierung  morphologischer
Kiemenparameter kamen in Studien bezuglich der Effekte von Gewasser-
schadstoffen bisher nur in geringem Mal3e zum Einsatz [8]. Ein Beispiel ist das
sogenannte ,mucosal mapping“, anhand dessen quantitativ-morphologische
Parameter bezuglich der Becherzellen (z. B. die Volumendichte der Becherzellen
an dem Primar- und Sekundarlamellenepithel) an den Kiemen des Atlantischen
Lachses (Salmo salar) und des Seeskorpions (Myoxocephalus scorpius) bezuglich
der Effekte von Schwermetall- oder Peressigsaureexposition ermittelt wurden [48-
50]. Im Rahmen eines Kupfer-Expositionsversuchs wurden zudem die
Volumendichten verschiedener Kiemenkompartimente an den Kiemenfilamenten
und das mittlere Zellvolumen der Chloridzellen an den Kiemen des Nil-Tilapias

(Oreochromis niloticus) untersucht [31].

Es wurden jedoch bereits Studien beziglich der Bestimmung des Volumens der
Kiemen und des interbranchialen lymphatischen Gewebes des Atlantischen
Lachses (Salmo salar) [41] publiziert. An den Kiemen des Sudamerikanischen
Lungenfisches (Lepidosiren paradoxa) wurden Kiemenvolumen und -oberflache
geschatzt [42]. Zudem wurden das Kiemenvolumen, die Volumendichten
verschiedener Kiemenkompartimente an den Kiemen, die (respiratorische)
Kiemenoberflache und die Dicke der Diffusionsbarriere an Kiemen des Arapaima
(auch Pirarucu genannt) (Arapaima gigas) [43,44], eines Fisches aus der Familie
der Harnischwelse (Pterygoplichthys anisitsi) [47] und des Pangasius

(Pangasianodon hypophthalamus) [45,46] untersucht.

In ©kotoxikologischen Studien, die quantitative (und zum Teil quantitativ-
stereologische) histopathologische Endpunkte anhand der Untersuchung der
Kiemen von Fischen zum Gegenstand haben, ist es immer noch gangige Praxis,

entsprechende Analysen an willkirlich ausgewahlten Kiemenproben und
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-lokalisationen vorzunehmen [29-31,50,169-173]. Histologische Schnitte von meist
in Paraffin eingebetteten Proben werden zudem h&ufig in préferierten
Schnittebenenorientierungen angefertigt [31,170-175]. Semiquantitative
Bewertungssysteme und einfache  zweidimensionale = morphometrische
Analyseverfahren finden auch in aktuelleren 6kotoxikologischen und physio-
logischen Studien breite Anwendung [30,50,170-172,176-178].

Einfache zweidimensionale quantitative oder morphometrische Messungen an
willkdrlich orientierten Schnitten bewusst ausgewahlter Probennahmelokalisationen
ermdglichen jedoch keine Ruckschlisse auf die dreidimensionale Organ- oder
Gewebestruktur und erzeugen systematisch verfalschte (biased) Daten, da sie die
GroRRe, Form und Ausrichtung von Partikeln oder Strukturen nicht beriicksichtigen
[24,179]. Die Erhebung akkurater quantitativ-morphologischer Parameter als
Grundlage fur die Objektivitat und statistische Auswertung histopathologischer
Endpunkte bedarf daher bestimmter Voraussetzungen [23,33,34,180] (siehe
Abschnitt 3.4).

33



34



WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND

3.4 Quantitative Stereologie

Der Begriff “Stereologie” wurde 1961 von der Internationalen Gesellschaft fur
Stereologie etabliert, abgeleitet von dem griechischen Wort “stereos” (raumlich)
[34,180]. Die Stereologie beschreibt die Gesamtheit mathematischer Methoden, die
die Ermittlung der dreidimensionalen Struktur eines untersuchten Objektes anhand
der Interpretation zweidimensionaler Schnittbilder (z. B. Schnittprofile oder planare

Projektionen) ermoglichen [180].

Die Stereologie hat ihren Ursprung bereits im 17. Jahrhundert. Bonaventura
Cavalieri, ein Mathematiker und Schuler Galileo Galileis, entwickelte eine Methode
zur Volumenbestimmung eines Objektes nach dessen planparalleler, aquidistanter
Lamellierung anhand der Distanz der Querschnitte und der Summe der
Querschnittsflachen. Im 18. Jahrhundert veroffentlichte Georges-Louis Leclerc de
Buffon, ein Philosoph und Mathematiker, Studien zur geometrischen
Wabhrscheinlichkeitstheorie [34,181]. Unter Achille Delesse, einem Geologen,
fanden Mitte des 19. Jahrhunderts die Ansatze beider Wissenschatftler erstmals
praktische Anwendung in der Ermittlung der Volumendichte einzelner Bestandteile
in Gestein anhand der Flachendichte ihrer Anschnittsprofile [34,181,182].

Seit der Mitte des 20. Jahrhunderts hat die Beurteilung von
Untersuchungsgegenstanden mittels quantitativer Verfahren in zahlreichen
wissenschaftlichen Disziplinen wie der Geologie oder den Material- und
Naturwissenschaften betrachtlich an Bedeutung gewonnen [34,181]. Insbesondere
in der Biologie, der Medizin und verwandten Fachbereichen wie der
experimentellen, klinischen oder toxikologischen Pathologie dienen quantitativ-
morphologische Verfahren der Beantwortung komplexer Fragestellungen sowie der
akkuraten Erfassung selbst subtiler, dreidimensionaler struktureller Veranderungen
innerhalb von Organen und Geweben und der objektiven Einstufung des

Schweregrades von Gewebslasionen [22,23,34,183].

Fur die Beurteilung und Erfassung quantitativer Objektmerkmale ist das visuelle
System des Menschen, im Gegensatz zu seiner Leistungsfahigkeit bei der
Erkennung von Mustern, nur mit Einschrankungen geeignet [34,35]. Fir die
Erfassung subtilerer quantitativer Veranderungen eines Strukturparameters
(z. B.der Anzahl) fehlt dem menschlichen Auge die Sensibilitat, erst ab
Abweichungen in einer Grol3enordnung von 25-40 % werden diese durch das
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visuelle System wahrgenommen [23,35]. Um diese Schwéche auszugleichen,
bedarf die quantitativ-morphologische Beurteilung von Gewebsalterationen
sensitiver Analysemethoden [22,24]. Die subjektive, rein visuelle Beurteilung des
Schweregrades histopathologisch detektierter Organ- und Gewebsalterationen
ohne das Heranziehen standardisierter, quantitativer Messmethoden unterliegt
selbst unter Expert_innen einer grofen Untersucher_innen-Variabilitat
[34,184,185]. Mittels quantitativ-morphologischer Analysemethoden kénnen in der
histopathologischen Untersuchung reproduzierbare und akkurate Aussagen
bezlglich morphologischer Gewebeveranderungen getroffen werden. Sie
ermoglichen  eine  objektive  Charakterisierung und  Einstufung von

Gewebsalterationen sowie deren statistische Auswertung [34].

Es ist zu beachten, dass sich, trotz einiger Uberschneidungen, die haufig synonym
verwendeten Begriffe ,Stereologie” und ,Morphometrie” in ihrer Bedeutung
unterscheiden. Die Morphometrie als ,Gestaltmessung“ umfasst alle Verfahren,
anhand derer quantitative Informationen Uber raumliche Strukturen gewonnen
werden. Im Gegensatz zu der Stereologie sind morphometrische Methoden
quantitativer-, nicht aber zwingend auch dreidimensionaler Natur [34,183,186]. In
der Stereologie hingegen wird zwischen qualitativ- und quantitativ-stereologischen
Verfahren unterschieden. Ein Beispiel fUr eine qualitativ-stereologische Methode ist
die dreidimensionale Rekonstruktion eines Untersuchungsgegenstandes anhand
von Serienschnitten. Quantitativ-stereologische Methoden hingegen erfassen
quantifizierbare morphologische Parameter (Langen-, Volumen-, Oberflachen- und
numerische Volumendichten), zum Beispiel auch die von Delesse entwickelte
Methode zur Bestimmung der Volumendichten einzelner Kompartimente innerhalb
eines Bezugskompartiments anhand der Flachendichte ihrer Anschnittsprofile in

reprasentativen Schnitten [34].

3.4.1 Quantitativ-stereologische Analysemethoden in der biomedizinischen
Forschung

Quantitativ-stereologische Analyseverfahren wurden in der biomedizinischen
Forschung, insbesondere der Histologie und Zellbiologie, ab der Mitte des
20. Jahrhunderts verstarkt entwickelt und angewandt [34,187-191]. Einige der zu
dieser Zeit etablierten Verfahren finden auch heute noch Anwendung. Ein Beispiel

hierfur ist die Methode zur Bestimmung der numerischen Volumendichte und des
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mittleren Volumens von Partikeln unter Annahme einer Kugel- oder Zylindergestalt
nach Weibel und Gomez (1962) [190], welche auch 40 Jahre spater noch in der
guantitativ-morphologischen Analyse von Nierenglomerula eingesetzt wird [34,192].
Vielen der in den 1940er- bis 1960er-Jahren etablierten Verfahren ist gemein, dass
es sich um modellbasierte (model based) stereologische Analysemethoden handelt
[34]. Sie bemihen geometrische Modellannahmen bezlglich der Form,
Orientierung oder raumlichen Ausrichtung einer Struktur (z. B. die Annahme einer
Kugelgestalt fir die Morphologie einer Zelle) fur die Analyse quantitativ-
morphologischer Parameter anhand zweidimensionaler Schnittbilder. Dies kann zu
Verzerrungen (bias) der Schéatzwerte flhren, also einer systematischen
Abweichung von dem wahren Wert [34,193,194].

Mit der Weiterentwicklung der Stereologie fanden statistische und mathematische
Verfahren stéarkere Berucksichtigung in der Etablierung stereologischer Methoden
[34,195-203]. Im Gegensatz zu modellabhdngigen Verfahrensweisen sind
modernere  design-basierte und damit modellunabhéngige quantitativ-
stereologische Probennahme- und Analysemethoden so konzipiert, dass die
ermittelten Schatzwerte dem wahren Wert eines bestimmten Parameters mit hoher
Genauigkeit entsprechen [193]. Diese sensitiven Methoden fuRen nicht auf
geometrischen Modellannahmen, sondern ausschlie3lich auf statistischen
Probennahmestrategien und stochastisch-geometrischen Gesetzmalfigkeiten. Sie
sind daher frei von systematischer Abweichung (Verzerrung) (unbiased) und liefern
erwartungstreue mathematisch-statistische Schatzwerte [22,23,34]. Mittels der
Probennahmestrategien und Testsysteme modellunabhéangiger quantitativ-
stereologischer Verfahren werden quantitative Strukturparameter (z. B. Volumina,
Langen, Oberflachen oder Partikelzahlen) von Objekten oder Strukturen

unabhangig von deren Grél3e, Form, Orientierung und Verteilung ermittelt [24,193].

Die Quantifizierung morphologischer Befunde ermoglicht deren objektive und
reproduzierbare Erhebung und statistische Auswertung [34]. Veradnderungen, die
mittels subjektiver Bewertung nicht wahrnehmbar waren, konnen mithilfe
guantitativer Messmethoden sichtbar gemacht werden. Diese ermdglichen zudem
die Detektion bereits subtiler struktureller Veranderungen sowie die Verkniupfung
funktioneller Einschrankungen mit morphologischen Organ- oder

Gewebsalterationen [22,34,35]. In toxikologischen Studien kdnnen quantitativ
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erhobene histomorphologische Endpunkte in der Beurteilung von Gewebs-
alterationen zudem die Vermittlung des Ausmalfies der Veranderungen erleichtern
(z. B. an Nicht-Patholog_innen) [22].

Modellunabhangige quantitativ-stereologische Analysen sind mittlerweile fest in den
Bereichen der Pathologie und Anatomie etabliert und stellen die Methode der Wahl
fur die quantitativ-morphologische Untersuchung verschiedener Organe dar [36-40].
Auch in der toxikologischen Pathologie gewinnt die Anwendung quantitativ-
stereologischer Testsysteme und reprasentativer Probennahmestrategien
zunehmend an Bedeutung [22,23].

3.4.2 Prinzipien der modellunabhangigen quantitativen Stereologie

In  modellunabhangigen quantitativ-stereologischen Analysen werden mittels
reprasentativer Probennahmestrategien und der Anwendung geeigneter
Testsysteme  und  geometrischer  Sonden  (probes)  quantifizierbare
Strukturparameter ermittelt. Die analysierten dreidimensionalen Partikel oder
Strukturen innerhalb eines Organs oder Gewebes werden so anhand
zweidimensionaler Schnitte rekonstruiert [23]. Grundlage einer akkuraten
Rekonstruktion ist die Verwendung reprasentativer Probennahmeverfahren und die
Erhebung erwartungstreuer Schatzwerte diverser quantitativ-morphologischer
Parameter wie Volumina, Oberflachen, Langen und Partikelzahlen mit statistisch
definierter Fehlerwahrscheinlichkeit [22,23,33,193]. In der quantitativen Stereologie
ist es von grof3ter Bedeutung, dass die mathematisch-statistischen Schatzwerte
prazise (effizient) und erwartungstreu sind, ihre Qualitat misst sich an der Erflllung
beider Kriterien [34,200]. Aus der Kombination von Erwartungstreue und Prazision

ergibt sich die mathematische Genauigkeit (accuracy) eines Schatzwertes [183].

Ein erwartungstreuer (unbiased) Schatzwert ist frei von systematischen Fehlern,
das bedeutet, er entspricht dem wahren Wert mit hoher Genauigkeit [22-24]. Die
statistischen Grundsétze, auf welchen die modellunabhangigen quantitativ-
stereologischen Verfahren beruhen, garantieren die Genauigkeit quantitativ-
morphologischer Schatzwerte, auch wenn der wahre Wert selbst unbekannt ist [22].
Die Erwartungstreue ist eng mit dem Studiendesign verknipft, solange
reprasentative  Probennahmeverfahren und die adaquate Anwendung

stereologischer Testsysteme auf jeder Ebene der quantitativ-stereologischen
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Analyse zum Einsatz kommen, ist der ermittelte quantitativ-stereologische
Schatzwert ,unbiased” [179].

Die Prazision (Wiederholungsgenauigkeit) beschreibt die Varianz innerhalb eines
Schatzwertes, drickt also die Reproduzierbarkeit eines Messergebnisses aus
[24,34]. Die Prazision eines Schatzwertes kann anhand des Fehlerkoeffizienten
(Coefficient of Error (CE)) ermittelt werden, welcher die Streuung der einzelnen
Messwerte in Bezug auf den Mittelwert angibt [23]. Mit verbesserter Prazision wird
der CE verringert. Im Sinne der Effizienz werden hierfir mehr Proben auf den
hoheren Ebenen der Probennahmekaskade (z. B. Testorganismen, Gewebe-
blocke) generiert, wahrend der Aufwand auf den unteren Ebenen reduziert wird
(z. B. durch Reduktion der Anzahl an Testpunkten pro Gesichtsfeld)
[22,179,194,204].

3.4.3 Besondere Anforderungen quantitativ-stereologischer Analysen

Fur die Ermittlung erwartungstreuer und praziser Schatzwerte in
modellunabhangigen quantitativ-stereologischen Analysen bedarf es einer
umsichtigen Studienplanung [179]. Diese muss der Volumetrie, der Anwendung von
Verfahren zur Auswahl reprasentativer Proben (z. B.der systematischen
Probennahme mit zufalligem Ausgangspunkt), der Randomisierung der
Schnittebene, den geeigneten Einbettungsmedien, der Bericksichtigung der
einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung und der adaquaten Verwendung

stereologischer Testsysteme Rechnung tragen [33,179].

In quantitativ-stereologischen Studien ist die Bestimmung des Gesamtvolumens
des Referenzorgans, -gewebes oder der Referenzstruktur von grofdter Bedeutung.
In quantitativ-stereologischen Verfahren werden die morphologischen Parameter
als Relativwerte erhoben, z.B. Volumendichte (Vv), Oberflaichendichte (Sv),
Langendichte (Lv) und numerische Volumendichte (Nv). Diese Schatzwerte sind
uber ihren Anteil innerhalb des Volumens eines Referenzkompartiments definiert
[33,180]. Durch Multiplikation der Relativwerte mit dem Volumen des
Referenzkompartiments erhélt man die absoluten morphologischen Parameter
(Volumen (V), Oberflache (S), Lange (L) oder Anzahl (N)) [33,179,194]. Die
Beurteilung quantitativ-morphologischer Gewebsalterationen und die eindeutige
Quantifizierung pathologischer Prozesse kann nur anhand der Absolutwerte

erfolgen [33,38]. Die alleinige Auswertung der Relativwerte gibt keinen Aufschluss
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dariiber, ob Abweichungen auf Alterationen der Zielstruktur, des
Referenzkompartiments oder beider Kompartimente zurtickzufiihren sind. Dies
kann zu fehlerhaften Schlussfolgerungen fihren (reference trap) [34,196]. Die
Volumenbestimmung erfolgt entweder direkt anhand der Verdrangung eines
wassrigen Mediums durch die vollstandig untergetauchte Gewebeprobe
(Archimedisches Prinzip) oder mithilfe des Gewichts der Gewebeprobe und deren
spezifischer Gewebedichte, ermittelt anhand der Verdrangung eines wassrigen
Mediums bekannter Dichte durch das zu volumetrierende Organ
(Submersionsmethode) [179,205,206]. Das Volumen eines Organs oder Gewebes
kann zudem nach dem Prinzip von Cavalieri ermittelt werden. Nach Cavalieri ergibt
sich das Volumen eines Organs, Gewebes oder einer Gewebestruktur aus dem
Produkt der Schnittprofilflachen, die an planparallelen, aquidistanten Schnittebenen
gemessen werden, und dem Abstand zwischen den einzelnen Schnittebenen
[33,179,202,206].

Fur die Gewabhrleistung der Prazision und Erwartungstreue der ermittelten
quantitativ-morphologischen Schatzwerte ist die Reprasentativitat der untersuchten
Stichproben von grofdter Wichtigkeit [22]. In der quantitativen Stereologie findet die
zufallige Stichprobenauswahl (sampling) auf allen Ebenen der Analyse statt: auf
Ebene der Gewebeproben, der histologischen Schnitte, der mikroskopischen
Gesichtsfelder und der stereologischen Testsysteme, anhand derer die Ermittlung
der quantitativ-morphologischen Schatzwerte erfolgt [33,180]. Um die
Reprasentativitdit des gewonnenen Probenmaterials auf allen Ebenen zu
gewahrleisten, muss das gewahlte Samplingverfahren sicherstellen, dass fir alle
Bereiche des zu analysierenden Organs/Gewebes stets die gleiche
Wahrscheinlichkeit besteht, in die Stichprobe aufgenommen zu werden
[22,193,194]. Die Methode der Wahl in quantitativ-stereologischen
Analyseverfahren ist die systematisch zufallige Probennahme (systematic uniform
random sampling (SURS)) [22,23,202]. In diesem effizienten Stichprobenverfahren
wird die erste Stichprobenlokalisation nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt,
nachfolgende Lokalisationen werden systematisch anhand eines vorher

festgelegten Intervalls bestimmt [23,33,207].

Das Studiendesign muss hinsichtlich der Probenauswahl und der
Probenprozessierung stets den zu untersuchenden Zielparameter bericksichtigen

[23,179]. Fur die erwartungstreue Schétzung der orientierungssensitiven
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quantitativ-morphologischen Parameter Lv bzw. L (Langendichte bzw. Lange) und
Sv bzw. S (Oberflachendichte bzw. Oberflache) muss die raumliche Orientierung
der zu analysierenden Struktur (also der untersuchten Gewebeprobe) bzw. der
Schnittflachenebene der Gewebeprobe randomisiert werden [33,179,193]. Bei Lv
und Sy ist die Randomisierung der Schnittebenenorientierung obligat, da die
Schnittflachenprofile der zu analysierenden Strukturen aufgrund der Ublicherweise
vorliegenden Anisotropie (= dem Besitz einer Vorzugsrichtung) biologischer
Zielstrukturen/-partikel stark von der Schnittrichtung abhangig sind (im Gegensatz
zu isotropen Strukturen) [183]. Durch die Randomisierung erhalt jede mdgliche
Schnittebenenorientierung im dreidimensionalen Raum die gleiche zufallige
Chance, fiur die Anfertigung histologischer Schnitte und die anschlieRende

guantitativ-stereologische Auswertung herangezogen zu werden [207].

In quantitativ-stereologischen Analysen werden haufig isotrope Schnitte mit
gleichformiger Zufalligkeit (isotropic uniform random sections (IUR)) und vertikale
Schnitte mit gleichférmiger Zufalligkeit (vertical uniform random sections (VUR))
verwendet [23,33]. IUR-Schnitte sind in allen drei Raumrichtungen randomisiert und
konnen fur die Ermittlung aller quantitativ-morphologischen Parameter
herangezogen werden [23]. Sie kénnen beispielsweise mit der Isector- [208], der
Orientator- [209] oder der Ortrip-Methode [210] erzeugt werden. In VUR-Schnitten
wird eine vertikale Achse der Probe definiert und die Probe mit systematischer
Zufalligkeit um diese Achse rotiert, anschlieBend wird eine VUR-Schnittflache
parallel zur vertikalen Achse generiert. Die vertikale Achse ist von der
untersuchenden Person frei wahlbar, unter der Bedingung, dass sie im
histologischen Schnitt eindeutig identifizierbar ist. VUR-Schnitte sind folglich in nur
zwei Raumebenen randomisiert, der Erhalt der ,vertrauten Histomorphologie
erleichtert die Untersuchung histologischer Schnitte [23,197,211]. Diese Methode
ist zudem gut geeignet fur die Generierung randomisierter Schnitte von flachen
Strukturen oder Proben (z. B. Proben der Haut oder der Wand von Hohlorganen)
[23,197]. Mit Ausnahme von L&ngendichten kbnnen alle stereologischen Parameter
an VUR-Schnitten geschatzt werden [197].

Die Prozessierung von Gewebeproben fir die Anfertigung histologischer Schnitte
(insbesondere die Fixierung und Einbettung) geht mit einer Volumenreduktion der
Gewebeproben einher, der einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung

[23,179]. Die dreidimensionale Gewebeschrumpfung hé&ngt von dem Volumen der
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Gewebeprobe sowie der Art des Fixiermittels und des Einbettungsmediums ab
[23,212,213]. Der systematische Fehler, der durch Schrumpfungsartefakte entsteht,
kann neben der Verwendung geeigneter Fixierlésungen vor allem durch die
Verwendung eines Plastikeinbettungsmediums anstelle von Paraffin reduziert
werden. Die Gewebeschrumpfung fallt im Vergleich Ublicherweise geringer und
gleichfoérmiger aus, zudem ist die Generierung dinner, gleichmaRiger Schnitte
moglich  (z. B. fir die Anwendung des physikalischen Disektors, siehe
Abschnitt 3.4.4)  [23,212-215]. Zusatzlich muss bei der Ermittlung
schrumpfungssensitiver Parameter das Ausmal3 der Volumenschrumpfung des
Gewebes uber den Vergleich des Probenvolumens vor und nach der Prozessierung
bestimmt werden (z.B.durch den Vergleich von Organ- oder Gewebe-
Anschnittsprofilflachen  vor und nach der Einbettung), um den linearen
Schrumpfungsfaktor fs zu ermitteln [180,183,206]. Mit Ausnahme von Vv (unter
Annahme einer gleichférmigen, isotropen Schrumpfung) sind alle stereologischen
Parameter (Lv, Sv und Nv) schrumpfungssensitiv. Ihre Werte missen entsprechend
der auftretenden dreidimensionalen einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung
mit dem linearen Schrumpfungsfaktor korrigiert werden (siehe Tabelle 1 der
Publikation [66]) [180,183].

3.4.4 Akkurate Ermittlung quantitativ-morphologischer Strukturparameter

Die quantitative Stereologie ermdglicht die Analyse dreidimensionaler Strukturen
und Partikel innerhalb von Organen und Geweben anhand zweidimensionaler
histologischer Gewebeschnitte. Dies erfolgt mithilfe geometrischer GréRen wie der
Anzahl, Lange, Oberflache oder Volumen [22,23,33]. Das Anfertigen einer
Schnittflache fuhrt zu der Reduktion dreidimensionaler Strukturen auf
zweidimensionale Anschnittsprofile, diese geht mit dem Verlust einer Dimension
einher [22,33]. Volumina prasentieren sich als Flachen, Oberflachen als Linien und
Langen als Punkte. Die Partikelanzahl wird in einem zweidimensionalen Schnitt
nicht dargestellt und kann daher an einem einzelnen diinnen Schnitt nicht geschatzt
werden [23,33,194]. Die Beziehung zwischen den Strukturmerkmalen in den
histologischen Schnitten und den dreidimensionalen Eigenschaften der Strukturen

oder Partikel innerhalb des Gewebes ist somit nicht ohne Weiteres erkennbar [193].

Indem stereologische Testsysteme (z. B. Punkte- oder Zykloidbogenraster)

unterschiedlicher Dimensionalitat auf physikalisch generierte histologische Schnitte
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oder eine planare Schnittflache projiziert werden, kénnen anhand der Interaktion
der randomisierten Sonden mit der Zielstruktur deren geometrische Eigenschaften
im dreidimensionalen Raum quantifiziert werden [22,23,33,180]. Bei diesen
stereologischen probes kann es sich um Testvolumina, -flachen, -linien oder -punkte
handeln. Je nach Zielparameter wird die adaquate geometrische Sonde so gewahlt,
dass ihre Dimension in Addition mit der Dimension des untersuchten
Strukturparameters drei Dimensionen ergibt [33]. Bis auf Testvolumina lassen sich
alle probes an einzelnen Schnitten anwenden. Fur den Einsatz von Testvolumina
bedarf es dreidimensionaler Testsysteme, wie zum Beispiel den Disektor, welcher
aus zwei parallelen (optischen oder physikalischen) Schnittebenen bekannten
Abstands besteht [23,33,198,199].

Die Planung einer quantitativ-stereologischen Studie muss bezlglich der
ausgewahlten Einbettungsmedien, der Orientierung der Schnittebene, der
einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung sowie der verwendeten geometrischen
Sonden und Testsysteme den individuellen Anforderungen an eine erwartungstreue

Ermittlung der einzelnen stereologischen Parameter Rechnung tragen.

Die Volumendichte (Vv) beschreibt den Volumenanteil einer Phase (z. B. eines
Gewebes, einer Struktur, einer Zellart oder auch einzelner Zellorganellen) innerhalb
des Volumens eines Bezugskompartiments (Referenzkompartiment) [33]. Die
Ermittlung von Vv bedarf keiner Schnittebenenrandomisierung und kann, unter
Einhaltung aller Grundséatze fir die erwartungstreue und prazise Erhebung
reprasentativer quantitativ-morphologischer Schatzwerte, an nicht-randomisierten
sowie an VUR- oder IUR-Schnitten erfolgen [23,33,197]. Da es sich bei Vv um einen
dimensionslosen stereologischen Parameter handelt, muss keine
Schrumpfungskorrektur vorgenommen werden und Paraffin stellt, unter der
Annahme einer einheitlichen Schrumpfung unterschiedlicher Gewebs-
kompartimente, ein adaquates Einbettungsmedium dar [23,180]. Werden effiziente
(SURS) Stichprobenverfahren auf allen Ebenen der quantitativ-morphologischen
Analyse angewandt, kann die Volumendichte der untersuchten Struktur innerhalb
des entsprechenden Referenzkompartimentvolumens anhand der Dichte ihrer
Anschnittsprofilflachen in  dem Anschnittsprofil der Referenzstruktur mittels
Punktezadhlung erwartungstreu geschatzt werden (Prinzip von Delesse)
[33,180,182]. Als dreidimensionaler Parameter wird das Volumen bzw. die

Volumendichte einer Struktur innerhalb eines Referenzkompartimentvolumens mit
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Testsystemen bestimmt, die aus Punkten bestehen [33]. Punkte sind
dimensionslose probes, die nur durch ihre Position charakterisiert sind und weder
Orientierung noch raumliche Ausrichtung aufweisen [193]. Die mit (systematisch)
zufalligen Stichprobenverfahren gewonnenen Gewebeschnitte werden mit einem
Punktraster tuberlagert und die Punkte gezahlt, die mit den Schnittflachenprofilen
des gesamten Referenzkompartiments und der Zielstruktur interagieren, diese also
treffen [33,180]. Aus dem Verhéltnis der Trefferpunkte der Zielstruktur und des
Referenzkompartiments lasst sich die Punktdichte der Zielstruktur in dem
Bezugskompartiment ableiten. In erwartungstreuen Punktrastern wird jedem Punkt
die gleiche Flache =zugeordnet, somit entspricht diese Punktdichte der
Flachendichte, diese wiederum entspricht der Volumendichte der Zielstruktur
innerhalb des Volumens des Referenzkompartiments [33,180,182,193,216]. Die
Anzahl der zu zahlenden Punkte (also der Punkte, die das Referenzkompartiment
treffen) kann mithilfe eines Nomogramms ermittelt werden, welches Volumendichte
und die zu erwartende relative Schatzfehlerwahrscheinlichkeit in Beziehung setzt
[180].

Die Oberflachendichte (Sv) beschreibt den Anteil der Oberflache einer Struktur an
dem Volumen eines Referenzkompartiments [33,180]. Im Gegensatz zu der
Bestimmung von Vv oder Nv bedarf die Ermittlung von Oberflachen einer
Randomisierung der Schnittebene [33]. Auch wenn Sv an IUR-Schnitten ermittelt
werden kann, ist die Methode der Wahl die Generierung von VUR-Schnitten, da
diese Methode eine ,gewohnte” Darstellung von Gewebestrukturen ermdoglicht
[23,197]. Da es sich bei der Oberflache um einen schrumpfungssensitiven
Parameter handelt, ist eine Kunststoffeinbettung gegentber der Einbettung der
Gewebeprobe in Paraffin vorzuziehen, zudem muss eine Schrumpfungskorrektur
erfolgen, indem Sv mit dem linearen Schrumpfungsfaktor fs multipliziert wird
[23,180,183,213]. Als zweidimensionale geometrische GroRe wird die Oberflache
bzw. Oberflachendichte einer Struktur innerhalb des Referenzkompartiment-
volumens anhand von Linien ermittelt [33]. Linien sind eindimensionale probes, die
durch ihre Position sowie ihre dreidimensionale Orientierung charakterisiert sind
[193]. Fur die Ermittlung erwartungstreuer Schéatzwerte fir Sv missen diese
geometrischen Sonden isotrop mit den Schnittflachenprofilen der Oberflachen
interagieren [33,193]. Zu Erzeugung dieser Isotropie wird an IUR-Schnitten ein

Testsystem mit geraden Linien verwendet, VUR-Schnitte hingegen werden mit
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einem an der vertikalen Achse ausgerichteten Testsystem Uberlagert, welches
Zykloidbdgen und Punkte beinhaltet [23,33,197]. Als Interaktion werden die
Schnittpunkte der Linien des Testsystems mit den Schnittflachenprofilen der
Oberflache der untersuchten Struktur gezahlt, die Anzahl der Schnittpunkte ist direkt
proportional zu der Oberflachendichte der Struktur [23,193]. Fur die Schatzung von
Sv werden zusatzlich die Trefferpunkte mit dem Referenzkompartiment gezahit
[33,197,211].

Die Ermittlung der Langendichte (Lv) einer Struktur in einem
Bezugskompartimentvolumen anhand histologischer Schnitte bedarf ebenfalls einer
Randomisierung der Schnittebene [33,193]. Die erwartungstreue Ermittlung von Lv
erfolgt standardmalig an diannen IUR-Schnitten [33]. Aufgrund des
schrumpfungssensitiven Charakters von Lv ist eine Kunststoffeinbettung gegeniber
der Einbettung der Gewebeprobe in Paraffin vorzuziehen [23,180,213] und eine
Schrumpfungskorrektur mit dem Schrumpfungsfaktor fs?> vorzunehmen [183]. Die
Schatzung der Lange als eindimensionaler Parameter erfolgt mithilfe einer
zweidimensionalen geometrischen Sonde. Diese ist eine von einem
Sicherheitsbereich umgebene, mit einem Rahmen (sampling frame oder unbiased
counting frame) abgegrenzte und mit einem Punktraster ausgestattete Flache
bekannter GrolRe, welche auf einen IUR-Schnitt projiziert wird [23,33,195].
Anschliel3end wird die Anzahl an Querschnitten (transects) der Zielstruktur mit der
Flachensonde gezéhlt [33,193,194]. Zur Schatzung von Lv erfolgt zusatzlich die
Zahlung aller Punkte, die das Referenzkompartiment treffen, um so das Volumen

des Referenzkompartiments zu ermitteln [33].

Eine besondere Form der Schatzung von Langen ist die Ermittlung der Dicke
biologischer Barrieren (z. B. Diffusionsbarrieren). Die Ermittlung der wahren
harmonischen mittleren Dicke (Tn) an IUR-Schnitten anhand der orthogonalen
Schnittpunktmethode stellt das Verfahren der Wahl fur die erwartungstreue
Schéatzung der Barrierendicke dar [23,217,218]. Die Lokalisationen der Messungen
werden randomisiert mit adéquaten Methoden festgelegt (z. B. mit einem
guadratischen Gitterlinienraster) und die Barrierendicke entlang der klrzesten
Strecke zwischen der &auf3eren und inneren Grenze der Barriere mit einem
logarithmischen Lineal vermessen [217-220]. Uber das harmonische Mittel der

Barrierendicke (In) kann Th abgeleitet werden [217,219].
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Der stereologische Parameter der numerischen Volumendichte (Nv) untersuchter
Partikel (z. B. Zellen oder Zellkerne) in dem Volumen eines Referenzkompartiments
kann nicht anhand von Schnittflachenprofilen der Partikel in einem einzelnen
dinnen histologischen Schnitt geschatzt werden [22,33]. Zahlen sind
dimensionslose Parameter, aufgrund der Dimensionsreduktion bei der Erstellung
zweidimensionaler Gewebeschnitte von dreidimensionalen Strukturen haben sie in

einfachen Schnitten kein entsprechendes Pendant [22,193,199].

Die Wahrscheinlichkeit, dass ein einzelner Partikel von einer Schnittebene getroffen
wird, steigt proportional zu dessen Grol3e [198]. Damit jeder Partikel unabhangig
von GroRe, Form und Orientierung die gleiche Wahrscheinlichkeit hat, von der
Stichprobe erwartungstreu erfasst zu werden, muss dessen Schatzung anhand
eines dreidimensionalen Testsystems erfolgen [22,33,193,198,199]. Unter den
zahlreichen quantitativ-stereologischen Methoden zur Ermittlung der Zell- oder
Partikelanzahl wie dem Selector, dem optischen Disektor (einem Schéatzverfahren,
das auf der Generierung eines einzelnen dicken Schnittes beruht, in welchem
parallele optische Schnitte mit bekanntem Abstand zueinander erzeugt werden)
oder dem physikalischen oder optischen Fractionator (einer effizienten,
schrumpfungsunabhangigen Methode zur direkten Schéatzung von N, die keiner
Bestimmung des Referenzkompartimentvolumens und Schnittdickenmessung
bedarf) [23,33,199,203,221], ist die physikalische Disektor-Methode besonders

hervorzuheben.

Der physikalische Disektor besteht aus einem dreidimensionalen Testvolumen,
welches Uber den bekannten Abstand zweier paralleler physikalischer Schnitte und
der untersuchten Schnittflache des Referenzkompartiments definiert st
[33,198,199]. Es werden alle Partikel (Q’) gezahlt, deren Schnittprofile von der
Ausgangsebene (reference- oder counting section), nicht aber von der
Vergleichsebene (look-up section) erfasst werden [22,24,198,199,222]. Zum Zahlen
der Partikel werden erwartungstreue Testfelder (unbiased counting frames) mit

bekanntem Flacheninhalt verwendet [195,198].

Das physikalische Disektor-Verfahren kann an mit systematisch zuféalligen
Stichprobenverfahren ausgewdahlten histologischen Serienschnitten  (nicht-
randomisiert, VUR oder IUR) durchgefiihrt werden [23,33,197]. Zur Bestimmung

des Disektorvolumens muss die wahre Schnittdicke ermittelt werden, sowohl fir in
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Plastikmedien [215] als auch fir in Paraffin eingebettete Gewebeproben [223] stellt
die spektrale Reflexionsmessung eine geeignete Methode dar. Die Erwartungstreue
des mithilfe des physikalischen Disektors ermittelten Schatzwertes fir Nv ist zudem
abhangig von der Gleichmaligkeit und der einheitlichen Schnittdicke der
angefertigten histologischen Schnitte. Die Einbettung in ein Plastikmedium
ermoglicht die Anfertigung dunner, gleichmaliger Schnitte und ist damit der
Einbettung in Paraffin vorzuziehen [22,23,214,215]. Plastikmedien haben
gegenuber Paraffin zudem den Vorteil, dass die Gewebeschrumpfung geringer und
einheitlicher ausfallt [23,212,213]. Unter Ermittlung und Berlcksichtigung der
Gewebeschrumpfung sowie einer adaquaten Bestimmung der Schnittdicke kann
das physikalische Disektorverfahren auch an in Paraffin eingebetteten
Gewebeproben durchgefuhrt werden, was die Anwendung immunhistochemischer
Protokolle ermoglicht [223]. Die mit der physikalischen Disektor-Methode ermittelte
numerische  Volumendichte  bestimmter  Partikel/Zellen innerhalb  des
Referenzkompartimentvolumens muss (im Gegensatz zu der Fractionator-
Methode) mit dem Schrumpfungsfaktor fs® korrigiert werden [22,180,183,199].
Mittels Punktezahlung wird die Flachendichte der Schnittflachenprofile der
Referenzstruktur an der (bekannten) Flache des erwartungstreuen Testfeldes
ermittelt, durch Multiplikation mit der Disektorhéhe ergibt sich das Volumen der
Referenzstruktur innerhalb des Testvolumens. Nv errechnet sich aus der Anzahl
aller gezahlten Partikel und dem kumulierten Referenzkompartimentvolumen der

ausgewerteten physikalischen Disektoren [33,198,199].
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3.5 Laser-Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie optisch geklarter
Gewebeproben

Die Laser-Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie (laser light sheet fluorescence
microscopy (LSFM)) optisch geklarter (transparenter) Gewebeproben erméglicht
die Analyse dreidimensionaler Gewebestrukturen auf Grundlage fluoreszenz-
basierter virtueller optischer Schnitte [58,224]. Die in den analysierten
Gewebeproben detektierten Fluoreszenzsignale (= spontane Lichtemission nach
Anregung eines Molekils durch Licht) beruhen entweder auf Autofluoreszenz, auf
der gezielten Markierung verschiedener Gewebestrukturen (in oder ex vivo) mit
spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikdrpern, Lektinen (z. B. tomato lectin) oder
anderen Markermolekilen oder auf der Expression von Fluoreszenzproteinen
(z. B. gruin fluoreszierendes Protein (GFP), gelb fluoreszierendes Protein (YFP)
oder mCherry) in  Gewebeproben transgener  Versuchsorganismen
[58,60,64,225,226]. Durch die Verwendung transparenter (optisch geklarter)
Gewebeproben wird die Lichtabsorption und -streuung innerhalb der Probe
erheblich reduziert und die Lichtdurchdringung selbst tiefer Gewebeareale
ermoglicht [58,227].

Die LSFM optisch geklarter biologischer Proben stellt eine ausgezeichnete Methode
fur die dreidimensionale Darstellung morphologischer und funktioneller
Eigenschaften von intakten, etwa 1 cm?® groBen Gewebeproben mit einer Auflésung
im Mikrometerbereich dar [58,224,228]. Gegeniber anderen fluoreszenzoptischen
Bildgebungsverfahren wie der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie oder der
Zwei-Photonen-Mikroskopie, verbindet sie die schnelle Abbildung selbst
tiefliegender Strukturen grol3er Gewebeproben mit einer hohen Auflésung und einer
geringen Phototoxizitat [58,229,230].

Ihren Ursprung findet die Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie zu Beginn des
20. Jahrhunderts mit der Entwicklung einer Methode zur Visualisierung und
GroéfRenbestimmung ultramikroskopischer Teilchen (Goldpartikel) anhand der
horizontalen Durchleuchtung einer Probe mit einem dinnen ,Lichtblatt” und der
Detektion des emittierten Fluoreszenzsignals senkrecht zu der Lichtblattebene
[58,231]. Uber die Jahrzehnte wurde diese Methode dank des technischen
Fortschrittes laufend weiterentwickelt, mit der Entstehung zahlreicher Lichtblatt-

Fluoreszenzmikroskopie-Versionen wie der Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie mit
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einem dunnen Laser-Lichtblatt (Laser = light amplification by stimulated emission of
radiation) [58,228,232,233]. Da die LSFM die Mdglichkeit bietet, Proben mit hoher
raumlicher und zeitlicher Auflésung abzubilden, stellt sie ein wertvolles Instrument
in der Erforschung moderner biologischer Fragestellungen dar, welche komplexe

Gewebe, Organe und Organismen zum Gegenstand haben [229].

3.5.1 Generierung optisch geklarter Gewebeproben

Die Opazitat einer Probe beschreibt die Lichtundurchlassigkeit, welche sowohl
durch Lichtstreuung als auch starke Lichtabsorption verursacht wird. Beide Effekte
verringern die Lichtdurchdringung, wodurch die Abbildungstiefe der LSFM-Methode
insbesondere bei der Untersuchung grof3er biologischer Proben stark eingeschrankt
wird [58,227,234]. Urséachlich fur die Absorption von Licht unterschiedlicher
Wellenlange sind hauptsachlich die im Gewebe vorkommenden naturlichen
Farbstoffe (z. B. Hamoglobin oder Melanin) [58,227,235]. Die Streuung des
einfallenden Lichts ist auf die Heterogenitat des Gewebes zurtickzufihren, sowohl
bezuglich der Organisation der zellularen und extrazellularen Bestandteile als auch
deren unterschiedlicher Refraktionsindices (RI) (Brechungsindices) [58,236,237].
Der RI wird definiert durch das Verhéltnis der Lichtgeschwindigkeit im Vakuum zu
der Lichtgeschwindigkeit im entsprechenden Medium. An der Grenzflache zweier
Medien unterschiedlicher RIs erfolgt eine Lichtbrechung (Refraktion) und Reflexion
der Lichtwellen [227,234]. Lichtstreuung und -absorption sind abh&ngig von der
Wellenldnge des Lichts und treten im Gewebe gemeinsam auf [58].

Die Lichtabsorption innerhalb der Gewebeprobe kann durch MalRnahmen wie die
vaskulare Perfusion zur Entfernung von Hamoglobin aus dem Gefal3system oder
die Entfarbung des Blutes (z. B. mit Aminoalkohol) minimiert werden [227,238].
Lichtabsorption und -streuung kdénnen neben der Anpassung der verwendeten
Wellenlange des Laser-Signals durch verschiedene Verfahren zur optischen
Klarung von Gewebeproben (optical tissue clearing) reduziert werden [58,227]. Ziel
dieser Clearingverfahren ist es, die RIs unterschiedlicher Gewebebestandteile
anzugleichen und eine Transparenz des Gewebes herbeizufihren. Die
resultierende Transparenz selbst grol3er Gewebeproben verbessert neben der
Abbildungstiefe und der Lichtdurchdringung auch den Kontrast der optischen
Schnittbilder [58,227,234].
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Alle Clearingprotokolle beruhen auf dem gleichen Prinzip: Durch Immersion in einer
Clearinglosung werden storende Partikel (z. B. Lipide oder Pigmente) entfernt und
die RIs innerhalb der Probe angeglichen. Beides erfolgt unter Erhalt der Zell- und
Gewebestruktur [58,237,239].

Es existieren drei Gruppen an Clearingverfahren. Die ersten beiden Gruppen nutzen
Immersionslésungen, entweder basierend auf organischen Ldsungsmitteln
(hydrophobe Clearingverfahren) oder wassrigen Losungen (hydrophile
Clearingverfahren). Die dritte Gruppe nutzt die Umwandlung von biologischem
Gewebe in Hydrogele [58,227,239]. Im Folgenden werden alle drei

Verfahrensgruppen naher erlautert.

Den auf organischen Loésungsmitteln basierenden Clearingprotokollen ist
gemein, dass durch Dehydratation und Auflésung der Lipide eine Uberwiegend
proteinhaltige Gewebeprobe entsteht. AnschlieRend erfolgt die Angleichung der Rls
innerhalb der biologischen Probe an den RI der Clearing-Immersionslésung
[58,227]. Diese Verfahren sind schnell und einfach durchzufihren, bedurfen keiner
speziellen Laborausstattung und fihren im Zuge der Verhartung der Probe zu einem
guten, dauerhaften Erhalt der Proben [239]. Nachteil ist, dass bei auf organischen
Losungsmitteln basierenden Clearingverfahren eine ex vivo Immunmarkierung von
Gewebeproben aufgrund der hydrophoben Beschaffenheit der optisch geklarten
Probe in der Regel bereits vor dem Clearing erfolgen muss und die Dehydratation
der Probe die Lichtemission einiger Fluorophore (Fluorophor = physikalisches
System, bei dem Fluoreszenz auftritt) beeintrachtigt [58,227]. Ein weiterer Nachteil
ist der Verlust lipidhaltiger Strukturen. Die Proben stehen daher weder fir
elektronenmikroskopische Analysen noch fur die Markierung mit lipophilen
Farbstoffen zur Verfugung [240]. In der Analyse von mit auf organischen
Lésungsmitteln basierenden Clearingverfahren geklarten Proben muss zudem die
dehydratationsbedingte Gewebeschrumpfung bericksichtigt werden [227,241,242].
Zu Vertretern dieser Gruppe gehdort unter anderem das Clearingverfahren mit BABB
(Benzylalkohol/Benzylbenzoat), welches eine Dehydratation der biologischen Probe
mit z. B. Ethanol, gefolgt von einer Immersion in Benzylalkohol/Benzylbenzoat
vorsieht [224]. Diese schnelle, etablierte Methode hat den Nachteil, dass bestimmte
endogene Fluoreszenzsignale abgeschwécht werden (z. B. von GFP, welches
haufig als zellularer Marker eingesetzt wird) [58]. Die 3DISCO-Clearingmethode
(3D imaging of solvent-cleared organs), eine Modifikation des BABB-Protokolls, ist
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ein praktikables, schnelles, reproduzierbares Clearingverfahren, das eine hohe
Transparenz erzielt, an nahezu samtlichen Geweben angewendet werden kann und
mit vielen Methoden der Fluoreszenzmarkierung kompatibel ist [240]. Die Proben
bleiben aufgrund der vergleichsweise soliden Konsistenz der Gewebeproben auch
Uber langere Zeit gut erhalten und koénnen fur wiederholte Analysen herangezogen
werden [239,240].

Protokolle auf der Basis wassriger Ldsungen sehen den Ersatz der
Gewebeflussigkeit durch wasserlosliche Stoffe mit hoherem RI vor. Dies erfolgt
passiv durch die Immersion der Gewebeprobe in einer wassrigen Lésung mit hohem
Brechungsindex (z. B. Formamid [243] oder Fruktose [244]) [58,227,234]. Auch
diesen Verfahren ist eine einfache Handhabung immanent, sie haben aber den
Vorteil, dass lipidhaltige Strukturen erhalten bleiben und eine weite Bandbreite an
Fluoreszenzmarkern fur die Bildgebung verwendet werden kann. Nachteil ist der
begrenzte Transparenzgrad und die nur bedingte Eignung fir das Clearing grol3erer
Gewebeproben [58,227]. Beispiele fur diese Gruppe der Clearingprotokolle sind
seeDB (see Deep Brain) oder Clear' [58,243-245]. Es liegen auch Protokolle vor,
die die Entfernung von lipidhaltigen Strukturen (ohne die Verwendung hydrophober
Stoffe) und die Senkung des RI der Gewebeprobe (z. B. mit Urea) vorsehen. Auf
diese Weise bleibt ein fir fluoreszierende Proteine vorteilhaftes wassriges Milieu
erhalten. Beispielhaft ist hier die CUBIC-Methode (Clear, Unobstructed Brain

Imaging Cocktails and Computational analysis) zu nennen [58,225,227].

Einen anderen Ansatz verfolgen Hydrogel-Clearingverfahren. Diese erzielen eine
Transparenz der Gewebeproben weitestgehend unter Erhalt der Proteinstruktur und
ermoglichen eine Untersuchung der molekularen Struktur durch verschiedene
Immunfarbemethoden. Ein stabiles Hydrogel-Gewebe-Hybrid auf der Basis von
Acrylamid wird chemisch erzeugt, um die Proteinbestandteile zu fixieren [58,234].
Die Lipidbestandteile werden entfernt, danach erfolgt die Anpassung des RI. Die
Lipidentfernung geschieht entweder passiv Uber mehrere Wochen mittels der
Inkubation in einem Ldsungsmittel oder mittels Elektrophorese Uber einige Tage
[227]. Ein prominentes Beispiel ist die CLARITY-Methode (Clear Lipid-exchanged
Acrylamide-hybridized Rigid Imaging/Immunostaining/In  situ  hybridization-
compatible Tissue-hYdrogel), bei deren Anwendung sowohl die Feinstruktur des
Gewebes als auch endogene Fluorophore erhalten bleiben [58,246]. Die Protokolle

dieser Gruppe haben zahlreiche Vorzige (wie den Erhalt der Proteine und
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endogenen Fluorophore, die hohe Transparenz sowie die Kompatibilitat mit vielen
Farbemethoden), zum Tell sind sie jedoch mit hohem zeitlichen Aufwand verbunden
und technisch aufwendig, zudem gehen lipidhaltige Strukturen verloren [58,239].
Fur eine umfassende Darstellung der hier aufgefihrten und weiteren
Clearingverfahren aller Clearingprotokoll-Kategorien wird der/die interessierte
Leser_in auf die Publikationen von Feuchtinger et al. (2016) [58] und Gomez-Gaviro
et al. (2020) [247] verwiesen.

3.5.2 Prinzip der Laser-Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie

Die LSFM stellt ein Verfahren fur die Anfertigung optischer Schnitte dar, welches
eine dreidimensionale Bildgebung mit hoher raumlicher Auflésung ermdglicht [248].
Eine skizzenhafte Darstellung des Prinzips ist in Abbildung 17 der Publikation [66]
dargestellt. Wahrend die laterale Auflésung (entlang der x- und y-Achse) von der
numerischen Apertur (Auflosungsvermdgen) des detektierenden Fluoreszenz-
mikroskop-Objektivs abhéangig ist, wird die vertikale (axiale) Auflosung (entlang der
z-Achse) primar von der Dicke des Laser-Lichtblattes (oder der Laser-Lichtblatter,
siehe unten) bestimmt [248-250]. Die zeitliche Auflésung ist unter anderem
abhangig von der Aufnahmegeschwindigkeit der verwendeten Kamera und der
Geschwindigkeit, mit welcher die Gewebeprobe entlang der z-Achse durch das
Lichtblatt bewegt wird (oder vice versa) [229,248,251]. Die Auflésung ist somit
abhangig von den verwendeten Detektionsobjektiven und Kamerasystemen, von
der Art des eingesetzten Laserlichtstrahls sowie der Probengr63e und -transparenz
[229,248-250].

Durch ein horizontales Laser-Lichtblatt werden in der Fokusebene des
Fluoreszenzmikroskop-Objektivs  innerhalb der Gewebeprobe bestimmte
Fluorophormolekille angeregt. Die emittierten Fluoreszenzsignale werden
orthogonal zu der Lichtblattebene durch das Fluoreszenzmikroskop detektiert,
aufgenommen und in virtuelle optische Bilder transformiert (siehe Abbildung 17 der
Publikation [66]) [58,224,252]. Anschlieend konnen die Bilddatensatze
beispielsweise als Einzelschnitte oder dreidimensionale Rekonstruktion (volume
rendering) digital visualisiert und mittels digitaler Bildanalyse untersucht werden
[58].

Zur Darstellung der  Gewebemorphologie kénnen unterschiedliche

Fluoreszenzsignale herangezogen werden. Detektierte Fluoreszenzen kdnnen von
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inharent fluoreszierenden Biomolektlen im Gewebe (z. B. Porphyrine, Elastin oder
Kollagen) oder von Schiff'schen Basen, welche im Rahmen einer Gewebefixierung
mit aldehydhaltigen Fixiermitteln entstehen, herriihren. Dieses Phanomen wird als
Autofluoreszenz bezeichnet [58,227]. Fluorophore kénnen auch von extern in das
Gewebe eingebracht werden, beispielsweise anhand einer in vivo Applikation
fluoreszenzmarkierter Substanzen und/oder Antikorper. Uber verschiedene Marker
konnen Strukturen oder Zellen (z. B. Gefal3strukturen Uber Lektine oder infizierte
Zielzellen Uber Viren) sowie physiologische Vorgange (z. B. der Transport von
Leptin durch die Blut-Hirn-Schranke) spezifisch adressiert werden [58,252-254]. Ein
weiteres Verfahren stellt die ex vivo Immunmarkierung groRerer Gewebeproben
(whole-mount-immunostaining) durch Penetration der Probe mit Antikbrpern dar
[58,255]. Diese Art der Fluoreszenzmarkierung muss bei der Anwendung
bestimmter Clearingverfahren (z. B. 3DISCO) schon vor dem Clearing erfolgen [58].
Nicht alle Gewebestrukturen lassen sich mittels fluoreszenzmarkierter Antikérper
optimal abbilden. Durch Verwendung transgener Modelle kann die Darstellung der
(sub-)zellularen Gewebearchitektur auf Grundlage der Expression von

Fluoreszenzproteinen (z. B. GFP-Fusionsproteine) erfolgen [58,60,225,256-258].

Eine optisch transparente (geclearte) Gewebeprobe wird in einen Probenbehalter
verbracht und von der Seite von einem nur wenige Mikrometer dicken ebenen
Laser-Lichtblatt individuell einstellbarer Wellenlange durchleuchtet
[64,224,228,249]. Das Lichtblatt befindet sich in der Fokusebene der Objektivlinse
des Fluoreszenzmikroskops, seine Dicke bestimmt maf3geblich die Eignung der
Methode zur Anfertigung optischer Schnitte sowie die Bildqualitat. Gemeinsam mit
dem Auflosungsvermogen der Detektionslinse des Fluoreszenzmikroskops
bestimmt die Dicke des Lichtblattes die axiale Auflosung und den Kontrast der
virtuellen optischen Schnittbilder [229,248]. Bei groBeren Proben wird die
Durchleuchtung des Gewebes mit zwei in einer Ebene befindlichen Laser-
Lichtblattern von zwei gegeniberliegenden Seiten empfohlen, um die
Lichtabsorption durch das Gewebe auszugleichen und eine reduzierte
Anregungsintensitat im Zentrum der Probe zu verhindern [224,259]. Streuungs-
(scattering) und Beugungseffekte (diffraction) innerhalb des Gewebes fithren zu
einer Verbreiterung des Laser-Lichtblattes und einer somit geringeren
Fluoreszenzintensitat innerhalb der Fokusebene. lhr Einfluss wird (neben der

Verwendung optisch transparenter Proben) durch eine Durchleuchtung von beiden
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Seiten reduziert, da die Fluoreszenz des Lichtblattes, welches in geringerem Malie
von beiden Effekten betroffen ist, dominiert [224].

Die Probenbereiche auf3erhalb der Fokusebene werden nicht beleuchtet, sodass
die Lichtstreuung innerhalb der Gewebeprobe auf ein Minimum reduziert wird
[58,249,252]. Im Gegensatz zu der konfokalen Mikroskopie treten keine Lichtsignale
aus Nicht-Fokusebenen auf, zudem konnen die Fluorophore optimal genutzt
werden, da ein ,Ausbleichen® (photobleaching) durch Anregung von Fluorophoren
aul3erhalb der Fokusebene vermieden wird [224,228,229]. Die Bildgebung mittels
LSFM erma@glicht die Aufnahme kontrastreicher Bilder in hoher Geschwindigkeit bei
einem gleichzeitig guinstigen Signal-Rausch-Verhaltnis (signal-to-noise-ratio (SNR))
[228,229]. Zusatzlich wird die Untersuchung photosensitiver Gewebeproben durch

die reduzierte Exposition der Probe gegenliber dem Laserlicht beguinstigt [229].

Die Fluoreszenzsignale in der von dem Laser-Lichtblatt durchleuchteten
Gewebeschicht (Fokusebene) werden mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops
detektiert und aufgenommen [249]. Es ist ausgestattet mit einer Objektivlinse, deren
Aufldsungsvermogen malfigeblich die laterale und axiale Auflésung der optischen
virtuellen Schnittbilder bestimmt [229,248]. Ein Emissionsfilter dient dazu,
Lichtsignale, die ihren Ursprung auf3erhalb der Fokusebene haben, herauszufiltern.
Das Fluoreszenzmikroskop ist gekoppelt an eine CCD-Mikroskopkamera (charge
coupled device), eine Tubuslinse bildet das Primarbild auf dem CCD-Sensor der
Kamera [224,229,249]. Die Bilder werden anschlieBend auf einen Computer

Ubertragen und als virtuelle optische Schnitte gespeichert [58,249].

Durch die schrittweise Bewegung der Probe oder des Lichtblattes entlang der
vertikalen z-Achse mit frei wahlbaren Abstidnden werden Stapel optischer
Gewebeschnitte generiert [58,63,224,249]. Die hohe Aufnahmerate (bis zu 50 Bilder
pro Sekunde) ist die Grundlage fir die dreidimensionale Darstellung von
Gewebeproben in hoher Geschwindigkeit [228]. Die Ausrichtung der Probe
innerhalb des Probenbehalters ist frei wahl- und veranderbar, sodass Bildstapel
verschiedener Orientierung aufgenommen werden koénnen [229,249]. Die
nachteiligen Effekte der Lichtstreuung und abnehmenden Fluoreszenz in tieferen
Gewebearealen auf die Bildqualitat und dreidimensionale Rekonstruktion der
Gewebeprobe kdénnen durch dieses Verfahren reduziert werden (z. B. durch das

Erzielen einer héheren Auflésung) [229].
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Mit der LSFM werden hochauflésende virtuelle optische Schnittbilder erzeugt. Diese
stehen fur weitere Analyseverfahren und/oder die dreidimensionale Rekonstruktion
der Probe anhand des Stapels optischer Schnitte mittels entsprechender Software
zur Verfugung [58,224]. Aufgrund der hohen Bildaufnahmerate, der hohen
Auflosung und der Moglichkeit der Bildgebung Uber einen langen Zeitraum
entstehen  umfangreiche  Datensatze. Es bedarf daher effizienter
Datenverarbeitungsverfahren [58,227,239]. Fir die dreidimensionale Visualisierung
und die digitale Bildanalyse stehen zahlreiche, zum Teil kommerzielle
Softwareangebote zur Verfiigung, eine Aufzahlung findet sich bei Feuchtinger et al.
(2016) [58].

3.5.3 Quantitativ-morphologische Analysen mittels der Laser-Lichtblatt-
Fluoreszenzmikroskopie optisch geklarter Gewebeproben

Neben der (dreidimensionalen) Visualisierung komplexer Strukturen innerhalb
biologischer Organ- oder Gewebeproben (z. B. der Mikrozirkulation), stellt die
LSFM optisch transparenter Gewebeproben einen eleganten Ansatz fur die
Quantifizierung verschiedener morphologischer Parameter dar [59-65]. Um
akkurate Ergebnisse zu erzielen, missen prozessierungsbedingte Effekte wie die
mechanische Deformation/Kompression oder die auf einige Clearingverfahren
zuruckzufiihrende Gewebeschrumpfung [242,260] der Proben vermieden bzw.
entsprechend in der Auswertung bericksichtigt werden (z. B. durch die Korrektur
der Gewebeschrumpfung) [63,65]. Quantitativ-morphologische Analysen erfolgen
anhand der aus dem z-Stapel optischer Schnitte rekonstruierten virtuellen
dreidimensionalen Gewebeprobe. Es ist daher bei der Bestimmung von Volumina
und weiterer quantifizierbarer Parameter von grol3er Bedeutung, dass die
Strukturen und das Volumen der untersuchten Probe durch die digitale
Rekonstruktion genau wiedergegeben werden. Verzerrungen (z. B. Stauchung oder
Streckung) des rekonstruierten dreidimensionalen Bildes aufgrund proben-
und/oder  hardwarebedingter  spharischer  Aberrationsartefakte =~ mussen

entsprechend bertcksichtigt und reduziert bzw. vermieden werden [261].

Der Abbildungsfehler aufgrund der linsen-, objektiv- und probenassoziierten
sphérischen Aberration (SA) ist eine wichtige Einflussgrof3e. Die linsenassoziierte
SA tritt auf, weil Lichtstrahlen bei dem Durchtritt durch eine spharische Linse umso

starker gebrochen werden, je weiter sie von der optischen Achse entfernt sind. Sie
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werden folglich auf verschiedene Punkte der optischen Achse fokussiert. Nicht-
linsenassoziiert tritt SA auf, wenn Licht durch eine Grenzflache zweier Medien oder
Strukturen mit unterschiedlichen Refraktionsindices fallt. Dies kann beispielsweise
bei ungenigender Anpassung der RIs innerhalb der Gewebeprobe durch das
angewendete Clearingverfahren, bei unterschiedlichen RIs von Probe und
Immersionsmedium und/oder der Verwendung von Trockenobjektiven oder nicht-
Rl-optimierten Objektiven der Fall sein [227,261]. Die SA hat verschiedene
nachteilige Effekte auf die Bildgebung. Zum einen fuhrt sie zu einer Unscharfe der
Bilder. In  Abhangigkeit wvon dem verwendeten Objektiv, dessen
Auflésungsvermogen (numerische Apertur (NA)) und der RI-Abweichung zwischen
der Gewebeprobe, dem Immersionsmedium und dem Medium, welches sich
zwischen Immersionsmedium und Linsenoberflache befindet, kann es zudem zu
einer Verschiebung der nominalen Fokusebene kommen [261]. Die Abweichung
zwischen den nominalen und tatsachlichen Abstanden der optischen Schnitte des
z-Stapels ist fur die dreidimensionale Bildgebung von besonderer Bedeutung. Sie
entsteht, wenn die Distanz, die die Probe zwischen der Aufnahme zweier Bilder
entlang der z-Achse durch das Lichtblatt zuriicklegt, nicht den Abstanden der
virtuellen optischen Schnittbilder des z-Stapels entspricht. Folge kann eine
Verzerrung durch die artifizielle axiale Stauchung oder Streckung der

dreidimensionalen Rekonstruktion sein [227,261,262].

Verzerrungsartefakte und Bildunschéarfe lassen sich durch die Verwendung
adaquater Clearingverfahren und Immersionsmedien vermeiden bzw. reduzieren.
SA ist zudem abhangig von der Auswahl des Mikroskopobjektivs. Durch die
Verwendung geeigneter Tauchlinsen oder SA-korrigierter Objektive konnen die RI-
Differenzen  zwischen dem Immersionsmedium, der Luft zwischen
Immersionsmedium und Linsenoberflache und der Linsenoberflaiche selbst
kompensiert werden [227,261]. Zusatzlich kann die Methode zur dreidimensionalen
Rekonstruktion einer Gewebeprobe durch die Analyse von Testobjekten mit
ahnlichen Charakteristika (Form, Volumen, RlI, etc.) unter Verwendung der gleichen

Gerateeinstellungen validiert werden [63].
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Abstract

Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) are frequently used as experimental animals in
ecotoxicological studies, in which they are experimentally exposed to defined concentra-
tions of test substances, such as heavy metals, pesticides, or pharmaceuticals. Following
exposure to a broad variety of aquatic pollutants, early morphologically detectable toxic
effects often manifest in alterations of the gills. Suitable methods for an accurate and unbi-
ased quantitative characterization of the type and the extent of morphological gill alterations
are therefore essential prerequisites for recognition, objective evaluation and comparison of
the severity of gill lesions. The aim of the present guidelines is to provide practicable, stan-
dardized and detailed protocols for the application of unbiased quantitative stereological
analyses of relevant morphological parameters of the gills of rainbow trout. These gill
parameters inter alia include the total volume of the primary and secondary gill lamellae, the
surface area of the secondary gill lamellae epithelium (i.e., the respiratory surface) and the
thickness of the diffusion barrier. The featured protocols are adapted to fish of frequently
used body size classes (300-2000 g). They include well-established, conventional sampling
methods, probes and test systems for unbiased quantitative stereological analyses of light-
and electron microscopic 2-D gill sections, as well as the application of modern 3-D light
sheet fluorescence microscopy (LSFM) of optically cleared gill samples as an innovative,
fast and efficient quantitative morphological analysis approach. The methods shown here
provide a basis for standardized and representative state-of-the-art quantitative morphologi-
cal analyses of trout gills, ensuring the unbiasedness and reproducibility, as well as the
intra- and inter-study comparability of analyses results. Their broad implementation will
therefore significantly contribute to the reliable identification of no observed effect concen-
tration (NOEC) limits in ecotoxicological studies and, moreover, to limit the number of exper-
imental animals by reduction of unnecessary repetition of experiments.
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In ecotoxicological studies, the rainbow trout (O. mykiss) is frequently used as a sensitive

experimental fish species to examine the effects of various surface water pollutants, including
diverse chemicals, pharmaceuticals, heavy metals, as well as solid particles such as microplastic,
on aquatic organisms [1-5]. In a typical experimental approach, different groups of fish are
exposed to various concentrations of a test substance under defined experimental conditions
[6]. The patterns and severities of observed (histo-) morphological organ/tissue alterations,
combined with hematological analysis findings and clinical-chemical test results, are then used
to define inter alia the no observed effect concentration (NOEC) of the examined test sub-
stance [4,6,7]. These findings often have far-reaching consequences, as they are included in
risk assessment of test substances and regularly provide the basis for specification of the legal
concentration limits of the substance in surface waters (predicted no effect concentration
(PNEC)) [8-11]. Therefore, the comparability and reproducibility of analyses results of differ-
ent ecotoxicological studies examining rainbow trout for detection of NOEC of a specific test
substance are particularly important. However, there are some examples of aquatic toxicology
studies examining the effects of exposure of rainbow trout to the same substance, in which the
NOEC differs significantly over multiple orders of magnitude [4,7,12,13]. Histopathological
diagnoses and, in particular, qualitative gradings of the severities of detected lesions often
exhibit a substantial variability between different observers and different studies. This is espe-
cially relevant for the evaluation of histopathological alterations in experimental animals
exposed to low concentrations of test substances, where lesions might be subtle and not mani-
fested in all individuals, respectively in all examined samples of one animal [7,8,14]. Following
exposure to a broad variety of different aquatic pollutants, early detectable morphological
alterations in fish often tend to manifest in the gills due to their delicate histomorphology and
continuous exposure to the ambient water [15-17]. Next to respiration, fish gills are also the
primary site for osmoregulation, excretion of nitrogenous waste products and metabolism of
hormones and xenobiotics [18]. Thus, histopathological gill lesions can serve as sensitive indi-
cators of toxic effects of low exposure concentrations of aquatic pollutants [4,13,16,19]. Besides
easily recognizable qualitative histomorphological gill lesions, such as fusion of adjacent sec-
ondary gill lamellae, thickening of filament tips, inflammatory cell infiltrations, focal cell pro-
liferations and erosive/ulcerative lesions [3], relevant alterations also affect different
quantitative morphological gill properties, which cannot be adequately assessed by micro-
scopic examination alone [20-23].

Relevant quantitative parameters characterizing gill morphology e.g., include the total vol-
ume of the secondary gill lamellae, the total surface area of the respiratory epithelium of the
gills and the thickness of the diffusion barrier (i.e., the distance between the epithelial cell sur-
face and the capillary space in the secondary lamellae). In a given study, also any other quanti-
tative morphological parameter might be of interest to characterize distinct
histomorphological or ultrastructural gill alterations, including, but not limited to e.g., the
total volume of an inflammatory infiltrate present in the gills, the total number and the mean
cellular volume of a specific cell type, or the volumes of distinct cell organelles in a particular
cell type. Due to the complex 3-D tissue-architecture of gills, these quantitative morphological
parameters cannot adequately be determined in standard histological sections taken from a
few deliberately chosen gill locations. Accurate, i.e., precise and unbiased estimates of quantita-
tive morphological gill parameters can be obtained using so-called “unbiased quantitative ste-
reological analysis” methods and techniques, warranting for a reproducible and objective
quantitative characterization of relevant organ alterations [8,14,24-26]. Using appropriate
sampling designs, probes and test systems, quantitative stereological analyses examine two-
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dimensional (2-D) histological sections to provide estimates of three-dimensional (3-D) mor-
phological parameters (i.e., volumes, surface areas, lengths, and numbers) of the examined tis-
sue structures of interest with statistically defined error probabilities [24,25]. During the last
five decades, quantitative stereological analysis techniques have been continuously refined and
have become the generally accepted “gold standard” for objective quantification of morpholog-
ical tissue properties in diverse life science disciplines [25,27,28]. By now, several scientific
societies and high-impact journals have released editorial policies, demanding stereological
analysis techniques for studies reporting quantitative morphological data of biological samples
[27,29-32].

In the 70°s, 80 s and 90 s of the past century, several early, basic research studies examined
morphological gill parameters, such as the gill respiratory area or the oxygen diffusion barrier
in diverse fish species, using simple morphometric analysis tools [20,33-35]. However, mod-
ern unbiased quantitative stereological analysis approaches have rarely been implemented to
characterize morphological parameters of fish gills, including determination of the volume of
interbranchial lymphoid tissue in Atlantic salmon (Salmo salar) [36], volume- and numerical
volume densities of the structural gill filament components of the Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) [21], gill volume, surface and water-blood barrier thickness of the gills of South
American lungfish (Lepidosiren paradoxa) [37], the Brasilian pirarucu (Arapaima gigas)
[38,39], or the striped catfish (Pangasianodon hypophthalamus) [40,41].

Due to considerable differences in the size of studied fish species and correspondingly the
size of their gills, several of the previously described quantitative stereological analysis methods
cannot practically be applied for examination of the gills of rainbow trout with body sizes of
300-2000 g, commonly used in ecotoxicological studies [42-46].

In the past decade, several “deep tissue imaging” methods based on examination of optically
cleared (i.e., transparent) samples by laser light sheet fluorescence microscopy (LSFM) have
been developed, allowing microscopic examination in 3-D without the necessity of preparation
of 2-D histological sections [47-53]. Besides visualization of complex 3-D architectural tissue
properties, such as e.g., vascularization patterns [54,55], LSEM of optically cleared samples also
provides an elegant, fast and effective approach for the quantification of diverse histomorpho-
logical parameters, thus holding a great potential for quantitative characterization of the mor-
phology of gill samples [53,56-58]. However, qualitative or quantitative examinations of
optically cleared gills by LSFM have not been reported so far.

Aim of the present article is to provide a comprehensive collection of practicable methods
for unbiased quantification of relevant morphological parameters of rainbow trout gills, featur-
ing both “classical” unbiased quantitative stereological sampling and analysis methods based
on examination of light- and electron microscopic sections, as well as protocols for LSFM-
based quantitative morphological analyses of optically cleared gills. The featured methods and
protocols shown here provide a basis for standardized and representative state-of-the-art
quantitative morphological analyses of trout gills in ecotoxicological studies, ensuring the
unbiasedness and reproducibility as well as the inter- and intra-study comparability of analysis
results. This will significantly contribute to reliably identify NOEC limits of aquatic pollutants
and help to reduce the number of sacrificed fish in ecotoxicological studies by avoiding unnec-
essary repetitions of experiments.

Experimental fish, ethical statement

For development and demonstration of the methods shown in the present study, rainbow
trout (O. mykiss) (n = 5) of both sexes and body weights ranging from 300 to 2000 g were sacri-
ficed. For comparison of the analysis results of different quantitative morphological analysis
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methods, gill samples of four different fish were used. The fish were obtained from the breed-
ing facility of the Bavarian Environment Agency in Wielenbach, Germany. Fish were eutha-
nized with tricaine methanesulphonate solution (500 mg/l, Tricaine Pharmaq™ 1000 mg/g
(Pharmagq Ltd., United Kingdom)) and subsequent mechanical disruption of the brain after
circulatory arrest, using a sharp 14 gauge cannula (Braun" Sterican™, B.Braun Melsungen
AG, Germany). The use of the fish in this study was approved by the institutional review board
of the Institute for Veterinary Pathology at the Center for Clinical Veterinary Medicine of the
Ludwig-Maximilians University Munich and performed in accordance with the relevant
guidelines and regulations and with permission of the local authorities.

Contents

Section 1 provides an initial, short introduction to the basic principles and methodological
aspects of unbiased quantitative stereological analyses. Essential aspects of trout gill morphol-
ogy, histology and ultrastructure are recapitulated in Section 2. Section 3 outlines the relevant
quantitative morphological gill parameters. Sections 4-7 illustrate the work steps from gill-
preserving killing to gill dissection and adequate processing for further analyses. Sections
8-15 sequentially guide through the sampling- and analysis procedures for quantitative stereo-
logical analysis of relevant morphological gill parameters. The application of LSFM of optically
cleared gill samples in quantitative histomorphological analyses is described in Section 16.
Topic Section
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LSFM-based determination of volume- and surface area densities of secondary gill lamellae in the gill 16.2
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.t001

1. Basic principles of unbiased quantitative stereological analyses

Commonly applied quantitative stereological analysis approaches follow few fundamental
principles, which are briefly outlined below and schematically illustrated in Fig 1. Quantifiable
morphological tissue parameters generally comprise volumes, surface areas, lengths and
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Fig 1. Quantitative parameters, stereological test systems, sampling, section orientation and stereological probes
in quantitative stereological analyses. Volume densities (Vy(sructure of interestireference space)) length densities (Ly
(sracture of interestreerence sacey) and surface area densities (Sy retare ofimterestreerence space) A estimated in
representative, systematically uniform random (SUR) sampled 2-D sections of the reference space. Volume densities
are deduced from the fractional areas of the structure of interest and the reference space, determined e.g., by point
counting. Length densities are estimated on isotropic uniform random (IUR) sections from the number of
intersections of the structure of interest with the section area. (Note that the present guidelines do not cover quantitative
stereological estimation of length parameters of gill structures. Determination of the true harmonic mean of the diffusion
barrier thickness in the secondary lamellae (SL) is described in Section 15.) For estimation of surface area densities, the
number of interactions of the examined surface area with appropriate stereological probes is counted in vertical
uniform random (VUR) sections. Estimation of numerical volume densities (Nysructure of interestreference space)) T€quires
3-D test systems, such as the physical disector, to sample and count particles. A physical disector is a stereological
probe used for unbiased counting and sampling of particles. It consists of two parallel histological sections (a reference
section and a look-up section) with a defined distance, thus defining a known tissue volume. Particles that are
sectioned in the reference section, but not in the look-up section are counted (Q’), using the unbiased counting frame.
Estimation of Ny gructure of interestireference space) Using the physical disector is described in detail in Section 14. Absolute
quantities of volumes, lengths, surfaces and numbers are obtained from the respective densities and the total reference
space volume. Mean particle volumes are calculated from their volume densities and their numerical volume densities
in the reference space, as described in Section 14. * The section plane orientation illustrated for the corresponding
parameters is highly reccommended, but there are several options for most morphological parameters regarding the
orientation of the section plane.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9001

numbers of tissue structures within the organ, tissue, or organ compartment harboring these
structures (i.e., the reference compartment). Quantification of these 3-D morphological
parameters is achieved by analysis of representative (2-D) histological sections of the reference
compartment [25,26].

Systematic uniform random sampling (SURS) methods are used to generate a sufficient
number of representative samples from the entire reference compartment, adequately reflect-
ing the quantitative morphological parameters of interest in the examined organ/tissue. To
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warrant unbiased analysis results, appropriate random sampling procedures are applied on all
hierarchical sampling levels, i.e., sampling of the histological sections cut from the blocks of
embedded specimens as well as sampling of the test fields to be examined within these sections
[26,59]. The dimensional reduction that is associated with the examination of 2-D sections of
3-D tissue structures, is inevitably associated with a loss of structural information: in 2-D sec-
tions, 3-D volumes will be represented as areas, surfaces present as transection lines and
lengths as intersection points with the section plane, whereas the number of particles in a 3-D
reference volume has no direct equivalent in a 2-D section [14,25,60]. Moreover, the areas,
shapes and number of (anisotropic) 3-D particles in 2-D sections, as well as the lengths of tran-
sections of surfaces or the number of intersections of lengths within the plane of a histological
section generally depend on the orientation of the section plane relative to the sectioned sam-
ple, as well as on the sizes, shapes and the spatial distributions of the sectioned structures
within the reference compartment [8,25,26,60]. Finally, quantitative stereological determina-
tion of surface areas, lengths and particle numbers is affected by the tissue shrinkage that
occurs during the histological embedding process of the specimen [26,60,61].

In quantitative stereological analyses these issues are addressed by analysis of 2-D histologi-
cal sections with randomly oriented section planes (isotropic uniform random (IUR) or verti-
cal uniform random (VUR) sections) [14,24,62], by using suitable histological (plastic-)
embedding media allowing for estimation and correction of embedding-related tissue shrink-
age, using the linear tissue shrinkage correction factor f; [26,60,63,64], and by appropriate ste-
reological probes and test systems for analysis of the sections [24,65]. Table 1 provides a brief
summary of the appropriate sample section plane orientations, embedding media and ade-
quate tissue shrinkage correction factors for the relevant quantitative morphological
parameters.

Table 1. Adequate sample section plane orientation, embedding medium and tissue shrinkage correction factor
(f,) for different quantitative morphological parameters.

Parameter Section plane orientation Embedding medium f,
Volume density (Vyxy))" Arbitrary, VUR, IUR Paraffin, plastic resin

Surface area density (Sv(x/y))b VUR, IUR Plastic resin® f,
Length density (Lyx/y))© IUR Plastic resin® £
Numerical volume density (Nv(xm)d Arbitrary, VUR, IUR Plastic resin® £

*Vy(xsv) the volume density of a tissue compartment or cell type within the reference compartment can be
determined using arbitrary-, VUR- or IUR sections of SUR sampled specimen. As a dimensionless parameter,
volume densities are generally independent of the effect of (homogenous, i.e., an overall equal extent of embedding-
related tissue shrinkage of different histological gill structures) embedding-related tissue shrinkage, so embedding in
plastic resin medium or paraffin wax is appropriate and no correction for embedding-related tissue shrinkage is
performed. X: Structure of interest, Y: Reference compartment.

PEstimation of Sy xy) is principally feasible in VUR- or IUR sections of plastic resin-embedded samples. As a
shrinkage-sensitive parameter, Sy y,y) needs to be corrected for embedding-related tissue shrinkage, i.., it needs to
be multiplied by f..

“Estimation of Ly x,y) has to be performed on IUR sections of plastic resin-embedded samples. As a shrinkage-
sensitive parameter, Ly,x,y) needs to be multiplied by f. for correction of embedding-related tissue shrinkage.
9dEstimation of Ny(xyy is feasible in arbitrary-, VUR- or IUR sections of plastic resin-embedded specimen, Ny x,y) as
a shrinkage-sensitive parameter needs to be multiplied by f.* for embedding-related tissue shrinkage correction.
“Estimation of Sy(x;y), Lyxsy) and Ny xy) is also possible using paraffin as embedding medium [66], however it is
not recommended due to the paraffin embedding-related pronounced tissue deformation. For details, the interested
reader is referred to several excellent publications [14,24-26,62,67,68].

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.1002
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In the outlined experimental approach (Section 4), the analysis of histological sections
yields relative quantities of the examined morphological parameter per volume unit of the ref-
erence compartment (i.e., volume-, surface area-, length densities and numerical volume den-
sities). Interpretation of these relative parameters alone, however, may be inconclusive, since
changed densities may result from changes of the target structures, as well as from altered vol-
umes of the reference compartments, or both, which is referred to as the “reference trap”

25,67]. The eventually relevant data, i.e., the absolute quantities of volumes, surface areas,
lengths or numbers of the examined tissue structures of interest, are calculated by multiplica-
tion of the respective density parameter by the volume of the complete reference compartment
[24,67]. Therefore, determination of the reference compartment’s volume must not be omitted
[69,70]. Since determination of different quantitative morphological parameters may require
different sampling designs, special sample processing procedures and histotechniques, as well
as application of distinct stereological test systems, an adequate planning of the sampling strat-
egy in advance is essential in any quantitative stereological study [70]. For a more detailed dis-
cussion of the general principles of quantitative stereology, the interested reader is referred to
the standard textbooks of stereology and several excellent reviews of quantitative stereological
analyses in biomedical research [25,26,32,71].

2. Trout gill morphology and nomenclature

Analyses of qualitative and quantitative histomorphological gill alterations require consider-
ation of the physiological functions and the complex 3-D gill architecture, which are briefly
recapitulated here and illustrated in Figs 2-4 and S1. As a teleost freshwater fish species, the
rainbow trout possesses four pairs of gills (holobranchs) (I-1V, from rostral to caudal, the pseu-
dobranch is not taken into account here) [18,72]. Each holobranch is composed of a bony gill
arch, bearing gill rakers on its rostral concave margin and hemibranchs (i.e., two rows of gill
filaments) on its caudal convex margin (Figs 2 and S1). In trout, the hemibranchs are sup-
ported by an interbranchial septum that extends from the basis of the filaments up to 60% of
the gill filament length and contains lymphoid tissue [72,73]. Each gill filament (primary
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Fig 2. Schematic illustration of the 3-D histo-architecture of the gills and corresponding 2-D histological sections.
https://doi.org/10.1371/journal. pone.0243462.9002
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Fig 3. Appearance of histological gill section profiles in different section plane orientations (schematically
indicated). A. Transverse section. B. Frontal section. C. Sagittal section. Important morphological structures are
indicated: GS: Gill arch support skeleton, CR: Cartilage rod, PL: Primary gill lamellae, SL: Secondary gill lamellae.
Haematoxylin and Eosin (HE)-stained sections of formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE) gills. Bars = 200 um.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9003

lamella) is supported by a cartilaginous rod and bears numerous, parallel oriented, delicate
respiratory lamellae (secondary lamella) originating from the dorsal and ventral side of the pri-
mary lamella. Representing the functional unit of the gills, the secondary lamella is the site of
gas and ion exchange as well as metabolism of diverse endogenous and exogenous substances
[18]. In histological gill sections, we define the border between the secondary and the primary
lamellae by an imaginary line tangential to the epithelial surface of the primary lamella
between two adjacent secondary lamellae at the transition of the multilayered primary lamella
epithelium into the thinner epithelium covering the secondary lamellae [74] (Fig 4A). The
respiratory surface area is increased by forming plate-like secondary lamellae which are com-
posed of complex vascular networks defined by pillar cells and an epithelium composed of dif-
ferent specialized cell types, mainly pavement-, but also e.g., chloride- or goblet cells [74]. The
gas exchange barrier (Figs 2 and 4C) between the water and the vascular spaces consists of the
secondary lamellar gill epithelium, its basement membrane and the pillar cell flanges delimit-
ing the lamellar blood spaces, endothelial cells are only partially present as lining of the mar-
ginal channel [33,72]. The perfusion of the secondary lamellae is regulated by contraction of
the pillar cells and varies in response to e.g., stress, hypoxia or increased activity [75]. As

Fig 4. Gill histomorphology and ultrastructure. Important morphological structures are indicated: PL: Primary gill
lamellae, SL: Secondary gill lamellae, PC: Pillar cell, EC: Epithelial cell, ERY: Nucleated erythrocyte inside a SL-
capillary, BM: Basement membrane of the SL-capillary. A, B. Light-microscopic histomorphology of gill filaments
(sagittal section). A. The anatomical border between the SL and the PL is indicated by arrows and a dashed green line.
FFPE. HE. B. Semithin section of Epon-embedded gill filaments. Toluidine blue (TB) staining. Bars = 50 um. C.
Ultrastructure of the secondary gill lamella. The oxygen diffusion barrier between the epithelial surface of the SL and
the capillary lumen is indicated by a double arrow. Transmission electron micrograph. Bar = 5 pm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9004
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indicated in Figs 2 and S1, the water flows from the buccal chamber into the opercular cham-
ber, passing between the secondary lamellae. The flow rates of water perfusing the gills at a
time differ between fish species as well as between individual gills and different parts of one
gill, and can be regulated (e.g., by opercular movement) depending on the current oxygen
demand of the fish. Within the vascular network of the secondary lamellae, the direction of
blood flow is opposed to the direction of the water flow. Due to this counter-current principle,
the large surface of the secondary lamellae, the short oxygen diffusion distance as well as the
adaptive regulation of water perfusion through different gill regions, the gas exchange at the
secondary lamellar epithelium is highly efficient [18,72,76].

Due to the highly anisotropic 3-D architecture of the gills (i.e., the strictly directed spatial
orientations and positional relations of different structural elements), the presentation of dif-
ferent gill structures in histological (2-D) sections strongly depends on the position and the
3-D orientation of the section plane relative to the sectioned gill specimen, as illustrated in
Fig 3.

3. Relevant quantitative stereological gill parameters

The present guidelines feature approaches for the determination of selected quantitative ste-
reological parameters (listed in Table 2), which are highly relevant for the detection and char-
acterization of (trout) gill lesions in ecotoxicological studies.

These morphological parameters are directly related to physiologically relevant gill func-
tions such as the capacity of gas or ion exchange (i.e., the respiratory surface or the thickness of
the diffusion barrier), or to common pathophysiological reaction patterns of gills exposed to
different noxious agents (e.g., proliferation or loss of cells in the gill epithelium, characterized
by the total number of cells). Previous studies have shown that the exposure to aquatic pollut-
ants and diverse chemical compounds frequently manifests in a large variety of histopatholog-
ical gill alterations and associated changes in the featured quantitative morphological gill
parameters [3,16,33,76,77]. They can therefore be used as sensitive indicators of toxic effects of
aquatic xenobiotics in ecotoxicological studies, as well as for the objective quantification and
comparison of the extent of defined gill lesions in different (ecotoxicological and non-ecotoxi-
cological) experimental settings or the quantification of morphological gill parameters in non-
pathological experiments. Using the analysis protocols described below, values for V(gg), Vv
sL/GF) V(SLGF) Sv(sL/GE), S(sL.GF)» Vviecsst) and V(gc sy were determined in the gills of rain-
bow trout of ~1300 g to attest the feasibility of the featured “classical” quantitative stereological

Table 2. Relevant quantitative stereological gill parameters.

Parameters Abbreviation
Total gill filament (GF) volume | Vier
Volume density of secondary lamellae (SL) in the GF VvisuGr
Total volume of SL in the GF | VisLGE)
Surface area density of the SL in the GF | SvisLiGr)
Total surface area of SL in the GF | S(sL.GF)
Volume density of epithelial cells (EC) in the SL | Vv(ecrsyy
Total volume of EC in the SL | Viec,sn
Numerical volume density of the EC in the SL Ny(ecisy)
Total number of EC in the SL | Necsny
Mean cellular volume of EC in the SL ¥ (ecsy)
True harmonic mean of the diffusion barrier (DB) thickness of the SL | Thios)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.t003
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methods and to evaluate the results of the methods with quantitative morphological analysis
results based on laser light sheet fluorescence microscopic (LSFM) examination of gill filament
samples (Section 16).

4. General experimental design for quantitative stereological analyses of
trout gill morphology in ecotoxicological studies

To provide accurate estimates of quantitative morphological tissue parameters, any quantita-
tive stereological study essentially depends on an appropriate experimental sampling design.
The sampling design has to consider the determination of the volume of the reference com-
partment of interest (e.g., the total gill filament volume), the application of efficient approaches
for random sampling of organ/tissue locations, histological sections and section test fields, as
well as appropriate methods for the randomization of the 3-D orientation of the section planes
and for consideration of tissue shrinkage related to the histological embedding process [70].
Depending on the analysis parameter(s) of interest (Tables 1 and 2), different stereological test
systems and probes (Fig 1) are required and, correspondingly, also different histotechniques
and sample processing steps must be applied (paraffin- or plastic-embedding media, light-
(LM) or electron microscopy (EM)). Since inappropriately processed samples can generally
not be used for retrospective analyses of quantitative stereological parameters, the experimen-
tal sampling and analysis design of a stereological study must consider all these eventualities in
advance. A detailed schematic overview of an experimental study design, covering all the rele-
vant quantitative morphological gill parameters listed in Table 2, is provided in Fig 5. This
design can be individually adapted to the requirements of a given study. From Fig 5 it is evi-
dent that volumetry and SUR sampling of the gill filaments is mandatory, whereas randomiza-
tion of the section plane orientation and tissue shrinkage correction, the choice of the
appropriate histological embedding medium and the subsequent stereological analysis proce-
dures depend on the individual morphological parameter(s). For estimation of quantitative
morphological parameters that are shrinkage-sensitive and/or require generation of thin sec-
tions with verifiable thicknesses (S(st.r), Nsc.st) Viscsp» Thios))» samples are embedded in
plastic resin-based embedding media, such as glycol methacrylate/methyl methacrylate (i.e.,
GMA/MMA) [78] or epoxy resin (Epon, aka Glycid ether 100; Serva, USA). Compared to par-
affin, embedding in plastic resins causes less and more homogenous 3-D tissue shrinkage and
allows for sectioning of thinner sections with consistent thicknesses [14,64,79,80]. Plastic-
embedding media are therefore often preferred in quantitative stereological studies [14]. In
contrast, estimation of volume density parameters (e.g., Vy(sp/gr)) is largely independent of
embedding-related (homogenous) tissue shrinkage and can therefore be performed using par-
affin sections [25,26]. Estimation of volume- and numerical volume density in SUR sampled
specimen is independent of the orientation of the samples and can be performed in arbitrarily
oriented sections [26]. Estimation of surface area- and length density parameters requires gen-
eration of sections with randomly oriented section planes [24,25], such as VUR- or IUR sec-
tions (Section 10, Table 1).

Independent of the parameter(s) of interest in a given study, it is in any case strongly rec-
ommended to sample and process a sufficient number of supplementary gill samples suitable
for analysis of additional quantitative stereological parameters, which might be of interest in
the later course of the experiment.

5. Adequate killing methods for quantitative stereological gill analyses

The chosen killing method has to conform to the applicable legal animal welfare regulations
and must not interfere with the analysis of the experimental results [81,82]. For morphological
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General experimental design for quantitative stereological analyses
of trout gill morphology in ecotoxicological studies

Euthanasia of fish at study endpoint 5
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Fig 5. General experimental design for quantitative stereological analyses of trout gill morphology in
ecotoxicological studies. The paper sections containing the respective sample processing and analysis steps are
indicated (5-15). At the end point of the study, fish are euthanized, using a gill-preserving killing method (Section 5).
Optional perfusion fixation, excision-, fixation- and volumetry of gills after removal of the gill arch are described in
Sections 6-8. Section 9 presents the systematic uniform random (SUR) sampling of representative gill filament
specimens for stereological analyses. “After SUR sampling of the specimens, it is strongly recommended to store the
remaining fixed gills and not discard them until final completion of the study. The subsequent processing steps and
analysis methods depend on the individual quantitative stereological parameters of interest (Sections 10-15).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9005

gill analysis, physical killing methods damaging the gills, such as the commonly used “blow-
on-the-head” that often leads to gill hemorrhage, should be avoided. Instead, killing by immer-
sion exposure to overdosed anesthetics, such as buffered tricaine methanesulphonate solution
(500 mg/l; pH 6-8.5; Tricaine Pharmaq™ 1000 mg/g (Pharmagq Ltd., United Kingdom)) (if
compatible with the given study [83,84]) and securing of the euthanasia by subsequent
mechanical brain destruction (e.g., by a thick, sharp trocar) or bleeding (throat-cut) can be
recommended.
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6. Vascular perfusion fixation of the gills

In various experimental medical research disciplines, vascular perfusion fixation of organs and
tissues of laboratory animals is standardly used to generate samples for subsequent morphologi-
cal analyses [85-89]. For quantitative stereological analyses, vascular perfusion fixation is often
particularly advantageous, since it removes all cellular blood compartments from the vasculature
and causes an in situ fixation of the tissue (histo-) morphology and ultrastructure [90,91]. In
ecotoxicological studies using trout, vascular perfusion fixation is, for example, used for exami-
nation of the liver [92,93] or kidney [94,95]. Vascular perfusion fixation has also frequently been
used in several morphometric studies examining the physiology or histomorphology of gills orig-
inating from fish of diverse species [37,96]. For vascular perfusion fixation of rainbow trout gills
a cardiac perfusion technique is recommendable, whereas retrograde vascular perfusion through
the dorsal aorta is often insufficient [97]. The technique of cardiac perfusion fixation of trout
gills is comprehensively described and illustrated in S2 Fig and elsewhere [97]. However, if not
performed properly, vascular perfusion fixation can easily cause severe artifacts in the delicate
gills (e.g., epithelial detachment from the SL due to inadequately high perfusion pressures and
flow rates) and substantially impede subsequent qualitative and quantitative morphological anal-
ysis (S3 and S4 Figs). Since the quantitative stereological gill parameters featured here can be
reliably determined in non-perfusion fixed gills as well, vascular perfusion fixation is not uncon-
ditionally recommended for quantitative morphological analysis of the gills.

7. Excision and fixation of the gills

With regard to the fragile histo-architecture of the secondary lamellae, preparation of the gills
should be performed immediately after killing. A practicable gill excision technique and subse-
quent preparation of the gills is illustrated in Fig 6. Using scissors, the peritoneal cavity is
opened in cranio-caudal direction by a longitudinal incision in the ventral midline, starting
with a transverse incision of skin and muscles just behind the pectoral fins. The incision is
extended cranio-dorsally to the opercular chamber (with severing of the cleithrum) (Fig 6A
and 6B). The operculum is removed and the sectioning is proceeded cranially along the medial
margins of the mandibular arches. The same procedure is repeated on the other side of the
body. The bottom of the oral cavity is severed cranially of the tongue. Then, the dorsal connec-
tion of the bony gill skeleton with the viscero-cranium is also cut through (Fig 6C and 6D).
Subsequently, the esophagus is severed and the entire gill apparatus (together with the heart,
adhering parts of the flank and the cranial aspect of the esophagus) is then removed by gently
pulling the gill arches in ventral direction (Fig 6C and 6D). After removal of the heart and the
adjacent muscle tissue, the gills are immediately transferred to neutrally buffered 4% formalde-
hyde solution (or glutaraldehyde, if appropriate) and fixed for 36 to 48 h at room temperature
with gentle agitation.

The filamentous part of the gills represents the appropriate reference compartment that has
to be sampled for subsequent quantitative stereological analyses, as far as all relevant quantita-
tive morphological gill parameters refer to gill structures which are only present in the filamen-
tous compartment (i.e., primary and secondary lamellae). For subsequent analyses the fixed
gills are therefore separated and the gill arches with rakers, bones and adherent (non-gill) soft
tissues are removed, leaving two rows of gill filaments (hemibranchs), connected by the inter-
branchial septum (for convenience, hereinafter referred to as gill filaments (GF)).

8. Determination of the gill filament volume

The total volume of the gill filaments (V(gy;) is one of the most important parameters in any
quantitative stereological study of fish gills, since it provides the reference volume which is
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Fig 6. Excision of trout gills. Using scissors, the peritoneal cavity is opened, starting with a transverse incision ventro-
caudal to the base of the pectoral fins (B). This incision is elongated caudally along the ventral midline, up to a few
millimeters cranial of the anogenital papilla (A). Just behind the pectoral fins and the cleithrum, the incision is
continued in dorso-cranial direction, ending in the opercular chamber by severing the cleithrum (A). Then, the
operculum is removed and the ventral part of the gill basket is disconnected from the viscerocranium (in D, the
orientation of the incision line is indicated by a green dotted line). The dorso-cranial connection between the gill
basket and the skull is disconnected by severing the rostral pharyngobranchial bones (indicated by a blue dotted line in
D). Subsequently, the esophagus is cut through (indicated by a black dotted line in C), the dorsal connection between
the gills and the skull is transected (indicated by a red dotted line in D) and the gill basket is removed from the body by
gently pulling the gill arches in ventral direction (arrow in C). E. Dissected gill basket. Top: dorsal aspect. Gills I-IV are
indicated. Bottom: ventral aspect. Rostral (ro). F. Dissected gill arches of the left (/) and right (r) side, prior to
immersion fixation. Bars = 1 cm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.g006

essential for calculation of all other absolute quantitative gill parameters (refer to Sections 1
and 4). Technically, V(g can be determined by different means, e.g., by submersion of the GF
sample in a liquid of known density (p). The weight of the liquid displaced by the submerged
sample is measured and the corresponding liquid volume (i.e., the sample volume) is calcu-
lated from the weight and the specific weight of the displaced liquid. The same approach is
also used to determine the gill filament density (Fig 7), which can then be used to calculate the
volumes of GF samples from their individual weights [25,26,63,69].
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Fig 7. Determination of gill filament density and sample volume, using the submersion method
(Archimedes‘principle). A. Fixed gill after excision of the gill arch, briefly blotted dry on lab-paper towel to remove
adhering liquid. B. Scale tared to the weight of the sample holder. C. Measurement of the GF sample weight (mgp). D.
Scale tared to the weight of a container filled with physiological saline or fixative of known density and the submerged
sample holder. Note that the sample holder is not placed on the scale sensor and does not have contact to the bottom
or the walls of the container. The arrow indicates the position up to which the sample holder is submerged into the
liquid. E. The sample is attached to the sample holder and completely submerged into the liquid up to the marked
position on the sample holder. Note that the sample does not have contact to the bottom or the walls of the container.
The weight of the fluid displaced by the GF sample (my) is recorded. The sample volume is calculated from the
sample weight (m(r)) and the GF density (p(cr)), using Eq 1.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9007

The individual volume of a plastic medium-embedded GF sample can be determined from
the histological GF profile areas measured in equidistant, parallel sections covering the entire
(known) height of the embedded GF sample (principle of Cavalieri) [14,24,25]. This approach
is used, e.g., for determination of the extent of embedding-related tissue shrinkage, as
described in Section 11.

For application of the submersion technique, the (fixed or fresh) GF specimen is gently
dabbed dry, using a lab-paper towel to remove any liquid adhering to the gill filaments. Subse-
quently, the sample is weighed to the nearest mg. The volume of the sample is then determined
from the volume of liquid of known density which is displaced by the completely submerged
specimen (Eq 1), as illustrated in Fig 7E. A transparent container is filled with physiological
saline (p = 1.0046 g/cm’ at room temperature) or fixation solution of known density and placed
on the scale. A sample holder is submerged into the liquid to a defined position without any con-
tact to the container or the scale, and the scale is then tared. The GF sample is attached to the
sample holder and completely submerged up to the marked position on the sample holder. It is
important to ensure that the submerged sample does not have contact to the walls or the bottom
of the container. The weight of the liquid that is displaced by the submerged sample is recorded
(mg)). The total volume of the GF sample (V) and its density (p(gp)) is calculated from the
weight of the GF sample (mgp)) and the density (py;)) and weight of the displaced liquid (mg))
(Eq 1). In studies examining large numbers of fish, it is not necessary to determine the density of
all individual GF samples. Instead, the average gill filament density is determined in an appropri-
ate number of representative samples per experimental group and collectively used for calcula-
tion of the individual sample volumes from their individual weights [25].

Using the described technique, we determined the average gill filament density (formalin-
fixed) on 12 GF samples from healthy rainbow trout to account for 1.07 + 0.02 g/cm’

(mean + standard deviation (SD)).
Eq 1. Calculation of the total gill filament volume (submersion method).

Vier) = Mg /P(ct-')

V) Total volume of the gill filament (GF) sample

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462 December 9, 2020 14/47

73



PUBLIKATION

PLOS ONE

Quantitative stereology of the gills of rainbow trout in ecotoxicological studies

mgg) Weight of the GF sample (blotted dry)

mg) Weight of the fluid (F) displaced by the submerged GF sample

p(cr) Density of the GF sample (p(Gr) = m(Gr)/Vgp)

p(r) Fluid density at 20° C

V(gn Volume of the fluid displaced by the submerged GF sample

(Vign = may/pa))

Due to their filamentous lamellar structure, gills do have an extraordinarily high water-
binding capacity. Volume determination of gill samples using the submersion technique may
therefore be substantially biased by the amounts of liquid adhering to the gill filaments [69].
The volume of liquid attached to the (moist) gill sample must therefore be considered when
the sample volume is determined and adequate removal of this liquid (without damaging the
gills) must be guaranteed. The exact volume of liquid attached to a gill specimen can experi-
mentally be determined by photometric measurement of the decrease of the concentration of a
dyed liquid, which is diluted by the (unstained) liquid attached to a moist gill sample that is
submerged in the dyed liquid. The experiment is illustrated and described in detail in S5 and
S6 Figs. Using this experimental approach, we tested the efficiency of the removal of the liquid
attached to moist gill samples by gently dabbing the samples with lab-paper towels (Figs 7A,
$6G). In seven tested gill samples, the volume of liquid adhering to the samples (determined as
described above) and the volume of water that was removed from the samples by placing them
on a lab-paper towel for approximately 10 seconds was not significantly different (mean devia-
tion: 1.78 + 0.01%, p = 0.736, paired t-test). Therefore, the volume of gill samples can be ade-
quately determined with the submersion technique, if the samples are carefully dabbed dry in
advance.

9. Systematic uniform random (SUR) sampling of representative gill
filament samples

After volume determination, gill filament (GF) (sub-) samples are taken for quantitative ste-
reological analyses of the morphological parameters of interest. Assuming that the gills of the
right and the left side do not differ systematically in their histo-architecture, it is sufficient to
randomly sample either the left or the right gills (S1A Experimental data).

The generated GF samples must be representative, i.e., adequately reflect the morphological
properties of the entire reference compartment (i.e., the entirety of gill filaments). Representa-
tive GF samples can be generated using efficient systematic uniform random (SUR) sampling
designs [63,85,98], as described below. The applied SUR sampling design ensures that every
possible location in the gill filaments is sampled with the same random probability, which is a
crucial prerequisite to obtain precise and unbiased estimates of quantitative parameters in the
subsequent stereological analyses [25,26,59,98].

SUR sampling of the reference compartment (GF) for subsequent quantitative stereological
analyses of the volume fractions of the relevant quantitative gill parameters (Vysi/Gr) Svist
Gy Nv(ecssy) is described below and illustrated in Fig 8B-8G. The absolute quantitative
parameters of distinct structures/cells of the gill filaments (e.g., V(s Gr)» Sist.ry Nec,s1)) are
calculated from their relative volume fractions and the total GF volume (V(gp)). V(g is deter-
mined by submersion volumetry/weighing of the gill filaments after removal of the gill arch as
described in Section 8.

To prevent a loss of gill filaments and to preserve the orientation of the primary gill lamellae
in the excised specimen, it is recommended to stabilize the gill filaments by briefly dipping the
gills in liquid agar prior to sampling. For SUR sampling, the gills are then placed on their oper-
cular side and randomly overlaid with a cross-grid, printed on a transparent plastic. For SUR
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Fig 8. Systematic uniform random (SUR) ling of representative gill filament samples. A. The 4 formalin-fixed

13

gills of one side before the removal of the gill arches. B. After removal of the gill arches, the gills are placed on their
opercular (i.e., lateral) sides. Optionally, the GF are briefly dipped in liquid agar for stabilization. C. The GF are
randomly superimposed with an appropriately sized cross-grid printed on a plastic transparency. Here, a 6 mm grid is
used. To randomize the position of the grid relative to the gills, the upper left cross of the grid is placed over a random
point outside of the GF (indicated by a red spot). D. All crosses hitting the GF are marked (red crosses). In the present
example, 27 crosses hit the GF. E. The sampling interval (i) is defined by the number of crosses hitting the sampled
reference compartment (n) and the number of SUR samples to be generated (s) for analysis of a specific quantitative
stereological gill parameter (i = n/s). In the present example, > 5 samples are to be generated. Accordingly, every 5

position (27/5 = 5.4) where a cross hits the GF is sampled. The position of the first location to be sampled is
determined randomly within the sampling interval (1-i; here position N*3), using a random number table/generator.
Thus, in the present example 5 GF locations are SUR sampled (N°3, N*8, N"13, N"18, N"23), as indicated by red
circles. (Counting proceeds from the left to the right and from top to bottom.) F. Detail enlargement of the second gill
with the sampling location N°8, indicated by the red circle. G. SUR sampled GF sites are excised, using a 6 mm biopsy
punch. H. Detail enlargement of an excised SUR sampled GF specimen. Bars = 1 ¢cm in A-G and = 0.25 cm in H.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9008

sampling of gill filaments in the gills of trout of approximately 300-2000 g of body weight, a
cross grid with 4-6 mm lateral distance between two adjacent crosses can be recommended
(depending on size of the gills, the diameter of the biopsy punch, and the percentage of the gill
filaments that should be sampled). Copy templates of cross grids of diverse sizes can be found
at Albl et al. [85] or Howard and Reed [25]. All crosses hitting the gill filaments are counted (a
cross is counted as a hit if the right upper corner of the cross hits the gill filaments [26,63,85]),
and sampling localizations are chosen systematically according to a defined sampling interval
(i). The sampling interval (i) is defined by the number of crosses hitting the sampled reference
compartment (n) and the number of SUR samples (s) to be generated (i = n/s). The numbers
of samples recommended for analysis of different quantitative morphological gill parameters
are given in Table 3. The first sampling location is determined randomly within the sampling
interval (1-i) using a random number table/generator [24,25,63,85]. The sampled locations are
marked, e.g., with blank paper confetti, and the samples are excised using a biopsy punch of
4.0-6.0 mm diameter (Stiefel Biopsy punch, SmithKline Beecham Ltd., United Kingdom).
Subsequently, the SUR sampled GF specimens are differentially processed, according to the
specific histo-technical requirements of the respective quantitative stereological analysis meth-
ods that are applied for examination of the different morphological parameters of interest (as
illustrated in Fig 5). An alternative, efficient sampling and embedding procedure allowing for

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462 December 9, 2020 16/47

75



PUBLIKATION

PLOS ONE Quantitative stereology of the gills of rainbow trout in ecotoxicological studies
Table 3. Rec ded pling design and sample number for quantitative stereological analysis of different morphological gill parameters.
Parameter Number® of SUR samples ‘ Sample processing Paper Section
v Sample orientation Embedding medium
Vvisucr 5 Arbitrary Paraffin® 12
Sv(sLGr) 5 VUR® ‘ GMA/MMA 13
Vyecssty Nvecsiy Viecsy 5 IUR? ‘ Epon® 14
Th(ps) 5 IUR | Epon 15

*The indicated sample numbers refer to the gills of one body side and represent orientation values based on a previous study, examining trout with body weights of ~300
g [99]. In a given study, the number of samples may have to be individually adapted to the specific experimental settings and examined parameters.
®Paraffin-embedding facilitates identification of distinct tissue structures or cell types by immunohistochemistry or special histological staining.

“Estimation of Sysj /G is performed on VUR sections, since a "preferred” sample orientation can be obtained thanks to the unrestricted choice of VA orientation. The
estimation of Sy(x,y, on VUR sections is the method of choice for most design-based studies [25].

IThe generation of IUR sections of SUR sampled and Epon-embedded GF samples is highly recommended for estimation of Ny /sy, since all other relevant
quantitative morphological gill parameters can be estimated on these sections, if necessary.

“Epon-embedding enables for preparation of semithin serial sections or ultrathin sections for TEM analysis.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.t004

estimation of the gill volume and the gill surface area is comprehensively illustrated in da
Costa et al. [38].

The generation of 5 GF samples of the four gills from either the left or the right side is con-
sidered as sufficient for an efficient, unbiased estimation of the relevant quantitative stereologi-
cal gill parameters (total coefficient of variance (CV) = 1.7% [25]) (S1B Experimental data).
However, a higher number of samples might be necessary in experimental settings where the
distribution of lesions in the experimental group may be irregular.

10. Randomization of the orientation of the sample section plane

Quantitative stereological analyses of surface areas and lengths of distinct tissue structures in
histological sections depend on the 3-D orientation of the analyzed tissue structures relative to
the orientation of the 2-D section plane(s) [25,26]. Therefore, the spatial orientation of the
analyzed sections (relative to the examined samples or vice versa) has to be randomized in
quantitative stereological analyses of these parameters (Tables 1 and 3, Figs 1 and 5) [25,68].

For an efficient randomization of the orientation of a section plane cut through an individ-
ual sample, different methods have been developed [25,62,68,100,101]. In isotropic uniform
random (IUR) sections, the orientation of the sample (respectively of the section plane cut
through the sample) is randomized in all three dimensions of space, IUR sections can be used
for analysis of all quantitative stereological parameters [14,24,68,102,103]. However, since the
spatial orientation of each individual IUR section is completely random, the histological
appearance of IUR sections is variable, and often divergent from the “familiar” histology the
pathologist is used to [24]. This is especially relevant for organs with a highly anisotropic
histo-architecture, such as fish gills (Figs 2 and 3).

IUR sections can principally be generated using different approaches, such as the Orientator
[63,85,101] or the Ortrip method [100]. For generation of IUR sections of (small) gill filament
(GF) samples, the one-cut Isector method [68] has proven suitable, as illustrated in Figs 9 and
§7. Generation of IUR sections with the Isector is reasonably easy: SUR sampled specimens are
embedded in (isotropic) Epon spheres, using spherical casting molds. If electron microscopy is
to be performed, the SUR sampled GF samples are previously trimmed to a size of ~1 mm?>.
After polymerization, the spherical sample is rolled across the workbench surface, stopped at a
random position and sectioned at this position to receive an IUR section plane [63,85].
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Fig 9. Generation of IUR sections of a SUR sampled gill filament specimen with the Isector method. A. A SUR
sampled specimen of fixed gill filaments is carefully cut to a size of approximately 1 mm x 1 mm x 1 mm (suitable for
Epon-embedding and electron microscopy), preserving the secondary lamellae as structure of interest. B. The
specimen is embedded in a sphere of epoxy resin, using a spherical casting mould. C, D. After polymerization of the
embedding medium, the sphere is rolled across a flat surface and stopped at a random position. F, G. The sphere is
sectioned at this random position, resulting in an IUR section plane.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9009

Surface area densities, such as the surface area density of the secondary lamellae in the
gill filaments (Sy(si/gr)) can be efficiently analyzed in vertical uniform random (VUR) sec-
tions [62]. In VUR sections a fixed vertical axis (VA) of the sample is defined, by which the
orientation of the section through the sample is only randomized in the two remaining
directions of space. The VA can be freely chosen, as long as it is clearly recognizable in all
sections. This allows generation of histological sections with a more “habitual” appearance,
facilitating quantitative stereological analyses of surface area density parameters [62,104].
For generation of VUR sections of SUR sampled GF specimens, the technique shown in
Figs 10 and S8 is recommended. SUR sampling of 5 GF specimens is performed as
described in Section 9. VA is defined as the axis perpendicular to the gills placed on the flat
workbench with their opercular side (i.e., the horizontal plane). The original orientation of
the SUR GF samples (relative to the gill) is marked on paper confetti placed on the samples
(Figs 10B and 10F and S8A-S8C). The excised samples are then systematically rotated
around their VA in a predefined rotation interval (i) of 36° (i.e., 180°/5 SUR sampled speci-
mens (s)), with the first sample being rotated at a random angle within the rotation interval
(Figs 10C-10F and S8B and S8C). To receive VUR GF section planes, the systematically
randomly rotated samples are vertically cut through (parallel to their VA) in their respec-
tive orientations (Figs 10E-10G and S8D and S8E). Maintaining the orientation of their
VUR section planes, the samples are then embedded in a histological plastic embedding
medium, sectioned and stained (Fig 10G-10I).
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Fig 10. Generation of VUR sections of a SUR sampled gill filament sample. A. SUR sampling positions on the GF
are marked by confetti paper. The vertical axis (VA) is indicated. B. SURS sample excised with a biopsy punch. The
orientation of the sample relative to the gill is marked by a black line on the confetti paper (0°-180"-line). C. The
sample is placed on an equiangular circle, corresponding to the 0°-180°-mark on the confetti paper. D-G. The first
SURS specimen is randomly rotated around the VA by an angle between 0" and 36", determined using a random
number generator (here: 2°). The following four samples are systematically rotated around their VA in a predefined
rotation interval of 36" (here: 38°, 74, 110", and 146"). The samples are sectioned at the corresponding positions
(parallel to the VA). H. The samples are embedded in plastic medium (e.g., GMA/MMA), maintaining the orientation
of their VUR section surfaces, the VA is still identifiable in light microscopy. I. The resulting histological sections are
VUR sections, used for analysis of the surface area densities of the secondary gill lamellae in the gill filaments (Sys;,
i) as described in Section 13.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9010

11. Determination of plastic embedding-related three-dimensional
shrinkage of the gill filaments

Embedding of samples and preparation of histological sections is generally associated with a
3-D shrinkage of the samples. The extent of shrinkage depends on the tissue, the embedding
medium, as well as on the sample size and -volume [14,26,61,64]. Plastic-resins, such as GMA/
MMA or Epon, are commonly used as histological embedding media for quantitative analyses
of morphological tissue parameters affected by embedding-related tissue shrinkage, since the
embedding-related tissue shrinkage is lower and more uniform, as compared to paraffin
[14,61,64,79,80]. To obtain unbiased quantitative estimates of shrinkage-sensitive parameters,
such as surface area-, length- and numerical volume densities, the extent of the embedding-
related tissue shrinkage has to be considered in quantitative stereological studies [26]. The
extent of the 3-D embedding-related tissue shrinkage is determined by comparing the sample
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volumes before and after embedding (Fig 11). Assuming a uniform shrinkage in all three
dimensions of space, the embedding-related shrinkage of solid tissue samples (e.g., liver) can
conveniently be determined by comparison of the areas of corresponding organ/tissue section
surfaces prior to and after embedding [63,64,80]. For gill samples, however, this approach is
not applicable because of the microscopic lamellar architecture of the gill filaments (GF).
Instead, the volumes of fixed GF samples are determined prior to and after embedding [71].
The volume of the fixed GF samples is determined directly from their weight and density
(refer to Section 8 and Fig 11A-11D). The GF sample volume after embedding in a plastic
embedding medium is determined according to the principle of Cavalieri [24,25,59]. For this
purpose, the embedded samples are exhaustively sectioned (i.e., over the entire sample height)
into equidistant, parallel sections (Fig 11E-11H). The volume of the embedded samples is cal-
culated from the cumulative section profile area of the samples in all examined sections and
the average distance between two consecutively examined sections (Eq 2). The GF section pro-
file areas can be determined, e.g., by point counting, as shown in Fig 11]. The linear tissue
shrinkage factor (f;) used for shrinkage correction of quantitative stereological estimates of
surface area-, length- and numerical volume densities is calculated according to Eq 3 [26,63],
the adequate application of f; for the relevant quantitative morphological parameters is given
in Table 1.

Note that the extent of embedding-related tissue shrinkage does not have to be determined
for each individual sample. Instead, the average extent of embedding-related shrinkage deter-
mined for identically processed samples of the same organ/tissue and a specific embedding
medium are concordantly used for shrinkage correction in a given study. In own experiments,
we determined f; for formalin-fixed, GMA/MMA-embedded rainbow trout gill filaments to
account for f; = 0.87, corresponding to a volume shrinkage of 34.31% (S1C Experimental
data).

Eq 2. Volume of plastic-embedded gill filament samples.

V[embedded GF samples) =dx § A(GF sample section profiles)

V(embedded GF samples) Stereologically estimated volume of gill filament (GF) samples embed-
ded in histological plastic embedding media

d Mean distance between two adjacent examined sections (d = h/n)

h Sample height (i.e., the length of the sample axis perpendicular to section plane orienta-
tion, calculated from factual mean individual section thickness and total number of sections)

n Number of (parallel, equidistant) examined sections (i.e., sections are SUR sampled for
GF section profile area estimation by point counting in a predefined sampling interval)

LA (GF sample section profilesy Cumulative sample section profile area of the gill filament sam-
ples in all examined sections per case

Eq 3. Linear tissue shrinkage factor for plastic-embedded gill filament samples.

3
f & \/V(rmbcddcd GF samplts]/ V( GF samples)

f; Linear tissue shrinkage factor

V (embedded GF samples) Stereologically estimated volume of gill filament (GF) samples embed-
ded in histological plastic embedding media

V(GF samples) Volume of (fixed) GF samples prior to embedding
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Fig 11. Determination of volume shrinkage of gill filaments due to embedding in plastic embedding media. A-D.
Volume determination of SUR sampled GF samples prior to embedding. After dissection of the gill arch (A), the
density of the (fixed) GF samples is determined (B). The GF samples are excised by biopsy punch of 0.2 cm diameter
(C) and the samples weight is recorded (D). GF sample volume is calculated from GF density and sample weight
(submersion technique, refer to Section 8 and Eq 1). E-H. Embedding of GF samples in plastic medium and
exhaustive serial sectioning of the embedded samples. For stabilization and visual contrast, the GF samples are
embedded in ink-dyed black agar (E) and subsequently routinely processed and embedded in plastic embedding
medium (F) (here: GMA/MMA). The embedded samples are then exhaustively sectioned over the entire sample height
(h) with a defined section thickness (G). From the section series (H), sections are taken in a defined interval (e.g., every
40™ section) and mounted on a glass slide. The factual thicknesses of the individual sections are determined by spectral
reflectance measurement (not shown) [80]. I-J. Determination of GF sample section areas in equidistant serial
sections. The section profile areas of all samples in all examined sections are determined (here: point counting). Digital
microscopic section images are randomly overlaid with a grid of equally spaced test points (crosses) of known distance
at the given magnification (i.e., every point (P) is associated with a defined area (A)). The number of points hitting GF
section profiles are counted. Since the entire height (h) of the GF samples was sectioned into equidistant, parallel
sections, the volume of the embedded GF samples can be calculated according to the principle of Cavalieri [24,59,63],
from the total section profile area of all samples in all sections (A(G sample section profiles)) and the mean distance between
two examined sections (i.e., section thickness x section interval). A(Gp sample section profiles) 18 calculated from the total
number of counted points (£P) and the area associated with each point (A/P) (refer to Eqs 2 and 4). The proportional
volume shrinkage of GF samples associated with the embedding in the histological plastic embedding medium is
calculated from the quotient of the sample volume prior to and after embedding. The linear tissue shrinkage factor (f;)
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for gill filaments embedded in plastic medium is calculated as shown in Eq 3. Bar = 1 cm in I (left image side)
and = 500 pum in I (right image side) and J.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9011

12. Estimation of volume densities and total volumes of distinct gill
filament structures

If appropriate SUR sampling designs are applied for the selection of sampled organ/tissue loca-
tions, blocks, sections and section areas, the volume densities of distinct gill structures (e.g.,
secondary lamellae) within their corresponding reference compartments (e.g., gill filaments)
can unbiasedly be estimated from their section profile areas (principle of Delesse)
[25,26,59,105]. According to Delesse, the unbiased estimate of the quotient of the section pro-
file areas (estimated by point counting as illustrated in Section 11) of a structure of interest
(X) and its corresponding reference compartment (Y) (i.e., the section area density A 5(x/y)) is
an unbiased estimate of the volume density Vyx/v) (e.g., Vvisiiar) (Eq4) [25,26,105]. The
total volume of the structure of interest is then calculated from its volume density in the refer-
ence compartment and the total volume of the reference compartment (Eq 5). The applied
SUR sampling designs as well as the processing and analysis procedures featured in the present
guidelines ensure that the estimates of the different volume density parameters are indepen-
dent of the shape and distribution of both the gill reference compartments and the analyzed
gill structures, despite the highly anisotropic spatial histo-architecture of the gills. Within the
sampled sections and test fields, A, (x/y) can be estimated by point counting, using points as
non-direction sensitive stereological probes (Figs 11J and 12F) [25,26,59]. For this, the SUR
sampled section test fields are randomly superimposed with a grid of equally spaced crosses
(points). The number of points hitting section profiles of the structure of interest, as well as the
number of points hitting the reference compartment within all examined test fields of all sec-
tions of all samples of a case are counted and used to calculate A, (x/y) (Eq4).

Eq 4. Volume densities of distinct gill structures.

Vi = Anpy) = ZA[X)/ ZA\’H = zpnxa/ ZPm = Ppx)y)

Vvx/y) Volume density of the structure X in the reference compartment Y

A (x/y) Area density of the structure X in the reference compartment Y

YA x)/ZA(y) Quotient of the cumulative section area of the structure X in all examined ref-
erence compartment sections per case and the cumulative section area of the reference com-
partment Y in the same sections

IPx)/ZP(y) Quotient of the total number of points hitting section profiles of the structure
X in all examined sections per case and the total number of points hitting the reference com-
partment Y in the same sections

Pp(x/v) Point density of the structure X in the reference compartment Y

Eq 5. Total volumes of distinct gill structures.

le.Y) = chx,“r] X Vm

V(x,v) Total volume of the structure X in the reference compartment Y

Vyxsy) Volume density of the structure X in the reference compartment Y

V(v) Total volume of the reference compartment Y

As a dimensionless parameter, volume densities are generally independent of the effect of
embedding-related (homogenous) tissue shrinkage and can thus be analyzed in standard par-
affin sections (Fig 12) [26]. This also facilitates the use of a variety of different histological
stains, as well as identification of specific tissue structures by immunohistochemistry [106].

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462 December 9, 2020 22/47

81



PUBLIKATION

PLOS ONE

Quantitative stereology of the gills of rainbow trout in ecotoxicological studies

A

B _C
§§ i E 1\2- ) ...2 ‘" .:.
»p @ ‘ :

>0si +3i +6i +(n-1)i

SURS gqill Paraffin-embedded SUR sampling of n
filament tissue samples (non-random sections over the entire
samples orientation) height of the samples

D Ellf» F+¢é"ﬁ'v\k+“w+

; 'Y 4 O % "
. ‘ 1 g 1 + 98 o z\b %
L X * & NN
G p ("

L

1
J\
+

>
&

e
v v | +
Section 1 I +
No.4 | v

B, W
. +J"+«-+J‘u\* $n M, +

SUR sampled SUR meander Point counting on SUR
GF section sampling of sampled test field with
(FFPE-HE) test fields overlaid cross grid

Fig 12. Estimation of the volume density of the secondary lamellae in the gill fil ts. A. SUR sampled GF
specimens (please compare to Section 9). B, C. SUR sampling of sections from samples embedded in paraffin in
non-random orientation. B. Paraffin block with sagittally embedded GF samples. C. SUR sampling of sections. The
entire block is exhaustively sectioned. For subsequent analyses, sections are taken in a defined sampling interval (i).
The first section is randomly taken within the sampling interval (>0<i). D-G. Estimation of Vys;,Gr) by point
counting. D. SUR sampled section of GF specimens. E. SUR sampling of test fields within the section, performed at a
factor of magnification allowing for a reliable differentiation of PL and SL (e.g., 40x-100x microscopic magnification).
All sampled sections per case are entirely screened, following a defined meander pattern and test fields are SUR
sampled in a defined interval i (i.c., every i"" field of view containing GF section profiles), with the first field of view
being randomly selected within the sampling interval. F. SUR sampled test field overlaid with an appropriately sized
cross grid (here: 8x8 points at 100x microscopic magnification). The number of points hitting GF section profiles
(P(Gr), indicated by bold crosses) in all sections per case are counted, as well as the number of points hitting SL section
profiles (P(s;), indicated by green crosses). 34 points hit the entire GF section profile, 23 points hit the SL section
profile. Vysp/gr) is calculated as the point density of P(g;, and P(gp). The total SL volume (V51 ) is calculated as the
product of Vys; /gr) and the GF volume V).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9012

Therefore, if a randomization of the section plane orientation of SUR sampled gill filament
(GF) specimens is not performed (Table 1, Fig 5), paraffin-embedded samples can be exhaus-
tively sectioned in parallel, approximately equidistant sections of arbitrary orientation (for gill
filaments, sagittal section plane orientation relative to the gill filaments may be convenient),
and a subset of individual sections is systematically randomly sampled from the section series
for subsequent estimation of Vy(x/y) (Fig 12C). In contrast, exhaustive sectioning and SUR
sampling of sections from one sample block is not necessary, if Vyx,y) is determined in VUR-
or IUR sections of (plastic-embedded) GF samples, generated for estimation of additional
quantitative morphological gill parameters, e.g., numerical volume- or surface area densities
(Table 1, Fig 5), which considerably increases the analysis efficiency. Within the sampled sec-
tions, test fields (i.e., fields of view at the appropriate factor of magnification/objective) are
SUR sampled, e.g., by a meander sampling approach as illustrated in Fig 12E or by SUR sam-
pling with suitable stereology software tools, as comprehensively exemplified in Monteiro et al.
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[21]. For a reliable differentiation of secondary and primary gill lamellae and an efficient point
counting process, a microscopic magnification of 40x-100x is reccommendable. The SUR sam-
pled fields of view are superimposed with an appropriately sized point grid. The number of
points hitting section profiles of secondary lamellae (Pg,) in all sampled test fields of all sec-
tions per case are counted, as well as the number of points hitting GF section profiles (Pgp)).
Vysucr) is calculated from Pgp ) and P using Eq 4. The minimal total number of points
hitting the reference compartment (per case) that is necessary to achieve a Vyx,y) estimate
with a defined acceptable expected relative error probability, can be obtained from a nomo-
gram published by Weibel [26]. For a Vy(s/Gr) of ~0.3 (S1D Experimental data), a number of
~600 points hitting GF section profiles (in all examined fields of view in all sections of all sam-
ples per case) is sufficient to achieve an estimate of Vy(s,Gr) with an expected relative error
probability of 5% of the mean Vv sy /r) (S1E Experimental data),

The total volume of the secondary gill lamellae (Vs ) is calculated as the product of Vy
suGr) and the total gill filament volume V), which is directly determined, as described in
Section 8. The volume densities and volumes of other structures within the gill filaments, such
as distinct cell types, can be determined analogously, using appropriately adapted magnifica-
tion factors, sampling intervals, and point grid sizes.

13. Estimation of the surface area of the secondary lamellae in the gill
filaments

The surface area density of the secondary lamellae in the gill filaments (Sy(s;/Gr)) is determined
in VUR sections of GMA/MMA-embedded SUR gill filament (GF) samples (Sections 9 and
10, Figs 1 and 5). Sy(s1/Gr) is estimated using a stereological test system combining test points
and cycloids (i.e., test lines that interact isotropically with surface section profiles in VUR sec-
tions) [24,62,104], in which a defined length of cycloid arches (at a given factor of magnifica-
tion) is associated with a known number of test points. A detailed general description of the
theoretical basis of surface area estimation by cycloid test systems in VUR sections is provided
in Baddeley et al. [62] or Howard and Reed [25], copy templates of point/cycloid test systems
with indicated p/l quotients are provided in the supplementary data of Howard and Reed [25].
Fig 13 illustrates the practical application of the method for determination of Sy(s; /G, in trout
gill VUR samples. At 100x microscopic magnification, microscopic test fields are SUR sampled
within the VUR sections by meander sampling (Fig 12E) or with appropriate stereology soft-
ware tools. The point/cycloid test system is superimposed to the sampled test fields and aligned
to the VUR section image so that the vertical axis (i.e., the minor axis) of the cycloids (Fig 13)
is parallel to the vertical axis of the VUR section of the GF sample. In each test field, the num-
ber of intersections between the epithelial surface of the secondary lamellae and the cycloid
test lines (I(sy)) is counted, as well as the number of points hitting gill filament section profiles
(P(Gr)). Additionally, points hitting profiles of secondary gill lamellae in the same test fields are
counted (Psy)), if Vysi/Gr is to be determined from the quotient of £P (s )/XP Gy (refer to
Section 12).

Sv(siiar is calculated from the cumulative number of intersections (XI5 )) and points
(ZP(Gr)) counted in all examined test fields in all sections of all samples per case in given mag-
nification (Eq 6) [62]. Sy(si/cr) is then corrected for the extent of GMA/MMA-embedding-
related tissue shrinkage, using the linear tissue shrinkage factor (f;) for GMA/MMA-embedded
gill filaments (Section 11). The total surface area of the secondary gill lamellae in the gill fila-
ments (S¢sp,Gry) is calculated as the product of Sy (g1 /Gr) and the gill filament volume (V gp)
(Eq 7), which is calculated directly via submersion method (Section 8). Using the described
methodological approach, we determined a (shrinkage-corrected) Sysi/Gr) of 333.53 cm®/cm’
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= SR A—

Fig 13. Estimation of the surface area density of the secondary lamellae in the gill filaments. A SUR sampled
microscopic test field in a VUR section of a GMA/MMA-embedded (SUR sampled) GF sample is superimposed with a
stereological test system combining 35 cycloids and 70 points. The short side of the rectangular frame of the system
and therewith the minor axis of the cycloids is aligned parallel to the orientation of the vertical axis of the VUR GF
section (VA, indicated by the arrow on the left). All points hitting GF section profiles (P(g), indicated in green) are
counted, as well as all intersections of cycloids with the epithelial surface of SL section profiles (Is; ), encircled in red).
The SL surface area density in the GF is calculated from the sum of intersections (£I(s;)) and points (P ), counted
in all examined test fields of all sections of all samples per case, using Eq 6. In the presented example, the length of one
cycloid (1) = 1/10 of the frame width [62], the test curve length in general is calculated from cycloid arch height h as:
I=2xh [104]. GMA/MMA. HE. Bar = 50 pum.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9013

and, correspondingly, a S Gr) of 947.24 cm? in a healthy rainbow trout of ~1300 g body
weight (S1F Experimental data).
Eq 6. Surface area density of the secondary lamellae in the gill filaments.

Svistier) = (2 x (p/1) x ZI(SL)/ZP(GH xf,

Sv(sL/gr) Surface area density of the secondary lamellae (SL) in the gill filaments (GF), cor-
rected for embedding-related shrinkage

p/1 Ratio of test point number to cycloid arch length at level of the tissue

X (s1)/ZPGr) Quotient of the total number of intersections between the epithelial surface of
the SL and cycloid arches in all analyzed sections per case and the total number of points hit-
ting section profiles of GF

f; Linear tissue shrinkage factor for GMA/MMA-embedded GF (0.87)

Eq 7. Total surface area of the secondary lamellae in the gill filaments.

s(SLGF) = SV(SL/GF) X V(GF)

S(sL,r) Surface area of the secondary lamellae (SL) in the gill filaments (GF)
Svisucr) Surface area density of the SL in the GF, corrected for embedding-related shrinkage
V(Gr) Total volume of the GF sample

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462 December 9, 2020 25/47

84



PLOS ONE

PUBLIKATION

Quantitative stereology of the gills of rainbow trout in ecotoxicological studies

14. Estimation of the total number, the total volume and the mean volume
of epithelial cells in the secondary gill lamellae

Unbiased estimates of the total number of epithelial cells (EC) in the secondary lamellae (SL)
(N(ec,s1)) and of the mean cellular volume of SL-EC (¥ ;. ;,) are determinant measures for the
characterization and differentiation of gill epithelial alteration patterns such as cell loss, atro-
phy, hypertrophy, and hyperplasia. The numerical volume density of epithelial cells in the sec-
ondary lamellae (Nygc/s1)) is estimated using IUR sections of SUR sampled, Epon-embedded
gill filament (GF) samples (refer to Figs 1 and 5, Sections 9 and 10). For unbiased estimation
of numerical volume densities of cells in their reference tissue compartment, the physical dis-
ector method is applied, combined with systematic point counting [24,25,65,107]. The physical
disector represents a 3-D stereological test system, used for unbiased counting and sampling of
particles, independent of the size, shape, orientation and distribution of the particles within
their reference compartment. A physical disector consists of two parallel, corresponding histo-
logical sections (i.e., a “reference” section and a “look-up” section) with a known distance (dis-
ector height) between the sections [60,65,107], thus defining a known volume of the tissue
between the two sections.

The reference- and look-up sections are usually taken from a series of consecutive sections,
sectioned with a defined nominal section thickness (d). For determination of Ny gc/s), it is
recommendable to prepare a series of at least 7 consecutive semithin sections (per sample)
[108,109] with a nominal section thickness of 0.5 um. The mean section profile area of the ref-
erence compartment (SL) that is present in the reference- and the look-up section and the dis-
ector height define the 3-D reference compartment volume in which the particles of interest
(SL-EC) are counted. The disector height (and therefore also the disector volume) depends on
the number of sections of the section series located between the reference- and the look-up sec-
tion and on the factual individual section thickness [25,80]. For accurate analysis results, the
nominal section thickness (set on the microtome) therefore needs to be controlled by determi-
nation of the factual physical section thickness. The factual thickness of sections of plastic-
resin-embedded samples can be expeditiously determined by contact-free spectral reflectance
measurement or, more elaborately, by electron microscopy of ultrathin sections of orthogo-
nally re-embedded sections [80]. For counting of cells with the physical disector, the reference-
and the look-up section are compared. Cells are counted, if their cell nuclei are sectioned by
the reference-, but not by the look-up section. Usually, a disector height of approximately 1™
of the mean minimal orthogonal linear projection of the cell nuclei (i.e., their mean minimal
diameter) is chosen, because small nuclei that are completely located between the reference-
and the look-up section would be unintentionally overseen during the cell (nuclei) counting
process [25,107]. For determination of the appropriate disector height, the mean minimal
diameter of a sufficient number (~50) of nuclear cross section profiles of the target cells is
determined in the reference section, using appropriate morphometry software tools. To war-
rant the unbiasedness of the analysis, the reference section is randomly sampled from the sec-
tion series, and the look-up section is selected according to the previously defined disector
height. For estimation of Ny gc/s1), a disector height of 1 um is recommended (i.e., in a section
series of seven 0.5 um thick sections (N"1-7), three possible disector section pairs can be sam-
pled, each with one section between the randomly sampled reference- and the look-up section
(N°2and 4, N°3 and 5, or N°4 and 6)). Within the reference section, the examined fields of
view are SUR sampled at the given factor of magnification (and photographed). A microscopic
magnification of 200x or 400x is recommendable for disector analysis of Ny(gcys1). The corre-
sponding fields of view within the look-up section are then localized and photographed as
well. The images of corresponding fields of view in the reference- and the look-up section are

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462 December 9, 2020 26/47

85



PUBLIKATION

PLOS ONE

Quantitative stereology of the gills of rainbow trout in ecotoxicological studies

Consecutive Unbiased counting

IUR section 5 frame with cross grid
series Look-up
section s G

]

=

<+
+

=
2
+
5
oo
iy

[ A

Disector
height h

4

-~
+

534@-3

Section thickness d
SURS Reference

section

Fig 14. Estimation of the numerical volume density of epithelial cells in the secondary gill lamellae. The number of
epithelial cells (EC) per volume unit of secondary lamellae (SL) is estimated, using the physical disector as a 3-D
stereological test system for unbiased counting of particles. A physical disector consists of two parallel histological
sections (a reference section and a look-up section) with a defined distance (disector height, h). The reference section is
SUR sampled from a series of technically impeccable, parallel, consecutive sections with a defined nominal section
thickness. The factual physical thickness of the sections (d) defines the disector height. The present example shows
corresponding fields of view in a series of 5 consecutive, toluidine blue stained, semithin IUR GF sections with a
nominal thickness of 0.5 um (the examined fields of view in the section are SUR sampled at the given factor of
magnification). From the series of five sections, the second section is SUR sampled as reference section. The fourth
section (i.e., with a distance of h = 2xd =2 x 0.5 um = 1 pm) is defined as look-up section. Corresponding section
areas in the reference- and the look-up section are overlaid with an unbiased counting frame [110] of known area and
a cross grid of equally spaced test points. The volume of the reference compartment defined by the disector probe, i.e.,
the volume of SL within the 3-D space defined by both sections of the disector, is given by the disector height and the
mean area of the SL section profile(s) (i.e., the reference compartment) present in the reference- and the look-up
section. The section area of SL within the area of the unbiased counting frame is determined by point counting: the
number of crosses hitting SL section profiles is counted and multiplied by the area associated with a single point/cross
of the grid (i.e., the quotient of the number of crosses in the counting frame and the area of the counting frame). SL-EC
nuclei that are sectioned in the reference section, but not in the look-up section are counted (Q), using the unbiased
counting frame (particle sections are only counted if they are completely located within the unbiased counting frame
or if they touch one of the “acceptance” (green) border lines. Any particle section profiles touching an “exclusion”
(red) line are not counted) [25]. In the presented example, a SL-EC nucleus section profile that is present in the
reference section, but absent in the look-up section, is indicated by red arrows. The numerical volume density of the
SL-EC is then calculated from the EC number counted in all sections of all samples per case in all analyzed disectors
and the cumulative reference compartment (SL) volume in all analyzed disectors (Eq 8).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9014

appropriately aligned and superimposed with unbiased counting frames of known area [25,110]. For
images representing section areas of approximately 500 um x 300 pm—230 pm x 150 um, counting
frame areas between 200 pum x 100 pm and 150 pm x 70 pum are recommended. Following the rules
for sampling and counting of particles with the unbiased counting frame (Fig 14), the number of
nuclear profiles of the cell type of interest (SL-EC) present in the reference section and absent in the
look-up section is counted (Q’) [107]. The section profile area of the SL reference compartment within
the unbiased counting frame is determined by point counting (Sections 11 and 12) [24,26]. The SL
volume within the disector volume is then determined from the quotient of the mean SL section pro-
file area within the unbiased counting frames in the reference- and the look-up section and the
(known) area of the unbiased counting frame. Ny, is calculated from the number of EC (Q)
counted in all analyzed disectors per case and the camulative volume of the SL in these disectors (Eq
8). To obtain reliable numerical volume estimates, at least 50 nuclei (i.e., Q , particles, cells) should be
counted per case.
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The efficiency of the described approach is doubled, if cell section profiles that are present
in the look-up section and absent in the reference section are counted as well (i.e., interchang-
ing the roles of the reference- and the look-up section)-if done so, it must be considered that
this approach technically implies an independent analysis of two separate disectors. The total
number of EC in the SL (N(gc 1)) is calculated from the Ny g cys1) and the volume of the SL in
the GF (V(si.cr))- Nvecsy) is corrected for the embedding-related shrinkage of GF samples,
using the linear tissue shrinkage factor (f;) for Epon-embedded tissue (0.95) (Eq9) [111].

The identical images can be used to simultaneously determine the volume density of the EC
in the SL (Vy(:css1)) by point counting. For estimation of Vy /sy, it is sufficient to analyze
either the reference- or the look-up section of a disector. The applicable size of the cross grid, i.
e., the number of points per counting frame, is determined according to the number of exam-
ined disectors and the Vygcysp) [26]. With a V(s of ~0.50 and an average number of 10—
15 analyzed disectors within the section series of 5 samples per case (S1G Experimental data),
a grid of 10x10 points per counting frame is generally sufficient to determine Vv gcsp) with an
expected relative error probability of ~5% of mean Vy /sty (S1H Experimental data).

The total volume of SL-EC (V¢ s1)) in the SL is calculated from the estimates of Vygcspy
and Vg1 ) (Eqs 10 and 11). The mean cellular volume of SL-EC (¥ ;. ;) results from the
quotient of Vy(zcys) and Nycyst ), according to Eq 12. There are alternative methods for the
counting of particles and the estimation of the mean particle volume on a single thick section:
the optical disector, where consecutive, parallel IUR sections are generated optically and not
physically, and the nucleator [65]. In previously published studies on fish, the nucleator was
used in analyses of the liver [112] or gonads [113], in an ecotoxicological study examining the
toxic effects of copper, the nucleator was used for estimation of the mean cellular volumes in
the gills [21].

Eq 8. Numerical volume density of epithelial cells in the secondary lamellae.

Ny gessi) = (Z Qpec)/(h x ZAgsm)) xf,

Nv&csspy Numerical volume density of epithelial cells (EC) in the secondary lamellae (SL),
corrected for embedding-related tissue shrinkage

2Q (ec) Cumulative number of all counted EC nuclei in all analyzed disectors per case

h Disector height (i.e., the distance between the reference and the look-up section)

YA s1) Cumulative area of SL section profiles in all disectors per case (for each analyzed dis-
ector, the mean area of the SL section profiles in the reference- and the look-up section is
determined)

f; Linear tissue shrinkage factor for Epon-embedded tissue (0.95) [111]

Eq 9. Total number of epithelial cells in the secondary lamellae.

N eesyy = Nvessty X Vistor

N(ec,s1) Total number of epithelial cells (EC) in the secondary lamellae (SL)

Nv(ecsty Numerical volume density of EC in the SL, corrected for embedding-related tis-
sue shrinkage

V(sL,gr) Total volume of the SL in the gill filaments (GF)

Eq 10. Volume density of epithelial cells in the secondary lamellae.

Viviecssty = Aaecssty = ZA(EC)/ Z Ay = Z P(EC)/ Z Pty = Pppcysiy

Vv sty Volume density of the epithelial cells (EC) in the secondary lamellae (SL)
A (ecssty Area density of EC in the SL
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ZA kc)/ZA sy Quotient of the cumulative section area of EC in all examined reference com-
partment sections per case and the cumulative section area of SL in the same sections

2P )/ EP(s1) Quotient of the total number of points hitting section profiles of EC in all
examined sections per case and the total number of points hitting SL in the same sections

Pp(icssty Point density of EC in the SL

Eq 11. Total volume of epithelial cells in the secondary lamellae.

V =V XV,

(EC.SL) V(EC/SL) (SL.GF)

V (k¢ s1) Total volume of the epithelial cells (EC) in the secondary lamellae (SL)
Vycssty Volume density of EC in the SL

Vs1,6r) Total volume of the SL in the gill filaments (GF)

Eq 12. Mean cellular volume of epithelial cells in the secondary lamellae.

Viecst) = VV(EC;'SL)/NV@EC‘JSL,\

V gcs1) Mean cellular volume of the epithelia cells (EC) in the secondary lamellae (SL)

Vv cssiy Volume density of EC in the SL

Ny gcsst) Numerical volume density of EC in the SL, corrected for embedding-related tis-
sue shrinkage

15. Determination of the true harmonic mean of the diffusion barrier
thickness in the secondary gill lamellae

Accurate estimates of the (oxygen) diffusion distance are essential for identification, quantifi-
cation, comparison and evaluation of alterations of the diffusion resistance across the diffusion
barrier in the secondary gill lamellae due to e.g., epithelial lifting, cell hypertrophy, hyperplasia
[3] and atrophy, (experimentally) induced by aquatic pollutants/test substances. The thick-
nesses of biological barriers, such as glomerular basement membranes [28,111,114] or pulmo-
nary oxygen diffusion distances [29,103] in mammals, or the thickness of the gill diffusion
barrier [38,40], are unbiasedly estimated by their true harmonic mean thickness (Ty,), Ty, is
determined from orthogonal intercepts [28,103], as described below.

The true harmonic mean of the diffusion barrier thickness (T},pp)) is determined in trans-
mission electron microscopic (TEM) images captured in ultrathin IUR sections of SUR sam-
pled, Epon-embedded gill filament (GF) specimens (refer to Fig 5, Sections 9 and 10), using a
logarithmic ruler (S9 Fig) [28]. If TEM analysis is not available, the method can (as an excep-
tion) be applied using light microscopic (LM) images of semithin sections of the respective
samples, acquired at high magnifications (510 Fig).

Within the ultra-, respectively semithin IUR sections, fields of view containing SL section
profiles are SUR sampled at a given factor of magnification (for TEM analysis of the Tj,pp), a
magnification factor of 8000-20000x is recommended, and 1000x (oil immersion) for LM-
analysis, respectively), photographed, and printed (with plotted size rulers). The factual final
magnification of the printed images (M) is determined. For sampling of the diffusion barrier
thickness measurement sites, the section images are randomly overlaid with a quadratic line
grid printed on a plastic transparency. For TEM images printed in a final magnification of
approximately 20000x, a grid size of 1.5 cm x 1.5 cm is recommendable.

Diffusion barrier thickness measurements are conducted at the transection points of grid
lines and secondary lamellae (SL) surface section lines (Figs 15 and $10). A logarithmic ruler
printed on a plastic transparency is used to measure the diffusion distance along the shortest
distance between a transection point and the inner surface of the SL vascular space. This dis-
tance is not measured linearly, but in terms of ruler “classes” (A, 1-11). Each ruler class is
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Fig 15. Determination of the true harmonic mean of the diffusion barrier thickness in secondary gill lamellae. A
printed transmission electron microscopic (TEM) image of a SUR sampled field of view of an IUR section of a
secondary lamella (SL) is superimposed with a test grid of lines (red). The transections of the gridlines with the
epithelial SL surface are marked by red circles. At these locations, the shortest distance (t, double arrow) between the
epithelial surface of the SL and the inner surface of the blood space (green arrows) is determined (dashed circles).
Along these lines, the diffusion barrier thickness is measured, using a superimposed logarithmic ruler. In the shown
example, the measured distance falls in class 9. Ty, pp) is calculated from the number of measurements and the
corresponding classes (Eq 13), detailed illustration is given in Hirose et al. [115]. Epon. TEM. Bar = 2 pm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9015

defined by a lower and upper limit measured from the origin of the ruler and a defined mid-
point. In a given study, the ruler dimensions are adapted to the thickness of the diffusion dis-
tances in the printed TEM/LM images at a given final magnification, so that none of the
measurements falls within the initial division “A” [28,111]. The dimensions of the ruler classes
are provided in S1 Table, as well as ruler copy templates suitable for analysis of apparent diffu-
sion barrier section profile distances on IUR SL sections (S9 Fig).

Ty, is calculated from the number of measurements (observations) made in each ruler class
(with defined class-midpoints) per case (S11 Experimental data), and the final magnification
(M) of the printed IUR section images (Eq 13) [111,115,116]. A detailed calculation example is
provided in Hirose et al. [115].

Eq 13. True harmonic mean of the diffusion barrier thickness in the secondary lamellae.

Ty o = (8/3m) x (10°/M) x ih(DB)

Thos) True harmonic mean of the diffusion barrier (DB) thickness
8/3m Correction factor for oblique sectioning

M Final print magnification

I (pp) Apparent harmonic mean thickness of the diffusion barrier
(Number of observations/(Midpoints x Number of observations))
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16. Application of laser light sheet fluorescence microscopy (LSFM) of
optically cleared trout gill samples in quantitative histomorphological
analyses

16.1 LSFM of optically cleared samples and its application for quantitative morphologi-
cal analyses of trout gills. Determination of quantitative (3-D) morphological (gill) parame-
ters using the “classical” stereological approaches featured above is essentially based on
analysis of 2-D histological sections. The necessity to examine 2-D histological sections to
acquire information about the 3-D organ/tissue morphology eventually lies in the fact(s) that
most tissues are non-transparent (therefore thin, light-permeable sections are needed to visual-
ize the structures of interest) and that the structures of interest are often too small to be recog-
nized by the naked eye (implying the need of optical magnification).

In the recent years, LSFM of optically cleared (i.e., transparent) specimens has emerged as
an innovative imaging technology for direct and fast microscopic examination of 3-D samples,
elegantly bypassing the necessity of preparation of histological sections [50-53,117]. LSFM of
optically cleared samples enables the 3-D representation of complex organ/tissue architectures
(S1 Fig), and also holds a great potential for quantitative morphological analyses [56-58]. By
now, a substantial number of different tissue clearing methods have been developed for gener-
ation of optically transparent samples of diverse organs and tissues, as reviewed in Feuchtinger
etal. [52], Hong et al. [118], or Ueda et al. [119]. Basically, optical clearing of a tissue is
achieved by treatment with diverse chemical compounds that remove and/or alter light dif-
fracting tissue components, such as lipids and cell membranes, thereby adjusting the refractive
index of the tissue to that of the surrounding medium [52,120]. For optical clearing of trout
gill samples for subsequent LSFM analysis of quantitative morphological parameters, applica-
tion of the 3DISCO (3-dimensional imaging of solvent cleared organs) (“brain”-) protocol [51]
is reccommendable, allowing for a fast (overnight) and cost-efficient processing of gill samples,
using only few chemical compounds (tetrahydrofuran (THEF), dichloromethane (DCM),
dibenzylether (DBE) or benzyl alcohol and benzyl benzoate (BABB)). 3DISCO-cleared (gill)
samples display a well retained shape, an adequately firm consistency, and a reproducible
extent of uniform clearing-related volume-shrinkage of approximately 50% (Fig 16) (S1J
Experimental data).

The 3DISCO protocol used for clearing of gill samples (S2 Table) is a slightly altered ver-
sion of the “Brain (long protocol)”-version of the 3DISCO protocol originally published by
Ertiirk et al. [51].

A B

o | — D

Fig 16. Optical clearing of rainbow trout gills. A. Formalin-fixed (non-transparent) rainbow trout gills, placed on a
mm ruler. B. The identical gills after optical tissue clearing with the 3DISCO protocol. Note the transparency and the
shrinkage of the cleared gills. Note that the images in A and B show intact gills (with gill arches). For LSFM-based
quantitative morphological analyses, the gill arches are removed from the gills and the gill filaments are cleared after
determination of their weight or volume.

il

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9016
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Cleared (transparent) gill filament (GF) samples of a size of up to approximately 3 cm x 3
cm x 2 cm (length x width x height) can directly be analyzed in toto by LSFM, the principle of
LSFM of cleared samples is illustrated in Fig 17. The cleared GF sample is placed into the ultra-
microscope sample chamber which is filled with an appropriate clearing solution (here:
BABB). A sheet (i.e., a few pm thin plane) of laser light of adjustable wavelength is sent through
the transparent sample. Fluorescence signals emitted by organ/tissue structures after excitation
by the laser light energy are detected perpendicular to the illumination axis by a digital camera,
resulting in a 2-D fluorescent image of the illuminated focus plane in the sample (i.e., a virtual
digital optical section of the illuminated plane). For a uniform illumination of the entire width
of a sample, two precisely aligned light sheets are used to simultaneously illuminate the cleared
sample from two opposite sides. The fluorescence signals detectable at specific laser wave-
length ranges either originate from the (natural) autofluorescence of different organ/tissue
components, from in- or ex-vivo administered fluorescence-labeled tracer substances such as
antibodies or lectins [57,121-123], or from the transgene-expression of specific fluorescent
reporter molecules, such as EGFP (enhanced green fluorescent protein) or mCherry [124,125].
The sample is moved through the laser light sheet along its vertical axis, with step sizes as small
as >5 pm, resulting in the acquisition of a z-stack of serial fluorescence images of parallel

Cleared GF tissue CCD camera Z-stack of digital 2D
samples optical (virtual) sections

Emitted light

Camera objective

' Light sheet
L . el

= |

|
Cleared gill sample in sample
chamber with clearing solution

Fig 17. Laser light sheet fluorescence microscopy (LSFM) of an optically cleared gill filament sample. The cleared
GF sample in the sample chamber is stepwise illuminated by thin laser light sheets of defined wavelength ranges. Here,
autofluorescence signals emitted by GF structures excited by the laser light energy are detected by a digital charge-
coupled device (CCD) camera, resulting in a 2-D fluorescent image of the illuminated focus plane in the sample. The
sample is gradually moved through the laser light sheet(s) along its vertical axis (red arrow), resulting in the acquisition
of a z-stack of serial fluorescence images, used to compute a 3-D reconstruction of the sample. In the present example,
autofluorescence images of a 3DISCO-cleared GF sample acquired at 520/40 nm (excitation range) (ex) and 585/40 nm
(emission range) (em) are shown. Bar = 200 um.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9017
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(virtual) optical sections of the sample. Subsequently, a virtual digital 3-D reconstruction of
the sample that can be freely rotated and sectioned is computed from the acquired z-stack of
fluorescence images (S1 Fig, S1 Video), using appropriate image analysis software.

In the present work, an UltraMicroscope II (LaVision BioTec GmbH, Germany) equipped
with a SuperK EXTREME EXW12 white laser (NTK Photonics, Germany) and a 2x objective
lens (Olympus MVPLAPO 2X/0.5 NA) combined with an Olympus MVX-10 zoom body
(Olympus, Germany) was used for LSFM analyses of 3DISCO-cleared gill filament samples. Z-
stacks of fluorescence images of 5 um optical thickness were acquired at 520/40 nm (excitation
range) (ex) and 585/40 nm (emission range) (em) for detection of autofluorescence. 3-D
images were computed, using ImSpector Pro®® (vers. 5.1.328, LaVision Biotec GmbH, Ger-
many) and arivis Vision4D (vers. 3.0, arivis, Germany) software tools.

LSFM-based quantitative morphological analyses of cleared (gill filament) samples basically
follow the same sampling- and analysis principles as the “classical” section-based stereological
analysis approaches, solely using fluorescence images of 2-D optical (virtual) sections instead
of factual (physical) histological slides. The advantage of using LSFM for quantitative morpho-
logical analyses, as compared to “classical” stereological analysis approaches, is indeed simply
based on the unmatched speed and simplicity of generation of (virtual) optical sections of
defined orientations. Moreover, since the cleared samples are not physically sectioned during
LSFM analysis, (virtual) optical sections of any orientation (transverse, sagittal, horizontal,
VUR, IUR) can be generated successively from the identical specimen. Finally, LSFM-based
analyses of the relevant morphological parameters Vg1 ,Gr) and Sy(si/r) featured in the pres-
ent guide can be adequately performed using the natural autofluorescence of 3DISCO-cleared
gills, i.e., no fluorescent labeling of the samples is necessary.

16.2 LSFM-based determination of volume- and surface area densities of secondary gill
lamellae in the gill filaments. For determination of volume and surface area densities in
LSFM virtual optical sections of cleared gill filament (GF) samples, the generally applicable
sampling designs and stereological probes are the same as for the “classical” quantitative ste-
reological analysis approaches described above. For practical reasons, the gill filaments of the
four (formalin-fixed) gill arches of one side (right or left) are optically cleared in toto after
determination of the gill filament volume by submersion volumetry/weighing. Per case, 8 GF
locations are SUR sampled from the cleared gill filaments, principally as described above (Sec-
tion 9). For subsequent handling and analysis of the samples, it is advantageous to excise gill
filament stripes (Fig 18A) containing the SUR sampled GF location, rather than using a biopsy
punch to excise cylindrical tissue specimens. The SUR sampled cleared GF-stripes are then
LSFM-imaged for acquisition of digital (virtual) optical VUR autofluorescence section images
for subsequent analysis of Vy s /i) and Sy(si/gr), as shown in Fig 18. The vertical uniform
randomization of the (virtual) optical section plane orientation through the cleared SUR GF
samples is achieved by systematically rotating the samples around a fixed vertical axis (for
practical reasons, a line perpendicular to the sagittal gill plane is defined as vertical axis) in a
predefined interval (i.e., 22.5° for 8 samples, with the first sample being randomly rotated
within the interval of 0°-22.5", as described in Section 10). The SUR sampled cleared GF speci-
men is pinned onto a needle attached to a rotatable axis mounted on a modified LSFM-sample
holder (Fig 18A). The position of the sample is aligned so that the vertical axis of the sample is
parallel to the rotatable axis of the sample holder. The angle of the VUR section plane relative
to the sample is set by rotation of the axis in the predefined interval. The sample holder with
the attached sample is then transferred into the sample chamber of the LSF-microscope and
imaged at an appropriate wavelength for autofluorescence detection (520/40 nm (ex) and 585/
40 nm (em)). The featured approach prevents non-true-to-scale optical distortions of optical
2-D VUR sections that might probably occur in VUR sections virtually computed from the
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Fig 18. Generation of virtual optical VUR sections of cleared gill filament (GF) samples by LSFM. A. Left image
side: top view of a sample holder with a rotatable axis equipped with a needle for sample attachment. Right image side:
8 stripe-shaped samples of optically cleared GF containing the SUR sampled locations (SURS-Loc., indicated by red
circles). B-E. For generation of (virtual, optical) VUR sections, the GF sample is pinned to the rotatable axis (B) of the
sample holder, so that the opercular side of the sample is oriented perpendicular to the (user-defined, virtual) vertical
axis (VA, indicated by a red arrow). The sample is then rotated in a defined rotation interval (compare to Fig 10). In
D, a rotation angle of ~40° is shown. A green schematic plane indicates the orientation of a corresponding vertical
section plane (VSP), relative to the VA and the sample. The sample holder with the attached sample is then transferred
into the sample chamber of the LSF-microscope (E), maintaining the orientation of the sample to the (horizontal)
plane of the laser light sheet. F, G. A z-stack series of digital autofluorescence images (i.e., virtual vertical section
planes, parallel to VA) of the SURS-Loc. in the sample is acquired at an appropriate magnification (G). In F, the 3-D
reconstruction of the region of the GF sample that contains the SURS-Loc. is shown. G, H. Depending on the applied
magnification factor and the examined parameter, one to three images are (systematically) randomly sampled from the
z-stack series of digital virtual optical VSP images of the SURS-Loc. (e.g., N*10) of each GF sample for subsequent
analysis of Sy(si/gr (and Vysiigr). For estimation of Sysi/gr), inclusion of a calibrated size ruler and indication of
VA in the VUR image are mandatory. Note that the orientation of the VA of the sample is always recognizable (in the
cleared sample, the 3-D reconstruction, the (virtual) VUR section images, and in the SUR sampled fields of view within
these VUR sections). Bar = 1 cm in A and = 200 um in H.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9018

3-D reconstruction of the specimen, as illustrated in S11 Fig. From the acquired series of opti-
cal (virtual) VUR section images from each sample, one to three image(s) per SUR sampled
GF location are (systematically) randomly sampled for subsequent stereological analysis (Fig
18G and 18H).

Vyvsuiary and Syspsgr) are determined (Figs 19 and 20), using the same point grids and
point/cycloid probes, respectively, as illustrated for the analysis of histological (VUR) sections
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Fig 19. Estimation of Vys;,Gr) in VUR autofluorescence images acquired by LSFM of optically cleared GF
samples. For practical reasons, Vy(si/gr) and Sy(si/gr) can be estimated in the same images, i.e., using SUR sampled
fields of view from (virtual) optical VUR sections. In the presented example of a SUR sampled field of view of a

(virtual) GF VUR section, the vertical axis is not indicated. A (virtual) grid of equally spaced test points (crosses) is
superimposed on the SUR sampled test field. All points hitting GF section profiles (Py)) (including PL section
profiles (Ppy), yellow crosses) and SL section profiles (P(s;, red crosses)) are counted [in the presented example: 21
Ppryand 10 Pigpy, e, 31 Py Vyisiigr is caleulated from Pgpy and PG, using Eq 4. LSEM-autofluorescence image
acquired at 520/40 nm (ex) and 585/40 nm (em). Bar = 100 pm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9019

(Sections 12 and 13). The total volume (Vs Gr)) and (shrinkage corrected) surface area (S,
cr) of the secondary lamellae (SL) in the gill filaments (GF) is calculated from V(s /Gr),
respectively from Sy(si/gr) and the total gill filament volume (V(Gr)) (Eqs 4-7). The extent of
3DISCO-related gill filament tissue shrinkage is calculated from the measured V ) prior to
and after clearing, as described in Section 16.1.

Using the LSFM- and quantitative analysis methods described in Section 16, we deter-
mined a Vysi/Gr) of 0.288, a (shrinkage-corrected) Sy sy Gr) of 346.24 cm?/cm?, and a corre-
sponding Vs gr) of 0.818 em® and S(s Gy 0f 983.32 cm? in a healthy rainbow trout of ~1300
g body weight with a total gill filament volume of V(gp) = 2.84 cm® (S1K Experimental data).

The unbiasedness of the described approach for LSFM-based quantitative morphological
analyses of optically cleared GF samples was confirmed by comparison of the estimates of Vy
(sL/gr) acquired by LSFM analysis with the respective estimates determined by “classical” quan-
titative stereological analysis methods in SUR sampled gill samples of four fish, using the
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Fig 20. Estimation of Sy(s;,Gr) in VUR autofluorescence images acquired by LSFM of optically cleared GF
samples. Here, a SUR sampled field of view from a (virtual) optical VUR section is shown, generated as described in
Section 16.2 and Fig 18. The orientation of the vertical axis (VA, red arrow) and the size ruler are indicated. The VUR
images are overlaid with a stereological test system combining cycloids and test points. The short side of the
rectangular frame of the system is aligned parallel to the orientation of the VA. All points hitting GF section profiles
(PG including PL section profiles (Ppy ), yellow crosses) and SL section profiles (P, red crosses)) are counted, as
well as all intersections of cycloid arches with the epithelial surface of SL section profiles (I(sy), encircled in red). [In the
present example, a test system combining 35 cycloid arches and 70 points is used, refer to Fig 13. 21 P(p) and 16 P
(i.e., 37 P(Gy), and 41 I (5 ) are counted]. Sy s; Gy is calculated from the sum of intersections (2l ;) and points
(XP(Gp)), counted in all examined test fields of all sections of all samples per case, using Eq 6. LSFM-autofluorescence
image acquired at 520/40 nm (ex) and 585/40 nm (em). Bar = 100 pm.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.9020

methods described above. Here, the estimates of Vy (s ,Gr) obtained with both approaches
were virtually equal, varying by only 2.23 + 1.25% on the average (p = 0.806, paired t-test).

Discussion

In ecotoxicology studies it is still common practice to limit histopathological and quantitative
morphological gill analyses to samples taken from arbitrarily chosen locations and histological
(paraffin-) sections with determined orientations, using semiquantitative scoring systems or
simple 2-D morphometric analysis techniques [22,126-128]. However, such analysis
approaches are inherently not capable to provide unbiased quantitative morphological data
[14,25,70,129]. The large discrepancies of no observed effect concentrations (NOEC) partially
based on the assessment of rainbow trout gill lesions in different studies examining the same
compounds [7] substantiate the necessity for the establishment of standardized, unbiased, rep-
resentative, reproducible and thus comparable analysis techniques for examination of quanti-
tative morphological gill parameters in ecotoxicological studies. Assessment of quantitative
morphological data by unbiased stereological analysis allows for an objective presentation of
distinct tissue properties and their statistical comparability [8,14,129]. Quantitative stereologi-
cal analyses can also identify subtle, yet probably (patho-) biologically relevant alterations (e.g.,
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increased diffusion barrier thickness), which might escape subjective visual perception in stan-
dard histopathologic- or electron microscopic examination. The present work therefore pres-
ents the principles of quantitative stereological analyses and provides detailed descriptions of
the determination of relevant histomorphological gill parameters in rainbow trout as a widely
used fish species in ecotoxicological studies. The featured methods are based on established,
state-of-the-art, unbiased (i.e., model-free) analysis and sampling methods [14] that have pre-
viously proven their general suitability for quantitative morphological analyses of gills of fish
of various species and sizes [21,36-41]. The protocols presented here are adapted to rainbow
trout of 300-2000 g body weight, which are frequently used in ecotoxicology studies. The sam-
pling designs also ensure that enough gill filament material remains for additional analyses. In
contrast, several previously published quantitative stereological analysis approaches scheduled
a complete embedding of the gills, so that the gills under examination are not available for
other analytical methods [36-40]. The methods described in the present work are of course
also applicable to other fish species of comparable size and gill structure. The set of the featured
quantitative morphological gill parameters (V(Gr), V(sL.Grp» SisLarp» Viecsiy Nec.siy Vigcsiy
Thop)) covers the most relevant descriptors, effectively characterizing gill morphology. The
described methods and protocols can easily be adapted to any other quantitative morphologi-
cal parameter of interest in the context of a given study (e.g., numbers and cell volumes of
additional distinct cell types or tissue structures in the gills). The analysis protocols were
designed to allow for a feasible and expeditious analysis without restriction of the necessary
precision. The recommended numbers of gill filament samples and sections to be generated,
the microscopic magnification factors, the dimensions of the applicable stereological probes (i.
e., sizes of cross grids and cycloid probes, areas of counting frames, disector heights) and the
indicated numbers of points, intersections, and particles (Q°) to be counted for sufficiently
precise quantitative stereological estimates were confirmed to warrant reliable analysis results
without unnecessary sampling and analysis efforts.

Given the relevance of the precise volume measurement of samples (i.e., reference compart-
ments) in quantitative stereological studies, we performed detailed analyses to ascertain practi-
cable and accurate methods for volume determination of gill filament samples. Accordingly,
we could demonstrate that briefly dabbing of gills on a lab-paper towel is sufficient to remove
enough of the fluid attached to the (moist) gill to determine the weight of the gill sample with
adequate precision for subsequent unbiased determination of the sample volume from its
weight and density. The thus determined average density of formalin-fixed gill filaments of
adult rainbow trout of 1.07  0.02 g/cm’ may serve as an orientation value in subsequent stud-
ies, as data on the gill density have not yet been published.

The shrinkage of samples related to the embedding in histological plastic embedding
media, such as GMA/MMA, must also be considered in analyses of any shrinkage-sensitive
quantitative morphological parameter. In the present study, we applied unbiased analysis
approaches to accurately determine the factual volumes of gill filament samples before (sub-
mersion volumetry) and after embedding in GMA/MMA (Cavalieri volumetry with histologi-
cal sections of precisely measured thicknesses) to calculate the extent of trout gill filament
tissue shrinkage related to GMA/MMA-embedding. The obtained result of f; = 0.869 (corre-
sponding to a 3-D volume shrinkage of ~34.31%) conforms to the linear tissue shrinkage fac-
tors determined for a variety of other biological tissues embedded in GMA/MMA [111,114].
However, the extent of tissue shrinkage related to histological plastic-embedding may vary,
depending on the kind, size and processing of the samples, and the used embedding medium.
For example, embedding of glutaraldehyde-fixed gill samples of the armored catfish (Pterygo-
plichthys anisitsi) in methacrylate (Historesin™) has previously been reported not to be
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associated with notable shrinkage [130]. In any quantitative stereological study, the embed-
ding-related tissue shrinkage should therefore be regularly controlled in a sufficient number of
representative samples, using appropriate analysis approaches.

The practical feasibility of the described quantitative stereological analysis methods was
confirmed by their application on representative trout gill samples in the present work and in
previous studies [99]. The obtained relative and absolute values of the examined quantitative
stereological gill parameters provided in the present work are, however, not intended to serve
as reference values for the rainbow trout in general, since these data may vary substantially
with regard to the age, size, and body weight of the examined fish.

The classic unbiased quantitative stereological methods featured in the present guidelines
have been described in the 1990°s and earlier. However, these methods still present the gold
standard for quantitative morphological analyses in several live science disciplines [25,27].
Nevertheless, the practical implementation of these methods is often cumbersome, work-
intensive and time consuming, particularly due to the specific sampling procedures and tissue
processing steps associated with quantitative stereological analyses. In recent years, gross and
histopathological evaluation has moved fast forward driven by the developments in virtual
microscopy, digital image analysis and modern communication technologies [131-133]. Here,
we present the application of LSFM imaging of optically cleared tissue samples as a modern,
innovative, fast and efficient approach for quantitative morphological analyses of the gills.

For the first time the application of LSFM of optically 3DISCO-cleared trout gill samples is
presented, for a straightforward determination of relevant quantitative morphological gill
parameters without the need for generation of physical sections. The applied 3DISCO clearing
protocol [51] and the LSFM imaging procedure are fast and easily to perform and allow for an
excellent 3-D visualization of the complex microscopic gill architecture without additional (in-
or ex-vivo) fluorescent labeling. For the analysis of quantitative morphological gill parameters
by LSFM, digital images of virtual optical (autofluorescence) sections of the cleared gill fila-
ment samples are analyzed, whereas the random sampling designs and stereological probes are
the same as used in the “classical” quantitative stereological analysis approaches. Considering
the extent of 3-D volume shrinkage of gill samples associated with the applied 3DISCO clear-
ing protocol (50.72 + 2.88%), the quantitative morphological analysis results obtained by
LSFM analysis are virtually identical to the estimates obtained by “classical” unbiased quantita-
tive stereological analyses of the identical gills, thus proving the applicability of LSFM for
quantitative morphological gill analyses. With the significant reduction of the required sample
processing steps and the associated expenditure of time, the benefit of the LSFM-based
approach for quantitative morphological gill analyses is clearly confirmed. Whereas e.g.,
GMA/MMA-embedding of gill samples and subsequent preparation of histological sections
usually takes more than 3 days, 3DISCO clearing and LSFM imaging of gill samples is com-
pleted within 1-2 days, while the costs of the necessary laboratory consumables and chemicals
are comparable. In combination with standard histological analyses of (SUR sampled) FFPE
gill filament samples for qualitative histopathological evaluation, LSFM-based analyses can
thus significantly contribute to a fast, reliable and unbiased analysis of quantitative morpho-
logical gill parameters, which is particularly important for ecotoxicological studies examining
high numbers of samples. Remarkably, LSFM analyses of 3DISCO-cleared specimens can be
combined with additional (multimodal) histo-technical analyses. Subsequent to LSFM analy-
sis, optically cleared samples can e.g., be re-embedded in paraffin (or other embedding media)
and sectioned for subsequent standard histological as well as immunobhistological analyses
[134]. Conversely, it is also possible to clear and image (gill) samples that had previously been
embedded in paraffin (following deparaffinization of the samples) [135]. For LSFM analysis of
optically cleared samples, diverse commercial software tools for 3-D image reconstruction and
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image analysis are available. These programs also include functions for (semi-) automatic anal-
ysis of e.g., volumes, surfaces and numbers of delimitably identifiable tissue structures, such as
specifically fluorescently labeled cells or tissue compartments. Combined with appropriate
sampling designs, these software tools can be applied for rapid digital analyses of quantitative
morphological parameters, e.g., for counting and sizing of kidney glomeruli after in-vivo label-
ing with fluorescence-labeled antibodies [57]. For LSFM-based analyses of the interested quan-
titative morphological parameters in (unlabeled) cleared gill samples, automatic digital image
analysis is, however, not applicable, as long as no specific fluorescent labeling of distinct gill
structures of interest, such as distinct cell types, is available.

Conclusion

In summary, the present guidelines thus represent a solid base for standardized, objective
quantitative morphological analyses of rainbow trout gills. The broad implementation of
the featured methods will significantly contribute to the representativity, unbiasedness, reli-
ability and comparability of analyses results in ecotoxicology studies reporting quantitative
morphological gill parameters and therefore add urgently required certainty to the detec-
tion of NOEC values as a base for the specification of legal concentration limits of aquatic
pollutants. Additionally, the application of the described protocols can help to lower the
required number of experimental fishes by avoiding unnecessary repetitions of experiments
or studies.
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S$1 Fig. 3-D architecture of gills demonstrated by laser light sheet microscopy (LSFM) of a
solvent-cleared gill.

Autofluorescence images of an optically cleared (3DISCO) gill sample are acquired at 520/40 nm
excitation range (ex) and 585/40 nm emission range (em). Important morphological structures and the
direction of water flow are indicated: SL: Secondary lamellae, PL: Primary lamellae. A. Isolated gill. Note
the arrangement of gill filaments in two vertical rows (i.e., hemibranchs). B. Detail enlargement of the
tip of a gill filament (as indicated in A). C. Detail enlargement of a gill filament with secondary lamellae
(as indicated in B). Bars =1 cmin Aand = 100 um in B and C.
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S2 Fig. Cardiac vascular perfusion fixation of rainbow trout gills.

Perfusion fixation with formaldehyde-containing fixation solutions should be performed under a
laboratory hood or on a well-ventilated necropsy desk, wearing personal protective gear (lab coat,
gloves, goggles, respiratory protective mask). A. Equipment used for vascular perfusion fixation [1]. Two
transparent plastic containers (soda-pop bottles) with cut-off bottoms are connected with infusion tubes
and 3-way valves. The bottles are labeled appropriately (buffer and fixation solution) and installed
approximately 70 cm above the level of the workbench. The buffer container is filled with chilled (~10°C)
phosphate buffered saline (310 mosmol PBS, pH 7.4) [2-4], the fixation solution container is filled with
neutrally buffered formaldehyde solution and the tubes are vented. A large diameter (17-20 Gauge)
intravenous catheter (Braun®Vasofix® safety, B.Braun Melsungen AG, Germany) with a slightly grinded
tip (to prevent an unintended penetration of the heart ventricle wall during perfusion) is used as perfusion
cannula. To generate a perfusion pressure of approximately 40 mmHg (corresponding to the blood
pressure of the ventral aorta [5, 6], the trout is placed approximately 54 cm below the perfusion
containers, immediately after euthanasia. B. Ventro-lateral dissection of the heart and the bulbus
arteriosus. C. After incision of the transversal septum and the pericard, the heart ventricle is punctured
with the perfusion catheter cannula. Care must be taken not to pierce the bulbus or the ventral aorta. D.
The cannula is removed and the flexible catheter is carefully pushed forward into the bulbus arteriosus
to prevent backflow of buffer and fixative solution. The catheter is then connected to the (buffer-filled)
perfusion tube. When perfusion with PBS is started, the heart ventricle is pierced below the entry site of
the catheter (arrow in D, E) to create an outflow for the perfusate. PBS-perfusion is continued until the
color of gills and liver turns into pale (arrowheads in D, E) and the outflowing perfusate is transparent.
Subsequently, the valve of the fixative-solution bearing tube is opened before the valve of the PBS-tube
is closed. E. Perfusion with fixation solution is continued for approximately 3 minutes. Gills are then
dissected and further fixed by immersion as described in Section 7.

1. Albl B, Haesner S, Braun-Reichhart C, Streckel E, Renner S, Seeliger F, et al. Tissue Sampling
Guides for Porcine Biomedical Models. Toxicol Pathol. 2016;44(3): 414-420.
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S3 Fig. Histological perfusion fixation artifacts in rainbow trout gills.

A. Histology of secondary gill lamellae of a control trout (non-perfused). Note the presence of
nucleated erythrocytes inside the capillaries. B, C. Histology of perfusion-fixed secondary gill
lamellae. B. Adequate preservation of the morphology of gills perfused with ~40 mmHg perfusion
pressure. C. Severe detachment of the gill epithelium in gills perfused with ~100 mmHg perfusion
pressure (arrows). Semithin sections (0.5 ym thickness). Epon. TB. Bars = 10 ym.
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S4 Fig. Ultrastructural perfusion fixation artifacts in rainbow trout gills.

Representative transmission electron microscopic images of secondary lamellae of a control fish
(A, non-perfused), and of a gill perfused with ~100 mmHg (B). Capillary (CAP), pillar cell (PC), epithelial
cell (EC), chloride cell (CC). Note the detachment of the gill epithelium in B (arrows). Inset in B shows
severely distended and swollen mitochondria of a chloride cell. TEM. Bars = 1 ym.
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S5 Fig. Determination of the gill volume/density in consideration of the attached liquid volume.

The filamentous-lamellar structure of gills favors binding of large amounts of fluid. When determining
the weight or the volume of a tissue sample, the volume of liquid attached to the sample will thus bias
the measurement results. The liquid volume attached to a sample of gill tissue can be determined by
photometric measurement of the concentration of a dyed fluid before and after submersion of the tissue
sample. A. The gill tissue sample is transferred to a container with (tab) water. B. The absorbance of
the water (E(wy) is determined photometrically. C, D. The drained sample weight (including attached

water) is measured and recorded (m(G”) after taring the scale to the weight of the sample holder. E. The
absorbance (E(Dw)) of the submersion liquid, a solution of water dyed with 7.5 mg/l Acid Blue 9 (Alfa

Aesar by Thermo Fisher GmbH, Germany) is determined (here: E(Dw)= 0.666 at 630 nm wavelength).

F, G. After taring the scale to the weight of the submersion container, the weight of the volume of dyed
submersion liquid in the submersion-container is measured (m(Dw)). H. A sample holder is positioned on

the scale as indicated, so that the wire used to hold the gill sample is sufficiently submerged in the
submersion fluid without touching the sides or the bottom of the container. The scale is then zeroed.
Note that the sample holder is not placed on the sensor of the scale. I. The gill tissue sample is attached
to the sample holder, so that the tissue is completely submerged in the submersion fluid without touching
the sides or the bottom of the container. After equilibration for approximately two minutes, the weight
(representing the cumulative weight of the fluid displaced by the submerged tissue and of the liquid that
was attached to the gill tissue) is recorded (m(Gz)). J. The absorbance (E( diIDW)) of the submersion fluid

(diluted by the fluid volume that was attached to the gill tissue sample) is determined by photometric
measurement and used to calculate the dye concentration in the fluid according to Lambert-Beer law.
The quantity of water attached to the gills is determined from the decrease of the dye concentration in
the submersion fluid (S2 Eq).
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S6 Fig. Photographic illustration of the determination of the gill volume/density in consideration
of attached liquid volume.

Container with Acid Blue-9 dyed submersion liquid of known concentration (here: 7.5 mg/l). The dyed
submersion liquid has an absorbance of 0.666 (E(Dw)) at 630 nm wavelength. B. Gill submerged in water

(absorbance of water E(w, =0.000). C. The gill tissue sample is submerged in dyed submersion liquid,

which is diluted by the (undyed) water attached to the gill tissue sample. Previously, the weight of the
moist gill tissue sample and the weight of the dyed submersion liquid were measured (not shown here,
compare to S5 Fig). D. Measurement of the absorbance of the diluted submersion liquid (here:

E( diow) — 0.654). The dye concentration of the diluted submersion liquid is calculated according to

Lambert-Beer law (S1 Eq). The volume of (undyed) water that is necessary to cause this concentration
decrease (i.e., the volume of the water attached to the gill sample prior to submersion in the submersion
liquid) is calculated by subtraction of the dyed liquid volume prior to dilution (Ve) from the diluted dyed
liquid volume (i.e., after submersion) (Va), Va is calculated from the decrease in concentration previously
determined by photometric measurement (S2 Eq). E-F. The weight of a moist gill tissue sample
(including the liquid adhering to the sample is determined (m(MG)). G-H. The moist gill tissue sample is

gently blotted dry on a lab-paper towel for approximately 10 seconds and subsequently weighed (mpg)).
To test the efficacy of the dry-dabbing to remove the water adhering to the gill tissue sample, the volume
of the dry-dabbed sample is determined by the submersion method as shown in Fig 7 and compared to
the volume of the identical gill tissue sample corrected for the volume of adhering liquid. Note that for
demonstration purposes, the images show gills with incompletely removed gill arches. For analyses of
quantitative morphological gill parameters, however, it is recommended to determine the weight, density,
and volume of gill filament tissue as the appropriate reference compartment (after complete removal of
the gill arches from the gills). Bar = 1 cm.
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S7 Fig. Processing of a SUR sampled gill filament sample for generation of IUR sections (/sector
method).

A-D. GF samples are carefully cut to a size of approximately 1 mm? for subsequent electron microscopic
studies. Sharp scissors are used to prevent artificial damage of the fragile secondary gill lamellae. If
electron microscopic analyses are scheduled, the samples are postfixed in 2.5% glutaraldehyde
dissolved in 0.1 M cacodylate buffer (D). E. The samples are embedded in Epon, using spherical casting
molds. F. Polymerized Epon spheres with embedded gill filament tissue samples (compare to Fig 9). G.
After randomization of their orientation, the Epon spheres are embedded in larger Epon blocks for further
sectioning of semi- or ultrathin sections. Bars =1 cm.
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S8 Fig. Processing of a SUR sampled gill filament sample for generation of GMA/MMA-embedded
VUR sections.

A. SUR sampled specimens of agar-embedded gill filament tissue, excised with a biopsy punch. The
numbers of the samples and the 0°-180°-lines are marked on the confetti paper placed on the samples
(inset). B-D. Systematic uniform random rotation and VUR sectioning of samples. The samples are
placed on an equiangular circle, corresponding to the 0°-180°-mark on the confetti paper (here: sample
N°2, compare to Fig 10) (B). A vertical section (parallel to the VA) is cut through the sample at the
predefined rotation angle (here: 38°). E. Section surface of the gill filament tissue sample (embedded in
agar for stabilization). VA is still identifiable.

114



PUBLIKATION

LI
Class AM56/7/8| 9 | 10 | 11 ] 5.0000

2.0000 —>
2.6667 —> 6+
3.5556 —>
4.7407 —>
6.3210 Eq
8.4280 HP
11.2373
14.9831 >
19.9774
26.6366 >
35.5155
47.3539

Y

Y

Y

A1234 5 6 7 8 9 10 11

S9 Fig. Ruler copy templates suitable for analysis of apparent diffusion barrier section profile
distances.

Note that the copy template is adjusted to a foil size of 210 mm x 297 mm (DIN-A4). If transparencies
of 8.5 x 14 inch (US-Legal) are used, the settings of the photocopier have to be adjusted accordingly
(on the printed ruler, the classes must have the indicated dimensions).
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S$10 Fig. Determination of Thpe) in secondary gill lamellae in semithin IUR sections (light
microscopic analysis).

A printed image of a SUR sampled field of view of an IUR semithin section of a SL acquired at 1000x
magnification (oil immersion) is superimposed with a test grid of lines (red). Note that the final print
magnification of the analyzed images must be determined for calculation of the true harmonic mean of
the diffusion barrier thickness. The transections of the gridlines with the epithelial surface of the SL are
marked by red arrows. At these locations, the shortest distance (t, double arrow) between the epithelial
surface of the SL and the inner surface of the vascular space of the gill capillary (green arrows) is
determined (dashed circles). Along these lines, the diffusion barrier thickness is measured using a
superimposed, transparent, logarithmic ruler subdivided into 12 classes. In the shown example, the
measured distance falls in class 6. The true harmonic mean of the diffusion barrier thickness is
calculated from the number of measurements and the corresponding classes (Eq 13).
Semithin section (0.5 um thickness). Epon. TB. Bar = 2 ym.
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S$11 Fig. Appearance of GF profiles in different vertical section planes (VSP) of virtual 3-D GF-
reconstructions.

A. 3-D image of GF tissue, reconstructed from LSFM autofluorescence images of a 3DISCO-cleared gill
filament sample. The orientation of a (user-defined) vertical axis (VA) relative to the sample is indicated
by a red arrow. The directions of the corresponding x- and z-axes are indicated. B. The orientation of a
random VSP (VA-zZ' plane) parallel to the VA is indicated. C. Section profiles of gill filaments in the VSP.
Note that the profile areas are distorted due to the projection to the viewing plane. D. Appearance of the
perpendicular aspect of the GF-VSP profiles after (virtually) turning the VSP around the VA.
E, F. Appearance of GF profiles in different VSP orientations (orthogonal (E) and parallel (F) VSP
orientation relative to the longitudinal axis of the gill filaments). Note that the purpose of this figure is
only to demonstrate the different appearance of VSP section profiles of GF tissue samples. For
quantitative stereological analyses of Svsucr), optical VUR sections must be generated as shown
in Fig 18.
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S1 Table. Dimensions of ruler (divisions equidistant on log reciprocal scale).

Class Lower Limit, mm 1/Lower Limit, mm Midpoint, mm
Class A 2.000 0.5000 0.4375
Class 1 2.6667 0.3750 0.3281
Class 2 3.5556 0.2813 0.2461
Class 3 4.7407 0.2109 0.1846
Class 4 6.3210 0.1582 0.1384
Class 5 8.4280 0.1187 0.1038
Class 6 11.2373 0.0890 0.0779
Class 7 14.9831 0.0667 0.0584
Class 8 19.9774 0.0501 0.0438
Class 9 26.6366 0.0375 0.0328
Class 10 35.5155 0.0282 0.0246
Class 11 47.3539 0.0211 0.0211

Class A: The initial division in which no measurement of the diffusion barrier (DB) can be obtained.
Class 1-11: Ruler classes. Lower Limit: Begin of the next ruler class in size, measured from ruler origin.
Midpoint of classes n: ((1/Lower Limit of Class n) + (1/Lower Limit of Class n+1))/2.
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S2 Table. 3DISCO clearing of trout gill tissue (modified according Ertiirk et al. [1]).

Chemical Time Remarks

Starting material: Formalin-fixed gill filament tissue samples (clear tissue prior to SURS)

Tab water 1h Wash out of fixative
50% THF 1h

70% THF 1h

80%THF 1h

100% THF 1h

100% THF over night

100% THF 1h

100% DCM 30 min? 2until tissue sample sinks
BABB 20

BABB 23h

Store in BABB in the dark at 4-8°C. Use BABB as medium for LSFM analysis and allow for temperature
equilibration of the sample before starting image acquisition.
SURS: Systematic uniform random sampling; THF: Tetrahydrofuran; DCM: Dichloromethane; BABB: Benzyl
alcohol-benzyl benzoate.

1. Ertlrk A, Becker K, Jahrling N, Mauch CP, Hojer CD, Egen JG, et al. Three-dimensional imaging of
solvent-cleared organs using 3DISCO. Nat Protoc. 2012;7(11): 1983-1995.
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S1 Video. 3-D reconstruction of rainbow trout gills.

55

IEllriiz-.

Das Video ist abbrufbar unter: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243462.s014
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S1 Experimental Data

A. Comparison of Vysuecr) in left and right gills.

In a preliminary test, we compared the estimated volume densities of secondary lamellae in
the gill filaments (Vvisuer)) of the right and left gills of a healthy rainbow trout (body weight
~1100 g). The estimated values for Vysuecr) of the left and right gills (0.278 + 0.01) (MEAN +
SD) did not differ significantly (p = 0.200, paired t-test).

B. Sample number for quantitative morphological analyses of rainbow trout gills.

The recommended sample numbers represent orientation values based on previous studies
[1] and unpublished preliminary experiments. For example, we compared the values of Vysvcr)
obtained by analysis of VUR sections of variable numbers of SURS gill filament tissue samples
of a rainbow trout of ~1300 g body weight. The Vysucr values estimated in 18, 15, 12, 9, 6
and 3 SUR samples did not differ significantly (p = 0.845, Kruskal-Wallis-Test), indicating the
adequacy of 5 samples per fish for analysis of this parameter with a total coefficient of variance
(CV) of 1.7%.

C. Examination of gill filament tissue shrinkage during GMA/MMA-embedding.

The extent of tissue shrinkage during GMA/MMA-embedding was examined in 12 SUR
sampled, cylindrical (2 mm diameter) specimens of formalin-fixed rainbow trout gill filament
tissue samples, exactly as described in Fig 14. The volume of the samples (prior to
embedding) was determined from their weight and density (referring to Section 8). After
embedding, the GMA/MMA block was exhaustively serially sectioned with a nominal section
thickness of 1.5 um (1437 sections in total). The factual mean individual section thickness
(1.386 + 0.19 um) was determined by spectral reflectance measurement (F20, Filmetrics®,
USA) [2]. The volume of the GMA/MMA-embedded tissue samples was determined according
to the Cavalieri principle from the gill tissue section profile areas measured in every 40th
section of the series (36 sections in total).

D. Estimation of Vysucr) in VUR sections of SUR sampled gill filament tissue samples.

Using the approach described in Section 12, a mean Vysuer) of 0.286 + 0.01 (MEAN + SD)
was determined in healthy rainbow trout (n = 2) of ~1100-1300 g body weight.

E. Determination of the sufficient number of points hitting section profiles of gill tissue
(in all examined fields of view in all sections of all samples per case) to achieve an
estimate of Vy(sucr) with an expected relative error probability of 5% of the mean Vysucr).

Using the described procedures, we estimated the volume densities and total volumes of
secondary gill lamellae in the gill filaments of a healthy rainbow trout of ~1300 g body weight.
4 SURS samples of the gill filament tissue compartment were taken and processed for
generation of VUR GMA/MMA-sections, as described in Sections 9 and 10. At 100x
microscopic magnification, 46 test field areas were SUR sampled in the VUR sections per
case, using a microscopy and stereology system with newCAST™ software (Version 3.6.2.0,
Visiopharm, Denmark) and overlaid with a 8x8 point grid. 1338 points were counted hitting
section profiles of the GF reference compartment, and 392 points hitting SL section profiles
per case. The Vyisuer) accounted for 0.293 and the Visicr) for 0.832 cm?® A reduction of the
examined test fields (and of the correspondingly counted points) to 15 (with 421 points hitting
GF section profiles) did not significantly alter the estimates of Vysvuer) (p = 0.976, Kruskal-
Wallis-Test), confirming that a total number of ~600 points hitting the reference compartment
per case and analysis of a section area sampling fraction of approximately 10% of the total gill
tissue section area is sufficient.
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F. Estimation of Sysucer and Sisier) in VUR sections of SUR sampled GMA/MMA-
embedded gill filament tissue samples.

Applying the described method, we estimated Svisucr in VUR sections of 4 SUR sampled,
GMA/MMA-embedded gill filament tissue samples taken from a healthy rainbow trout of
~1300 g body weight. 55 test fields were SUR sampled and photographed at 100x microscopic
magnification. The images were enlarged to a final magnification of 300x and digitally overlaid
with a stereological test system of 70 points and 35 cycloids (i.e., 2 points per cycloid test arch,
cycloid test arch length is calculated from the rectangular frame width as | = 1/10 frame width),
aligned to the vertical axis of the VUR gill filament tissue section. 2145 points hitting gill filament
tissue section profiles, and 580 intersections between cycloid test lines and the epithelial
surface of the secondary lamellae were counted. A (shrinkage-corrected) Sysucr) Of
333.53 cm?*cm? and, correspondingly, a S¢si,cr) 0f 947.24 cm? was estimated. A 80% reduction
of the examined test fields (and of the correspondingly counted points and intercepts) did not
significantly alter the estimates of Sys..er) (p = 0.918, Kruskal-Wallis-Test), confirming that a
section area sampling fraction of approximately 10% (i.e., a total number of ~15-20 test field
areas at 100x microscopic magnification) was sufficient in this example.

G. Estimation of Nyecisy), Vviecsy and Viecsy in IUR sections of SUR sampled Epon-
embedded gill filament tissue samples using the physical disector method.

In a previous study [1], we used the described disector method for estimation of the number
and mean cellular volume of epithelial cells in the secondary gill lamellae of 5 healthy rainbow
trout of 269.4 + 29.0 g body weight. 186 + 19 Q- were counted on 22 disectors. Nyecsst) was
estimated as 808.42 + 87.39 x 1/10° um®, with a mean volume density Vvecss) of 0.514 + 0.01
and mean cellular SL-EC volume Viec,st) of 643.60 £ 70.67 um?>.

H. Determination of the sufficient number of points hitting section profiles of gill tissue
(in all examined fields of view in all sections of all samples per case) to achieve an
estimate of Vvecis,) with an expected relative error probability of 5% of the mean Vyecisy)-

Using the described procedures, we estimated Vecssy) of a healthy rainbow trout of ~1300 g
body weight. 5 SURS samples of the gill filament tissue compartment were taken and
processed for generation of VUR GMA/MMA-sections, as described in Sections 9 and 10. At
200x microscopic magnification, 15 test field areas (counting frame area of 1560 um x 100 ym)
were SUR sampled in the VUR sections per case, using a microscopy and stereology system
with newCAST™ software (Version 3.6.2.0, Visiopharm, Denmark) and overlaid with a 8x8
point grid. 287 points were counted hitting section profiles of the SL reference compartment,
and 151 points hitting EC section profiles per case. The Vvecisy) accounted for 0.526. A
reduction of the examined test fields (and of the correspondingly counted points) from 44 (with
885 points hitting SL section profiles) to 15 did not significantly alter the estimates of Vvcssy)
(p = 0.280, Kruskal-Wallis-Test), confirming that a total number of ~280 points hitting the
reference compartment (SL) per case and a grid of 10x10 points per counting frame is
sufficient.

I. Estimation of Thpps) in IUR (ultrathin) sections of SUR sampled Epon-embedded gill
filament tissue samples (TEM).

Using the described method in a previous study [1], we analyzed the true harmonic mean of
the diffusion barrier thickness in 5 healthy rainbow trout of 269.4 + 29.0 g body weight
(performing 263 + 30 measurements in 14.7 + 0.8 SUR sampled fields of view per case),
yielding an average Thpg) of 3.06 + 0.12 um.
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J. Examination of gill filament tissue shrinkage during 3DISCO clearing.

We analyzed the extent of clearing-related gill filament tissue shrinkage by measuring the
volumes of 8 individual samples of formalin-fixed gill filament tissue prior to and after 3DISCO
clearing. Volumetry was performed using the submersion method described in Section 8, with
20°C 0.9% saline (p = 1.0046 g/cm?) or, respectively, BABB (p = 1.0756 + 0.017 g/cm? as
submersion liquid. On the average, a 3DISCO-associated 3-D volume shrinkage of
50.72 + 2.88% was determined (referring to a corresponding linear tissue shrinkage factor fs
of 0.79 £ 0.01).

K. Estimation of Vysuer) and Vsicr)as well as (shrinkage-corrected) Sysucr) and Ssi,cr)
using SUR sampled virtual optical VUR gill filament tissue sections.

Vvisuer) was analyzed by LSFM at 100x final magnification, using SUR sampled virtual optical
VUR sections acquired in 8 SUR sampled specimens of 3DISCO-cleared gill filament tissue
samples, derived from a healthy rainbow trout of ~1300 g body weight. Within the digital images
of the virtual optical VUR sections, 63 fields of view were SUR sampled. In these images,
Vvisuer was estimated by point counting, using a cross grid of 10x10 points (Fig 22). In total,
3030 points hitting the reference compartment were counted. Vswcr) was thus determined as
0.288 and V(s.cr) as 0.818 cm® for a total gill filament volume of Vcr) = 2.84 cm®. A reduction
of the examined test fields (and of the correspondingly counted points) to 12 (546 points hitting
the digital gill filament tissue section profiles) did not significantly alter the estimates of V(s.,cr)
(p = 0.891, Kruskal-Wallis-Test), confirming that a total number of ~600 points hitting the
reference compartment per case is sufficient.

Svisuer) was analyzed in the same (virtual) optical VUR sections (Fig 23) used for estimation
of Vyisuer). The images were enlarged to a final magnification of 300x (i.e., the true physical
factor of magnification of the (printed) image) and overlaid with a test system combining 35
cycloid arches and 70 test points. Per case, 3080 points hitting the gill filament tissue and 951
intersections of the cycloids with the epithelial surface of the secondary gill lamellae were
counted. Svisuer) was thus determined as (shrinkage-corrected) 346.24 cm%cm?® and Ssicr)
as 983.32 cm? A reduction of the examined VUR section images (and correspondingly
counted points) to 8 (and 411 points hitting the digital gill filament tissue section profiles) did
not significantly affect the estimates of Sis..cr) (p = 0.796, Kruskal-Wallis-Test), confirming the
robustness of the applied sampling designs and analysis approaches.

1. Birzle CF. Etablierung und Validierung quantitativ-morphologischer Parameter bei
Regenbogenforellen im Rahmen 6kotoxikologischer Fragestellungen. Doctoral dissertation, Ludwig-
Maximilians-Universitat Miinchen. 2015.

2. Matenaers C, Popper B, Rieger A, Wanke R, Blutke A. Practicable methods for histological
section thickness measurement in quantitative stereological analyses. PLoS One. 2018;13(2):
e0192879.

123



PUBLIKATION

S$1 Eq. Concentration determination by Lambert-Beer Law.

C=E1/(81Xd)

c Concentration of the absorbing substance in the liquid
Ea Absorbance of the material for light of wavelength A
Er Extinction coefficient at the wavelength A

d Path length of the cuvette
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S2 Eq. Determination of dyed liquid volume after dilution.

VA = Vpx CP/CA

Va Volume of the dyed liquid volume after submersion (i.e., diluted by the liquid
attached to the wet gill filament sample)

Ve Volume of the dyed liquid prior to submersion of the (wet) gill filament sample

cp Concentration of the dyed submersion liquid prior to submersion of the (wet) gill

filament sample

Ca Concentration of the dyed submersion liquid after submersion of the (wet) gill
filament sample (i.e., diluted)
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5 DISKUSSION

Diskrepanzen von in unterschiedlichen Okotoxikologischen Studien ermittelten
Endpunkten, wie die der an Regenbogenforellen mittels histopathologischer
Kiemenanalyse in verschiedenen Toxizitatstests ermittelten NOECs von Diclofenac
[13,17-20], belegen die Notwendigkeit der Etablierung standardisierter,
reprasentativer, reproduzierbarer und somit vergleichbarer Analyseverfahren fur die
Untersuchung quantitativ-morphologischer Kiemenparameter in 6kotoxikologischen
Studien. Die Variabilitdt der ermittelten Endpunkte einzelner Toxizitatsstudien kann
in Faktoren des experimentellen Designs begriindet liegen, wie beispielsweise in
Unterschieden in den Expositionsbedingungen [13]. Diese lassen sich durch die
Durchfihrung von Expositionsversuchen unter gleichen Expositionsbedingungen
vermeiden, z. B. durch den Einsatz von 6kotoxikologischen Expositionsanlagen,
welche die Umgebungsparameter (Wassertemperatur, -leitfahigkeit, geldster
Sauerstoff im Wasser, Tageslichtlange, etc.) kontinuierlich Gberwachen und
konstant halten [57,108]. Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen einzelner
histopathologischer Studien kénnen zudem von den verwendeten Sektions- und
Probennahmeverfahren und der Probenprozessierung herrihren [16,20]. Mit der
bedeutendste Faktor ist jedoch die subjektive und daher bisweilen stark
voneinander abweichende Interpretation morphologischer Gewebsalterationen

durch verschiedene untersuchende Personen [16,20,21,113].

Die Ermittlung akkurater quantitativ-morphologischer Parameter mittels
erwartungstreuer  design-basierter  stereologischer ~ Probennahme-  und
Analyseverfahren  erlaubt eine  objektive  Darstellung  verschiedener
morphologischer Gewebeeigenschaften sowie die statistische Auswertung und
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse [22,23,34,35]. Gerade fiir die Detektion subtiler
histomorphologischer Gewebsalterationen eignen sich quantitativ-stereologische
Methoden in besonderem Mal3e, da sie deren akkurate Messung ermdglichen. Der
gualitativen oder auch semiquantitativen histopathologischen Analyse hingegen
fehlt die notwendige Sensitivitat flr deren Detektion und/oder Beurteilung [22-24].
Auch (oder gerade) subtile morphologische Verénderungen kénnen jedoch
hinweisend sein auf nachteilige, potenziell irreversible Effekte von Schadstoffen
[22].
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Die vorliegende Dissertation behandelt die Anwendung quantitativ-stereologischer
Methoden in der histopathologischen Analyse der Kiemen von in
okotoxikologischen Studien als Testorganismen eingesetzten Regenbogenforellen.
Das in der publizierten Originalarbeit zur vorliegenden Dissertationsschrift [66]
prasentierte Protokoll berlcksichtigt samtliche fir die akkurate Erhebung
erwartungstreuer quantitativ-morphologischer Parameter obligaten Aspekte der
guantitativ-stereologischen Untersuchung von Kiemen als komplexe, sensitive
Indikatororgane in der 6kotoxikologischen Forschung [16,25,121,159]. Es werden
erwartungstreue quantitativ-stereologische Methoden vorgestellt, die auf
etablierten, modernen, modellunabhéngigen reprasentativen Stichprobennahme-
und Analyseverfahren beruhen [23,33,34]. Diese haben ihre allgemeine Eignung fur
guantitativ-morphologische Analysen an zahlreichen Organen und Geweben von
Saugetieren unter Beweis gestellt [36-40,207]. Sie wurden zudem bereits teilweise
an Fischen verschiedener Arten und Korpergrof3en fur die Ermittlung quantitativ-

morphologischer Kiemenparameter herangezogen [17,31,41-47].

Allerdings geht die Durchfihrung der klassischen modellunabh&ngigen quantitativ-
stereologischen Verfahren aufgrund der Ausrichtung auf die licht- und
elektronenmikroskopische Untersuchung histologischer Gewebeschnitte mit einem
hohen Zeit- und Arbeitsaufwand einher [23]. Daher wurde im Rahmen des
vorliegenden  Dissertationsprojektes die  Eignung der Laser-Lichtblatt-
Fluoreszenzmikroskopie (LSFM) optisch geklarter Kiemenproben fir die Ermittlung
guantitativ-morphologischer Kiemenparameter untersucht. Dieses moderne
Bildgebungsverfahren dient der Abbildung tiefer Gewebeprobenareale (deep tissue
imaging) und ermoglicht die Anfertigung optischer, fluoreszenzbasierter Schnitte
intakter dreidimensionaler und optisch geklarter Gewebeproben [58]. Bei der
Ermittlung quantitativ-morphologischer Parameter hat sich das Verfahren der LSFM
als effektives, elegantes und ziigiges Verfahren erwiesen [59-63,65]. Bezuglich der
spezifischen qualitativen oder quantitativen Analyse optisch geklarter
Kiemenproben von Regenbogenforellen mittels LSFM liegen bislang keine
wissenschaftlichen Vero6ffentlichungen vor. Die publizierte Originalarbeit zur
vorliegenden Dissertation [66] prasentiert somit das erste umfassende Protokoll fur
die Durchfiihrung des optischen Clearings von Regenbogenforellen-Kiemenproben
und deren LSFM-Analyse fur die Ermittlung quantitativ-morphologischer

Kiemenparameter.
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In der Ermittlung und Quantifizierung toxischer Effekte von Umweltschadstoffen an
den Kiemen als sensitive Indikatororgane gewahrleisten die dargestellten
klassischen sowie auf moderner LSFM basierenden Protokolle reproduzierbare,
akkurate Ergebnisse. Die Anwendung modellunabhangiger quantitativ-
stereologischer  Probennahme- und Analysemethoden ermdglicht die
Vergleichbarkeit der ermittelten Endpunkte sowohl innerhalb als auch zwischen
einzelnen 6kotoxikologischen Studien. Sie leistet einen wesentlichen Beitrag zu der
Qualitat und Zuverlassigkeit der ermittelten 6kotoxikologischen Endpunkte und der
darauf basierenden Umweltrisikobewertung von Gewasserschadstoffen. Da
unnotige Wiederholungsversuche vermieden werden konnen, tragen die
prasentierten Protokolle zudem zu der Reduktion der Anzahl der in Toxizitatstests

als Testorganismen eingesetzten Fische bei.

129



130



DISKUSSION

5.1 Diskussion des allgemeinen experimentellen Designs

Regenbogenforellen stellen als weitverbreitete, umfassend erforschte und auf3erst
sensitive Fischart eine der am haufigsten in Toxizitatstests eingesetzten
Fischspezies dar [5,6,10,120]. Die in der dieser Dissertationsschrift zugrunde
liegenden Publikation prasentierten Protokolle sind an die Kiemen von
Regenbogenforellen mit einem Koérpergewicht von 300-2000 g angepasst [66]. Die
beschriebenen Methoden sind jedoch auf andere Fischarten mit vergleichbarer
GroRRe und Kiemenstruktur Gbertragbar (z. B. andere Salmoniden-Spezies wie die
Bachforelle (Salmo trutta fario) (unpublizierte eigene Daten)). Dies ermdglicht deren
breite  Anwendung in klassischen design-basierten quantitativ-stereologischen
Untersuchungen und LSFM-basierten quantitativ-morphologischen Analysen an in
der 6kotoxikologischen Forschung eingesetzten Fischen.

Regenbogenforellen der in der publizierten Originalarbeit zur vorliegenden
Dissertationsschrift  [66] untersuchten Gréf3enordnung werden in der
Okotoxikologischen Forschung haufig als Testorganismen in Toxizitatstests
eingesetzt [51-57]. Die Verwendung von Regenbogenforellen entsprechender
GrolRRe erleichtert die Entnahme der Kiemen, insbesondere unter Anwendung des
beschriebenen kiemenschonenden Sektionsprotokolls (siehe Abbildung 6 der
Publikation [66]), sowie deren Handhabung in der anschlieBenden Probennahme
und -prozessierung. Die bei kleineren Fischarten zu beobachtende iatrogene
Schadigung der Kiemen wéahrend der Enthnahme (und die darauf zuriickzufiihrende
verminderte Qualitat der histologischen Darstellung der Kiemenmorphologie) wird
auf diese Weise vermieden [16].

Die Verwendung von Regenbogenforellen zwischen 300-2000 g Koérpergewicht
erhoht nicht nur die Praktikabilitdt der illustrierten Methoden, sondern erleichtert
auch die Durchfuhrung operativer Eingriffe (z. B. die postmortale vaskulare
Perfusionsfixierung) [5]. Es steht zudem ausreichend Kiemengewebe fur die
guantitativ-stereologische Kiemenanalyse und erganzende Untersuchungen
(z. B. molekular, biochemisch oder analytisch-chemisch) zur Verfigung.
Verbleibendes Gewebe kann fiir erweiterte, oder sich aus den Studienergebnissen
neu ergebende, Fragestellungen zuriickbehalten und aufbewahrt werden. Im
Gegensatz zu vielen anderen standardmafig in Toxizitatstests eingesetzten

Fischarten (z. B. dem Zebrabarbling (Danio rerio) [10]) erlaubt die Verwendung von
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Regenbogenforellen dieser GrolRenordnung neben der Beprobung der Kiemen auch
die Entnahme einer Vielzahl an Proben weiterer Organe und Gewebe [5]. Dies
ermdglicht die Erhebung zusatzlicher, erganzender Daten. Potenzielle Zielorgane
und -gewebe eines untersuchten Umweltschadstoffes kdnnen ermittelt werden,
ebenso wie ein breites Spektrum an molekularen, biochemischen oder analytisch-
chemischen Parametern. Diese haben das Potenzial, Aussagekraft und Effizienz
histopathologischer Diagnosen zu steigern, da die Toxizitdt eines potenziellen
Schadstoffes nicht anhand eines einzelnen Endpunktes ermittelt werden kann
[16,20,21].

Die dargestellte tierschutzkonforme To6tungsmethode (siehe Abschnitt5 der
publizierten Originalarbeit der vorliegenden Dissertation [66]) wurde so gewahlt,
dass sie keinen Einfluss auf die Kiemenmorphologie nimmt (z. B. durch Blutungen
infolge eines Kopfschlages). Das Protokoll sieht zudem die Entnahme der Kiemen
anhand eines kiemenschonenden und effizienten Sektionsverfahrens sowie die
unverzugliche Immersionsfixierung vor (siehe Abschnitt 7 der Publikation [66]).
latrogene Schaden und die postmortale Autolyse der fragilen Kiemenlamellen,
welche die Qualitat der histologischen Schnitte beeintrachtigen kénnen [16], werden

so vermieden.

Eine Methode der kardiovaskularen Perfusionsfixierung der Organe und Gewebe
der Regenbogenforelle wurde entwickelt und anschaulich dargestellt (siehe
Abschnitt 6 und Abbildung S2 der Publikation [66]). Die prasentierte Methode
erlaubt die Perfusion des gesamten Gefal3systems der Fische [263]. Die vaskulare
Perfusionsfixierung dient der Erganzung zahlreicher quantitativ-stereologischer
Analysen und wird auch in quantitativ-morphologischen Kiemenuntersuchungen
eingesetzt [42,220,264-267]. Neben einer schnellen, effizienten in situ Fixierung des
Gewebes dient sie der Entfernung zellularer Blutbestandteile aus dem
Blutgefal3system [268,269]. Letzteres ist prinzipiell auch fir die Durchfihrung von
LSFM-Analysen von Interesse, da die Entfernung zellularer Blutbestandteile aus
dem Geféalisystem die Lichtabsorption innerhalb der Gewebeprobe wahrend der
Aufnahme optischer Schnitte reduziert [58], auch wenn die Bestimmung der in der
vorliegenden Arbeit analysierten quantitativ-morphologischen Kiemenparameter
problemlos an nicht perfusionsfixierten Kiemenproben durchgefuhrt werden kann.
Das prasentierte Protokoll fiir die kardiovaskulare Ganzkorper-Perfusionsfixierung

wurde gezielt an die physiologischen Parameter der Regenbogenforelle angepasst
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[66]. Die Anwendung des Protokolls fuhrt bei fachgerechter Durchflihrung zu einer
adaquaten Fixierung des Kiemengewebes und der Entfernung der Erythrozyten aus
den Gefalraumen der Sekundarlamellen. Die Verwendung eines zu hohen
Perfusionsdruckes kann jedoch zu Artefakten an den Sekundarlamellen fihren
(siehe Abbildungen S3 und S4 der Publikation [66]). Alle relevanten quantitativ-
morphologischen  Kiemenparameter lassen sich zuverlassig an nicht
perfusionsfixierten Kiemengewebeproben bestimmen, zudem gewahrleistet das in
der verdffentlichten Originalarbeit zur vorliegenden Dissertation [66] verwendete
3DISCO-Clearing-Verfahren [240] eine effiziente optische Klarung des
Kiemengewebes auch ohne vorangehende  Perfusionsfixierung. Die
kardiovaskulare Perfusionsfixierung wird daher primar empfohlen, wenn das
Studiendesign zusatzliche Untersuchungen vorsieht, welche von der Durchfiihrung

einer Perfusionsfixierung profitieren.

Die vorliegende Arbeit legt den Fokus auf die quantitativ-stereologische Analyse der
Kiemen. Diese haben nicht nur zahlreiche physiologische Schlisselfunktionen inne
[131], sondern stellen als Hauptzielorgan fur im Wasser geléste Umweltschadstoffe
eines der bedeutendsten Organe fur die Beurteilung von Gewasserbelastungen dar
[25-27,159,160]. Die dreidimensionale Gewebearchitektur der Kiemen ist aul3erst
komplex und hochgradig anisotrop [8,28,135]. Dies stellt die erwartungstreue
Quantifizierung der Effekte von Umweltschadstoffen mittels quantitativ-
stereologischer Methoden vor besondere Herausforderungen, da die histologische
Darstellung der Kiemenstrukturen stark von der Schnittebenenorientierung
abhangig ist und die Ermittlung bestimmter relevanter quantitativ-morphologischer
Kiemenparameter eine Randomisierung der Schnittebenenorientierung erfordert
[8,33]. Dennoch ist die Anwendung quantitativ-stereologischer Methoden gerade in
der Untersuchung von Kiemenlasionen in EXxpositionsversuchen von grof3ter
Wichtigkeit, da schadstoffbedingte Kiemenlasionen subtil sein kénnen und bis zu
einem gewissen Schweregrad leicht Ubersehen werden oder ohne spezielle
Untersuchungstechniken nur schwer zu identifizieren sind (z. B. Veranderungen

des Durchmessers von Blutgeféaf3en in den Kiemen) [27].
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Das Gesamtvolumen der Kiemen (bzw. der Kiemenfilamente (gill filaments (GF))
(Ver), das Volumen der Sekundarlamellen der Kiemen (V(sLcr), die Oberflache
der Sekundarlamellen der Kiemen (Ssicr), das Volumen der Epithelzellen der
Sekundérlamellen (Vc,sy)), die Anzahl der Epithelzellen der Sekundarlamellen
(N(ec,sp)), das mittlere Volumen der Epithelzellen der Sekundarlamellen (Vec,s.)) und
die Diffusionsbarrierendicke (das wahre harmonische Mittel der Diffusionsdistanz
(Thoe))) dienen der effektiven Beschreibung der wichtigsten morphologischen
Charakteristika der Kiemen bzw. der Sekundéarlamellen als funktionelle
respiratorische Grundeinheit der Kiemen [28]. Die in der publizierten Originalarbeit
zur vorliegenden Dissertationsschrift [66] beschriebenen Probennahme- und
Analyseprotokolle wurden auf die Analyse dieser quantitativ-morphologischen
Kiemenparameter ausgerichtet, sind jedoch so konzipiert, dass sie fir die prazise
und erwartungstreue Ermittlung  weiterer  quantitativ-morphologischer
Kiemenparameter herangezogen oder angepasst werden koénnen, falls dies fur die

Quantifizierung spezifischer Effekte von Umweltschadstoffen erforderlich ist.

per Kiemenbogen wird vor der Volumetrie unter Schonung der Kiemenfilamente entfernt, um eine anschliefSende Prozessierung ohne
Entkalkung des Gewebes zu erméglichen. Fiir die Volumetrie und nachfolgende quantitativ-stereologische Analysen stehen somit die
Kiemenfilamente (gill filaments, GF) (Primdrlamellen und Sekunddrlamellen), teilweise eingebettet in das interbranchiale Septum, zur
Verfiigung. Fiir die bessere Lesbarkeit wird jedoch weiterhin der Begriff Kiemen und Kiemenproben anstelle von Kiemenfilamenten und
Kiemenfilament-Proben verwendet.
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5.2 Diskussion der quantitativ-stereologischen Analyse der

Kiemen mittels Licht- und Elektronenmikroskopie
Die in der publizierten Originalarbeit zu der vorliegenden Dissertation [66]
prasentierten Probennahme-, Probenprozessierungs- und Analyseverfahren
(Volumetrie, Anzahl der zu entnehmenden Gewebeproben, Randomisierung der
Schnittebene, Ermittlung der einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung und die
Anwendung der stereologischen Testsysteme) garantieren die erwartungstreue
Ermittlung quantitativ-stereologischer Schatzwerte [23,33,34,179]. Das Protokoll fur
die quantitativ-stereologische Analyse der Kiemen von Regenbogenforellen basiert
auf umfassender Literaturrecherche, praktischer Erprobung und umsichtiger
Studienplanung und ermdglicht die Erhebung zuverlassiger Analyseergebnisse
ohne redundanten Arbeits- und Zeitaufwand. Die detaillierte Beschreibung der
anzuwendenden Verfahren erhoht nicht nur deren Praktikabilitat, sie entspricht auch
den Forderungen zahlreicher Fischpatholog_innen nach einer detaillierten
Methodenbeschreibung, um so die Reproduzierbarkeit histopathologischer Daten
von Fischen zu gewahrleisten [16].

Ein Groldteil der in vorangegangenen Studien publizierten quantitativ-
morphologischen Kiemenanalysen erfordert die vollstandige Einbettung der fur die
Untersuchung herangezogenen Kiemen, unter anderem fir die Bestimmung des
Referenzkompartimentvolumens mit der Cavalieri-Methode [41-45,47]. Im
Gegensatz dazu ermoglicht das in der verdffentlichten Originalarbeit zu der
vorliegenden Dissertationsschrift ~ [66]  vorgestellte  Volumetrie- und
Probennahmeverfahren neben der quantitativ-stereologischen Analyse die
Durchfiihrung ergdnzender Untersuchungen der Kiemen. Auf diese Weise kann die
Ermittlung morphologischer und z. B. molekularer Parameter von denselben

Probelokalisationen erfolgen [270].

Die akkurate Volumenbestimmung des Referenzkompartiments hat in quantitativ-
stereologischen Studien héchste Relevanz [179,196]. Im Rahmen des vorliegenden
Dissertationsprojektes wurden detaillierte Untersuchungen durchgefihrt, um eine
praktikable und prazise Volumetriemethode von Kiemen bzw. Kiemenproben zu
etablieren, die die Intaktheit der Kiemen ermdglicht [41] und keine Einbettung in ein
Kunststoffmedium erfordert [42-44,47]. Mittels photometrischer Messungen und der

Verwendung eines Indikatorfarbstoffes konnte nachgewiesen werden, dass die
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Entfernung der an (feuchten) Kiemen anhaftenden Flussigkeit durch das kurze,
vorsichtige Abtupfen der Kiemenproben mit einem Labortuch in ausreichendem
Mal3e gewahrleistet wird (siehe Abbildungen S5 und S6 der Publikation [66]). Dies
ist grundlegende Voraussetzung fir die prazise Bestimmung des
Kiemenprobengewichts und fir die erwartungstreue Volumenbestimmung der
Kiemenprobe anhand ihres Gewichts und der kiemenspezifischen Gewebedichte
(ermittelt anhand der Submersionsmethode, siehe Abschnitt 8 der publizierten
Originalarbeit zur vorliegenden Dissertation [66]) [205,206]. Auf diese Weise wurde
fur formalinfixierte Kiemen (bzw. Kiemenfilamente) von Regenbogenforellen eine
durchschnittliche Gewebedichte von 1,07 + 0,02 g/cm® ermittelt [66]. Da bisher
keine veroffentlichten Daten bezliglich der Dichte von Kiemengewebe vorliegen,
kann dies als Orientierungswert fur nachfolgende (quantitativ-stereologische)

Untersuchungen dienen.

Die Generierung reprasentativer Proben ist in der Untersuchung der Kiemen auf
potenzielle toxische Effekte von Umweltschadstoffen von grof3ter Bedeutung. Die
verschiedenen Zellarten der Primar- und teilweise auch Sekundarlamellen sind
nicht gleichformig verteilt [139,141]. Des Weiteren werden nicht alle Areale der
Kiemen zu jeder Zeit in vollem Umfang und gleichférmig durchblutet
[28,131,148,149]. Pathomorphologische Kiemenveranderungen infolge einer
Schadstoffexposition kdnnen, abhéngig von Stoffgruppe und Expositionsdauer, in
unterschiedlichen Verteilungsmustern und/oder an unterschiedlichen
Zielstrukturen/-zellen  auftreten [28]. Gewebsalterationen infolge einer
Schadstoffexposition kénnen daher an willkirlich ausgewahlten Kiemenproben
nicht repréasentativ fur die gesamten Kiemen quantifiziert werden. Das in der dieser
Dissertation zugrunde liegenden Verdffentlichung fir die Generierung der
Kiemenproben illustrierte systematisch zufallige Probennahmeverfahren (SURS)
(siehe Abschnitt 9 der Publikation [66]) stellt die Methode der Wahl fir eine
einfache, effektive Generierung reprasentativer (Kiemen)proben dar [23]. Die
Agareinbettung erhalt die Orientierung der Kiemenstrukturen und verhindert den
Verlust einzelner Primarlamellen. Anhand der Schatzung der Volumendichte der
Sekundarlamellen an den Kiemen (Vvisuer) und der Ermittlung des
Variationskoeffizienten (Coefficient of Variation (CV)) von 1,7 % (Streuungsmalf
bezuglich der Messwerte in Bezug auf den Mittelwert) [23,33,38,207] wurde

aufgezeigt, dass die Entnahme von funf Kiemenproben der vier Kiemen einer
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Korperseite fir eine effiziente, erwartungstreue Schéatzung der relevanten
guantitativ-stereologischen Kiemenparameter als ausreichend bewertet werden
kann [66]. Es wurde zudem untersucht, inwiefern sich die Kiemen der rechten und
linken Korperseite in ihrer Histoarchitektur unterscheiden. Fir Vvsucr konnte
nachgewiesen werden, dass kein signifikanter Unterschied zwischen rechten und
linken Kiemen besteht [66].

Aufgrund der hochkomplexen, anisotropen Organarchitektur der Kiemen ist die
histologische Darstellung und die Reprasentation der verschiedenen
Kiemenstrukturen stark abhangig von der Orientierung der Schnittebene (siehe
Abbildung 3 der Publikation [66]) [16]. Anisotrope Strukturen bedurfen spezieller
Methoden, um eine isotrope, erwartungstreue Schatzung von Oberflachen und
Langen zu gewahrleisten [24,33,179]. Die in der publizierten Originalarbeit zur
vorliegenden Dissertation dargestellten Methoden fiir die Generierung
histologischer Schnitte mit randomisierter Schnittebene illustrieren effiziente
Verfahren fir die Erzeugung von VUR- und IUR-Schnitten (siehe Abschnitt 10 der
Publikation [66]).

VUR-Schnitte erhalten die ,vertraute“ Histomorphologie und sind optimal geeignet
fur die Generierung randomisierter Schnitte von den Kiemen [23,197]. Die
Ermittlung der Oberflachendichte der Sekundarlamellen an den Kiemen (Sv(sucr)
an VUR-Schnitten mittels Zykloidbogenraster [197] stellt somit die Methode der
Wabhl dar (siehe Abbildungen 10 und 13 der Publikation [66]). Die Stabilisierung der
Kiemen mithilfe von Agar erleichtert die Probeneinbettung in GMA/MMA
(Glycolmethacrylat/Methylmethacrylat) und gewabhrleistet dank der
lichtmikroskopisch identifizierbaren Schnittkanten die eindeutige Erkennbarkeit der

vertikalen Achse wéahrend der gesamten Analyse.

Das Isector-Verfahren ist optimal geeignet fur die einfache Generierung von IUR-
Schnitten kleiner Gewebeproben [23,208] und wurde bereits in der Studie von Birzle
(2015) [17] erfolgreich an Kiemenproben von Regenbogenforellen angewendet.
IUR-Schnitte haben gegeniber VUR-Schnitten den Vorteil, dass sie eine effiziente

Ermittlung aller quantitativ-morphologischen (Kiemen)parameter erlauben [23].

Die dreidimensionale Gewebeschrumpfung der Kiemenproben im Zusammenhang
mit der Einbettung in histologische Kunststoff-Einbettungsmedien muss bei der

Analyse schrumpfungssensitiver Kiemenparameter (Svsuecr), NvEcrsyy und VEec,sy))

137



DISKUSSION

berlicksichtigt werden [23,180]. In der veroffentlichten Originalarbeit zur
vorliegenden Dissertation wurde daher ein erwartungstreues Analyseverfahren
verwendet, um das Ausmalfd der Volumenschrumpfung des Kiemengewebes von
Regenbogenforellen im Zusammenhang mit der GMA/MMA-Einbettung (siehe
Abschnitt 11 der Publikation [66]) zu ermitteln (sowie mit dem 3DISCO-Clearing-
Verfahren, siehe Abschnitt5.3). Die Volumina von Kiemenproben vor der
Einbettung wurden anhand der Submersionsmethode bestimmt [179,205,206].
Nach der Einbettung in GMA/MMA wurden die Volumina der Proben mit der
Methode nach Cavalieri an histologischen Serienschnitten bekannter Schnittdicke
(gemessen mittels spektraler Reflexionsmessung [215]) ermittelt (siehe
Abbildung 11 der Publikation [66]) [38,179,202]. Der fur das in GMA/MMA
eingebettete Kiemengewebe errechnete lineare Schrumpfungsfaktor fs= 0,87
entspricht einer Volumenschrumpfung von ~34,31 % [66] und damit weitgehend
auch dem Ausmall der Gewebeschrumpfung, welches bei der GMA/MMA-
Einbettung anderer biologischer Gewebeproben zu beobachten ist [220,271]. Die
Ermittlung der einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung anhand des
prasentierten  Analyseverfahrens muss fur unterschiedlich prozessierte
Kiemenproben individuell erfolgen, da das Ausmald der dreidimensionalen
Gewebeschrumpfung in Abhéangigkeit von den verwendeten histologischen
Einbettungsmedien sowie der Grof3e und Prozessierung der Kiemenproben variiert
[23,212,213]. Dies wird deutlich anhand einer Studie, laut derer das Ausmal3 der
dreidimensionalen Gewebeschrumpfung von Kiemenproben eines Fisches aus der
Familie der Harnischwelse (Pterygoplichthys anisitsi) nach Fixierung mit
Glutaraldehyd und Einbettung in Glycol-Methacrylat vernachlassigbar sein soll
[272]. In jeder quantitativ-stereologischen Studie muss daher die
einbettungsbedingte Gewebeschrumpfung an einer angemessenen Anzahl
reprasentativer Proben mithilfe geeigneter Analyseverfahren ermittelt und

entsprechend beriicksichtigt werden.

Die in der publizierten Originalarbeit der vorliegenden Dissertationsschrift [66] fur
den jeweiligen quantitativ-morphologischen Kiemenparameter verwendete licht-
und elektronenmikroskopische GesamtvergroRerung und die Male der
angewandten stereologischen Testsysteme/Sonden (probes), also die Grof3e der
Punkte- und Zykloidbogenraster, die Flachen der erwartungstreuen Testfelder
(unbiased counting frames) und die Hohe des (physikalischen) Disektors, sind
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gezielt an die Untersuchung der Kiemen von Regenbogenforellen zwischen
300-2000 g angepasst. Die angegebene Anzahl der zu zahlenden Punkte oder
Partikel (Q7) gewahrleistet akkurate quantitativ-stereologische Schatzwerte
(d. h. mit bekannter, akzeptabler relativer Fehlerwahrscheinlichkeit des
Schatzwertes) [180,203]. Den individuellen Anforderungen der verschiedenen
Kiemenparameter hinsichtlich der Randomisierung der Schnittebene und der
einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung wird durch die Generierung von VUR-
oder IUR-Schnitten und der sorgfaltigen Auswahl adaquater Einbettungsmedien
Rechnung getragen. Die Praktikabilitat und Durchfuhrbarkeit der beschriebenen
guantitativ-stereologischen Analysemethoden wurde durch ihre Anwendung an
reprasentativen Kiemenproben von Regenbogenforellen im Rahmen des
prasentierten Dissertationsprojektes und zum Teil in einer friiheren Studie von Birzle
(2015) [17] bestatigt.

Vv(suer) stellt (unter Annahme einer isotropen, gleichférmigen Schrumpfung) einen
von der einbettungsbedingten Schrumpfung der Gewebeproben unabhangigen
Parameter dar, dessen Ermittlung keiner Schnittebenenrandomisierung bedarf
[33,180]. Daher sieht das Protokoll die Ermittlung von Vvsucr an willkarlich
orientierten SURS-Serienschnitten von systematisch zuféllig entnommenen FF-PE
(formalin-fixed and paraffin-embedded) Kiemenproben vor (siehe Abschnitt 12 und
Abbildung 12 der Publikation [66]). Bei der Ermittlung zusatzlicher quantitativ-
morphologischer Parameter kann Vvsuer, im  Hinblick auf Effizienz und
Praktikabilitat, ebenso an allen weiteren in der vorliegenden Arbeit dargestellten
reprasentativen Gewebeschnitten (VUR oder IUR, Paraffin- oder Kunststoff-
Einbettung) von SURS Kiemenproben ermittelt werden [23,33,197].

Die in vorangegangenen Publikationen angewandte Methode fur die quantitativ-
stereologische Schatzung von Oberflachendichten an VUR-Schnitten mittels
Zykloidbogenraster erfordert die vollstdndige Kiemeneinbettung [42-45,47] und ist
subjektiv fur groere Kiemen nicht optimal geeignet. Zudem kodnnen quantitativ-
morphologische Parameter, deren Bestimmung einer IUR-Schnittebene bedarf,
nicht adaquat ermittelt werden. Das in der vorliegenden Arbeit dargestellte
Verfahren fir die Schatzung von Svsucr) demonstriert eine Methode fir die
Ermittlung von Oberflachen an VUR-Schnitten von SURS Kiemenproben (siehe
Abschnitt 13 der Publikation [66]) [33,197], die keiner vollstandigen Einbettung der

Kiemen bedarf.
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Die Schatzung des mittleren Zellvolumens von Chloridzellen wurde bereits in der
Studie von Monteiro et al. (2009) [31] mittels der Nucleator-Methode [273]
demonstriert. Der physikalische Disektor [198] fur die Ermittlung der numerischen
Volumendichte der Epithelzellen an den Sekundarlamellen (NvEcisy) und des
mittleren Zellvolumens der Epithelzellen der Sekundéarlamellen (Vec,sy)) wurde in
einer vorangegangenen Studie von Birzle (2015) [17] an den Kiemen von
Regenbogenforellen angewendet. Die genannten Studien bertcksichtigen jedoch
nicht alle fur die akkurate Schatzung von Partikelzahlen und mittlerem Zellvolumen
obligaten Aspekte einer quantitativ-stereologischen Analyse. Das in der publizierten
Originalarbeit zur vorliegenden Dissertationsschrift [66] illustrierte Verfahren zur
erwartungstreuen Schatzung von Partikelzahlen und dem mittleren Zellvolumen an
SURS Kiemenproben bertcksichtigt hingegen die Verwendung eines fir die
Anfertigung dunner, gleichmaliger Schnitte geeigneten Plastik-
Einbettungsmediums [23,215] sowie die einbettungsbedingte Gewebeschrumpfung
[180,222]. Dadurch wird die erwartungstreue Anwendung des physikalischen
Disektors fir die akkurate Schatzung von NvcssL), Nec,sL) und von Vec st (Uber die
indirekte Schatzung anhand des Verhaltnisses der Volumendichte der Epithelzellen
in den Sekundéarlamellen zu deren numerischer Volumendichte) demonstriert [33].
FUr die Schatzung von Nvcrsy), NeEcsy und Viecsyy hat sich der physikalische
Disektor als praktikable Methode erwiesen (siehe Abschnitt 14 und Abbildung 14
der Publikation [66]), dessen Durchfiihrung gilt jedoch als technisch anspruchsvoll.
Die erwartungstreue Ermittlung von Partikelzahlen und dem mittleren Zellvolumen
kann daher auch anhand alternativer design-basierter quantitativ-stereologischer
Verfahren erfolgen, wie beispielsweise dem optischen Disektor, dem physikalischen
und optischen  Fractionator, dem  Selector oder dem  Nucleator
[23,33,199,203,221,222,273].

Die Ermittlung der Sauerstoff-Diffusionsbarrierendicke erfolgt in den meisten der
bisher veroffentlichten quantitativ-stereologischen Studien der Kiemen an VUR-
Schnitten als harmonisches Mittel der Diffusionsbarrierendicke (nach Weibel und
Knight (1964) [189]) [43-45,47]. Die in der veroffentlichten Originalarbeit zur
vorliegenden Dissertation prasentierte Methode fir die Bestimmung der wahren
harmonischen mittleren Dicke (Tn) mittels der orthogonalen Schnittpunktmethode
[218,219] an IUR-Schnitten reprasentativer Gewebeproben (siehe Abschnitt 15 und
Abbildung 15 der Publikation [66]) stellt jedoch den Goldstandard fur die Ermittlung
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der Dicke biologischer Barrieren (z. B. der glomerularen Basalmembran [217]) dar
[23]. Sie hat sich auch bei der Ermittlung der Sauerstoff-Diffusionsbarrierendicke
der Kiemen von Regenbogenforellen mittels Lichtmikroskopie durch Birzle (2015)

[17] als Methode der Wahl erwiesen.
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5.3 Diskussion der quantitativ-stereologischen Analyse der

Kiemen mittels Laser-Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie
Die prasentierten klassischen modellunabhéngigen quantitativ-stereologischen
Methoden stellen den Goldstandard fur quantitativ-morphologische Analysen
verschiedener Organe dar [8,40,207,217,274]. Allerdings ist die praktische
Umsetzung dieser Methoden  aufgrund der  Probennahme- und
Probenprozessierungsverfahren, die mit einer erwartungstreuen quantitativ-
stereologischen Analyse verbunden sind, zeitaufwendig und arbeitsintensiv [23].
Daher prasentiert die vorliegende Arbeit die LSFM optisch geklarter Kiemenproben
als modernen, schnellen und eleganten Ansatz fir die Durchfiihrung quantitativ-
morphologischer Kiemenanalysen. Wissenschaftliche Veroéffentlichungen beziglich
der spezifischen qualitativen oder quantitativen Analyse optisch geklarter
Kiemenproben mittels LSFM liegen bislang nicht vor. Die LSFM wurde jedoch
bereits in anderen Studien genutzt, um bestimmte quantitativ-morphologische
Parameter wie die Anzahl und das Volumen von Adipozyten [63], die Anzahl von
Glomerula in der Niere [60] oder die GefalRdurchmesser und Langendichte
kleinkalibriger Blutgefal3e im Gehirn [62] zu bestimmen.

Die Anwendung der dreidimensionalen LSFM an mittels 3DISCO-Verfahren [240]
geklarten Kiemenproben der Regenbogenforelle stellt eine Methode fur die
Bestimmung quantitativ-morphologischer Kiemenparameter an optischen Schnitten
dar [66]. Dieses Bildgebungsverfahren bedarf daher keiner zeit- und
arbeitsintensiven  Anfertigung (willkirlich oder randomisiert orientierter)
physikalischer Gewebeschnitte. Das in der publizierten Originalarbeit zur
vorliegenden Dissertation préasentierte 3DISCO-Clearingprotokoll und die
Bildgebung mittels LSFM (siehe Abschnitt 16 der Publikation [66]) sind schnell und
einfach durchzufiihren und ermdglichen eine dreidimensionale Visualisierung der
komplexen mikroskopischen Kiemenarchitektur anhand der inharenten
Autofluoreszenz der geklarten Kiemenprobe (siehe Abbildung 17 der Publikation
[66]). Das vorgestellte Verfahren bedarf somit keiner zuséatzlichen (in oder ex vivo)

Fluoreszenzmarkierung der zu untersuchenden Kiemenproben.

Die Ermittlung quantitativ-morphologischer Kiemenparameter mittels LSFM wird an
Kiemenproben durchgefihrt, die nach der Bestimmung von V@Gr mittels

systematisch zufalliger Probennahmeverfahren (SURS) entnommen werden. Die
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Ermittlung von Vvsuer) und Svsucr) erfolgt anhand der gleichen stereologischen
Testsysteme und Sonden, die auch in den klassischen Protokollen zum Einsatz
kommen (siehe Abschnitt 5.2). lhre Anwendung erfolgt jedoch an digitalen Bildern
virtueller, optischer, auf Autofluoreszenzsignalen basierender Schnitte der optisch
geklarten (transparenten) Kiemenproben (siehe Abbildungen 19 und 20 der
Publikation [66]). Da die Gewebeproben wéhrend der LSFM-Analyse intakt bleiben,
kénnen (virtuelle) optische Schnitte mit beliebiger Orientierung (transversal, sagittal,
horizontal, VUR oder IUR) von der identischen Probe angefertigt werden. Dies
erfolgt entweder durch eine entsprechende Positionierung der Probe innerhalb des
Probenbehéalters und der Aufnahme von Bildstapeln in der gewinschten
Orientierung [249] oder anhand der Rotation der dreidimensionalen Rekonstruktion
der Gewebeprobe und der Anfertigung virtueller Schnittebenen mithilfe einer LSFM-
Software [58,64]. In der vorliegenden Arbeit wird die Erzeugung einer digitalen VUR-
Schnittebene anhand eines drehbaren Probenhalters demonstriert (siehe
Abbildung 18 der Publikation [66]). Der prasentierte Ansatz dient der Vermeidung
einer Verzerrung (fehlender Mal3stabstreue) der zweidimensionalen optischen
VUR-Schnitte. Diese kann an virtuell aus der dreidimensionalen
Probenrekonstruktion berechneten VUR-Schnitten auftreten, wenn virtuelle
Schnittebenen betrachtet/analysiert werden, die nicht parallel zu den x-y-, x-z- oder
z-y-Achsen der aufgenommenen optischen Schnittbilder orientiert sind. Zusatzlich
missen Streckungs-/Stauchungsartefakte in der rekonstruierten dreidimensionalen
Darstellung der Probe, die aufgrund der spharischen Aberration (SA) entstehen

kénnen, vermieden bzw. korrigiert werden (siehe unten).

In der Analyse virtueller optischer Schnittbilder muss die wahrend des
Gewebeclearings auftretende Volumenschrumpfung der Kiemenproben ebenfalls
bertcksichtigt werden (siehe Abbildung 16 der Publikation [66]). Das Clearing von
Kiemenproben mit dem  3DISCO-Protokoll [240] geht mit einer
Volumenschrumpfung des Gewebes von etwa 50 % (50,72 + 2,88 %) einher [66].
Auch fur andere Gewebeproben ist eine Volumenschrumpfung infolge des 3DISCO-
Clearingprotokolls aufgrund der Dehydratation der Gewebeproben beschrieben
[63,240,242]. Diese kann durch die Verwendung von Clearingverfahren vermieden
werden, welche das Volumen der Gewebeprobe nicht oder nur geringfiigig
beeinflussen, z. B. SeeDB [244], Zimtsaureethylester (ethyl cinnamate (ECi)) [60]
oder Adipo-Clear [247,275]. Die Gewebeschrumpfung lasst sich jedoch durch die
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Volumenbestimmung von Kiemenproben vor und nach dem Gewebeclearing mittels
Submersionsmethode [205,206,276] prazise und effektiv messen [66]. Sie erfolgt
reproduzierbar und ermdglicht somit die Ermittlung des linearen
Schrumpfungsfaktors fur die (schrumpfungskorrigierte) Schéatzung von Sv(sucr)
bzw. SisiLer als schrumpfungssensitive Parameter [180,183]. Das angewandte
Clearingverfahren hat neben einer zufriedenstellenden Transparenz der Proben
zudem den positiven Aspekt, dass die solide Konsistenz der geklarten
Gewebeproben [239,240] einer mechanischen Deformation der fragilen
Kiemenstrukturen entgegenwirkt und diese auch Uber langere Zeit gut erhalten
bleiben.

Fur die Ermittlung quantitativ-morphologischer Kiemenparameter muss, zusatzlich
zu der clearingbedingten Gewebeschrumpfung und potenzieller mechanischer
Einflusse auf die Kiemenmorphologie, die proben- und hardwareassoziierte SA
bertcksichtigt werden. Diese kann stauchungs- oder streckungsbedingte Artefakte
in der virtuellen dreidimensionalen Rekonstruktion hervorrufen und damit zu einer
unprazisen Bestimmung von Volumina und weiteren quantifizierbaren Parametern
fuhren [261]. Zur Vermeidung von SA-Artefakten wurden in der publizierten
Originalarbeit der vorliegenden Dissertationsschrift [66] die optisch geklarten
Kiemenproben wahrend der LSFM-Aufnahme von demselben Immersionsmedium
(BABB) umgeben, welches auch fur die optische Klarung des Gewebes verwendet
wurde. Die SA aufgrund sich unterscheidender Refraktionsindices (RI) der Probe
und des umgebenden Mediums [261] konnte dadurch umgangen werden. In
gleicher Weise wurde durch die Verwendung eines Tauchaufsatzes (dipping cap)
Uber dem Objektiv des Mikroskops das Auftreten von SA-Artefakten vermieden, die
durch RI-Unterschiede zwischen dem Immersionsmedium und der Objektivlinse
(bzw. zwischen dem Immersionsmedium, einem weiteren Medium anderer
optischer Dichte (Luft) und der Objektivlinse) verursacht werden kénnen [227,261].
Die Verwendung RI-optimierter und SA-korrigierter Linsen (speziell fur RI-Bereiche
der in der LSFM verwendeten Immersionsmedien) trug zuséatzlich zu einer
reduzierten Verzerrung der virtuellen dreidimensionalen Rekonstruktion bei. Die in
dem in der publizierten Originalarbeit zur vorliegenden Dissertation [66]
prasentierten LSFM-Bildgebungsverfahren eingesetzte technische Ausstattung und
optischen Systeme sowie die verwendete Immersionsldsung wurden durch die

guantitative Analyse von Mikropartikeln als Testobjekte unter Verwendung der
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gleichen Gerateeinstellungen in der Studie von Theobalt et al. (2021) [63] validiert.
So konnten Prazision und Malstabstreue des verwendeten LSFM-

Bildgebungsverfahrens bestatigt werden.
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5.4 Diskussion der Ergebnisse

Die anhand der klassischen modellunabhéangigen quantitativ-stereologischen
Verfahren ermittelten Schéatzwerte dienten der Evaluation der Ergebnisse, die
mittels der quantitativ-morphologischen LSFM-Analyse optisch geklarter
Kiemenproben erzielt wurden. Die Ergebnisse der quantitativ-morphologischen
Analyse mittels LSFM unterscheiden sich nicht signifikant von den Schatzwerten,
die mit klassischen quantitativ-stereologischen Analyseverfahren an den
identischen Kiemen erhalten wurden [66]. Dies demonstriert erstmals die
Anwendbarkeit der LSFM fir die quantitativ-morphologische Kiemenanalyse unter
Beachtung reprasentativer (systematisch zufalliger) Stichprobenverfahren. Die in
der publizierten Originalarbeit zur vorliegenden Dissertation [66] ermittelten
relativen und absoluten Werte der untersuchten quantitativ-stereologischen
Kiemenparameter dienen jedoch nicht als Referenzwerte fir die Kiemen der
Regenbogenforelle im Allgemeinen, da diese Parameter in Abhangigkeit von
Korpergewicht, Population oder Umweltbedingungen der untersuchten Fische
erheblich variieren kénnen [135,136,277,278].

Die akkurate Ermittlung der Absolutwerte quantitativ-morphologischer Parameter
erfordert die Bestimmung des Gesamtvolumens des Referenzkompartiments sowie
die Anwendung reprasentativer (systematisch zufalliger) Probennahmeverfahren
[23,179,196]. Dies qilt auch fur die quantitativ-morphologische LSFM-basierte
Analyse der Kiemen anhand der in der publizierten Originalarbeit zur vorliegenden
Dissertationsschrift  [66] vorgestellten Methoden. Allerdings stellt die
vergleichsweise deutliche Reduzierung der erforderlichen Probenprozessierung
und des damit verbundenen Arbeits- und Zeitaufwandes sowie die subjektiv
einfachere Durchfiihrung der Z&ahl- und Messprozesse einen erheblichen Vorteil des
LSFM-basierten Ansatzes fir die quantitativ-morphologische Kiemenanalyse dar.

Die Anfertigung von VUR- und IUR-Schnitten in der klassischen quantitativ-
morphologischen Kiemenanalyse ist bedeutend zeitaufwendiger als in der LSFM.
Dies gilt auch fur die Ermittlung der einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung von
Kiemengewebeproben, welche neben dem zeitintensiven Einbettungsprozess die
Anfertigung und Auswertung von histologischen Serienschnitten erfordert (siehe
Abbildung 11 der Publikation [66]). Die clearingbedingte Volumenreduktion der
Kiemenproben hingegen kann schnell und prazise mithilfe der
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Submersionsmethode [205,206,276] ermittelt werden. Das Einbetten der
Kiemenproben in GMA/MMA sowie die anschliel3ende Anfertigung histologischer
Schnitte nimmt in der Regel drei oder mehr Tage in Anspruch. Das Gewebeclearing
der Kiemenproben mit dem 3DISCO-Protokoll und das anschlieRende
Bildgebungsverfahren mittels LSFM ist innerhalb von ein bis zwei Tagen
abgeschlossen. Werden die nicht unerheblichen Anschaffungskosten fir die Hard-
und Softwarekomponenten der LSFM nicht mit einberechnet, bewegt sich der
Kostenaufwand fir die benétigten Chemikalien und Labormaterialien beider

Ansétze in einem vergleichbaren Rahmen.
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5.5 Relevanz und Limitation der Laser-Lichtblatt-Fluoreszenz-
mikroskopie in quantitativ-morphologischen Untersuchungen
von Kiemen

In Kombination mit einer qualitativen histopathologischen Beurteilung von mit

systematisch ~ zufalligen  Probennahmeverfahren  entnommenen  FF-PE-

Kiemenproben kénnen LSFM-basierte Analysen wesentlich zu einer schnellen,

zuverlassigen und akkuraten Analyse quantitativ-morphologischer

Kiemenparameter von in Expositionsversuchen als Testorganismen verwendeten

Regenbogenforellen beitragen. Dies ist insbesondere fir 6kotoxikologische Studien

mit einer groRen Anzahl an Testorganismen und Proben essenziell, wie

beispielsweise in chronischen Toxizitatstests mit Erhebung von NOECs, die der

Untersuchung von Kontrollgruppen bedirfen [2]. Zudem kann die LSFM von

3DISCO-geklarten Gewebeproben mit erganzenden histotechnischen Analysen

kombiniert werden. Optisch geklarte Proben kénnen im Anschluss an die LSFM fur
nachfolgende  histologische, immunhistochemische  sowie  bildgebende
massenspektrometrische Analysen eingebettet und prozessiert werden. Umgekehrt
ist es ebenso mdglich, LSFM-Untersuchungen an in Paraffin eingebetteten

Gewebeproben (nach Entparaffinierung und Gewebeclearing) durchzufihren

[64,253,279,280]. Die Analyse von mit (systematisch) zuféalligen Stichproben-

verfahren gewonnenen Kiemengewebeproben aus  vorangegangenen

histologischen Standarduntersuchungen oder LSFM-Analysen ermdglicht im

Rahmen 0Okotoxikologischer Untersuchungen die Ermittlung zusatzlicher

Endpunkte. Diese konnen eine wichtige Ergdnzung bereits erhobener Daten

darstellen und zudem zu einer Reduktion von den als Testorganismen eingesetzten

Fischen fiuhren, wenn Wiederholungsversuche durch die Verwendung bereits

gewonnener Gewebeproben verzichtbar werden.

Fur die LSFM-Analyse optisch geklarter Gewebeproben stehen verschiedene, zum
Teil kommerzielle Softwareprogramme fir die dreidimensionale Bildrekonstruktion
und digitale Bildanalyse zur Verfugung, welche die quantitative Analyse spezieller
Gewebestrukturen oder Zellarten ermdglichen [58]. In Kombination mit geeigneten
Probennahmeverfahren kdnnen diese Softwareprogramme gezielt fur die schnelle
digitale Analyse quantitativ-morphologischer Parameter eingesetzt werden, z. B. flr
die Ermittlung von Adipozytenvolumen und -anzahl [63] oder der Langen und

Durchmesser von Gefalien [62].

149



DISKUSSION

Wahrend die Kiemenparameter Vvisuer) und  Svisuer) anhand  der  auf
Autofluoreszenz basierenden virtuellen optischen Schnitte akkurat ermittelt werden
kobnnen [66], ist die LSFM-basierte Analyse anderer relevanter quantitativ-
morphologischer Parameter, welche eine spezifische Markierung bestimmter
Kiemenstrukturen bzw. -zelltypen erfordern, mittels automatischer digitaler
Bildanalyse nicht moglich, solange keine Fluoreszenzmarker fiur spezifische
Zielstrukturen (in Kombination mit den auf sie abgestimmten Clearingverfahren und
Untersuchungsprotokollen) fiir die LSFM-Analyse der Kiemen zur Verfligung

stehen.

Aktuell sind weder die in der LSFM verwendete technische Ausstattung und
Hardwarekonfiguration noch die verschiedenen digitalen LSFM-Plattformen
einzelner Labore standardisiert. Unterschiede in den angewandten
Clearingverfahren und Immersionsmedien, den verwendeten Objektiven, den
Laser-Lichtblattdimensionen und -wellenlangenbereichen (Laserlichtquellen) sowie
den Gerateeinstellungen und Kameraeigenschaften kbnnen zu Abweichungen in
Bildqualitat, Auflosungsvermégen und moglicherweise zu Bildartefakten (SA)
fuhren. Dies kann die Erhebung praziser LSFM-basierter quantitativ-
morphologischer Daten erschweren, ebenso wie deren Reproduktion mit
verschiedenen LSFM-Systemen. Um die Reproduzierbarkeit der Studienergebnisse
innerhalb einer Studie sowie zwischen verschiedenen Laboren und/oder Studien zu
gewahrleisten, sollten die Analysen an identisch prozessierten Gewebeproben
unter Verwendung derselben technischen-, Hard- und Softwareausstattung und mit
denselben Kamera- und Gerateeinstellungen vollzogen werden. Zudem sollten
geeignete Versuchsansatze zur Kontrolle der Messgenauigkeit der erhaltenen
Daten (z. B. durch die Verwendung von Prif-/Kontrollkdrpern mit definierten
morphologischen Eigenschaften wie Form, Volumen, Oberflache, etc.) durchgefiihrt
werden [63]. Zusatzlich miussen alle entsprechenden relevanten Daten gemeinsam

mit den Studienergebnissen veroffentlicht werden.
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5.6 Ausblick

Das Potenzial und die Relevanz der Erhebung quantitativ-morphologischer
Parameter in der 6kotoxikologischen Forschung sind hinlanglich bekannt, dennoch
werden quantitativ-stereologische Kiemenanalysen bisher nur selten in der
Erhebung histopathologischer Endpunkte in Expositionsversuchen an Fischen
eingesetzt [8]. Das liegt vermutlich darin begrtindet, dass quantitativ-stereologische
Methoden mit einem hohen Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden sind und gerade
die Kiemenanalyse die quantitative Stereologie vor besondere Herausforderungen
stellt [8,23]. Durch die in der publizierten Originalarbeit zur vorliegenden
Dissertationsschrift [66] etablierten umfassenden und anwenderfreundlichen
Protokolle fur die erwartungstreue Analyse relevanter quantitativ-morphologischer
Kiemenparameter von in der ©Okotoxikologischen Forschung verwendeten
Regenbogenforellen mittels klassischer und moderner Bildgebungsverfahren wird
eine Grundlage fur deren breite Anwendung in der dkotoxikologischen Forschung
geschaffen. Beide prasentierten Anséatze ermoglichen eine standardisierte,
objektive und effiziente Quantifizierung der Effekte von Umweltschadstoffen auf die

Kiemen als sensitive Indikatororgane.

Die praktikablen, detaillierten Protokolle fiir die Anwendung der klassischen design-
basierten  quantitativ-stereologischen  Analyseverfahren  bedirfen  keiner
besonderen Laborausstattung. |hre Anwendung setzt weder umfassende
Kenntnisse im Bereich der quantitativen Stereologie noch im Bereich der
Fischpathologie oder pathologischen Toxikologie voraus, wodurch sie in
Expositionsversuchen  fir die  Quantifizierung von schadstoffbedingten
Kiemenalterationen von Wissenschaftler_innen verschiedener Fachrichtungen
herangezogen werden koénnen. Die erwartungstreue  Quantifizierung
morphologischer Kiemenalterationen anhand der présentierten Protokolle
entspricht zudem den Anforderungen an eine verlassliche und reproduzierbare
Erhebung von Daten, die fiir deren Berlcksichtigung in der Okotoxikologischen
Risikobewertung erforderlich ist [77,114,115].

Es ist jedoch zu beachten, dass die in der publizierten Originalarbeit zur
vorliegenden Dissertationsschrift [66] prasentierten quantitativ-stereologischen
Probennahme- und Analysemethoden, trotz ihrer Effizienz und Praktikabilitat, mit

einem nicht zu vernachléassigenden Zeit- und Arbeitsaufwand einhergehen. Ihre

151



DISKUSSION

Anwendung ist daher explizit flr 6kotoxikologische Studien bestimmt, die gezielt die
Untersuchung der Kiemen als Indikatororgane fuir Umweltbelastungen vorsehen.
Fur die routinemafiige histopathologische Untersuchung ist ihre Anwendung nicht
empfohlen. Dies gilt auch fiur die Anwendung der LSFM als modernes
Bildgebungsverfahren fir die Ermittlung quantitativ-morphologischer Kiemen-
parameter in Toxizitatstests. Gerade fur wissenschaftliche Einrichtungen und
Labore, die Expositionsversuche in groRem Umfang und/oder mit einer hohen Zahl
an Regenbogenforellen als Testorganismen durchfiihren, ist die LSFM aufgrund der
Zeitersparnis als die Methode der Wahl anzusehen, zumal sich die Kosten bezuglich
der verwendeten Materialien und Chemikalien nicht wesentlich von denen der

klassischen quantitativ-stereologischen Untersuchungsprotokolle unterscheiden.

Solange noch keine Fluoreszenzmarker (und entsprechend abgestimmte
Clearingverfahren und Untersuchungsprotokolle) fiir die quantitativ-morphologische
Untersuchung spezifischer Kiemenstrukturen und -zellen zur Verfiigung stehen, ist
das Potenzial der LSFM nicht annéhernd ausgeschopft. Die akkurate Ermittlung der
Kiemenparameter VsiLer und SesLer) beweist jedoch die Eignung der
angewendeten Probennahme-, Clearing-, Schrumpfungsbestimmungs- und
Bildgebungsverfahren  fir die  erwartungstreue  Schatzung quantitativ-
morphologischer Parameter [66] und lasst die Annahme zu, dass mit der
Entwicklung spezifischer Fluoreszenzmarker fur die LSFM-Analyse weitere
quantitativ-morphologische Kiemenparameter ebenso schnell und akkurat ermittelt
werden kénnen. Gerade in Kombination mit der digitalen Bildanalyse stellt die LSFM
einen vielversprechenden Ansatz fur eine effiziente, schnelle und elegante
quantitativ-morphologische Kiemenanalyse in der 6kotoxikologischen Forschung

dar.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Regenbogenforellen werden in 6kotoxikologischen Expositionsversuchen haufig als
empfindliche Testorganismen eingesetzt, um potenzielle Gewéasserschadstoffe
hinsichtlich ihrer nachteiligen oder toxischen Effekte zu untersuchen. Die Kiemen
gelten als sensitive Hauptindikatororgane fir zahlreiche Umweltschadstoffe, deren
Auswirkungen sich in morphologischen Kiemenalterationen auf3ern. Diese sind mit
der qualitativen histopathologischen Analyse haufig nicht zuverlassig zu
detektieren. Zudem kann die qualitative histopathologische Interpretation von
Kiemenlasionen aufgrund ihres subjektiven Charakters zu Diskrepanzen zwischen
einzelnen Untersucher_innen und Studien flhren. Sensible und effiziente Methoden
fur eine akkurate Quantifizierung schadstoffbedingter morphologischer
Kiemenveranderungen sind daher eine wesentliche Voraussetzung fir deren
Detektion und objektive Interpretation sowie fir die Beurteilung ihres
Schweregrades. Verfahren fir die quantitativ-stereologische Kiemenanalyse sind in
der 6kotoxikologischen Forschung bislang jedoch nicht breit etabliert.

Die vorliegende Arbeit préasentiert praktikable, standardisierte und detaillierte
Protokolle fur die modellunabhangige quantitativ-stereologische Kiemenanalyse
und die Erhebung relevanter quantitativ-morphologischer Kiemenparameter der
Regenbogenforelle. Die prasentierten Protokolle sind an Regenbogenforellen
zwischen 300-2000 g Korpergewicht angepasst und lassen sich auf andere
Fischarten ahnlicher Gro3e und Kiemenmorphologie lbertragen. Sie umfassen
etablierte reprasentative Probennahmeverfahren und moderne modellunabhéangige
guantitativ-stereologische Analysemethoden fir die Ermittlung (funktionell)
relevanter quantitativ-morphologischer Kiemenparameter wie dem Gesamtvolumen
der Kiemen, dem Sekundarlamellenvolumen, der Sekundarlamellenoberflache, der
Anzahl und dem mittleren Zellvolumen der Epithelzellen der Sekundéarlamellen
sowie der Dicke der Diffusionsbarriere der Sekundarlamellen. Mit den dargestellten
Methoden flr die addquate Volumenbestimmung des Referenzkompartiments, der
effizienten systematisch zufédlligen Probennahme, der Generierung von
Kiemengewebeschnitten mit randomisierter Schnittebenenorientierung, der
Bestimmung der einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung sowie der
Verwendung effizienter stereologischer Testsysteme und Sonden koénnen

erwartungstreue guantitativ-stereologische Analysen histologischer
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Gewebeschnitte fur die akkurate Ermittlung relevanter quantitativ-morphologischer
Kiemenparameter reproduzierbar durchgefihrt werden.

Die design-basierte (modellunabhéngige) quantitativ-stereologische Analyse
zweidimensionaler Gewebeschnitte gilt heute als der Goldstandard fur die objektive,
akkurate Erhebung quantitativ-morphologischer Gewebeparameter, geht jedoch mit
einem hohen Zeit- und Arbeitsaufwand einher. Daher wird in der vorliegenden Arbeit
ein modernes Laser-Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie-Verfahren (LSFM) von
optisch geklarten Kiemenproben fir die quantitativ-stereologische Kiemenanalyse
prasentiert. Unter Bericksichtigung der clearingbedingten Gewebeschrumpfung
erzielt die Ermittlung quantitativ-morphologischer Kiemenparameter an virtuellen
optischen Schnitten optisch geklarter, intakter dreidimensionaler Gewebeproben
Ergebnisse, die sich von denen der konventionellen quantitativ-stereologischen
Kiemenanalyse nicht signifikant unterscheiden. Die LSFM dient somit als
innovatives, schnelles und elegantes Verfahren fur die quantitativ-morphologische
Analyse der Kiemen von in Okotoxikologischen Studien verwendeten
Regenbogenforellen. Die publizierte Originalarbeit zur vorliegenden Dissertation
stellt die erste wissenschaftliche Veroffentlichung dar, die sich spezifisch mit der
Untersuchung optisch geklarter Kiemenproben von Regenbogenforellen mittels
LSFM auseinandersetzt. Die etablierten Protokolle wurden im Jahr 2020 in der
Fachzeitschrift PLoS ONE publiziert [66].

Die prasentierten Protokolle stellen die Grundlage fir die standardisierte, objektive
guantitativ-morphologische Analyse der Kiemen von in der okotoxikologischen
Forschung verwendeten Regenbogenforellen dar. lhre breite Anwendung in der
Quantifizierung schadstoffbedingter Kiemenalterationen in Expositionsversuchen
wird einen wesentlichen Beitrag zu der Repréasentativitat, Genauigkeit und
Vergleichbarkeit histopathologischer Endpunkte innerhalb sowie zwischen
einzelnen okotoxikologischen Studien leisten. Sie tragen damit erheblich zu der
dringend erforderlichen Zuverlassigkeit der in Expositionsversuchen ermittelten
Endpunkte und der Umweltrisikobewertung bei, welche die Grundlage flr
gesetzliche Beschréankungen gewéasserrelevanter und potenziell gefahrlicher Stoffe
darstellt. Dartuber hinaus kann die Anwendung der beschriebenen Protokolle zu
einer Reduktion der in 6kotoxikologischen Studien als Testorganismen eingesetzten

Fische dienen, da unndétige Versuchswiederholungen vermieden werden kénnen.
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/7 SUMMARY

Rainbow trout are commonly used as sensitive test organisms in ecotoxicological
exposure studies to examine potential aquatic pollutants with respect to their
adverse or toxic effects. The gills are considered delicate major indicator organs for
numerous environmental contaminants, whose effects are manifested in
morphological gill tissue alterations. These often cannot be reliably detected by
qualitative histopathological analysis. In addition, qualitative histopathological
interpretation of gill lesions can lead to discrepancies between individual
investigators and studies due to its subjective nature. Sensitive and efficient
methods for accurate quantification of pollutant-induced morphological gill
alterations are therefore an essential prerequisite for their detection and objective
interpretation as well as for the assessment of their severity. However, methods for
guantitative stereological gill analysis are not yet widely established in

ecotoxicological research.

The present study presents feasible, standardized and detailed protocols for the
model-free quantitative stereological gill analysis and the estimation of relevant
guantitative morphological gill parameters of rainbow trout. The protocols presented
are adapted to rainbow trout between 300-2000 g body weight and are transferable
to other fish species of comparable size and gill morphology. They include
established representative sampling procedures and modern model-free
quantitative stereological analysis methods for the determination of (functionally)
relevant quantitative morphological gill parameters, such as total gill volume, volume
of the secondary lamellae, surface area of the secondary lamellae, number and
mean volume of the epithelial cells in the secondary lamellae, and diffusion barrier
thickness in the secondary lamellae. With the methods presented for adequate
estimation of the reference compartment volume, efficient systematic random
sampling, generation of gill tissue sections with randomized section plane
orientation, determination of the embedding-related tissue shrinkage, and use of
efficient stereological test systems and probes, unbiased quantitative stereological
analyses of histological tissue sections can be reproducibly performed for accurate

determination of relevant quantitative morphological gill parameters.

Design-based (model-free) quantitative stereological analysis of two-dimensional
tissue sections is now considered the gold standard for the objective, accurate
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estimation of quantitative morphological tissue parameters, but it is accompanied by
high time and labor requirements. Therefore, this study presents a modern laser
light sheet fluorescence microscopy (LSFM) method of optically cleared gill samples
for quantitative stereological gill analysis. Considering the clearing-related tissue
shrinkage, the determination of quantitative morphological gill parameters on virtual
optical sections of optically cleared intact three-dimensional tissue samples
achieves results that do not significantly differ from those of conventional
quantitative stereological gill analysis. Thus, LSFM serves as an innovative, fast,
and elegant method for quantitative morphological analysis of the gills of rainbow
trout used in ecotoxicological studies. The published original paper for this thesis
represents the first scientific publication specifically addressing the examination of
optically cleared gill samples of rainbow trout using LSFM. The established

protocols were published in the scientific journal PLoS ONE in 2020 [66].

The protocols presented provide the basis for the standardized, objective
guantitative morphological analysis of the gills of rainbow trout used in
ecotoxicological research. Their broad implementation in the quantification of
pollutant-related gill lesions in exposure studies will contribute significantly to the
representativity, accuracy and the comparability of histopathological endpoints
within as well as between individual ecotoxicological studies. Thus, they contribute
significantly to the urgently required reliability of the endpoints acquired in exposure
studies and of the environmental risk assessment, which is the basis for legal
restrictions on water-relevant and potentially hazardous substances. In addition, the
application of the described protocols can serve to reduce the number of fish used
as test organisms in ecotoxicological studies, since unnecessary repetitions of

experiments can be avoided.
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