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1 EINLEITUNG 

Die aquatische Ökotoxikologie untersucht potenziell schädigende oder toxische 

Effekte von Umweltschadstoffen auf aquatische Lebewesen, um diese vor 

Expositionen in sich nachteilig auswirkenden Umweltkonzentrationen zu schützen 

[1,2]. Die Toxizität eines potenziellen Umweltschadstoffes wird an empfindlichen 

Organismen wie der Regenbogenforelle (Oncorhynchus mykiss) mittels eines 

breiten Spektrums an Toxizitätstests (Expositionsversuchen) untersucht [1,3-6]. 

Testorganismen werden unterschiedlichen Schadstoffkonzentrationen über 

definierte Zeiträume ausgesetzt, um anhand verschiedener Analysemethoden 

(z. B. der Histopathologie [7-9]) zu ermitteln, in welchem Verhältnis die Schadstoff-

konzentrationen zu den hervorgerufenen Effekten stehen (Konzentrations-

Wirkungs-Beziehung) [1,3,10,11]. Die ermittelten Effekte werden anhand 

statistischer Endpunkte ausgedrückt, z. B. der no observed effect concentration 

(NOEC) [1,2,10,12].  

Um gesetzliche Regularien bezüglich anthropogener Stoffe in der Umwelt 

festzulegen, werden diese hinsichtlich der von ihnen ausgehenden Umweltrisiken 

untersucht [3,11,13]. Besteht ein Gefährdungspotenzial für Mensch oder Tier, 

erfolgt eine stoffspezifische Umweltrisikobewertung anhand der kritischen 

Evaluation relevanter wissenschaftlicher Publikationen. Die Verlässlichkeit der 

Umweltrisikobewertung hängt in hohem Maße von der Qualität der verfügbaren 

Daten ab [13-16]. Die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der in 

ökotoxikologischen Studien an Regenbogenforellen ermittelten Endpunkte einer 

bestimmten Prüfsubstanz ist daher von höchster 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 für Diclofenac, einem 

weitverbreiteten nicht steroidalen Antiphlogistikum, um über das 300-fache 

voneinander ab [13,17-20].  

Variabilitäten hinsichtlich der Interpretation von Gewebsalterationen sowohl 

innerhalb als auch zwischen einzelnen Studien sind unter anderem auf den 

subjektiven Charakter der qualitativen histopathologischen Untersuchung 

zurückzuführen [16,20,21]. Zusätzlich sind qualitative histopathologische Analysen 
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für die Bewertung subtiler Veränderungen (z. B. infolge niedriger subletaler 

Stoffkonzentrationsexposition) nicht immer ausreichend sensitiv [22-24]. Die 

Detektion (subtiler) morphologischer Alterationen kann jedoch notwendig sein für 

die Identifikation schädlicher und potenziell irreversibler Auswirkungen von zu 

bewertenden Stoffen [22].  

Die Kiemen stellen eines der wichtigsten Indikatororgane für Gewässerbelastungen 

und Hauptzielorgan für zahlreiche Umweltschadstoffe dar [7,25-27]. 

Schadstoffexpositionen äußern sich neben eindeutig identifizierbaren Kiemen-

läsionen (z. B. der Sekundärlamellenfusion [27,28]) auch in (subtilen) 

morphologischen Kiemenalterationen, die zu einer Abweichung quantitativ-

morphologischer Parameter führen und deren adäquate Detektion quantitativer, 

sensitiver und akkurater Methoden bedarf [13,17,22,29-32]. Die akkurate Ermittlung 

quantitativ-morphologischer Parameter erfolgt anhand modellunabhängiger (design 

based) quantitativ-stereologischer Probennahme- und Analyseverfahren 

[22,23,33,34]. Diese ermöglichen die objektive und reproduzierbare Quantifizierung 

morphologischer Befunde sowie deren statistische Auswertung [34,35]. Quantitativ-

stereologische Analyseverfahren stellen die Methode der Wahl für 

histomorphologische Untersuchungen diverser Organe dar [36-40] und gewinnen 

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

Studien zu quantitativ-stereologischen Analysen quantitativ-morphologischer 

Kiemenparameter an verschiedenen Fischspezies wurden bereits veröffentlicht 

[31,41-50]. Diese Publikationen folgen jedoch keinem einheitlichen Protokoll, die 

untersuchten Fischspezies unterscheiden sich zum Teil erheblich in ihrer  

Körper-/Kiemengröße und Kiemenmorphologie und nicht sämtliche Aspekte der 

akkuraten Schätzung quantitativ-morphologischer Parameter werden ausreichend 

berücksichtigt. Es ist zudem nicht möglich, anhand der präsentierten Methoden alle 

relevanten quantitativ-morphologischen Kiemenparameter an denselben Kiemen 

bzw. Kiemenproben akkurat zu bestimmen. Die Durchführung einiger der 

beschriebenen Methoden ist an größeren Kiemen nicht praktikabel und lässt sich 

somit nicht auf die Untersuchung der Kiemen von Regenbogenforellen mit einem 

Körpergewicht zwischen 300-2000 g übertragen. Regenbogenforellen dieser 

Größenordnung werden jedoch häufig als Testorganismen in ökotoxikologischen 

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 Körpergewicht angepasster Methoden für die akkurate Ermittlung 

relevanter quantitativ-morphologischer Kiemenparameter (Gesamtvolumen der 

Kiemen und Sekundärlamellen, Sekundärlamellenoberfläche, Anzahl und mittleres 

Zellvolumen der Epithelzellen der Sekundärlamellen, Sauerstoff-Diffusions-

barrierendicke) anhand modellunabhängiger quantitativ-stereologischer 

Probennahme- und Analyseverfahren.  

Die quantitativ-stereologische Analyse besitzt essenzielle Vorzüge, 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 geklärter (transparenter) Gewebeproben als modernes deep tissue 

imaging Bildgebungsverfahren ermöglicht die virtuelle dreidimensionale 

Probenrekonstruktion und -analyse anhand fluoreszenzbasierter optischer Schnitte, 

die Gewebeproben bleiben dabei intakt [58]. Dieses effiziente Verfahren ermöglicht 

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 für die Untersuchung optisch geklärter Kiemenproben mittels LSFM und 

die darauf basierende akkurate Schätzung quantitativ-morphologischer 

Kiemenparameter etabliert.  

Die im Jahr 2020 in der Fachzeitschrift PLoS ONE publizierten Methoden [66] 

(Publikation siehe Abschnitt 4) bilden die Grundlage für die standardisierte, 

objektive und repräsentative quantitativ-morphologische Analyse der Kiemen von in 

der ökotoxikologischen Forschung als Testorganismen eingesetzten 

Regenbogenforellen mit klassischen quantitativ-stereologischen Analyseverfahren 

sowie der LSFM als modernes Bildgebungsverfahren. Die dargestellten Protokolle 

gewährleisten die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und leisten 

damit einen wesentlichen Beitrag zu der Zuverlässigkeit und Qualität der ermittelten 

histopathologischen Endpunkte. 
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2 ZIELE DER VORLIEGENDEN ARBEIT 

Ziel des vorliegenden Dissertationsprojektes war die Entwicklung geeigneter 

Stichprobenverfahren für die Generierung repräsentativer Kiemengewebeproben 

für die quantitativ-morphologische Kiemenanalyse und die Etablierung 

umfassender, standardisierter und praktikabler Protokolle für die Anwendung 

design-basierter (modellunabhängiger) quantitativ-stereologischer Methoden in der 

histopathologischen Analyse der Kiemen von in der ökotoxikologischen Forschung 

als Testorganismen eingesetzten Regenbogenforellen von 300-2000 g 

Körpergewicht. Neben den modellunabhängigen quantitativ-stereologischen 

Analyseverfahren auf licht- und elektronenmikroskopischer Ebene [22,23,33], sollte 

zudem die Eignung der Laser-Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie (LSFM) optisch 

geklärter Gewebeproben [58] für 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] veröffentlichten Protokolle sollen zukünftigen ökotoxikologischen 

Studien als Grundlage für eine standardisierte, objektive und repräsentative 

quantitativ-morphologische Analyse der Kiemen von Regenbogenforellen dienen 

und so die Vergleichbarkeit der ermittelten histopathologischen Endpunkte sowohl 

innerhalb als auch zwischen einzelnen Studien ermöglichen. Sie sollen zudem zu 

einer Reduktion der in Toxizitätstests als Testorganismen eingesetzten Fische 

beitragen, indem unnötige Wiederholungsversuche vermieden werden. 
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3 WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND 

3.1 Aquatische Ökotoxikologie 

Die Ökotoxikologie ist ein Wissenschaftszweig der Toxikologie, der sich mit dem 

Vorkommen natürlicher oder künstlicher Schadstoffe in der Umwelt und deren 

toxischer Effekte auf Ökosysteme 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 

gegenüber Umweltschadstoffen in einer sich nachteilig auswirkenden Konzentration 

zu schützen [1,68].  

Die aquatische Ökotoxikologie untersucht auf verschiedenen Organisationsebenen 

die Effekte von Chemikalien und weiteren toxischen Substanzen und Materialien 

speziell auf Gewässerorganismen [1,2,69]. Unter dem Begriff „Gewässer“ werden 

verschiedenste Ökosysteme zusammengefasst, wie beispielsweise verschiedene 

Oberflächengewässer (Bäche, Flüsse, Teiche oder Seen (Süßwasser) oder 

Küstengewässer und Tiefseeozeane (Salzwasser)). Alle zeichnen sich durch 

eigene biotische und abiotische Komponenten und spezifische Charakteristika aus 

[1]. Jedes aquatische Ökosystem beeinflusst die Wirkweise sowie die biologische 

Aktivität und Bioverfügbarkeit von Chemikalien und weiteren Umweltschadstoffen 

auf individuelle Weise. Dementsprechend bestehen Unterschiede in der 

Vulnerabilität gegenüber Schadstoff-Einflüssen [1,69]. Dies muss in der Beurteilung 

des Gefahrenpotenzials aller gewässerrelevanten Stoffe berücksichtigt werden. 

Die aquatische Ökotoxikologie findet ihren Ursprung in den Bereichen der 

Limnologie (= Süßwasserökologie) und der Forschung hinsichtlich Gewässer-

belastungen [2]. Schon in ihren Anfängen wurden Konzepte für die Einteilung von 

Flüssen anhand ihrer Wasserqualität auf Grundlage der An- oder Abwesenheit 

bestimmter Arten veröffentlicht [2,70-72]. Seither ist die aquatische 

ökotoxikologische Forschung geprägt von der Erkenntnis, dass das Vorhanden- 

oder Nicht-Vorhandensein gewisser Spezies, Populationen oder auch aquatischer 

Lebensgemeinschaften in einem Ökosystem einen deutlich verlässlicheren und 

sensitiveren Parameter für 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 

Nährstoffgehalt sowie bestimmter chemischer Kontaminanten 

(z. B. Schwermetalle) ist verhältnismäßig einfach durchzuführen [73]. Sie 

ermöglicht jedoch nur unzureichende Rückschlüsse auf die Bioverfügbarkeit und 

den Effekt eines vorhandenen Schadstoffes auf das biologische System und die 

daraus resultierende Belastung der Lebewesen innerhalb eines Ökosystems 

[8,73,74]. Im Übrigen können nicht alle Stoffe adäquat über 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 Umständen pathologische) Langzeiteffekte hervorzurufen [75].  

Zur Ergänzung chemischer Monitoringsysteme durch biologische Kontrollsysteme 

wurden seit der Mitte des 20. Jahrhunderts vermehrt Methoden entwickelt, die die 

gezielte Messung der Effekte von Gewässerschadstoffen auf aquatische 

Lebewesen ermöglichen [2,73,74,76]. In den 1940er- und 1950er-Jahren rückten 

zusätzlich die Auswirkungen von Abwässern und Chemikalien auf nicht-

menschliche Biota zunehmend in das Interesse der Öffentlichkeit [1]. Infolgedessen 

wurden Spezies, welche sensibel auf veränderte Umweltbedingungen reagieren, 

gezielt für den Einsatz als Versuchsorganismen in ökotoxikologischen Tests 

erforscht, um auf diese Weise die zu erwartenden Auswirkungen auf natürliche 

Ökosysteme zu evaluieren und mögliche Effekte anthropogener und natürlicher 

toxischer Agenzien abzuschätzen [2].  

Die Auswirkungen von Umweltschadstoffen werden meist auf Ebene des 

Individuums, aber auch auf zellulärer-, Populations- und Ökosystemebene anhand 

verschiedener Kriterien beurteilt und quantifiziert [1,69]. Nachteilige oder 

schädigende Effekte werden, je nach Organisationsebene, mithilfe verschiedener 

Parameter zum Ausdruck gebracht. Gemessene Parameter auf Organismusebene 

sind beispielsweise Mortalität, morphologische Alterationen von Organen und 

Geweben, Verhaltensänderungen sowie die Beeinträchtigung von Wachstum, 

Reproduktion oder Entwicklung [1].  
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Diese Effekte auf aquatische Lebewesen können mittels eines breiten Spektrums 

unterschiedlicher Toxizitätstests 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 (ISO)) durchgeführt werden [1,77]. 

Ihre Entwicklung geht primär auf internationale Organisationen wie die OECD oder 

die Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization (WHO)) zurück 

[3,11,78]. Unter Nicht-Standard-Biotests werden alle Expositionsversuche und 

ökotoxikologischen Studien zusammengefasst, die sich anderer Methoden und 

Studiendesigns bedienen [77].  

3.1.1 Umweltrisikobewertung zur Einschätzung des Gefahrenpotenzials von 
Gewässerschadstoffen 

Die Umweltrisikobewertung befasst sich mit der Vorhersage und Bewertung der 

Effekte von Chemikalien und anderen Umweltschadstoffen auf ein Ökosystem unter 

der Berücksichtigung seiner Organisation und Funktionsweise [11,79]. 

Verschiedene anthropogene Stoffe gelangen über diverse Eintragswege in die 

aquatische Umwelt und können in Gewässern nachgewiesen werden. Zum Schutz 

von Ökosystemen, aquatischen Organismen und teilweise auch der menschlichen 

Gesundheit wird das Potenzial dieser Stoffe, die Umwelt sowie die Gesundheit von 

Mensch oder Tier zu schädigen, mittels Risikobewertung geprüft und beurteilt 

[11,78,80]. Die Umweltrisikobewertung von Stoffen hat vielfältige Funktionen. Sie 

dient der Identifizierung potenziell gefährlicher Stoffe sowie der Umweltbereiche 

und Organismen, die durch die untersuchten Substanzen nachteilig beeinflusst oder 

gefährdet sind. Sie ist zudem die Grundlage für weitreichende Entscheidungen 

bezüglich des Risikomanagements eines Umweltschadstoffes (z. B. der Einführung 

von Maßnahmen zur Verringerung des Umwelteintrags) und kann zu gesetzlichen 

Beschränkungen oder Verboten bestimmter Chemikalien führen [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 gefährdende Stoffe werden anhand der zu erwartenden Exposition 
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verschiedener Umweltbereiche und Organismen (Expositionsbetrachtung) sowie 

ihrer Toxizität (Effektbewertung) hinsichtlich des von ihnen ausgehenden Risikos für 

die aquatische Umwelt bewertet [3,11,78,79].  

Expositionsbetrachtung 

In der Bewertung eines Umweltrisikos müssen sämtliche Faktoren berücksichtigt 

werden, welche für das Gefahrenpotenzial eines Stoffes in unterschiedlichen 

Umweltkompartimenten (z. B. Oberflächengewässer, Grundwasser oder Sediment) 

und/oder Ökosystemen von Bedeutung sind [4]. Dazu zählen 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)) für einzelne Umweltkompartimente ermittelt werden [3,4,11].  

Effektbewertung 

Zur Bewertung der Toxizität eines Stoffes werden Organismen verschiedener 

empfindlicher Spezies stellvertretend für das Ökosystem Toxizitätstests (meist unter 

Laborbedingungen) unterzogen [1,3,4]. Durch Verwendung der sensitivsten 

Spezies verschiedener Stufen der Nahrungskette (Trophiestufen) eines 

entsprechenden Ökosystems kann dessen Empfindlichkeit möglichst adäquat 

abgebildet werden [4]. Zur Charakterisierung des stoffspezifischen 

Gefahrenpotenzials wird in der Regel untersucht, in welchem Verhältnis die 

untersuchte Schadstoffkonzentration und Expositionsdauer zu den durch die 

Exposition hervorgerufenen nachteiligen oder schädigenden Effekten auf die 

Testorganismen stehen (Dosis/Konzentrations-Wirkungs-Beziehung) [1,3,11]. Die 

biologischen Effekte werden in Abhängigkeit von der Art des Toxizitätstests 

(z. B. akut oder chronisch) anhand unterschiedlicher Endpunkte (z. B. Mortalität) 

gemessen [1,2,10,76].  

Die in Expositionsversuchen ermittelten Effekte (Endpunkte) chemischer 

Stoffkonzentrationen auf Testorganismen können durch verschiedene statistische 

Endpunkte charakterisiert werden. Die mittlere effektive Konzentration (median 

effective concentration (EC50)) und mittlere letale Konzentration (median lethal 

concentration (LC50)) geben die mittlere wirksame bzw. tödliche Konzentration an, 

also die Stoffkonzentration, die auf 50 % der Testpopulation eine toxische bzw. 
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tödliche 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 schädliche Wirkung (no 

observed effect concentration (NOEC)) ist Ausdruck für die höchste (gemessene) 

Stoffkonzentration, bei der im Rahmen der durchgeführten Untersuchung keine 

schädigenden 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 überprüft [2,10].  

Abgeschätzte Nicht-Effekt-Konzentration (PNEC) 

Als Bestandteil der Umweltrisikobewertung wird anhand bestimmter in 

Toxizitätstests 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 abgeschätzte Nicht-Effekt-Konzentration 

(predicted no effect concentration (PNEC)) [3,11,81]. 

3.1.2 Umweltrisikobewertung in der EU-Gesetzgebung 

Die PNEC spielt in der Europäischen Union (EU) eine große 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 für 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 für die gesetzliche Festlegung von 

Umweltqualitätsnormen (UQNs) für Gewässer dar und ist damit die Basis für die 

Begrenzung oder Beendigung der Emission prioritärer (gefährlicher) Stoffe [85-89].  

Auf EU-Ebene können die Verordnungen VO 1907/2006/EG ((REACH-Verordnung) 

Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals) [81], die 

VO 528/2012/EU (Biozid-Verordnung) [82] und die RL 2000/60/EG 

(Wasserrahmenrichtlinie) [85] exemplarisch herangezogen werden, um die 
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Bedeutung der zuverlässigen Umweltrisikobewertung und deren gesetzliche 

Verankerung in Rechtsakten zu veranschaulichen. 

Die REACH-VO bildet das gesetzliche Regelwerk für die Registrierung, Bewertung, 

Zulassung und Beschränkung bestimmter chemischer Stoffe. Die für die 

Registrierung chemischer Stoffe geforderte Stoffsicherheitsbeurteilung sieht neben 

der Ermittlung schädlicher Wirkungen auf die menschliche Gesundheit auch die 

Ermittlung schädlicher Wirkungen auf die Umwelt mit der Erhebung stoffspezifischer 

PNECs für verschiedene Umweltkompartimente vor [81]. Die Ableitung einer 

aquatischen PNEC des geprüften Stoffes erfolgt im Idealfall anhand von NOECs, 

ermittelt in Toxizitätstests 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 für einen 

untersuchten Stoff unter Zuhilfenahme eines Sicherheitsfaktors 

(Extrapolationsfaktor) abgeleitet [10,81,90]. Entsprechend der VO 528/2012/EU 

dürfen von bioziden Wirkstoffen und Biozidprodukten keine unannehmbaren 

Risiken für die Umwelt sowie keine schädigende Wirkung auf die menschliche oder 

tierische Gesundheit ausgehen. Daher setzt die Biozid-VO für die Zulassung eines 

Biozidproduktes eine Ermittlung schädlicher Umweltwirkungen für die in 

Biozidprodukten enthaltenen Wirkstoffe oder bedenklichen Stoffe voraus. Diese 

erfolgt ebenfalls anhand einer Risikobewertung mit entsprechender Festlegung von 

PNECs für die verschiedenen Umweltkompartimente (Luft, Boden, Wasser, 

Sediment) [82,91].  

Die Wasserrahmenrichtlinie verpflichtet die EU-Kommission, sogenannte prioritäre 

Stoffe zu ermitteln, von welchen ein erhebliches Risiko für die aquatische Umwelt 

ausgeht bzw. die als Teil der aquatischen Umwelt eine Gefahr darstellen [85,87]. 

Für diese Stoffe sind Konzentrationen in Wasser, Sedimenten und/oder Biota 

festzulegen, die über die Qualität von Gewässern entscheiden und aus Gründen 

des Umwelt- und Gesundheitsschutzes nicht überschritten werden dürfen. Diese 

sogenannten Umweltqualitätsnormen (UQNs) werden für die Einstufung und 

Überwachung des chemischen und ökologischen Zustandes von Gewässern 

festgelegt [80,85,86,88,89]. Die im Rahmen der Chemikalienbewertung mittels 

Toxizitätstests 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 prioritärer 

Stoffe wird anhand eines Jahresmittelwertes (Jahresdurchschnitts-UQN (JD-UQN)) 

überwacht, für bestimmte Schadstoffe wird zusätzlich eine zulässige 

Höchstkonzentrations-UQN (ZHK-UQN) festgelegt, welche aufgrund der hohen 

akuten Toxizität nicht überschritten werden darf [80,86]. Ziel dieser Maßnahmen ist 

es, die Emission bestimmter Schadstoffe gezielt zu reduzieren bzw. im Falle der 

prioritären gefährlichen Stoffe deren Emission und Eintrag in die Umwelt 

(schrittweise) zu beenden [85,86]. 

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

Die Auswirkungen von Umweltbelastungen werden auf verschiedenen 

ökologischen Ebenen sichtbar. Auf der Ebene der Ökosysteme und 

Lebensgemeinschaften äußern sich diese in beobachtbaren Veränderungen in der 

Biodiversität und der Artenzusammensetzung. Auf Populationsebene können sich 

die Effekte von Umweltschadstoffen in veränderten Altersstrukturen, Abweichungen 

in der Abundanz einer Population oder genetischen Veränderungen 

niederschlagen. Auf Ebene des Einzelorganismus sind Mortalität, Reproduktion und 

Wachstum wichtige Parameter für die Bewertung der Effekte gewässerrelevanter 

Schadstoffe. Diese fungieren als klassische Endpunkte in Toxizitätstests und 

werden häufig für die Umweltrisikobewertung von Stoffen herangezogen [1,92]. Auf 

subindividueller und (sub-)zellulärer Ebene können 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 früh auftretenden Schadstoffauswirkungen in Testorganismen herzustellen [94-

96].  

Biomarker – Definition und Funktion in der ökotoxikologischen Forschung 

Generell treten Veränderungen auf Populations-, Lebensgemeinschafts- oder 

Ökosystemlevel erst in einem späten Stadium der Schadstoffexposition auf. Ihnen 

gehen Veränderungen auf (sub-)individuellen, (sub-)zellulären und molekularen 

Ebenen voraus [96,97]. Diese Biomarker werden als sogenannte 

„Frühwarnsysteme“ für Umweltveränderungen und schädigende/toxische Effekte 



WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND 

14 

von Umweltschadstoffen auf Gewässerorganismen herangezogen [75,92,97,98]. 

Als solche dienen sie der frühen Detektion von Schadstoffemissionen und somit als 

Warnsignale vor den potenziellen Auswirkungen für höhere ökologische Ebenen. 

Die Detektion biologischer Reaktionen auf subletale Schadstoffkonzentrationen 

kann zudem zur Folge haben, dass irreversible Auswirkungen höherer 

Stoffkonzentrationen vermieden werden [92]. Nach der weit gefassten Definition der 

WHO können 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 können auf Verhaltensebene sowie funktionaler-, 

physiologischer- oder (sub-)zellulärer Ebene gemessen werden und haben das 

Potenzial, die Reaktion auf eine Schadstoffexposition und dessen toxische Wirkung 

aufzuzeigen [75,95]. Der Begriff Biomarker wurde später 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. Somit ist in dieser 

Definition der Begriff „Biomarker“ auf biochemische, physiologische, histologische 

und morphologische Messungen begrenzt, Verhaltensänderungen sind nicht 

inkludiert [92]. Biomarker stellen Signale für früh auftretende Veränderungen in 

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

Biomarker-Kategorien 

Biomarker können kategorisiert werden als Expositions-Biomarker, Effekt-

Biomarker und Suszeptibilitäts-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 (Körperlast) 

persistierender Stoffe innerhalb der Organe oder Gewebe eines Organismus wird, 

wenn nicht als eigene Biomarkerkategorie definiert [94,96], zu den Expositions-

Biomarkern gezählt. Effekt-Biomarker (dieser Begriff kann spezifiziert werden als 

„Biomarker toxischer Effekte“ [75]) sind messbare Veränderungen in Geweben, 

Organen oder Körperflüssigkeiten eines Organismus, die mit einer möglichen oder 
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bereits etablierten gesundheitlichen Beeinträchtigung/Krankheit einhergehen 

[95,96,99]. Die Kategorie der Suszeptibilitäts-Biomarker fasst die angeborenen 

oder erworbenen Mechanismen auf verschiedenen Organisationsebenen 

zusammen, mithilfe derer ein Organismus auf die Schadstoffexposition reagiert und 

die die Anfälligkeit für nachteilige Schadstoffeffekte unabhängig 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 (Körperlast) 

[94,96]. Bioakkumulations-Marker ermöglichen die gezielte Untersuchung von 

Umweltschadstoffen, die lediglich in niedrigen Konzentrationen in Gewässern 

vorliegen und zu einer Anreicherung in Fischen neigen [96]. Häufig als Biomarker 

herangezogen werden zudem Aktivität und Konzentration von Biotransformations-

enzymen (Phase I- und Phase-II-Enzyme, wie Cytochrom P450-abhängige 

mikrosomale Monooxygenasen, die Glutathion-S-Transferase oder UDP-

Glucuronyltransferase) oder oxidative Stressparameter (z. B. die erhöhte Aktivität 

antioxidativer Enzyme wie der Superoxiddismutase oder Katalase, oder 

biochemische Indikatoren für die Lipidperoxidation oder Oxidation von 

Nucleinsäuren) [94,96,101]. Diverse Indikatoren für umweltbedingten Stress 

(z. B. erhöhte Werte an Hitzeschock-Proteinen, Metallothioneinen oder Proteinen 

des MXR-Systems (multixenobiotic resistance)) können als Biomarker für die 

Exposition eines Organismus gegenüber einem Umweltschadstoff mit nachteiliger 

oder toxischer Wirkung fungieren [94,96]. Das breite Spektrum an Fischbiomarkern 

umfasst zudem verschiedene hämatologische Parameter (z. B. erhöhte 

Enzymaktivität bestimmter Serum-Transaminasen), genotoxische Parameter 

(z. B. DNA-Addukte, DNA-Strangbrüche oder DNA-Mutationen), immunologische 

Parameter (z. B. Änderungen des zellulären Immunstatus oder die Konzentration 

der Akute-Phase-Proteine in Körperflüssigkeiten) und endokrine Parameter 

(z. B. die Plasma-Vitellogeninkonzentration) [94,96,102-104]. 
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Histopathologische Gewebsalterationen als Biomarker bei Fischen 

Histopathologische Gewebsalterationen können die Effekte der Exposition von 

Testorganismen gegenüber einer Vielzahl anthropogener Schadstoffe 

widerspiegeln [105]. Die Histopathologie hat ihre Eignung für den zuverlässigen und 

direkten Nachweis toxischer Effekte von Umweltschadstoffen auf Organe und 

Gewebe von in Expositionsversuchen verwendeten Fischen bereits in zahlreichen 

ökotoxikologischen 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-)zellulärer Ebene auftreten und auf potenziell irreversible 

Schäden hinweisen können [96,105,110].  

Zielorgane und -strukturen toxischer Effekte können mittels histopathologischer 

Analyse ermittelt werden, ergänzende Methoden wie die Enzym- oder 

Immunhistochemie ermöglichen zusätzlich die Detektion von Veränderungen auf 

Zell- und Molekularebene [109]. Reaktionen auf Organ- oder Gewebeebene sind 

meist schnell und leicht zu identifizieren und bleiben häufig auch nach Ende der 

Schadstoffexposition bestehen. Auch länger zurückliegende Expositionen können 

somit zur Beurteilung der Auswirkungen von Umweltschadstoffen herangezogen 

werden [96]. Die histopathologische Untersuchung zeichnet sich durch hohe 

Sensitivität 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 

Gewässerschadstoffen angesehen. Sie kann der Beurteilung der Wasserqualität 

und der Schadstoffbelastung von Gewässern 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 bedürfen und diese mit einem hohen Zeitaufwand 

einhergeht, liefern sie wertvolle Informationen über die Auswirkungen von 

Xenobiotika und werden daher für die ökotoxikologische Forschung und 

Umweltrisikobewertung empfohlen [7]. Histopathologische Endpunkte haben im 

Vergleich zu anderen Endpunkten in der ökotoxikologischen Forschung eine hohe 
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Sensitivität und ermöglichen die Detektion von Schadstoffauswirkungen, die mit 

anderen Biomarkern nicht identifiziert werden können [112]. Auch im Vergleich zu 

den in Fisch-Standard-Biotests ermittelten Endpunkten (z. B. Mortalität oder 

Verhaltensänderungen) weisen histologische Biomarker eine höhere Sensitivität 

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 abhängig von einer adäquaten Probennahme und  

-prozessierung sowie der Qualität der analysierten histologischen Gewebeschnitte 

[16]. Die willkürliche Auswahl von Proben oder histologischen Schnitten kann zu 

systematischen Abweichungen der detektierten und diagnostizierten 

Gewebsalterationen (sampling bias) führen [13,113]. Artefakte (beispielsweise 

aufgrund postmortaler Autolyse) können die Evaluierung von Gewebsalterationen 

erschweren und führen potenziell zu einer Fehlinterpretation der Läsionen [16]. Als 

bedeutender Aspekt kommt hinzu, dass die qualitative histopathologische 

Interpretation von Gewebsläsionen subjektiv erfolgt [21]. Diese Aspekte der 

histopathologischen Analyse können teils starke Abweichungen der Diagnosen 

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

Gerade hinsichtlich der Beurteilung von Schweregraden von Gewebsläsionen in der 

Fischpathologie und in ökotoxikologischen 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 

modellunabhängige quantitative Stereologie (siehe Abschnitt 3.4) stellt den 

Goldstandard für eine objektive, quantitative histomorphologische Analyse dar, 

kommt in ökotoxikologischen 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-Toxizitätstests ermöglicht die zuverlässige Ermittlung 

ökotoxikologischer Endpunkte, der standardisierte Versuchsaufbau erlaubt zudem 

die Vergleichbarkeit der Ergebnisse einzelner Studien [77]. Daher wird ihr Einsatz 

für die Erhebung stoffspezifischer PNECs in der von diversen Rechtsnormen 

vorausgesetzten Umweltrisikobewertung gefordert bzw. bevorzugt 

[10,15,77,84,87,90]. Die in ökotoxikologischen Standardtests primär erhobenen 

Endpunkte (z. B. Mortalität oder Reproduktion) sind teilweise jedoch nicht 

ausreichend empfindlich für 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, können die 

Umweltrisikobewertung dank der Untersuchung relevanter Endpunkte und deren 

teils höheren Sensitivität ergänzen und optimieren [77,108,109,111]. Sie liefern 

Informationen über die biologischen Auswirkungen von Schadstoffen und können 

Aufschluss geben über die Mechanismen, die einer Schadstoffwirkung zugrunde 

liegen. Anhand des Screenings mehrerer Biomarker eines Schadstoffes können so 

wichtige Informationen über die Effekte der Schadstoffexposition des 

Testorganismus gewonnen werden [96]. Neben den Standard-Toxizitätstests 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 Berücksichtigung in der gesetzlich geregelten 

Umweltrisikobewertung zu fördern, ist es jedoch von größter Wichtigkeit, dass sie 

die Kriterien für die Erhebung zuverlässiger, reproduzierbarer Daten erfüllen 

[77,114,115]. Zur Qualitätssicherung der in histopathologischen Studien an Fischen 

erhobenen Daten ist hierfür unter anderem eine detaillierte Methodenbeschreibung 

empfohlen, die klare Angaben bezüglich der Probennahme, der Anfertigung 

histologischer Schnitte, der verwendeten Schnittebenen und der diagnostischen 

Auswertung enthält [16]. Zudem wird die Ermittlung zuverlässiger 

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

Bereits seit dem 18. Jahrhundert ist bekannt, dass erhöhte Mortalitätsraten bei 

Fischen und das Verschwinden von Fisch-Populationen in Zusammenhang mit 

Gewässerbelastungen durch den Eintrag anthropogener Umweltschadstoffe stehen 

können. Infolgedessen dienen Fische seit Langem als Sentinel-Spezies, die die 

Auswirkungen menschlicher Aktivitäten auf die Intaktheit von Ökosystemen 

aufzeigen [116].  

3.2.1 Fische als Testorganismen in der aquatischen ökotoxikologischen 
Forschung 

Die Fischgesundheit ist von essenzieller Bedeutung für die Intaktheit aquatischer 

Ökosysteme, da deren Beeinträchtigung aufgrund der Position der Fische am 

oberen Ende der Nahrungskette das Potenzial hat, ganze Ökosysteme nachteilig 

zu beeinflussen [8]. Fische nehmen in der (Öko)toxikologie eine Schlüsselrolle ein, 

da sie sowohl in Studien Einsatz finden, die das Gefahrenpotenzial bestimmter 

Stoffe für die menschliche Gesundheit untersuchen, als auch in Studien, die die 

Effekte von Schadstoffen auf die Umwelt analysieren. Nach gegenwärtigem Stand 

der Forschung wird davon ausgegangen, dass Fische diese beiden Bereiche mehr 

als jede andere Biota-Klasse verknüpfen [117]. Fische gelten in der Überwachung 

aquatischer Ökosysteme als wertvolle Indikatororganismen, sie sind zudem als 

Versuchstiere weit verbreitet und werden auch in ökotoxikologischen Studien häufig 

als Testorganismen eingesetzt [8]. 

Die Gründe hierfür sind vielfältig: 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 großen Vielfalt an Lebensräumen, Körperformen und -größen sowie 

verschiedenen physiologischen Mechanismen und Reaktionen auf Umwelteinflüsse 

[117-119]. Als aquatische Lebewesen stehen Fische mit Haut und Kiemen in 

permanentem Kontakt mit dem sie umgebenden Medium und sind daher 

Gewässerschadstoffen mit sensitiven Geweben und Organsystemen unmittelbar 

ausgesetzt. Fische eignen sich daher als empfindliche Indikatoren für die 

Untersuchung der Effekte (aquatischer) Umweltbelastungen häufig besser als 

Landtiere [25,117,118,120]. In der ökotoxikologischen Forschung wird die 

Verwendung von Fischen als Testorganismen gegenüber dem Einsatz von 
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Invertebraten in der Regel präferiert, da Fische die Ermittlung zahlreicher 

Biomarker, die Beurteilung physiologischer Parameter und die Untersuchung 

verschiedener Organe ermöglichen [96,116,121]. Als aquatische Vertebraten 

verfügen sie über ein gut entwickeltes Nerven-, Immun- und endokrines System, 

ihre Stressreaktionen liefern nützliche Informationen für die Risikobewertung von 

Umweltschadstoffen [96,122]. 

Eine Vielzahl der von der OECD anerkannten Toxizitätstests für die Untersuchung 

von Schadstoffauswirkungen auf biotische Umweltfaktoren werden an Fischen 

durchgeführt [10,116]. Daten zur Fischtoxizität werden von den Behörden häufig 

gefordert und dienen unter anderem als Grundlage für die Umweltrisikobewertung 

und Zulassung diverser Chemikalien [10,123]. Die Leitlinien der OECD für 

Toxizitätstests sehen die Verwendung verschiedener Süßwasser-Fischarten vor. 

Neben weiteren gut erforschten Fischarten wie dem Zebrabärbling (Danio rerio) und 

dem Medaka (Oryzias latipes), wird auch die Regenbogenforelle (Oncorhynchus 

mykiss) als sensitive Fischspezies aufgeführt [10].  

3.2.2 Regenbogenforellen als geeignete Testorganismen in der aquatischen 
Ökotoxikologie 

Der häufige Einsatz der Regenbogenforelle als Versuchstier in verschiedenen 

wissenschaftlichen Disziplinen (z. B. der Toxikologie, Onkologie oder Immunologie) 

begründet sich unter anderem in ihrer weiten Verbreitung, der ganzjährigen 

Verfügbarkeit, der Vielzahl an Stämmen, ihrer Anpassungsfähigkeit und dem 

umfangreichen Fachwissen, welches bezüglich der Haltungsbedingungen, 

Ernährung, Physiologie, Immunologie und Gesundheitsmanagement zur Verfügung 

steht [5,120]. Die Regenbogenforelle ist sowohl als beliebter Sport- und Speisefisch 

als auch als Versuchstier von großer Bedeutung [120]. Für keine andere 

Fischspezies stehen umfangreichere Informationen bezüglich der Physiologie und 

Biologie zur Verfügung [5]. Als gut erforschte, repräsentative Spezies nimmt die 

Regenbogenforelle zudem eine Stellvertreter-Rolle für andere Salmoniden-Spezies 

ein, die seltener und/oder weniger leicht verfügbar sind (z. B. der Amerikanische 

Seesaibling (Salvelinus namaycush)) [5,120]. Für eine Vielzahl an 

Regenbogenforellen-Stämmen liegen ebenfalls umfassende, spezifische 

Informationen bezüglich des Wachstums, Futterumsatzes, Toleranz gegenüber 

saurem oder basischem wässrigem Milieu, Geschlechtsreife, etc. vor [120].  
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Die ursprünglich aus Nordamerika stammende Regenbogenforelle ist 

anpassungsfähig 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 Süß- als auch Salzwasser 

anzupassen [120]. Trotz ihrer Körpergröße und der langen Reproduktionszyklen ist 

die Zucht von Regenbogenforellen verhältnismäßig einfach und wenig 

kostenintensiv [5,120]. Mit Erreichen der Geschlechtsreife erfolgt jährlich die 

saisonabhängige Laichzeit, durch externe Beeinflussung der Laichzeit stehen Eier 

der Regenbogenforelle ganzjährig zur Verfügung [120]. Im Vergleich zu anderen 

Modell-Fischspezies ist sie für die Durchführung von Studien geeignet, die einer 

Vielzahl an Proben bedürfen, da ihre Körpergröße die Probengenerierung 

verschiedenster Gewebe und Zellen für nachfolgende Analysen ermöglicht [5]. Im 

Vergleich zu anderen Fischarten ähnlicher Größenordnung (z. B. Karpfen (Cyprinus 

carpio) oder Flussbarsch (Perca fluviatilis)) reagiert die Regenbogenforelle auf 

Umweltschadstoffe oftmals mit höherer Sensibilität [7]. 

Die Regenbogenforelle wird sowohl im Bereich der Toxikologie als auch der 

Ökotoxikologie 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 für das Monitoring aquatischer 

Ökosysteme und wird zudem häufig in Expositionsversuchen als Testorganismus 

herangezogen [5,123,125]. Die Regenbogenforelle stellt eine der am häufigsten in 

ökotoxikologischen Studien eingesetzten Fischspezies dar [6]. Das Vorkommen von 

Xenoöstrogenen in der Umwelt beispielsweise wurde erstmals mithilfe der 

Regenbogenforelle aufgezeigt [5,126]. Sie hat sich in zahlreichen 

ökotoxikologischen Studien als gut geeignete Testtierspezies für 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 natürlich 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 für Umweltbelastungen 

Die Kiemen stellen das primäre Atmungsorgan der meisten Fischarten dar. 

Zusätzlich üben sie wichtige Funktionen in der Osmoregulation, der Regulation des 

Säure-Basen-Haushalts und der Ausscheidung stickstoffhaltiger Verbindungen aus 

[131,132]. Aufgrund ihrer Multifunktionalität, ihres komplexen anatomischen 

Aufbaus und ihrer direkten Exposition gegenüber dem umgebenden Wasser, stellen 

sie sensitive Indikatororgane für die Effekte diverser Umweltschadstoffe dar. 

3.3.1 Kiemenmorphologie (Kiemenanatomie und -histologie) 

Die Kiemenanatomie und -histologie der Regenbogenforelle entspricht der 

grundsätzlichen 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 

Kiemenhöhle (dem sogenannten Branchialraum) liegen und außen 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 gestützt werden [131,135]. Da sich die vorliegende Arbeit 

mit den Kiemen der Regenbogenforellen von 300-2000 g Körpergewicht befasst, 

wird nicht näher auf die Embryonalentwicklung oder die Kiemenanatomie und  

-funktion in Fischlarven eingegangen. Für entsprechende Informationen wird der/die 

interessierte Leser_in auf die Publikationen von Rombough (1999) [137] und 

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

Das knöcherne 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 Grundgerüst 

gestützt [28,135,136]. Der Kiemenbogen führt Blutgefäße und Nerven, an seiner 

konkaven anterioren Seite trägt er zudem Kiemenreusen, die die Hemibranchien 

vor Partikeln in dem die Kiemen durchströmenden Wasser schützen und den 

Weitertransport von Futter innerhalb der Maulhöhle unterstützen [135]. An seinem 

posterioren konvexen Rand trägt der Kiemenbogen zwei Reihen makroskopisch 

sichtbarer Kiemenfilamente (Primärlamellen (PL)), deren Basis in das 

interbranchiale Septum eingebettet ist [131,135,139]. Bei Regenbogenforellen kann 

sich das Septum über bis zu 60 % der Filamentlänge erstrecken und enthält das 
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interbranchiale lymphatische Gewebe, welches vermutlich die Funktion eines 

sekundären lymphatischen Organs erfüllt [135,140].  

Die Primärlamellen der Hemibranchien benachbarter Kiemen greifen mit ihren 

Spitzen siebartig ineinander und intensivieren so den Wasserfluss entlang der 

Filamentoberfläche [135,136,139]. Die länglichen, dorso-ventral abgeflachten und 

postero-lateral ausgerichteten Primärlamellen werden von Knorpelstrahlen gestützt 

[131,135,136,139]. Neben dem knorpeligen Grundgerüst bestehen die 

Primärlamellen unter anderem aus glatter und quergestreifter Muskulatur sowie 

zahlreichen Blutgefäßen (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 hauptsächlich aus 

Epithelzellen (auch Pflasterzellen genannt) sowie Chlorid-, Becher- und 

Neuroepithelzellen zusammen. Chloridzellen sind eher in den interlamellären 

Bereichen der Primärlamellen lokalisiert und primär am afferenten Rand der 

Primärlamellen zu finden. Becherzellen und Neuroepithelzellen hingegen kommen 

gehäuft an den efferenten Rändern der Kiemenfilamente vor [139,141].  

Auf ihrer ventralen und dorsalen Oberfläche tragen die Primärlamellen flache, 

senkrecht zur Primärlamellenachse ausgerichtete respiratorische Kiemenblättchen, 

die Sekundärlamellen (SL) [131,134,135]. Diese sind Ort des Gasaustausches, ihre 

Morphologie dient sowohl der Vergrößerung der respiratorischen Oberfläche als 

auch der Minimierung der Diffusionsdistanz [131,135]. Sie bestehen aus zwei 

Epithelschichten, die durch die Pilasterzellen (Stützzellen) und deren Zellausläufer 

voneinander getrennt werden. Die Pilasterzellen halten die zwischen den 

Epithelschichten lokalisierten vaskulären Räume aufrecht und grenzen diese 

gemeinsam mit der Basalmembran von dem respiratorischen 

Sekundärlamellenepithel ab [28,131,135,139,141]. Bei Pilasterzellen handelt es 

sich um modifizierte Endothelzellen. Lediglich die Kapillaren am äußeren 

Sekundärlamellenrand sind von echten Endothelzellen ausgekleidet [28,135,139]. 

Die Stützzellen sind in der Lage, den Blutfluss innerhalb der Sekundärlamellen zu 

regulieren, vermutlich sind sie zudem Bestandteil des retikuloendothelialen 

Systems [28]. An die Basallamina schließt ein dünnes, 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 über fingerförmige Ausläufer, Desmosomen 



 WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND 

25 

und Tight junctions miteinander verbunden, sodass der parazelluläre Transport von 

Ionen und Wasser stark eingeschränkt ist [28,131,143].  

Die Kiemen werden über das arterio-arterielle Gefäßsystem 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 lamelläre Arteriolen führen das sauerstoffarme Blut zu den 

Sekundärlamellen, in welchen die Sauerstoffanreicherung des Blutes stattfindet. 

Das oxygenierte Blut gelangt über efferente lamelläre Arteriolen und 

Filamentarterien in die A. branchialis efferens. Über 90 % des Blutes gelangen über 

die A. branchialis efferens in den (post-branchialen) systemischen Blutkreislauf 

[135,144]. Zusätzlich zu dem funktionalen Gefäßsystem existiert ein arterio-

venöses Gefäßsystem, welches der nutritiven Blutversorgung der Kiemen dient. Die 

Gefäße entspringen den efferenten Filamentarterien und der A. branchialis 

efferens. Über den zentralen Venensinus der Primärlamellen wird das Blut dem 

venösen Kreislauf zugeführt [28,131,135]. 

3.3.2 Funktion der Kiemen 

Die Kiemen der Regenbogenforelle sind am Übergang des Mundraums in den 

Kiemenraum situiert, welcher von außen durch den Kiemendeckel und die 

Branchiostegalmembran (Kiemenhaut) begrenzt wird [145]. Durch die schnelle 

Fortbewegung im Wasser mit geöffnetem Maul wird bei der Regenbogenforelle ein 

Atemwasserstrom von der Mund- in die Kiemenhöhle erzeugt [145,146]. Zusätzlich 

kann eine aktive Ventilation erfolgen. Bei dieser strömt Wasser über die 

Maulöffnung in den Mundraum, während der Kiemendeckel geschlossen bleibt und 

einen retrograden Einstrom von Wasser in den Kiemenraum verhindert. Mit 

Anheben des Operkulums und Schließen des Mauls strömt das Atemwasser, dem 

Unterdruck im Kiemenraum folgend, aus der Mundhöhle in den Kiemenraum und 

durchströmt dabei unidirektional die Kiemen [136,143,145,146].  

Als aquatische Wirbeltiere leben Fische in einem wässrigen Medium, welches im 

Vergleich zu Luft eine sehr geringe Sauerstoffkonzentration (2-4 % der 

Sauerstoffkonzentration der Luft) aufweist. Es verfügt zudem über eine etwa  

800-mal höhere Dichte und 100-mal höhere Viskosität, infolgedessen geht die 

Ventilation mit einem höheren Energiebedarf einher [143,145].  
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Die Kiemen sind an diese erschwerten Bedingungen für die Sauerstoffaufnahme 

optimal angepasst. Die Ausbildung von Sekundärlamellen dient sowohl der 

Vergrößerung der respiratorischen Oberfläche als auch der Verringerung der 

Wasser-Blut-Diffusionsdistanz [131,135]. Durch das Überlappen der 

Primärlamellenspitzen benachbarter Hemibranchien entsteht ein „Kiementeppich“, 

der den Fluss des Wassers entlang der Primär- und Sekundärlamellenoberfläche 

intensiviert und so die Sauerstoffaufnahme fördert [135,136]. Der Fluss des 

Wassers, das die Kiemen von der Maulhöhle aus durchströmt, ist dem Blutfluss 

innerhalb der Sekundärlamellen entgegengesetzt. Dieses Gegenstromprinzip 

erhöht 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, fördern nicht nur den Gasaustausch, sondern 

auch die Aufnahme und/oder Abgabe von Ionen und Wasser und die Ausscheidung 

stickstoffhaltiger Verbindungen [131].  

Atmungsfunktion und Gasaustausch 

Mit ihrer großen Oberfläche und dem dünnen respiratorischen Epithel sind die 

Sekundärlamellen der Kiemen hoch spezialisierte Strukturen und Ort des 

Gasaustausches zwischen dem umgebenden Wasser und dem durchbluteten 

intralamellären Raum (mit Ausnahme der Sekundärlamellenanteile, die in das 

Gewebe der Primärlamellen eingebettet sind) [135,136,139]. Sowohl die Oberfläche 

der Sekundärlamellen als auch die Oberfläche der vaskulären Räume, die mit dem 

respiratorischen Epithel in Kontakt steht, sind durch die flache Form der 

Sekundärlamellen vergrößert [135,147]. Die respiratorische Oberfläche in Relation 

zum Körpergewicht variiert in Abhängigkeit von der Aktivität der Fischspezies und 

steigt mit höherer Aktivität [136,147]. Die Sekundärlamellenmorphologie ermöglicht 

den bilateralen Kontakt der durchfließenden Erythrozyten mit der Wasser-Blut-

Diffusionsbarriere, das Hämoglobin der Fische verfügt im Vergleich zu Tetrapoden 

über eine höhere Sauerstoffaffinität [147].  

Die Sauerstoff-Diffusionsbarriere der Kiemen setzt sich aus dem Epithel der 

Sekundärlamellen, der Basallamina sowie den Zytoplasmaausläufern der 

Stützzellen zusammen [32]. Die mittels quantitativ-stereologischer 

Analysemethoden bestimmte Diffusionsbarrierendicke der Kiemen von 

Regenbogenforellen beträgt etwa 3,4 µm [17] und ist somit deutlich größer als die 



 WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND 

27 

alveolokapilläre Diffusionsbarriere der Lunge, deren Dicke etwa 1 µm beträgt [145]. 

Interlamellärer Wasser- und intralamellärer Blutstrom verlaufen parallel, aber in 

entgegengesetzter Fließrichtung, der Diffusionsgradient von O2 und CO2 zwischen 

Wasser und Blut, und somit der Gasaustausch, wird trotz fortschreitender Diffusion 

über die gesamte Sekundärlamellenlänge aufrechterhalten [135,147]. Zusätzlich 

wird die Geschwindigkeit des Wasserstromes entlang der Kiemen durch die Bildung 

eines „Kiementeppichs“ verlangsamt. Diese Anpassungen führen zu einer Effizienz 

der Sauerstoffaufnahme von bis zu 80 % [147]. Es ist zu beachten, dass die 

Kiemenoberfläche in Abhängigkeit von der Aktivität des Fisches oder dem 

Sauerstoffgehalt des Wassers [136,147], ebenso wie die Perfusion der Primär- und 

Sekundärlamellen in Abhängigkeit von Aktivität, Hypoxie, Blutdruck oder dem 

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

Osmoregulation, Regulation des Säure-Basen-Haushalts und Ausscheidung 

stickstoffhaltiger Verbindungen 

Neben der Atmungsfunktion haben die Kiemen der Knochenfische eine 

grundlegende Funktion in der Osmoregulation, der Regulation des Säure-Basen-

Haushalts sowie der Ausscheidung stickstoffhaltiger Moleküle inne [131,147]. 

Während der Gasaustausch an den Sekundärlamellen stattfindet, sind die Zellen 

des Primärlamellenepithels auf den Ionentransport spezialisiert [151]. 

Die Osmolarität der Extrazellularflüssigkeit beträgt bei Regenbogenforellen etwa 

310 mosm/l, sie ist gegenüber dem umgebenden Süßwasser hyperosmotisch 

[143,152]. Zwischen der Körperflüssigkeit der Fische und dem umgebenden 

Wasser besteht ein großer osmotischer Gradient, durch welchen der Fisch einem 

ständigen Ionenverlust an das umgebende Medium sowie der Aufnahme von 

Wasser ausgesetzt ist [143]. Wasser wird sowohl über die Kiemen als auch über 

die Körperoberfläche aufgenommen und über die Nieren als Harn geringer 

Osmolarität ausgeschieden [143,151,153]. Der Netto-Verlust von Ionen über den 

Urin sowie über die Kiemen mittels Diffusion wird über die Nahrung und durch aktive 

Aufnahme von Natrium- (Na+) und Chlorid-Ionen (Cl-) über das Kiemenepithel 

ausgeglichen [131,143,153].  

Der Ionentransport durch das Epithel findet in Süßwasserfischen primär über die 

transportaktiven Epithelzellen statt. Über die Pflasterzellen werden Na+-Ionen aus 

dem umgebenden Süßwasser in die Extrazellularflüssigkeit transportiert. Mithilfe 
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einer apikalen H+-ATPase des vakuolären Typs (V-Typ-ATPase) wird ein 

elektrisches Potenzial erzeugt, das die Aufnahme von Na+ aus dem Wasser in die 

Zelle über Na+-Kanäle oder Na+/H+-Austauscher bewirkt [132]. Über eine Na+/K+-

ATPase in der basolateralen Membran wird Na+ aus der Zelle in das Blut oder die 

interstitielle Flüssigkeit transportiert, unterstützt durch den Ein- oder Ausstrom von 

Kalium-Ionen (K+) durch basolateral lokalisierte K+-Kanäle [132,143]. Im Austausch 

gegen Hydrogencarbonat-Ionen (HCO3
-) kann über die Epithelzellen zusätzlich Cl- 

aus dem Wasser aufgenommen werden, während die Chloridzellen im 

Kiemenepithel von Süßwasserfischen primär der Aufnahme von Kalzium-Ionen 

(Ca2+) dienen [131,132,143].  

Für den Erhalt des Säure-Basen-Gleichgewichts der Extrazellularflüssigkeit 

stehen allen Wirbeltieren verschiedene Mechanismen zur Verfügung: Biologische 

Puffersysteme, die respiratorische Regulation über Einstellung der CO2-

Konzentration sowie die Ausscheidung pH-relevanter Moleküle [131,154]. Im 

Vergleich zu Luftatmern ist der CO2-Partialdruck im Blut von Fischen als 

Wasseratmer niedrig (etwa 5 % des CO2-Partialdruckes der Luftatmer), der CO2-

Gradient zwischen dem arteriellen Blut und dem umgebenden Wasser ist ebenfalls 

sehr gering. Dies erschwert die Abgabe von CO2
 mittels respiratorischer 

Kompensation [131,155]. Der Einfluss der verschiedenen Puffersysteme ist 

aufgrund der niedrigen Plasmakonzentration von HCO3 und des niedrigen 

Hämatokriten der Fische (15-25 %) in der Regulation des Säure-Basen-Haushalts 

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

In der Regulation des Säure-Basen-Gleichgewichts kommt daher dem Transfer pH-

relevanter Ionen eine besondere Bedeutung zu [155,156]. In Fischen spielt die Niere 

hier nur eine untergeordnete Rolle, über 90 % des Transfers pH-relevanter Ionen 

erfolgt über die Kiemen [131,156]. Von besonderer Relevanz ist der Austausch von 

Na+- gegen H+-Ionen sowie Cl-- gegen HCO3
--Ionen. Die Aufnahme von Na+ oder 

Cl- ist stets an den Transfer pH-relevanter Ionen gekoppelt und ermöglicht so die 

Regulation des Säure-Basen-Haushalts in Kombination mit der Aufnahme von Na+ 

und Cl- aus der aquatischen Umwelt [155].  

Die für die Ausscheidung stickstoffhaltiger Endprodukte, Osmoregulation und 

Regulation des Säure-Basen-Haushalts über die Kiemen grundlegenden 

Mechanismen sind eng miteinander verknüpft. Die meisten Knochenfische sind 
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ammoniotelisch, stickstoffhaltige Endprodukte werden primär als Ammoniak (und 

zu einem kleineren Teil als Harnstoff) ausgeschieden [131,143,156]. Ammoniak 

(NH3) oder Ammonium-Ionen (NH4
+) werden über die Kiemen entweder per 

Diffusion oder im Austausch gegen Na+ an die aquatische Umwelt abgegeben, nur 

etwa 20 % der stickstoffhaltigen Endprodukte werden renal über den Urin 

ausgeschieden. Die Diffusion von Ammoniak ist hierbei eine energiesparende Form 

der Stickstoff-Ausscheidung [131,143]. 

3.3.3 Kiemen als Indikatororgane für die Effekte von Umweltschadstoffen 

Die vielfältigen Funktionen der Kiemen können durch Gewebsalterationen, die auf 

die Effekte von Gewässerschadstoffen zurückzuführend sind, negativ beeinflusst 

werden [157]. In der Untersuchung toxischer Effekte diverser Umweltschadstoffe an 

Fischen sind Kiemenveränderungen häufig beobachtete Symptome [27]. Es wird 

angenommen, dass diese auf die Interaktion von Toxinen mit spezifischen 

membrangebundenen Rezeptoren und Transportsystemen zurückgehen, die in 

ähnlicher Form auch in toxikologisch relevanten Organen von Menschen zu finden 

sind (z. B. Leber, Niere oder Darm). Die Kieme ist daher ein geeignetes 

Modellsystem für 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 großen 

Oberfläche sind sie hinsichtlich toxischer Einflüsse höchst vulnerabel und eines der 

Hauptindikatororgane von Umweltschadstoffen [16,25,27]. Als sensitive Organe 

sind sie für die Bewertung von Umweltschadstoffen und das Monitoring von 

Gewässerbelastungen von großer Bedeutung [25,158,159]. Die Kiemen stehen mit 

dem umgebenden Wasser und den im Wasser gelösten Stoffen in direktem Kontakt 

und sind Umweltbelastungen daher permanent und ungeschützt ausgesetzt 

[25,159]. Das Blut innerhalb des intralamellären Raums der Sekundärlamellen wird 

von dem umgebenden Wasser lediglich durch eine dünne Barriere, bestehend aus 

dem respiratorischen Epithel, der Basalmembran und den Ausläufern der 

Pilasterzellen, getrennt [141]. Die Absorption von Chemikalien aus dem Wasser 

erfolgt an den Kiemen mit hoher Effizienz, da das Kiemenepithel eine hohe 

Permeabilität für im Wasser gelöste chemische Stoffe aufweist [19,160]. 
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Infolgedessen sind die Kiemen anfällig für die Effekte diverser Xenobiotika, welche 

sich in morphologischen Gewebsalterationen äußern [27,29,157,161].  

Die Kiemen sind ein Organ höchst komplexer Struktur, ihre Organisation erlaubt ein 

breites Spektrum an (zellulären) Anpassungsreaktionen infolge veränderter 

Umweltbedingungen oder Toxinexposition [28]. Morphologische Kiemen-

veränderungen aufgrund von Anpassungsreaktionen auf eine Schadstoffexposition 

können von protektiver Wirkung sein, indem sie den Eintritt von Toxinen verhindern 

oder die Fläche für Interaktionen mit Umweltschadstoffen reduzieren. Sie haben 

jedoch das Potenzial, die physiologischen Kiemenfunktionen zu beeinträchtigen 

[28,30]. Die Fusion von Sekundärlamellen stellt ein Beispiel für die 

Anpassungsreaktionen der Kiemen dar. Als eine der am häufigsten beobachteten 

reaktiven Kiemengewebsalterationen dient sie der Verringerung der Angriffsfläche 

für Toxine und andere Pathogene [28]. Mit einer reduzierten Kiemenoberfläche ist 

die Effizienz des Gasaustausches an den Sekundärlamellen der Kiemen jedoch 

stark eingeschränkt, dies kann längerfristige gesundheitliche Beeinträchtigungen 

nach sich ziehen [30]. Anpassungsmechanismen wie die Sekundärlamellenfusion 

oder die Epithelzellhyperplasie, welche mit einer erhöhten Diffusionsdistanz 

einhergeht, können die Atemfunktion, die Osmoregulation und die Exkretionsrate 

der Kiemen nachteilig beeinflussen, insbesondere bei diffusen Veränderungen, die 

große Kiemenareale betreffen [28]. 

Laut Evans (1987) [157] erfolgt die Beschreibung histopathologisch detektierbarer 

Kiemenläsionen häufig ohne ergänzende Erläuterung bezüglich veränderter 

physiologischer Parameter, und vice versa. Funktionale Einschränkungen können 

jedoch histopathologisch evaluierbaren Gewebeveränderungen vorangehen, 

dementsprechend können nicht nur morphologische Kiemenalterationen, sondern 

auch Abweichungen bestimmter physiologischer Parameter (z. B. hämatologisch) 

hinweisend sein auf die Beeinträchtigung der Kiemenfunktion infolge einer 

Gewebeschädigung durch ein toxisches Geschehen [28]. Hierbei muss jedoch 

beachtet werden, dass sich nicht alle morphologischen Kiemenveränderungen 

zwingend in einer Einschränkung der Kiemenfunktion und der Veränderung 

systemischer Parameter äußern [28]. Die Beurteilung expositionsbedingter 

Kiemenalterationen sollte demnach sowohl morphologische als auch 

physiologische Effekte berücksichtigen.  
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Der histopathologischen Untersuchung des Kiemengewebes in der aquatischen 

Ökotoxikologie kommt hierbei eine tragende Rolle zu. Kiemen eignen sich in 

besonderem Maße für die Feststellung morphologischer Kiemenalterationen infolge 

toxischer Effekte von Umweltschadstoffen [25]. In der Ermittlung subletaler und 

chronischer Effekte von Gewässerbelastungen stellt die histopathologische 

Kiemenuntersuchung die Methode der Wahl dar [159]. Histologisch detektierbare 

Kiemenveränderungen dienen als wertvolle Biomarker für die Effekte von 

Umweltschadstoffen und können als „Frühwarnsignal“ für veränderte 

Umweltbedingungen dienen [7,142]. Der Fokus ökotoxikologischer Untersuchungen 

von Kiemen liegt auf dem respiratorischen Epithel der Sekundärlamellen sowie dem 

interlamellären Bereich der Primärlamellen [27].  

Häufig im Zusammenhang mit Gewässerschadstoffen beobachtete morphologische 

Kiemenveränderungen sind die Fusion von Sekundärlamellen, das Abheben des 

Epithels der Sekundärlamellen infolge eines interstitiellen Ödems, die Hyperplasie 

und Hypertrophie der Epithelzellen, Teleangiektasien der Sekundärlamellengefäße, 

Nekrosen oder Veränderungen in der Population der Chloridzellen [16,27,28]. 

Pathologische Kiemenveränderungen treten, in Abhängigkeit von Agens und 

Expositionsdauer, in variierenden Verteilungsmustern und an unterschiedlichen 

Zielstrukturen/-zellen auf. Die Effekte einer Nitrat- oder Kadmiumexposition 

beispielsweise betreffen primär die Chloridzellpopulation [28]. Manche Läsionen 

sind stärker mit bestimmten Schadstoffgruppen assoziiert als andere, 

Kiemenepithelnekrosen oder Läsionen der Becherzellen beispielsweise sind 

häufiger mit der Exposition gegenüber Schwermetallen verbunden als mit anderen 

Stoffgruppen [27]. Bei vielen ökotoxikologischen Studien korreliert der Schweregrad 

histopathologisch detektierter morphologischer Kiemenalterationen mit der 

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

Als potenzielle Grundlage für weitreichende politische Entscheidungen ist die 

Akkuratesse in der Erhebung und Interpretation histopathologischer 

Gewebsalterationen infolge einer Schadstoffexposition von größter Bedeutung 

[16,113]. Die Objektivität und höhere Sensitivität quantitativ-stereologischer 

Analysen gegenüber der routinemäßig durchgeführten qualitativen Bewertung von 

Gewebsalterationen in der toxikologischen Forschung wurde bereits in zahlreichen 

Fachpublikationen erörtert [22,23,34]. Auch in der Erhebung histopathologischer 
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Endpunkte in Toxizitätstests an Fischen wird die Quantifizierung 

histomorphologischer Gewebsalterationen empfohlen [8,16].  

Gegen Ende des 20. Jahrhunderts wurden morphologische Kiemenparameter 

(z. B. die respiratorische Kiemenoberfläche 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 bezüglich der Effekte von Gewässer-

schadstoffen bisher nur in geringem Maße zum Einsatz [8]. Ein Beispiel ist das 

sogenannte „mucosal mapping“, anhand dessen quantitativ-morphologische 

Parameter bezüglich der Becherzellen (z. B. die Volumendichte der Becherzellen 

an dem Primär- und Sekundärlamellenepithel) an den Kiemen des Atlantischen 

Lachses (Salmo salar) und des Seeskorpions (Myoxocephalus scorpius) bezüglich 

der Effekte von Schwermetall- oder Peressigsäureexposition 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 bezüglich der Bestimmung des Volumens der 

Kiemen und des interbranchialen lymphatischen Gewebes des Atlantischen 

Lachses (Salmo salar) [41] publiziert. An den Kiemen des Südamerikanischen 

Lungenfisches (Lepidosiren paradoxa) wurden Kiemenvolumen und -oberfläche 

geschätzt [42]. Zudem wurden das Kiemenvolumen, die Volumendichten 

verschiedener Kiemenkompartimente an den Kiemen, die (respiratorische) 

Kiemenoberfläche 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 ökotoxikologischen Studien, die quantitative (und zum Teil quantitativ-

stereologische) histopathologische Endpunkte anhand der Untersuchung der 

Kiemen von Fischen zum Gegenstand haben, ist es immer noch gängige Praxis, 

entsprechende Analysen an willkürlich ausgewählten Kiemenproben und  
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-lokalisationen vorzunehmen [29-31,50,169-173]. Histologische Schnitte von meist 

in Paraffin eingebetteten Proben werden zudem häufig in präferierten 

Schnittebenenorientierungen angefertigt [31,170-175]. Semiquantitative 

Bewertungssysteme und einfache zweidimensionale morphometrische 

Analyseverfahren finden auch in aktuelleren ökotoxikologischen und physio-

logischen Studien breite Anwendung [30,50,170-172,176-178].  

Einfache zweidimensionale quantitative oder morphometrische Messungen an 

willkürlich orientierten Schnitten bewusst ausgewählter Probennahmelokalisationen 

ermöglichen jedoch keine Rückschlüsse auf die dreidimensionale Organ- oder 

Gewebestruktur und erzeugen systematisch verfälschte (biased) Daten, da sie die 

Größe, Form und Ausrichtung von Partikeln oder Strukturen nicht berücksichtigen 

[24,179]. Die Erhebung akkurater quantitativ-morphologischer Parameter als 

Grundlage für die Objektivität und statistische Auswertung histopathologischer 

Endpunkte bedarf daher bestimmter Voraussetzungen [23,33,34,180] (siehe 

Abschnitt 3.4).  
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3.4 Quantitative Stereologie 

Der Begriff “Stereologie” wurde 1961 von der Internationalen Gesellschaft für 

Stereologie etabliert, abgeleitet von dem griechischen Wort “stereos“ (räumlich) 

[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) ermöglichen [180]. 

Die Stereologie hat ihren Ursprung bereits im 17. Jahrhundert. Bonaventura 

Cavalieri, ein Mathematiker und Schüler Galileo Galileis, entwickelte eine Methode 

zur Volumenbestimmung eines Objektes nach dessen planparalleler, äquidistanter 

Lamellierung anhand der Distanz der Querschnitte und der Summe der 

Querschnittsflächen. Im 18. Jahrhundert veröffentlichte Georges-Louis Leclerc de 

Buffon, ein Philosoph und Mathematiker, Studien zur geometrischen 

Wahrscheinlichkeitstheorie [34,181]. Unter Achille Delesse, einem Geologen, 

fanden Mitte des 19. Jahrhunderts die Ansätze beider Wissenschaftler erstmals 

praktische Anwendung in der Ermittlung der Volumendichte einzelner Bestandteile 

in Gestein anhand der Flächendichte ihrer Anschnittsprofile [34,181,182].  

Seit der Mitte des 20. Jahrhunderts hat die Beurteilung von 

Untersuchungsgegenständen mittels quantitativer Verfahren in zahlreichen 

wissenschaftlichen Disziplinen wie der Geologie oder den Material- und 

Naturwissenschaften beträchtlich 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 Veränderungen 

innerhalb von Organen und Geweben und der objektiven Einstufung des 

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

Für die Beurteilung und Erfassung quantitativer Objektmerkmale ist das visuelle 

System des Menschen, im Gegensatz zu seiner Leistungsfähigkeit bei der 

Erkennung von Mustern, nur mit Einschränkungen geeignet [34,35]. Für die 

Erfassung subtilerer quantitativer Veränderungen eines Strukturparameters 

(z. B. der Anzahl) fehlt dem menschlichen Auge die Sensibilität, erst ab 

Abweichungen in einer Größenordnung von 25-40 % werden diese durch das 
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visuelle System wahrgenommen [23,35]. Um diese Schwäche 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 großen Untersucher_innen-Variabilität 

[34,184,185]. Mittels quantitativ-morphologischer Analysemethoden können in der 

histopathologischen Untersuchung reproduzierbare und akkurate Aussagen 

bezüglich morphologischer Gewebeveränderungen getroffen werden. Sie 

ermöglichen eine objektive Charakterisierung und Einstufung von 

Gewebsalterationen sowie deren statistische Auswertung [34]. 

Es ist zu beachten, dass sich, trotz einiger Überschneidungen, die häufig synonym 

verwendeten Begriffe „Stereologie“ und „Morphometrie“ in ihrer Bedeutung 

unterscheiden. Die Morphometrie als „Gestaltmessung“ umfasst alle Verfahren, 

anhand derer quantitative Informationen über räumliche 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 für eine qualitativ-stereologische Methode ist 

die dreidimensionale Rekonstruktion eines Untersuchungsgegenstandes anhand 

von Serienschnitten. Quantitativ-stereologische Methoden hingegen erfassen 

quantifizierbare morphologische Parameter (Längen-, Volumen-, Oberflächen- und 

numerische Volumendichten), zum Beispiel auch die von Delesse entwickelte 

Methode zur Bestimmung der Volumendichten einzelner Kompartimente innerhalb 

eines Bezugskompartiments anhand der Flächendichte ihrer Anschnittsprofile in 

repräsentativen 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 verstärkt entwickelt und angewandt [34,187-191]. Einige der zu 

dieser Zeit etablierten Verfahren finden auch heute noch Anwendung. Ein Beispiel 

hierfür 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 später noch in der 

quantitativ-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 bemühen geometrische Modellannahmen bezüglich der Form, 

Orientierung oder räumlichen Ausrichtung einer Struktur (z. B. die Annahme einer 

Kugelgestalt für die Morphologie einer Zelle) für die Analyse quantitativ-

morphologischer Parameter anhand zweidimensionaler Schnittbilder. Dies kann zu 

Verzerrungen (bias) der Schätzwerte führen, also einer systematischen 

Abweichung von dem wahren Wert [34,193,194].  

Mit der Weiterentwicklung der Stereologie fanden statistische und mathematische 

Verfahren stärkere Berücksichtigung in der Etablierung stereologischer Methoden 

[34,195-203]. Im Gegensatz zu modellabhängigen Verfahrensweisen sind 

modernere design-basierte und damit modellunabhängige quantitativ-

stereologische Probennahme- und Analysemethoden so konzipiert, dass die 

ermittelten Schätzwerte dem wahren Wert eines bestimmten Parameters mit hoher 

Genauigkeit entsprechen [193]. Diese sensitiven Methoden fußen nicht auf 

geometrischen Modellannahmen, sondern ausschließlich auf statistischen 

Probennahmestrategien und stochastisch-geometrischen Gesetzmäßigkeiten. Sie 

sind daher frei von systematischer Abweichung (Verzerrung) (unbiased) und liefern 

erwartungstreue mathematisch-statistische Schätzwerte [22,23,34]. Mittels der 

Probennahmestrategien und Testsysteme modellunabhängiger quantitativ-

stereologischer Verfahren werden quantitative Strukturparameter (z. B. Volumina, 

Längen, Oberflächen oder Partikelzahlen) von Objekten oder Strukturen 

unabhängig von deren Größe, Form, Orientierung und Verteilung ermittelt [24,193]. 

Die Quantifizierung morphologischer Befunde ermöglicht deren objektive und 

reproduzierbare Erhebung und statistische Auswertung [34]. Veränderungen, die 

mittels subjektiver Bewertung nicht wahrnehmbar wären, können mithilfe 

quantitativer Messmethoden sichtbar gemacht werden. Diese ermöglichen zudem 

die Detektion bereits subtiler struktureller Veränderungen sowie die Verknüpfung 

funktioneller Einschränkungen mit morphologischen Organ- oder 

Gewebsalterationen [22,34,35]. In toxikologischen Studien können quantitativ 



WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND 

38 

erhobene histomorphologische Endpunkte in der Beurteilung von Gewebs-

alterationen zudem die Vermittlung des Ausmaßes der Veränderungen erleichtern 

(z. B. an Nicht-Patholog_innen) [22].  

Modellunabhängige quantitativ-stereologische Analysen sind mittlerweile fest in den 

Bereichen der Pathologie und Anatomie etabliert und stellen die Methode der Wahl 

für die quantitativ-morphologische Untersuchung verschiedener Organe dar [36-40]. 

Auch in der toxikologischen Pathologie gewinnt die Anwendung quantitativ-

stereologischer Testsysteme und repräsentativer Probennahmestrategien 

zunehmend an Bedeutung [22,23].  

3.4.2 Prinzipien der modellunabhängigen quantitativen Stereologie 

In modellunabhängigen quantitativ-stereologischen Analysen werden mittels 

repräsentativer 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 repräsentativer Probennahmeverfahren und die 

Erhebung erwartungstreuer Schätzwerte diverser quantitativ-morphologischer 

Parameter wie Volumina, Oberflächen, Längen und Partikelzahlen mit statistisch 

definierter Fehlerwahrscheinlichkeit [22,23,33,193]. In der quantitativen Stereologie 

ist es von größter Bedeutung, dass die mathematisch-statistischen Schätzwerte 

präzise (effizient) und erwartungstreu sind, ihre Qualität misst sich an der Erfüllung 

beider Kriterien [34,200]. Aus der Kombination von Erwartungstreue und Präzision 

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

Ein erwartungstreuer (unbiased) Schätzwert ist frei von systematischen Fehlern, 

das bedeutet, er entspricht dem wahren Wert mit hoher Genauigkeit [22-24]. Die 

statistischen Grundsätze, auf welchen die modellunabhängigen quantitativ-

stereologischen Verfahren beruhen, garantieren die Genauigkeit quantitativ-

morphologischer Schätzwerte, auch wenn der wahre Wert selbst unbekannt ist [22]. 

Die Erwartungstreue ist eng mit dem Studiendesign verknüpft, solange 

repräsentative Probennahmeverfahren und die adäquate Anwendung 

stereologischer Testsysteme auf jeder Ebene der quantitativ-stereologischen 
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Analyse zum Einsatz kommen, ist der ermittelte quantitativ-stereologische 

Schätzwert „unbiased“ [179].  

Die Präzision (Wiederholungsgenauigkeit) beschreibt die Varianz innerhalb eines 

Schätzwertes, drückt also die Reproduzierbarkeit eines Messergebnisses aus 

[24,34]. Die Präzision eines Schätzwertes 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 Präzision wird 

der CE verringert. Im Sinne der Effizienz werden hierfür mehr Proben auf den 

höheren Ebenen der Probennahmekaskade (z. B. Testorganismen, Gewebe-

blöcke) generiert, während 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 

Für die Ermittlung erwartungstreuer und präziser Schätzwerte in 

modellunabhängigen quantitativ-stereologischen Analysen bedarf es einer 

umsichtigen Studienplanung [179]. Diese muss der Volumetrie, der Anwendung von 

Verfahren zur Auswahl repräsentativer Proben (z. B. der systematischen 

Probennahme mit zufälligem Ausgangspunkt), der Randomisierung der 

Schnittebene, den geeigneten Einbettungsmedien, der Berücksichtigung der 

einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung und der adäquaten Verwendung 

stereologischer Testsysteme Rechnung tragen [33,179]. 

In quantitativ-stereologischen Studien ist die Bestimmung des Gesamtvolumens 

des Referenzorgans, -gewebes oder der Referenzstruktur von größter Bedeutung. 

In quantitativ-stereologischen Verfahren werden die morphologischen Parameter 

als Relativwerte erhoben, z. B. Volumendichte (VV), Oberflächendichte (SV), 

Längendichte (LV) und numerische Volumendichte (NV). Diese Schätzwerte sind 

über ihren Anteil innerhalb des Volumens eines Referenzkompartiments definiert 

[33,180]. Durch Multiplikation der Relativwerte mit dem Volumen des 

Referenzkompartiments erhält man die absoluten morphologischen Parameter 

(Volumen (V), Oberfläche (S), Länge (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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darüber, ob Abweichungen auf Alterationen der Zielstruktur, des 

Referenzkompartiments oder beider Kompartimente zurückzuführen sind. Dies 

kann zu fehlerhaften Schlussfolgerungen führen (reference trap) [34,196]. Die 

Volumenbestimmung erfolgt entweder direkt anhand der Verdrängung eines 

wässrigen Mediums durch die vollständig untergetauchte Gewebeprobe 

(Archimedisches Prinzip) oder mithilfe des Gewichts der Gewebeprobe und deren 

spezifischer Gewebedichte, ermittelt anhand der Verdrängung eines wässrigen 

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 Schnittprofilflächen, die an planparallelen, äquidistanten Schnittebenen 

gemessen werden, und dem Abstand zwischen den einzelnen Schnittebenen 

[33,179,202,206].  

Für die Gewährleistung der Präzision und Erwartungstreue der ermittelten 

quantitativ-morphologischen Schätzwerte ist die Repräsentativität der untersuchten 

Stichproben von größter Wichtigkeit [22]. In der quantitativen Stereologie findet die 

zufällige 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 Schätzwerte erfolgt [33,180]. Um die 

Repräsentativität des gewonnenen Probenmaterials auf allen Ebenen zu 

gewährleisten, muss das gewählte Samplingverfahren sicherstellen, dass für 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 zufällige Probennahme (systematic uniform 

random sampling (SURS)) [22,23,202]. In diesem effizienten Stichprobenverfahren 

wird die erste Stichprobenlokalisation nach dem Zufallsprinzip ausgewählt, 

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 berücksichtigen 

[23,179]. Für die erwartungstreue Schätzung der orientierungssensitiven 
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quantitativ-morphologischen Parameter LV bzw. L (Längendichte bzw. Länge) und 

SV bzw. S (Oberflächendichte bzw. Oberfläche) muss die räumliche Orientierung 

der zu analysierenden Struktur (also der untersuchten Gewebeprobe) bzw. der 

Schnittflächenebene der Gewebeprobe randomisiert werden [33,179,193]. Bei LV 

und SV ist die Randomisierung der Schnittebenenorientierung obligat, da die 

Schnittflächenprofile der zu analysierenden Strukturen aufgrund der üblicherweise 

vorliegenden Anisotropie (= dem Besitz einer Vorzugsrichtung) biologischer 

Zielstrukturen/-partikel stark von der Schnittrichtung abhängig sind (im Gegensatz 

zu isotropen Strukturen) [183]. Durch die Randomisierung erhält jede mögliche 

Schnittebenenorientierung im dreidimensionalen Raum die gleiche zufällige 

Chance, für die Anfertigung histologischer Schnitte und die anschließende 

quantitativ-stereologische Auswertung herangezogen zu werden [207].  

In quantitativ-stereologischen Analysen werden häufig isotrope Schnitte mit 

gleichförmiger Zufälligkeit (isotropic uniform random sections (IUR)) und vertikale 

Schnitte mit gleichförmiger Zufälligkeit (vertical uniform random sections (VUR)) 

verwendet [23,33]. IUR-Schnitte sind in allen drei Raumrichtungen randomisiert und 

können für die Ermittlung aller quantitativ-morphologischen Parameter 

herangezogen werden [23]. Sie können 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 

Zufälligkeit um diese Achse rotiert, anschließend wird eine VUR-Schnittfläche 

parallel zur vertikalen Achse generiert. Die vertikale Achse ist von der 

untersuchenden Person frei wählbar, 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 für die Generierung randomisierter Schnitte von flachen 

Strukturen oder Proben (z. B. Proben der Haut oder der Wand von Hohlorganen) 

[23,197]. Mit Ausnahme von Längendichten können alle stereologischen Parameter 

an VUR-Schnitten geschätzt werden [197]. 

Die Prozessierung von Gewebeproben für die Anfertigung histologischer Schnitte 

(insbesondere die Fixierung und Einbettung) geht mit einer Volumenreduktion der 

Gewebeproben einher, der einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung 

[23,179]. Die dreidimensionale Gewebeschrumpfung hängt 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 Fixierlösungen vor allem durch die 

Verwendung eines Plastikeinbettungsmediums anstelle von Paraffin reduziert 

werden. Die Gewebeschrumpfung fällt im Vergleich üblicherweise geringer und 

gleichförmiger aus, zudem ist die Generierung dünner, gleichmäßiger Schnitte 

möglich (z. B. für die Anwendung des physikalischen Disektors, siehe 

Abschnitt 3.4.4) [23,212-215]. Zusätzlich muss bei der Ermittlung 

schrumpfungssensitiver Parameter das Ausmaß der Volumenschrumpfung des 

Gewebes über den Vergleich des Probenvolumens vor und nach der Prozessierung 

bestimmt werden (z. B. durch den Vergleich von Organ- oder Gewebe-

Anschnittsprofilflächen vor und nach der Einbettung), um den linearen 

Schrumpfungsfaktor fs zu ermitteln [180,183,206]. Mit Ausnahme von VV (unter 

Annahme einer gleichförmigen, isotropen Schrumpfung) sind alle stereologischen 

Parameter (LV, SV und NV) schrumpfungssensitiv. Ihre Werte müssen 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 ermöglicht die Analyse dreidimensionaler Strukturen 

und Partikel innerhalb von Organen und Geweben anhand zweidimensionaler 

histologischer Gewebeschnitte. Dies erfolgt mithilfe geometrischer Größen wie der 

Anzahl, Länge, Oberfläche oder Volumen [22,23,33]. Das Anfertigen einer 

Schnittfläche führt zu der Reduktion dreidimensionaler Strukturen auf 

zweidimensionale Anschnittsprofile, diese geht mit dem Verlust einer Dimension 

einher [22,33]. Volumina präsentieren sich als Flächen, Oberflächen als Linien und 

Längen als Punkte. Die Partikelanzahl wird in einem zweidimensionalen Schnitt 

nicht dargestellt und kann daher an einem einzelnen dünnen Schnitt nicht geschätzt 

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 Dimensionalität auf physikalisch generierte histologische Schnitte 
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oder eine planare Schnittfläche projiziert werden, können 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, -flächen, -linien oder -punkte 

handeln. Je nach Zielparameter wird die adäquate geometrische Sonde so gewählt, 

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. Für 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 bezüglich der 

ausgewählten 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 Grundsätze für die erwartungstreue und präzise Erhebung 

repräsentativer quantitativ-morphologischer Schätzwerte, 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 adäquates 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 

Anschnittsprofilflächen in dem Anschnittsprofil der Referenzstruktur mittels 

Punktezählung erwartungstreu geschätzt 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 räumliche Ausrichtung aufweisen [193]. Die mit (systematisch) 

zufälligen Stichprobenverfahren gewonnenen Gewebeschnitte werden mit einem 

Punktraster überlagert und die Punkte gezählt, die mit den Schnittflächenprofilen 

des gesamten Referenzkompartiments und der Zielstruktur interagieren, diese also 

treffen [33,180]. Aus dem Verhältnis der Trefferpunkte der Zielstruktur und des 

Referenzkompartiments lässt sich die Punktdichte der Zielstruktur in dem 

Bezugskompartiment ableiten. In erwartungstreuen Punktrastern wird jedem Punkt 

die gleiche Fläche zugeordnet, somit entspricht diese Punktdichte der 

Flächendichte, diese wiederum entspricht der Volumendichte der Zielstruktur 

innerhalb des Volumens des Referenzkompartiments [33,180,182,193,216]. Die 

Anzahl der zu zählenden Punkte (also der Punkte, die das Referenzkompartiment 

treffen) kann mithilfe eines Nomogramms ermittelt werden, welches Volumendichte 

und die zu erwartende relative Schätzfehlerwahrscheinlichkeit in Beziehung setzt 

[180]. 

Die Oberflächendichte (SV) beschreibt den Anteil der Oberfläche einer Struktur an 

dem Volumen eines Referenzkompartiments [33,180]. Im Gegensatz zu der 

Bestimmung von VV oder NV bedarf die Ermittlung von Oberflächen 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 ermöglicht 

[23,197]. Da es sich bei der Oberfläche um einen schrumpfungssensitiven 

Parameter handelt, ist eine Kunststoffeinbettung gegenüber 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 Größe wird die Oberfläche 

bzw. Oberflächendichte 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]. Für die Ermittlung erwartungstreuer Schätzwerte für SV müssen diese 

geometrischen Sonden isotrop mit den Schnittflächenprofilen der Oberflächen 

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 überlagert, welches 

Zykloidbögen und Punkte beinhaltet [23,33,197]. Als Interaktion werden die 

Schnittpunkte der Linien des Testsystems mit den Schnittflächenprofilen der 

Oberfläche der untersuchten Struktur gezählt, die Anzahl der Schnittpunkte ist direkt 

proportional zu der Oberflächendichte der Struktur [23,193]. Für die Schätzung von 

SV werden zusätzlich die Trefferpunkte mit dem Referenzkompartiment gezählt 

[33,197,211]. 

Die Ermittlung der Längendichte (LV) einer Struktur in einem 

Bezugskompartimentvolumen anhand histologischer Schnitte bedarf ebenfalls einer 

Randomisierung der Schnittebene [33,193]. Die erwartungstreue Ermittlung von LV 

erfolgt standardmäßig an dünnen IUR-Schnitten [33]. Aufgrund des 

schrumpfungssensitiven Charakters von LV ist eine Kunststoffeinbettung gegenüber 

der Einbettung der Gewebeprobe in Paraffin vorzuziehen [23,180,213] und eine 

Schrumpfungskorrektur mit dem Schrumpfungsfaktor fs2
 vorzunehmen [183]. Die 

Schätzung der Länge 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 Fläche 

bekannter Größe, welche auf einen IUR-Schnitt projiziert wird [23,33,195]. 

Anschließend wird die Anzahl an Querschnitten (transects) der Zielstruktur mit der 

Flächensonde gezählt [33,193,194]. Zur Schätzung von LV erfolgt zusätzlich die 

Zählung aller Punkte, die das Referenzkompartiment treffen, um so das Volumen 

des Referenzkompartiments zu ermitteln [33].  

Eine besondere Form der Schätzung von Längen ist die Ermittlung der Dicke 

biologischer Barrieren (z. B. Diffusionsbarrieren). Die Ermittlung der wahren 

harmonischen mittleren Dicke (Th) an IUR-Schnitten anhand der orthogonalen 

Schnittpunktmethode stellt das Verfahren der Wahl für die erwartungstreue 

Schätzung der Barrierendicke dar [23,217,218]. Die Lokalisationen der Messungen 

werden randomisiert mit adäquaten Methoden festgelegt (z. B. mit einem 

quadratischen Gitterlinienraster) und die Barrierendicke entlang der kürzesten 

Strecke zwischen der äußeren und inneren Grenze der Barriere mit einem 

logarithmischen Lineal vermessen [217-220]. Über das harmonische Mittel der 

Barrierendicke (lh) 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 Schnittflächenprofilen der Partikel in einem einzelnen 

dünnen histologischen Schnitt geschätzt 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 Größe [198]. Damit jeder Partikel unabhängig 

von Größe, Form und Orientierung die gleiche Wahrscheinlichkeit hat, von der 

Stichprobe erwartungstreu erfasst zu werden, muss dessen Schätzung 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 Schätzverfahren, 

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, 

schrumpfungsunabhängigen Methode zur direkten Schätzung 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 über den bekannten Abstand zweier paralleler physikalischer Schnitte und 

der untersuchten Schnittfläche des Referenzkompartiments definiert ist 

[33,198,199]. Es werden alle Partikel (Q-) gezählt, 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 Zählen 

der Partikel werden erwartungstreue Testfelder (unbiased counting frames) mit 

bekanntem Flächeninhalt verwendet [195,198]. 

Das physikalische Disektor-Verfahren kann an mit systematisch zufälligen 

Stichprobenverfahren ausgewählten histologischen Serienschnitten (nicht-

randomisiert, VUR oder IUR) durchgeführt werden [23,33,197]. Zur Bestimmung 

des Disektorvolumens muss die wahre Schnittdicke ermittelt werden, sowohl für in 



 WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND 

47 

Plastikmedien [215] als auch für in Paraffin eingebettete Gewebeproben [223] stellt 

die spektrale Reflexionsmessung eine geeignete Methode dar. Die Erwartungstreue 

des mithilfe des physikalischen Disektors ermittelten Schätzwertes für NV ist zudem 

abhängig von der Gleichmäßigkeit und der einheitlichen Schnittdicke der 

angefertigten histologischen Schnitte. Die Einbettung in ein Plastikmedium 

ermöglicht die Anfertigung dünner, gleichmäßiger Schnitte und ist damit der 

Einbettung in Paraffin vorzuziehen [22,23,214,215]. Plastikmedien haben 

gegenüber Paraffin zudem den Vorteil, dass die Gewebeschrumpfung geringer und 

einheitlicher ausfällt [23,212,213]. Unter Ermittlung und Berücksichtigung der 

Gewebeschrumpfung sowie einer adäquaten Bestimmung der Schnittdicke kann 

das physikalische Disektorverfahren auch an in Paraffin eingebetteten 

Gewebeproben durchgeführt werden, was die Anwendung immunhistochemischer 

Protokolle ermöglicht [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 fs3 korrigiert werden [22,180,183,199]. 

Mittels Punktezählung wird die Flächendichte der Schnittflächenprofile der 

Referenzstruktur an der (bekannten) Fläche des erwartungstreuen Testfeldes 

ermittelt, durch Multiplikation mit der Disektorhöhe ergibt sich das Volumen der 

Referenzstruktur innerhalb des Testvolumens. NV errechnet sich aus der Anzahl 

aller gezählten Partikel und dem kumulierten Referenzkompartimentvolumen der 

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

Die Laser-Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie (laser light sheet fluorescence 

microscopy (LSFM)) optisch geklärter (transparenter) Gewebeproben ermöglicht 

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 Moleküls durch Licht) beruhen entweder auf Autofluoreszenz, auf 

der gezielten Markierung verschiedener Gewebestrukturen (in oder ex vivo) mit 

spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikörpern, Lektinen (z. B. tomato lectin) oder 

anderen Markermolekülen oder auf der Expression von Fluoreszenzproteinen 

(z. B. grün fluoreszierendes Protein (GFP), gelb fluoreszierendes Protein (YFP) 

oder mCherry) in Gewebeproben transgener Versuchsorganismen 

[58,60,64,225,226]. Durch die Verwendung transparenter (optisch geklärter) 

Gewebeproben wird die Lichtabsorption und -streuung innerhalb der Probe 

erheblich reduziert und die Lichtdurchdringung selbst tiefer Gewebeareale 

ermöglicht [58,227].  

Die LSFM optisch geklärter biologischer Proben stellt eine ausgezeichnete Methode 

für die dreidimensionale Darstellung morphologischer und funktioneller 

Eigenschaften von intakten, etwa 1 cm3 großen Gewebeproben mit einer Auflösung 

im Mikrometerbereich dar [58,224,228]. Gegenüber anderen fluoreszenzoptischen 

Bildgebungsverfahren wie der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie oder der 

Zwei-Photonen-Mikroskopie, verbindet sie die schnelle Abbildung selbst 

tiefliegender Strukturen großer Gewebeproben mit einer hohen Auflösung und einer 

geringen Phototoxizität [58,229,230].  

Ihren Ursprung findet die Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie zu Beginn des 

20. Jahrhunderts mit der Entwicklung einer Methode zur Visualisierung und 

Größenbestimmung ultramikroskopischer Teilchen (Goldpartikel) anhand der 

horizontalen Durchleuchtung einer Probe mit einem dünnen „Lichtblatt“ und der 

Detektion des emittierten Fluoreszenzsignals senkrecht zu der Lichtblattebene 

[58,231]. Über 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 dünnen Laser-Lichtblatt (Laser = light amplification by stimulated emission of 

radiation) [58,228,232,233]. Da die LSFM die Möglichkeit bietet, Proben mit hoher 

räumlicher und zeitlicher Auflösung 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 geklärter Gewebeproben  

Die Opazität einer Probe beschreibt die Lichtundurchlässigkeit, 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 großer biologischer Proben stark eingeschränkt 

wird [58,227,234]. Ursächlich für die Absorption von Licht unterschiedlicher 

Wellenlänge sind hauptsächlich die im Gewebe vorkommenden natürlichen 

Farbstoffe (z. B. Hämoglobin oder Melanin) [58,227,235]. Die Streuung des 

einfallenden Lichts ist auf die Heterogenität des Gewebes zurückzuführen, sowohl 

bezüglich der Organisation der zellulären und extrazellulären Bestandteile als auch 

deren unterschiedlicher Refraktionsindices (RI) (Brechungsindices) [58,236,237]. 

Der RI wird definiert durch das Verhältnis der Lichtgeschwindigkeit im Vakuum zu 

der Lichtgeschwindigkeit im entsprechenden Medium. An der Grenzfläche zweier 

Medien unterschiedlicher RIs erfolgt eine Lichtbrechung (Refraktion) und Reflexion 

der Lichtwellen [227,234]. Lichtstreuung und -absorption sind abhängig von der 

Wellenlänge des Lichts und treten im Gewebe gemeinsam auf [58].  

Die Lichtabsorption innerhalb der Gewebeprobe kann durch Maßnahmen wie die 

vaskuläre Perfusion zur Entfernung von Hämoglobin aus dem Gefäßsystem oder 

die Entfärbung des Blutes (z. B. mit Aminoalkohol) minimiert werden [227,238]. 

Lichtabsorption und -streuung können neben der Anpassung der verwendeten 

Wellenlänge des Laser-Signals durch verschiedene Verfahren zur optischen 

Klärung von Gewebeproben (optical tissue clearing) reduziert werden [58,227]. Ziel 

dieser Clearingverfahren ist es, die RIs unterschiedlicher Gewebebestandteile 

anzugleichen und eine Transparenz des Gewebes herbeizuführen. Die 

resultierende Transparenz selbst großer 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 

Clearinglösung werden störende 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 

Immersionslösungen, entweder basierend auf organischen Lösungsmitteln 

(hydrophobe Clearingverfahren) oder wässrigen Lösungen (hydrophile 

Clearingverfahren). Die dritte Gruppe nutzt die Umwandlung von biologischem 

Gewebe in Hydrogele [58,227,239]. Im Folgenden werden alle drei 

Verfahrensgruppen näher erläutert. 

Den auf organischen Lösungsmitteln basierenden Clearingprotokollen ist 

gemein, dass durch Dehydratation und Auflösung der Lipide eine überwiegend 

proteinhaltige Gewebeprobe entsteht. Anschließend erfolgt die Angleichung der RIs 

innerhalb der biologischen Probe an den RI der Clearing-Immersionslösung 

[58,227]. Diese Verfahren sind schnell und einfach durchzuführen, bedürfen keiner 

speziellen Laborausstattung und führen im Zuge der Verhärtung der Probe zu einem 

guten, dauerhaften Erhalt der Proben [239]. Nachteil ist, dass bei auf organischen 

Lösungsmitteln basierenden Clearingverfahren eine ex vivo Immunmarkierung von 

Gewebeproben aufgrund der hydrophoben Beschaffenheit der optisch geklärten 

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) beeinträchtigt [58,227]. Ein weiterer Nachteil 

ist der Verlust lipidhaltiger Strukturen. Die Proben stehen daher weder für 

elektronenmikroskopische Analysen noch für die Markierung mit lipophilen 

Farbstoffen zur Verfügung [240]. In der Analyse von mit auf organischen 

Lösungsmitteln basierenden Clearingverfahren geklärten Proben muss zudem die 

dehydratationsbedingte Gewebeschrumpfung berücksichtigt werden [227,241,242]. 

Zu Vertretern dieser Gruppe gehört 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 abgeschwächt werden (z. B. von GFP, welches 

häufig als zellulärer 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 sämtlichen Geweben angewendet werden kann und 

mit vielen Methoden der Fluoreszenzmarkierung kompatibel ist [240]. Die Proben 

bleiben aufgrund der vergleichsweise soliden Konsistenz der Gewebeproben auch 

über längere Zeit gut erhalten und können für wiederholte Analysen herangezogen 

werden [239,240].  

Protokolle auf der Basis wässriger Lösungen sehen den Ersatz der 

Gewebeflüssigkeit durch wasserlösliche Stoffe mit höherem RI vor. Dies erfolgt 

passiv durch die Immersion der Gewebeprobe in einer wässrigen Lösung 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 für die Bildgebung verwendet werden kann. Nachteil ist der 

begrenzte Transparenzgrad und die nur bedingte Eignung für das Clearing größerer 

Gewebeproben [58,227]. Beispiele für diese Gruppe der Clearingprotokolle sind 

seeDB (see Deep Brain) oder ClearT [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 für fluoreszierende Proteine vorteilhaftes wässriges 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 

ermöglichen eine Untersuchung der molekularen Struktur durch verschiedene 

Immunfärbemethoden. 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 über mehrere Wochen mittels der 

Inkubation in einem Lösungsmittel oder mittels Elektrophorese über 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 Vorzüge (wie den Erhalt der Proteine und 



 WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND 

53 

endogenen Fluorophore, die hohe Transparenz sowie die Kompatibilität mit vielen 

Färbemethoden), zum Teil sind sie jedoch mit hohem zeitlichen Aufwand verbunden 

und technisch aufwendig, zudem gehen lipidhaltige Strukturen verloren [58,239]. 

Für eine umfassende Darstellung der hier aufgeführten und weiteren 

Clearingverfahren aller Clearingprotokoll-Kategorien wird der/die interessierte 

Leser_in auf die Publikationen von Feuchtinger et al. (2016) [58] und Gómez-Gaviro 

et al. (2020) [247] verwiesen. 

3.5.2 Prinzip der Laser-Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie 

Die LSFM stellt ein Verfahren für die Anfertigung optischer Schnitte dar, welches 

eine dreidimensionale Bildgebung mit hoher räumlicher Auflösung ermöglicht [248]. 

Eine skizzenhafte Darstellung des Prinzips ist in Abbildung 17 der Publikation [66] 

dargestellt. Während die laterale Auflösung (entlang der x- und y-Achse) von der 

numerischen Apertur (Auflösungsvermögen) des detektierenden Fluoreszenz-

mikroskop-Objektivs abhängig ist, wird die vertikale (axiale) Auflösung (entlang der 

z-Achse) primär von der Dicke des Laser-Lichtblattes (oder der Laser-Lichtblätter, 

siehe unten) bestimmt [248-250]. Die zeitliche Auflösung ist unter anderem 

abhängig 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 Auflösung ist somit 

abhängig von den verwendeten Detektionsobjektiven und Kamerasystemen, von 

der Art des eingesetzten Laserlichtstrahls sowie der Probengröße und -transparenz 

[229,248-250]. 

Durch ein horizontales Laser-Lichtblatt werden in der Fokusebene des 

Fluoreszenzmikroskop-Objektivs innerhalb der Gewebeprobe bestimmte 

Fluorophormoleküle 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]. Anschließend können die Bilddatensätze 

beispielsweise als Einzelschnitte oder dreidimensionale Rekonstruktion (volume 

rendering) digital visualisiert und mittels digitaler Bildanalyse untersucht werden 

[58]. 

Zur Darstellung der Gewebemorphologie können unterschiedliche 

Fluoreszenzsignale herangezogen werden. Detektierte Fluoreszenzen können von 
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inhärent fluoreszierenden Biomolekülen im Gewebe (z. B. Porphyrine, Elastin oder 

Kollagen) oder von Schiff`schen Basen, welche im Rahmen einer Gewebefixierung 

mit aldehydhaltigen Fixiermitteln entstehen, herrühren. Dieses Phänomen wird als 

Autofluoreszenz bezeichnet [58,227]. Fluorophore können auch von extern in das 

Gewebe eingebracht werden, beispielsweise anhand einer in vivo Applikation 

fluoreszenzmarkierter Substanzen und/oder Antikörper. Über verschiedene Marker 

können Strukturen oder Zellen (z. B. Gefäßstrukturen über Lektine oder infizierte 

Zielzellen über Viren) sowie physiologische Vorgänge (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 größerer Gewebeproben 

(whole-mount-immunostaining) durch Penetration der Probe mit Antikörpern 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 Antikörper 

optimal abbilden. Durch Verwendung transgener Modelle kann die Darstellung der 

(sub-)zellulären 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 Probenbehälter 

verbracht und von der Seite von einem nur wenige Mikrometer dicken ebenen 

Laser-Lichtblatt individuell einstellbarer Wellenlänge durchleuchtet 

[64,224,228,249]. Das Lichtblatt befindet sich in der Fokusebene der Objektivlinse 

des Fluoreszenzmikroskops, seine Dicke bestimmt maßgeblich die Eignung der 

Methode zur Anfertigung optischer Schnitte sowie die Bildqualität. Gemeinsam mit 

dem Auflösungsvermögen der Detektionslinse des Fluoreszenzmikroskops 

bestimmt die Dicke des Lichtblattes die axiale Auflösung und den Kontrast der 

virtuellen optischen Schnittbilder [229,248]. Bei größeren Proben wird die 

Durchleuchtung des Gewebes mit zwei in einer Ebene befindlichen Laser-

Lichtblättern von zwei gegenüberliegenden Seiten empfohlen, um die 

Lichtabsorption durch das Gewebe auszugleichen und eine reduzierte 

Anregungsintensität im Zentrum der Probe zu verhindern [224,259]. Streuungs- 

(scattering) und Beugungseffekte (diffraction) innerhalb des Gewebes führen zu 

einer Verbreiterung des Laser-Lichtblattes und einer somit geringeren 

Fluoreszenzintensität innerhalb der Fokusebene. Ihr 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 Maße 

von beiden Effekten betroffen ist, dominiert [224].  

Die Probenbereiche außerhalb 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 können die Fluorophore optimal genutzt 

werden, da ein „Ausbleichen“ (photobleaching) durch Anregung von Fluorophoren 

außerhalb der Fokusebene vermieden wird [224,228,229]. Die Bildgebung mittels 

LSFM ermöglicht die Aufnahme kontrastreicher Bilder in hoher Geschwindigkeit bei 

einem gleichzeitig günstigen Signal-Rausch-Verhältnis (signal-to-noise-ratio (SNR)) 

[228,229]. Zusätzlich wird die Untersuchung photosensitiver Gewebeproben durch 

die reduzierte Exposition der Probe gegenüber dem Laserlicht begünstigt [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 

Auflösungsvermögen maßgeblich die laterale und axiale Auflösung der optischen 

virtuellen Schnittbilder bestimmt [229,248]. Ein Emissionsfilter dient dazu, 

Lichtsignale, die ihren Ursprung außerhalb der Fokusebene haben, herauszufiltern. 

Das Fluoreszenzmikroskop ist gekoppelt an eine CCD-Mikroskopkamera (charge 

coupled device), eine Tubuslinse bildet das Primärbild auf dem CCD-Sensor der 

Kamera [224,229,249]. Die Bilder werden anschließend auf einen Computer 

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

Durch die schrittweise Bewegung der Probe oder des Lichtblattes entlang der 

vertikalen z-Achse mit frei wählbaren Abständen werden Stapel optischer 

Gewebeschnitte generiert [58,63,224,249]. Die hohe Aufnahmerate (bis zu 50 Bilder 

pro Sekunde) ist die Grundlage für die dreidimensionale Darstellung von 

Gewebeproben in hoher Geschwindigkeit [228]. Die Ausrichtung der Probe 

innerhalb des Probenbehälters ist frei wähl- und veränderbar, sodass Bildstapel 

verschiedener Orientierung aufgenommen werden können [229,249]. Die 

nachteiligen Effekte der Lichtstreuung und abnehmenden Fluoreszenz in tieferen 

Gewebearealen auf die Bildqualität und dreidimensionale Rekonstruktion der 

Gewebeprobe können durch dieses Verfahren reduziert werden (z. B. durch das 

Erzielen einer höheren Auflösung) [229]. 
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Mit der LSFM werden hochauflösende virtuelle optische Schnittbilder erzeugt. Diese 

stehen für weitere Analyseverfahren und/oder die dreidimensionale Rekonstruktion 

der Probe anhand des Stapels optischer Schnitte mittels entsprechender Software 

zur Verfügung [58,224]. Aufgrund der hohen Bildaufnahmerate, der hohen 

Auflösung und der Möglichkeit der Bildgebung über einen langen Zeitraum 

entstehen umfangreiche Datensätze. Es bedarf daher effizienter 

Datenverarbeitungsverfahren [58,227,239]. Für die dreidimensionale Visualisierung 

und die digitale Bildanalyse stehen zahlreiche, zum Teil kommerzielle 

Softwareangebote zur Verfügung, eine Aufzählung findet sich bei Feuchtinger et al. 

(2016) [58].  

3.5.3 Quantitativ-morphologische Analysen mittels der Laser-Lichtblatt-
Fluoreszenzmikroskopie optisch geklärter 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 für die 

Quantifizierung verschiedener morphologischer Parameter dar [59-65]. Um 

akkurate Ergebnisse zu erzielen, müssen prozessierungsbedingte Effekte wie die 

mechanische Deformation/Kompression oder die auf einige Clearingverfahren 

zurückzuführende Gewebeschrumpfung [242,260] der Proben vermieden bzw. 

entsprechend in der Auswertung berücksichtigt 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 großer 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 sphärischer Aberrationsartefakte müssen 

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

Der Abbildungsfehler aufgrund der linsen-, objektiv- und probenassoziierten 

sphärischen Aberration (SA) ist eine wichtige Einflussgröße. Die linsenassoziierte 

SA tritt auf, weil Lichtstrahlen bei dem Durchtritt durch eine sphärische Linse umso 

stärker gebrochen werden, je weiter sie von der optischen Achse entfernt sind. Sie 



 WISSENSCHAFTLICHER HINTERGRUND 

57 

werden folglich auf verschiedene Punkte der optischen Achse fokussiert. Nicht-

linsenassoziiert tritt SA auf, wenn Licht durch eine Grenzfläche zweier Medien oder 

Strukturen mit unterschiedlichen Refraktionsindices fällt. Dies kann beispielsweise 

bei ungenügender 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-

RI-optimierten Objektiven der Fall sein [227,261]. Die SA hat verschiedene 

nachteilige Effekte auf die Bildgebung. Zum einen führt sie zu einer Unschärfe der 

Bilder. In Abhängigkeit von dem verwendeten Objektiv, dessen 

Auflösungsvermögen (numerische Apertur (NA)) und der RI-Abweichung zwischen 

der Gewebeprobe, dem Immersionsmedium und dem Medium, welches sich 

zwischen Immersionsmedium und Linsenoberfläche befindet, kann es zudem zu 

einer Verschiebung der nominalen Fokusebene kommen [261]. Die Abweichung 

zwischen den nominalen und tatsächlichen Abständen der optischen Schnitte des 

z-Stapels ist für 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 zurücklegt, nicht den Abständen 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 Bildunschärfe lassen sich durch die Verwendung 

adäquater Clearingverfahren und Immersionsmedien vermeiden bzw. reduzieren. 

SA ist zudem abhängig von der Auswahl des Mikroskopobjektivs. Durch die 

Verwendung geeigneter Tauchlinsen oder SA-korrigierter Objektive können die RI-

Differenzen zwischen dem Immersionsmedium, der Luft zwischen 

Immersionsmedium und Linsenoberfläche und der Linsenoberfläche selbst 

kompensiert werden [227,261]. Zusätzlich kann die Methode zur dreidimensionalen 

Rekonstruktion einer Gewebeprobe durch die Analyse von Testobjekten mit 

ähnlichen Charakteristika (Form, Volumen, RI, etc.) unter Verwendung der gleichen 

Geräteeinstellungen validiert werden [63]. 
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5 DISKUSSION 

Diskrepanzen von in unterschiedlichen ökotoxikologischen Studien ermittelten 

Endpunkten, wie die der an Regenbogenforellen mittels histopathologischer 

Kiemenanalyse in verschiedenen Toxizitätstests ermittelten NOECs von Diclofenac 

[13,17-20], belegen die Notwendigkeit der Etablierung standardisierter, 

repräsentativer, reproduzierbarer und somit vergleichbarer Analyseverfahren für die 

Untersuchung quantitativ-morphologischer Kiemenparameter in ökotoxikologischen 

Studien. Die Variabilität der ermittelten Endpunkte einzelner Toxizitätsstudien kann 

in Faktoren des experimentellen Designs begründet liegen, wie beispielsweise in 

Unterschieden in den Expositionsbedingungen [13]. Diese lassen sich durch die 

Durchführung von Expositionsversuchen unter gleichen Expositionsbedingungen 

vermeiden, z. B. durch den Einsatz von ökotoxikologischen Expositionsanlagen, 

welche die Umgebungsparameter (Wassertemperatur, -leitfähigkeit, gelöster 

Sauerstoff im Wasser, Tageslichtlänge, etc.) kontinuierlich überwachen und 

konstant halten [57,108]. Diskrepanzen zwischen den Ergebnissen einzelner 

histopathologischer Studien können zudem von den verwendeten Sektions- und 

Probennahmeverfahren und der Probenprozessierung herrühren [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 für die Detektion subtiler 

histomorphologischer Gewebsalterationen eignen sich quantitativ-stereologische 

Methoden in besonderem Maße, da sie deren akkurate Messung ermöglichen. Der 

qualitativen oder auch semiquantitativen histopathologischen Analyse hingegen 

fehlt die notwendige Sensitivität für deren Detektion und/oder Beurteilung [22-24]. 

Auch (oder gerade) subtile morphologische Veränderungen können jedoch 

hinweisend sein auf nachteilige, potenziell irreversible Effekte von Schadstoffen 

[22].  



DISKUSSION 

128 

Die vorliegende Dissertation behandelt die Anwendung quantitativ-stereologischer 

Methoden in der histopathologischen Analyse der Kiemen von in 

ökotoxikologischen Studien als Testorganismen eingesetzten Regenbogenforellen. 

Das in der publizierten Originalarbeit zur vorliegenden Dissertationsschrift [66] 

präsentierte Protokoll berücksichtigt sämtliche für die akkurate Erhebung 

erwartungstreuer quantitativ-morphologischer Parameter obligaten Aspekte der 

quantitativ-stereologischen Untersuchung von Kiemen als komplexe, sensitive 

Indikatororgane in der ökotoxikologischen Forschung [16,25,121,159]. Es werden 

erwartungstreue quantitativ-stereologische Methoden vorgestellt, die auf 

etablierten, modernen, modellunabhängigen repräsentativen Stichprobennahme- 

und Analyseverfahren beruhen [23,33,34]. Diese haben ihre allgemeine Eignung für 

quantitativ-morphologische Analysen an zahlreichen Organen und Geweben von 

Säugetieren unter Beweis gestellt [36-40,207]. Sie wurden zudem bereits teilweise 

an Fischen verschiedener Arten und Körpergrößen für die Ermittlung quantitativ-

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

Allerdings geht die Durchführung der klassischen modellunabhängigen 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 geklärter Kiemenproben für die Ermittlung 

quantitativ-morphologischer Kiemenparameter untersucht. Dieses moderne 

Bildgebungsverfahren dient der Abbildung tiefer Gewebeprobenareale (deep tissue 

imaging) und ermöglicht die Anfertigung optischer, fluoreszenzbasierter Schnitte 

intakter dreidimensionaler und optisch geklärter Gewebeproben [58]. Bei der 

Ermittlung quantitativ-morphologischer Parameter hat sich das Verfahren der LSFM 

als effektives, elegantes und zügiges Verfahren erwiesen [59-63,65]. Bezüglich der 

spezifischen qualitativen oder quantitativen Analyse optisch geklärter 

Kiemenproben von Regenbogenforellen mittels LSFM liegen bislang keine 

wissenschaftlichen Veröffentlichungen vor. Die publizierte Originalarbeit zur 

vorliegenden Dissertation [66] präsentiert somit das erste umfassende Protokoll für 

die Durchführung des optischen Clearings von Regenbogenforellen-Kiemenproben 

und deren LSFM-Analyse für die Ermittlung quantitativ-morphologischer 

Kiemenparameter.  
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In der Ermittlung und Quantifizierung toxischer Effekte von Umweltschadstoffen an 

den Kiemen als sensitive Indikatororgane gewährleisten die dargestellten 

klassischen sowie auf moderner LSFM basierenden Protokolle reproduzierbare, 

akkurate Ergebnisse. Die Anwendung modellunabhängiger quantitativ-

stereologischer Probennahme- und Analysemethoden ermöglicht die 

Vergleichbarkeit der ermittelten Endpunkte sowohl innerhalb als auch zwischen 

einzelnen ökotoxikologischen Studien. Sie leistet einen wesentlichen Beitrag zu der 

Qualität und Zuverlässigkeit der ermittelten ökotoxikologischen Endpunkte und der 

darauf basierenden Umweltrisikobewertung von Gewässerschadstoffen. Da 

unnötige Wiederholungsversuche vermieden werden können, tragen die 

präsentierten Protokolle zudem zu der Reduktion der Anzahl der in Toxizitätstests 

als Testorganismen eingesetzten Fische bei. 
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5.1 Diskussion des allgemeinen experimentellen Designs 

Regenbogenforellen stellen als weitverbreitete, umfassend erforschte und äußerst 

sensitive Fischart eine der am häufigsten in Toxizitätstests eingesetzten 

Fischspezies dar [5,6,10,120]. Die in der dieser Dissertationsschrift zugrunde 

liegenden Publikation präsentierten Protokolle sind an die Kiemen von 

Regenbogenforellen mit einem Körpergewicht von 300-2000 g angepasst [66]. Die 

beschriebenen Methoden sind jedoch auf andere Fischarten mit vergleichbarer 

Größe und Kiemenstruktur übertragbar (z. B. andere Salmoniden-Spezies wie die 

Bachforelle (Salmo trutta fario) (unpublizierte eigene Daten)). Dies ermöglicht deren 

breite Anwendung in klassischen design-basierten quantitativ-stereologischen 

Untersuchungen und LSFM-basierten quantitativ-morphologischen Analysen an in 

der ökotoxikologischen Forschung eingesetzten Fischen.  

Regenbogenforellen der in der publizierten Originalarbeit zur vorliegenden 

Dissertationsschrift [66] untersuchten Größenordnung werden in der 

ökotoxikologischen Forschung häufig als Testorganismen in Toxizitätstests 

eingesetzt [51-57]. Die Verwendung von Regenbogenforellen entsprechender 

Größe erleichtert die Entnahme der Kiemen, insbesondere unter Anwendung des 

beschriebenen kiemenschonenden Sektionsprotokolls (siehe Abbildung 6 der 

Publikation [66]), sowie deren Handhabung in der anschließenden Probennahme 

und -prozessierung. Die bei kleineren Fischarten zu beobachtende iatrogene 

Schädigung der Kiemen während der Entnahme (und die darauf zurückzuführende 

verminderte Qualität der histologischen Darstellung der Kiemenmorphologie) wird 

auf diese Weise vermieden [16].  

Die Verwendung von Regenbogenforellen zwischen 300-2000 g Körpergewicht 

erhöht nicht nur die Praktikabilität der illustrierten Methoden, sondern erleichtert 

auch die Durchführung operativer Eingriffe (z. B. die postmortale vaskuläre 

Perfusionsfixierung) [5]. Es steht zudem ausreichend Kiemengewebe für die 

quantitativ-stereologische Kiemenanalyse und ergänzende Untersuchungen 

(z. B. molekular, biochemisch oder analytisch-chemisch) zur Verfügung. 

Verbleibendes Gewebe kann für erweiterte, oder sich aus den Studienergebnissen 

neu ergebende, Fragestellungen zurückbehalten und aufbewahrt werden. Im 

Gegensatz zu vielen anderen standardmäßig in Toxizitätstests eingesetzten 

Fischarten (z. B. dem Zebrabärbling (Danio rerio) [10]) erlaubt die Verwendung von 
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Regenbogenforellen dieser Größenordnung neben der Beprobung der Kiemen auch 

die Entnahme einer Vielzahl an Proben weiterer Organe und Gewebe [5]. Dies 

ermöglicht die Erhebung zusätzlicher, ergänzender Daten. Potenzielle Zielorgane 

und -gewebe eines untersuchten Umweltschadstoffes können 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 Toxizität eines potenziellen 

Schadstoffes nicht anhand eines einzelnen Endpunktes ermittelt werden kann 

[16,20,21].  

Die dargestellte tierschutzkonforme Tötungsmethode (siehe Abschnitt 5 der 

publizierten Originalarbeit der vorliegenden Dissertation [66]) wurde so gewählt, 

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 

unverzügliche Immersionsfixierung vor (siehe Abschnitt 7 der Publikation [66]). 

Iatrogene Schäden und die postmortale Autolyse der fragilen Kiemenlamellen, 

welche die Qualität der histologischen Schnitte beeinträchtigen können [16], werden 

so vermieden. 

Eine Methode der kardiovaskulären Perfusionsfixierung der Organe und Gewebe 

der Regenbogenforelle wurde entwickelt und anschaulich dargestellt (siehe 

Abschnitt 6 und Abbildung S2 der Publikation [66]). Die präsentierte Methode 

erlaubt die Perfusion des gesamten Gefäßsystems der Fische [263]. Die vaskuläre 

Perfusionsfixierung dient der Ergänzung 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 zellulärer Blutbestandteile aus dem 

Blutgefäßsystem [268,269]. Letzteres ist prinzipiell auch für die Durchführung von 

LSFM-Analysen von Interesse, da die Entfernung zellulärer Blutbestandteile aus 

dem Gefäßsystem die Lichtabsorption innerhalb der Gewebeprobe während der 

Aufnahme optischer Schnitte reduziert [58], auch wenn die Bestimmung der in der 

vorliegenden Arbeit analysierten quantitativ-morphologischen Kiemenparameter 

problemlos an nicht perfusionsfixierten Kiemenproben durchgeführt werden kann. 

Das präsentierte Protokoll für die kardiovaskuläre Ganzkörper-Perfusionsfixierung 

wurde gezielt an die physiologischen Parameter der Regenbogenforelle angepasst 
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[66]. Die Anwendung des Protokolls führt bei fachgerechter Durchführung zu einer 

adäquaten Fixierung des Kiemengewebes und der Entfernung der Erythrozyten aus 

den Gefäßräumen der Sekundärlamellen. Die Verwendung eines zu hohen 

Perfusionsdruckes kann jedoch zu Artefakten an den Sekundärlamellen führen 

(siehe Abbildungen S3 und S4 der Publikation [66]). Alle relevanten quantitativ-

morphologischen Kiemenparameter lassen sich zuverlässig an nicht 

perfusionsfixierten Kiemengewebeproben bestimmen, zudem gewährleistet das in 

der veröffentlichten Originalarbeit zur vorliegenden Dissertation [66] verwendete 

3DISCO-Clearing-Verfahren [240] eine effiziente optische Klärung des 

Kiemengewebes auch ohne vorangehende Perfusionsfixierung. Die 

kardiovaskuläre Perfusionsfixierung wird daher primär empfohlen, wenn das 

Studiendesign zusätzliche Untersuchungen vorsieht, welche von der Durchführung 

einer Perfusionsfixierung profitieren.  

Die vorliegende Arbeit legt den Fokus auf die quantitativ-stereologische Analyse der 

Kiemen. Diese haben nicht nur zahlreiche physiologische Schlüsselfunktionen inne 

[131], sondern stellen als Hauptzielorgan für im Wasser gelöste Umweltschadstoffe 

eines der bedeutendsten Organe für die Beurteilung von Gewässerbelastungen dar 

[25-27,159,160]. Die dreidimensionale Gewebearchitektur der Kiemen ist äußerst 

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 

abhängig 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 Kiemenläsionen in Expositionsversuchen von größter 

Wichtigkeit, da schadstoffbedingte Kiemenläsionen subtil sein können und bis zu 

einem gewissen Schweregrad leicht übersehen werden oder ohne spezielle 

Untersuchungstechniken nur schwer zu identifizieren sind (z. B. Veränderungen 

des Durchmessers von Blutgefäßen in den Kiemen) [27].   
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Das Gesamtvolumen der Kiemen (bzw. der Kiemenfilamente (gill filaments (GF1)) 

(V(GF)), das Volumen der Sekundärlamellen der Kiemen (V(SL,GF)), die Oberfläche 

der Sekundärlamellen der Kiemen (S(SL,GF)), das Volumen der Epithelzellen der 

Sekundärlamellen (V(EC,SL)), die Anzahl der Epithelzellen der Sekundärlamellen 

(N(EC,SL)), das mittlere Volumen der Epithelzellen der Sekundärlamellen (v̅(EC,SL)) und 

die Diffusionsbarrierendicke (das wahre harmonische Mittel der Diffusionsdistanz 

(Th(DB))) dienen der effektiven Beschreibung der wichtigsten morphologischen 

Charakteristika der Kiemen bzw. der Sekundärlamellen 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 für die präzise 

und erwartungstreue Ermittlung weiterer quantitativ-morphologischer 

Kiemenparameter herangezogen oder angepasst werden können, falls dies für die 

Quantifizierung spezifischer Effekte von Umweltschadstoffen erforderlich ist.   

                                            
1Der Kiemenbogen wird vor der Volumetrie unter Schonung der Kiemenfilamente entfernt, um eine anschließende Prozessierung ohne 

Entkalkung des Gewebes zu ermöglichen. Für die Volumetrie und nachfolgende quantitativ-stereologische Analysen stehen somit die 
Kiemenfilamente (gill filaments, GF) (Primärlamellen und Sekundärlamellen), teilweise eingebettet in das interbranchiale Septum, zur 
Verfügung. Für 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] 

präsentierten 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 Schätzwerte [23,33,34,179]. Das Protokoll für 

die quantitativ-stereologische Analyse der Kiemen von Regenbogenforellen basiert 

auf umfassender Literaturrecherche, praktischer Erprobung und umsichtiger 

Studienplanung und ermöglicht die Erhebung zuverlässiger Analyseergebnisse 

ohne redundanten Arbeits- und Zeitaufwand. Die detaillierte Beschreibung der 

anzuwendenden Verfahren erhöht nicht nur deren Praktikabilität, sie entspricht auch 

den Forderungen zahlreicher Fischpatholog_innen nach einer detaillierten 

Methodenbeschreibung, um so die Reproduzierbarkeit histopathologischer Daten 

von Fischen zu gewährleisten [16]. 

Ein Großteil der in vorangegangenen Studien publizierten quantitativ-

morphologischen Kiemenanalysen erfordert die vollständige Einbettung der für die 

Untersuchung herangezogenen Kiemen, unter anderem für die Bestimmung des 

Referenzkompartimentvolumens mit der Cavalieri-Methode [41-45,47]. Im 

Gegensatz dazu ermöglicht das in der veröffentlichten Originalarbeit zu der 

vorliegenden Dissertationsschrift [66] vorgestellte Volumetrie- und 

Probennahmeverfahren neben der quantitativ-stereologischen Analyse die 

Durchführung ergänzender 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 höchste Relevanz [179,196]. Im Rahmen des vorliegenden 

Dissertationsprojektes wurden detaillierte Untersuchungen durchgeführt, um eine 

praktikable und präzise Volumetriemethode von Kiemen bzw. Kiemenproben zu 

etablieren, die die Intaktheit der Kiemen ermöglicht [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 Flüssigkeit durch das kurze, 

vorsichtige Abtupfen der Kiemenproben mit einem Labortuch in ausreichendem 

Maße gewährleistet wird (siehe Abbildungen S5 und S6 der Publikation [66]). Dies 

ist grundlegende Voraussetzung für die präzise Bestimmung des 

Kiemenprobengewichts und für 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 

für formalinfixierte Kiemen (bzw. Kiemenfilamente) von Regenbogenforellen eine 

durchschnittliche Gewebedichte von 1,07 ± 0,02 g/cm3 ermittelt [66]. Da bisher 

keine veröffentlichten Daten bezüglich der Dichte von Kiemengewebe vorliegen, 

kann dies als Orientierungswert für nachfolgende (quantitativ-stereologische) 

Untersuchungen dienen. 

Die Generierung repräsentativer Proben ist in der Untersuchung der Kiemen auf 

potenzielle toxische Effekte von Umweltschadstoffen von größter Bedeutung. Die 

verschiedenen Zellarten der Primär- und teilweise auch Sekundärlamellen sind 

nicht gleichförmig verteilt [139,141]. Des Weiteren werden nicht alle Areale der 

Kiemen zu jeder Zeit in vollem Umfang und gleichförmig durchblutet 

[28,131,148,149]. Pathomorphologische Kiemenveränderungen infolge einer 

Schadstoffexposition können, abhängig von Stoffgruppe und Expositionsdauer, in 

unterschiedlichen Verteilungsmustern und/oder an unterschiedlichen 

Zielstrukturen/-zellen auftreten [28]. Gewebsalterationen infolge einer 

Schadstoffexposition können daher an willkürlich ausgewählten Kiemenproben 

nicht repräsentativ für die gesamten Kiemen quantifiziert werden. Das in der dieser 

Dissertation zugrunde liegenden Veröffentlichung für die Generierung der 

Kiemenproben illustrierte systematisch zufällige Probennahmeverfahren (SURS) 

(siehe Abschnitt 9 der Publikation [66]) stellt die Methode der Wahl für eine 

einfache, effektive Generierung repräsentativer (Kiemen)proben dar [23]. Die 

Agareinbettung erhält die Orientierung der Kiemenstrukturen und verhindert den 

Verlust einzelner Primärlamellen. Anhand der Schätzung der Volumendichte der 

Sekundärlamellen an den Kiemen (VV(SL/GF)) und der Ermittlung des 

Variationskoeffizienten (Coefficient of Variation (CV)) von 1,7 % (Streuungsmaß 

bezüglich der Messwerte in Bezug auf den Mittelwert) [23,33,38,207] wurde 

aufgezeigt, dass die Entnahme von fünf Kiemenproben der vier Kiemen einer 
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Körperseite für eine effiziente, erwartungstreue Schätzung der relevanten 

quantitativ-stereologischen Kiemenparameter als ausreichend bewertet werden 

kann [66]. Es wurde zudem untersucht, inwiefern sich die Kiemen der rechten und 

linken Körperseite in ihrer Histoarchitektur unterscheiden. Für VV(SL/GF) 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 Repräsentation der verschiedenen 

Kiemenstrukturen stark abhängig von der Orientierung der Schnittebene (siehe 

Abbildung 3 der Publikation [66]) [16]. Anisotrope Strukturen bedürfen spezieller 

Methoden, um eine isotrope, erwartungstreue Schätzung von Oberflächen und 

Längen zu gewährleisten [24,33,179]. Die in der publizierten Originalarbeit zur 

vorliegenden Dissertation dargestellten Methoden für die Generierung 

histologischer Schnitte mit randomisierter Schnittebene illustrieren effiziente 

Verfahren für die Erzeugung von VUR- und IUR-Schnitten (siehe Abschnitt 10 der 

Publikation [66]).  

VUR-Schnitte erhalten die „vertraute“ Histomorphologie und sind optimal geeignet 

für die Generierung randomisierter Schnitte von den Kiemen [23,197]. Die 

Ermittlung der Oberflächendichte der Sekundärlamellen an den Kiemen (SV(SL/GF)) 

an VUR-Schnitten mittels Zykloidbogenraster [197] stellt somit die Methode der 

Wahl 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 gewährleistet dank der 

lichtmikroskopisch identifizierbaren Schnittkanten die eindeutige Erkennbarkeit der 

vertikalen Achse während der gesamten Analyse.  

Das Isector-Verfahren ist optimal geeignet für 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 gegenüber 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 (SV(SL/GF), NV(EC/SL) und v̅(EC,SL)) 
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berücksichtigt werden [23,180]. In der veröffentlichten Originalarbeit zur 

vorliegenden Dissertation wurde daher ein erwartungstreues Analyseverfahren 

verwendet, um das Ausmaß 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 Abschnitt 5.3). 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 für das in GMA/MMA 

eingebettete Kiemengewebe errechnete lineare Schrumpfungsfaktor fs = 0,87 

entspricht einer Volumenschrumpfung von ~34,31 % [66] und damit weitgehend 

auch dem Ausmaß der Gewebeschrumpfung, welches bei der GMA/MMA-

Einbettung anderer biologischer Gewebeproben zu beobachten ist [220,271]. Die 

Ermittlung der einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung anhand des 

präsentierten Analyseverfahrens muss für unterschiedlich prozessierte 

Kiemenproben individuell erfolgen, da das Ausmaß der dreidimensionalen 

Gewebeschrumpfung in Abhängigkeit von den verwendeten histologischen 

Einbettungsmedien sowie der Größe und Prozessierung der Kiemenproben variiert 

[23,212,213]. Dies wird deutlich anhand einer Studie, laut derer das Ausmaß der 

dreidimensionalen Gewebeschrumpfung von Kiemenproben eines Fisches aus der 

Familie der Harnischwelse (Pterygoplichthys anisitsi) nach Fixierung mit 

Glutaraldehyd und Einbettung in Glycol-Methacrylat vernachlässigbar sein soll 

[272]. In jeder quantitativ-stereologischen Studie muss daher die 

einbettungsbedingte Gewebeschrumpfung an einer angemessenen Anzahl 

repräsentativer Proben mithilfe geeigneter Analyseverfahren ermittelt und 

entsprechend berücksichtigt werden.  

Die in der publizierten Originalarbeit der vorliegenden Dissertationsschrift [66] für 

den jeweiligen quantitativ-morphologischen Kiemenparameter verwendete licht- 

und elektronenmikroskopische Gesamtvergrößerung und die Maße der 

angewandten stereologischen Testsysteme/Sonden (probes), also die Größe der 

Punkte- und Zykloidbogenraster, die Flächen der erwartungstreuen Testfelder 

(unbiased counting frames) und die Höhe 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 zählenden Punkte oder 

Partikel (Q-) gewährleistet akkurate quantitativ-stereologische Schätzwerte 

(d. h. mit bekannter, akzeptabler relativer Fehlerwahrscheinlichkeit des 

Schätzwertes) [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 sorgfältigen Auswahl adäquater Einbettungsmedien 

Rechnung getragen. Die Praktikabilität und Durchführbarkeit der beschriebenen 

quantitativ-stereologischen Analysemethoden wurde durch ihre Anwendung an 

repräsentativen Kiemenproben von Regenbogenforellen im Rahmen des 

präsentierten Dissertationsprojektes und zum Teil in einer früheren Studie von Birzle 

(2015) [17] bestätigt. 

VV(SL/GF) stellt (unter Annahme einer isotropen, gleichförmigen Schrumpfung) einen 

von der einbettungsbedingten Schrumpfung der Gewebeproben unabhängigen 

Parameter dar, dessen Ermittlung keiner Schnittebenenrandomisierung bedarf 

[33,180]. Daher sieht das Protokoll die Ermittlung von VV(SL/GF) an willkürlich 

orientierten SURS-Serienschnitten von systematisch zufällig entnommenen FF-PE 

(formalin-fixed and paraffin-embedded) Kiemenproben vor (siehe Abschnitt 12 und 

Abbildung 12 der Publikation [66]). Bei der Ermittlung zusätzlicher quantitativ-

morphologischer Parameter kann VV(SL/GF), im Hinblick auf Effizienz und 

Praktikabilität, ebenso an allen weiteren in der vorliegenden Arbeit dargestellten 

repräsentativen Gewebeschnitten (VUR oder IUR, Paraffin- oder Kunststoff-

Einbettung) von SURS Kiemenproben ermittelt werden [23,33,197]. 

Die in vorangegangenen Publikationen angewandte Methode für die quantitativ-

stereologische Schätzung von Oberflächendichten an VUR-Schnitten mittels 

Zykloidbogenraster erfordert die vollständige Kiemeneinbettung [42-45,47] und ist 

subjektiv für größere Kiemen nicht optimal geeignet. Zudem können quantitativ-

morphologische Parameter, deren Bestimmung einer IUR-Schnittebene bedarf, 

nicht adäquat ermittelt werden. Das in der vorliegenden Arbeit dargestellte 

Verfahren für die Schätzung von SV(SL/GF) demonstriert eine Methode für die 

Ermittlung von Oberflächen an VUR-Schnitten von SURS Kiemenproben (siehe 

Abschnitt 13 der Publikation [66]) [33,197], die keiner vollständigen Einbettung der 

Kiemen bedarf. 
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Die Schätzung 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] für die Ermittlung der numerischen 

Volumendichte der Epithelzellen an den Sekundärlamellen (NV(EC/SL)) und des 

mittleren Zellvolumens der Epithelzellen der Sekundärlamellen (v̅(EC,SL)) wurde in 

einer vorangegangenen Studie von Birzle (2015) [17] an den Kiemen von 

Regenbogenforellen angewendet. Die genannten Studien berücksichtigen jedoch 

nicht alle für die akkurate Schätzung von Partikelzahlen und mittlerem Zellvolumen 

obligaten Aspekte einer quantitativ-stereologischen Analyse. Das in der publizierten 

Originalarbeit zur vorliegenden Dissertationsschrift [66] illustrierte Verfahren zur 

erwartungstreuen Schätzung von Partikelzahlen und dem mittleren Zellvolumen an 

SURS Kiemenproben berücksichtigt hingegen die Verwendung eines für die 

Anfertigung dünner, gleichmäßiger Schnitte geeigneten Plastik-

Einbettungsmediums [23,215] sowie die einbettungsbedingte Gewebeschrumpfung 

[180,222]. Dadurch wird die erwartungstreue Anwendung des physikalischen 

Disektors für die akkurate Schätzung von NV(EC/SL), N(EC,SL) und von v̅(EC,SL) (über die 

indirekte Schätzung anhand des Verhältnisses der Volumendichte der Epithelzellen 

in den Sekundärlamellen zu deren numerischer Volumendichte) demonstriert [33]. 

Für die Schätzung von NV(EC/SL), N(EC,SL) und v̅(EC,SL) hat sich der physikalische 

Disektor als praktikable Methode erwiesen (siehe Abschnitt 14 und Abbildung 14 

der Publikation [66]), dessen Durchführung 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 veröffentlichten 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 veröffentlichten Originalarbeit zur 

vorliegenden Dissertation präsentierte Methode für die Bestimmung der wahren 

harmonischen mittleren Dicke (Th) mittels der orthogonalen Schnittpunktmethode 

[218,219] an IUR-Schnitten repräsentativer Gewebeproben (siehe Abschnitt 15 und 

Abbildung 15 der Publikation [66]) stellt jedoch den Goldstandard für die Ermittlung 
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der Dicke biologischer Barrieren (z. B. der glomerulären 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 präsentierten klassischen modellunabhängigen quantitativ-stereologischen 

Methoden stellen den Goldstandard für 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 präsentiert die vorliegende Arbeit die LSFM optisch geklärter Kiemenproben 

als modernen, schnellen und eleganten Ansatz für die Durchführung quantitativ-

morphologischer Kiemenanalysen. Wissenschaftliche Veröffentlichungen bezüglich 

der spezifischen qualitativen oder quantitativen Analyse optisch geklärter 

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 Gefäßdurchmesser und Längendichte 

kleinkalibriger Blutgefäße im Gehirn [62] zu bestimmen. 

Die Anwendung der dreidimensionalen LSFM an mittels 3DISCO-Verfahren [240] 

geklärten Kiemenproben der Regenbogenforelle stellt eine Methode für die 

Bestimmung quantitativ-morphologischer Kiemenparameter an optischen Schnitten 

dar [66]. Dieses Bildgebungsverfahren bedarf daher keiner zeit- und 

arbeitsintensiven Anfertigung (willkürlich oder randomisiert orientierter) 

physikalischer Gewebeschnitte. Das in der publizierten Originalarbeit zur 

vorliegenden Dissertation präsentierte 3DISCO-Clearingprotokoll und die 

Bildgebung mittels LSFM (siehe Abschnitt 16 der Publikation [66]) sind schnell und 

einfach durchzuführen und ermöglichen eine dreidimensionale Visualisierung der 

komplexen mikroskopischen Kiemenarchitektur anhand der inhärenten 

Autofluoreszenz der geklärten Kiemenprobe (siehe Abbildung 17 der Publikation 

[66]). Das vorgestellte Verfahren bedarf somit keiner zusätzlichen (in oder ex vivo) 

Fluoreszenzmarkierung der zu untersuchenden Kiemenproben. 

Die Ermittlung quantitativ-morphologischer Kiemenparameter mittels LSFM wird an 

Kiemenproben durchgeführt, die nach der Bestimmung von V(GF) mittels 

systematisch zufälliger Probennahmeverfahren (SURS) entnommen werden. Die 
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Ermittlung von VV(SL/GF) und SV(SL/GF) erfolgt anhand der gleichen stereologischen 

Testsysteme und Sonden, die auch in den klassischen Protokollen zum Einsatz 

kommen (siehe Abschnitt 5.2). Ihre Anwendung erfolgt jedoch an digitalen Bildern 

virtueller, optischer, auf Autofluoreszenzsignalen basierender Schnitte der optisch 

geklärten (transparenten) Kiemenproben (siehe Abbildungen 19 und 20 der 

Publikation [66]). Da die Gewebeproben während der LSFM-Analyse intakt bleiben, 

können (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 

Probenbehälters und der Aufnahme von Bildstapeln in der gewünschten 

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 präsentierte Ansatz dient der Vermeidung 

einer Verzerrung (fehlender Maßstabstreue) 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. Zusätzlich 

müssen Streckungs-/Stauchungsartefakte in der rekonstruierten dreidimensionalen 

Darstellung der Probe, die aufgrund der sphärischen Aberration (SA) entstehen 

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

In der Analyse virtueller optischer Schnittbilder muss die während des 

Gewebeclearings auftretende Volumenschrumpfung der Kiemenproben ebenfalls 

berücksichtigt 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 für 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 geringfügig 

beeinflussen, z. B. SeeDB [244], Zimtsäureethylester (ethyl cinnamate (ECi)) [60] 

oder Adipo-Clear [247,275]. Die Gewebeschrumpfung lässt sich jedoch durch die 
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Volumenbestimmung von Kiemenproben vor und nach dem Gewebeclearing mittels 

Submersionsmethode [205,206,276] präzise und effektiv messen [66]. Sie erfolgt 

reproduzierbar und ermöglicht somit die Ermittlung des linearen 

Schrumpfungsfaktors für die (schrumpfungskorrigierte) Schätzung von SV(SL/GF) 

bzw. S(SL,GF) als schrumpfungssensitive Parameter [180,183]. Das angewandte 

Clearingverfahren hat neben einer zufriedenstellenden Transparenz der Proben 

zudem den positiven Aspekt, dass die solide Konsistenz der geklärten 

Gewebeproben [239,240] einer mechanischen Deformation der fragilen 

Kiemenstrukturen entgegenwirkt und diese auch über längere Zeit gut erhalten 

bleiben. 

Für die Ermittlung quantitativ-morphologischer Kiemenparameter muss, zusätzlich 

zu der clearingbedingten Gewebeschrumpfung und potenzieller mechanischer 

Einflüsse auf die Kiemenmorphologie, die proben- und hardwareassoziierte SA 

berücksichtigt werden. Diese kann stauchungs- oder streckungsbedingte Artefakte 

in der virtuellen dreidimensionalen Rekonstruktion hervorrufen und damit zu einer 

unpräzisen Bestimmung von Volumina und weiteren quantifizierbaren Parametern 

führen [261]. Zur Vermeidung von SA-Artefakten wurden in der publizierten 

Originalarbeit der vorliegenden Dissertationsschrift [66] die optisch geklärten 

Kiemenproben während der LSFM-Aufnahme von demselben Immersionsmedium 

(BABB) umgeben, welches auch für die optische Klärung 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) 

über 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 können [227,261]. 

Die Verwendung RI-optimierter und SA-korrigierter Linsen (speziell für RI-Bereiche 

der in der LSFM verwendeten Immersionsmedien) trug zusätzlich zu einer 

reduzierten Verzerrung der virtuellen dreidimensionalen Rekonstruktion bei. Die in 

dem in der publizierten Originalarbeit zur vorliegenden Dissertation [66] 

präsentierten LSFM-Bildgebungsverfahren eingesetzte technische Ausstattung und 

optischen Systeme sowie die verwendete Immersionslösung wurden durch die 

quantitative Analyse von Mikropartikeln als Testobjekte unter Verwendung der 
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gleichen Geräteeinstellungen in der Studie von Theobalt et al. (2021) [63] validiert. 

So konnten Präzision und Maßstabstreue des verwendeten LSFM-

Bildgebungsverfahrens bestätigt werden.   
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5.4 Diskussion der Ergebnisse 

Die anhand der klassischen modellunabhängigen quantitativ-stereologischen 

Verfahren ermittelten Schätzwerte dienten der Evaluation der Ergebnisse, die 

mittels der quantitativ-morphologischen LSFM-Analyse optisch geklärter 

Kiemenproben erzielt wurden. Die Ergebnisse der quantitativ-morphologischen 

Analyse mittels LSFM unterscheiden sich nicht signifikant von den Schätzwerten, 

die mit klassischen quantitativ-stereologischen Analyseverfahren an den 

identischen Kiemen erhalten wurden [66]. Dies demonstriert erstmals die 

Anwendbarkeit der LSFM für die quantitativ-morphologische Kiemenanalyse unter 

Beachtung repräsentativer (systematisch zufälliger) 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 für die Kiemen der 

Regenbogenforelle im Allgemeinen, da diese Parameter in Abhängigkeit von 

Körpergewicht, Population oder Umweltbedingungen der untersuchten Fische 

erheblich variieren können [135,136,277,278].  

Die akkurate Ermittlung der Absolutwerte quantitativ-morphologischer Parameter 

erfordert die Bestimmung des Gesamtvolumens des Referenzkompartiments sowie 

die Anwendung repräsentativer (systematisch zufälliger) Probennahmeverfahren 

[23,179,196]. Dies gilt auch für 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 Durchführung der Zähl- und Messprozesse einen erheblichen Vorteil des 

LSFM-basierten Ansatzes für 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 für 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 präzise mithilfe der 
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Submersionsmethode [205,206,276] ermittelt werden. Das Einbetten der 

Kiemenproben in GMA/MMA sowie die anschließende Anfertigung histologischer 

Schnitte nimmt in der Regel drei oder mehr Tage in Anspruch. Das Gewebeclearing 

der Kiemenproben mit dem 3DISCO-Protokoll und das anschließende 

Bildgebungsverfahren mittels LSFM ist innerhalb von ein bis zwei Tagen 

abgeschlossen. Werden die nicht unerheblichen Anschaffungskosten für die Hard- 

und Softwarekomponenten der LSFM nicht mit einberechnet, bewegt sich der 

Kostenaufwand für die benötigten Chemikalien und Labormaterialien beider 

Ansätze 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 zufälligen Probennahmeverfahren entnommenen FF-PE-

Kiemenproben können LSFM-basierte Analysen wesentlich zu einer schnellen, 

zuverlässigen und akkuraten Analyse quantitativ-morphologischer 

Kiemenparameter von in Expositionsversuchen als Testorganismen verwendeten 

Regenbogenforellen beitragen. Dies ist insbesondere für ökotoxikologische Studien 

mit einer großen Anzahl an Testorganismen und Proben essenziell, wie 

beispielsweise in chronischen Toxizitätstests mit Erhebung von NOECs, die der 

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

3DISCO-geklärten Gewebeproben mit ergänzenden histotechnischen Analysen 

kombiniert werden. Optisch geklärte Proben können im Anschluss an die LSFM für 

nachfolgende histologische, immunhistochemische sowie bildgebende 

massenspektrometrische Analysen eingebettet und prozessiert werden. Umgekehrt 

ist es ebenso möglich, LSFM-Untersuchungen an in Paraffin eingebetteten 

Gewebeproben (nach Entparaffinierung und Gewebeclearing) durchzuführen 

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

verfahren gewonnenen Kiemengewebeproben aus vorangegangenen 

histologischen Standarduntersuchungen oder LSFM-Analysen ermöglicht im 

Rahmen ökotoxikologischer Untersuchungen die Ermittlung zusätzlicher 

Endpunkte. Diese können eine wichtige Ergänzung bereits erhobener Daten 

darstellen und zudem zu einer Reduktion von den als Testorganismen eingesetzten 

Fischen führen, wenn Wiederholungsversuche durch die Verwendung bereits 

gewonnener Gewebeproben verzichtbar werden.  

Für die LSFM-Analyse optisch geklärter Gewebeproben stehen verschiedene, zum 

Teil kommerzielle Softwareprogramme für die dreidimensionale Bildrekonstruktion 

und digitale Bildanalyse zur Verfügung, welche die quantitative Analyse spezieller 

Gewebestrukturen oder Zellarten ermöglichen [58]. In Kombination mit geeigneten 

Probennahmeverfahren können diese Softwareprogramme gezielt für die schnelle 

digitale Analyse quantitativ-morphologischer Parameter eingesetzt werden, z. B. für 

die Ermittlung von Adipozytenvolumen und -anzahl [63] oder der Längen und 

Durchmesser von Gefäßen [62].  
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Während die Kiemenparameter VV(SL/GF) und SV(SL/GF) anhand der auf 

Autofluoreszenz basierenden virtuellen optischen Schnitte akkurat ermittelt werden 

können [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 möglich, solange keine Fluoreszenzmarker für spezifische 

Zielstrukturen (in Kombination mit den auf sie abgestimmten Clearingverfahren und 

Untersuchungsprotokollen) für die LSFM-Analyse der Kiemen zur Verfügung 

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 -wellenlängenbereichen (Laserlichtquellen) sowie 

den Geräteeinstellungen und Kameraeigenschaften können zu Abweichungen in 

Bildqualität, Auflösungsvermögen und möglicherweise zu Bildartefakten (SA) 

führen. Dies kann die Erhebung präziser 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 

gewährleisten, sollten die Analysen an identisch prozessierten Gewebeproben 

unter Verwendung derselben technischen-, Hard- und Softwareausstattung und mit 

denselben Kamera- und Geräteeinstellungen vollzogen werden. Zudem sollten 

geeignete Versuchsansätze zur Kontrolle der Messgenauigkeit der erhaltenen 

Daten (z. B. durch die Verwendung von Prüf-/Kontrollkörpern mit definierten 

morphologischen Eigenschaften wie Form, Volumen, Oberfläche, etc.) durchgeführt 

werden [63]. Zusätzlich müssen alle entsprechenden relevanten Daten gemeinsam 

mit den Studienergebnissen veröffentlicht werden.   
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5.6 Ausblick  

Das Potenzial und die Relevanz der Erhebung quantitativ-morphologischer 

Parameter in der ökotoxikologischen Forschung sind hinlänglich bekannt, dennoch 

werden quantitativ-stereologische Kiemenanalysen bisher nur selten in der 

Erhebung histopathologischer Endpunkte in Expositionsversuchen an Fischen 

eingesetzt [8]. Das liegt vermutlich darin begründet, 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 für die erwartungstreue Analyse relevanter quantitativ-morphologischer 

Kiemenparameter von in der ökotoxikologischen Forschung verwendeten 

Regenbogenforellen mittels klassischer und moderner Bildgebungsverfahren wird 

eine Grundlage für deren breite Anwendung in der ökotoxikologischen Forschung 

geschaffen. Beide präsentierten Ansätze ermöglichen eine standardisierte, 

objektive und effiziente Quantifizierung der Effekte von Umweltschadstoffen auf die 

Kiemen als sensitive Indikatororgane.  

Die praktikablen, detaillierten Protokolle für die Anwendung der klassischen design-

basierten quantitativ-stereologischen Analyseverfahren bedürfen keiner 

besonderen Laborausstattung. Ihre Anwendung setzt weder umfassende 

Kenntnisse im Bereich der quantitativen Stereologie noch im Bereich der 

Fischpathologie oder pathologischen Toxikologie voraus, wodurch sie in 

Expositionsversuchen für die Quantifizierung von schadstoffbedingten 

Kiemenalterationen von Wissenschaftler_innen verschiedener Fachrichtungen 

herangezogen werden können. Die erwartungstreue Quantifizierung 

morphologischer Kiemenalterationen anhand der präsentierten Protokolle 

entspricht zudem den Anforderungen an eine verlässliche und reproduzierbare 

Erhebung von Daten, die für deren Berücksichtigung in der ökotoxikologischen 

Risikobewertung erforderlich ist [77,114,115]. 

Es ist jedoch zu beachten, dass die in der publizierten Originalarbeit zur 

vorliegenden Dissertationsschrift [66] präsentierten quantitativ-stereologischen 

Probennahme- und Analysemethoden, trotz ihrer Effizienz und Praktikabilität, mit 

einem nicht zu vernachlässigenden Zeit- und Arbeitsaufwand einhergehen. Ihre 
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Anwendung ist daher explizit für ökotoxikologische Studien bestimmt, die gezielt die 

Untersuchung der Kiemen als Indikatororgane für Umweltbelastungen vorsehen. 

Für die routinemäßige histopathologische Untersuchung ist ihre Anwendung nicht 

empfohlen. Dies gilt auch für die Anwendung der LSFM als modernes 

Bildgebungsverfahren für die Ermittlung quantitativ-morphologischer Kiemen-

parameter in Toxizitätstests. Gerade für wissenschaftliche Einrichtungen und 

Labore, die Expositionsversuche in großem Umfang und/oder mit einer hohen Zahl 

an Regenbogenforellen als Testorganismen durchführen, ist die LSFM aufgrund der 

Zeitersparnis als die Methode der Wahl anzusehen, zumal sich die Kosten bezüglich 

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) für die quantitativ-morphologische 

Untersuchung spezifischer Kiemenstrukturen und -zellen zur Verfügung stehen, ist 

das Potenzial der LSFM nicht annähernd ausgeschöpft. Die akkurate Ermittlung der 

Kiemenparameter V(SL,GF) und S(SL,GF) beweist jedoch die Eignung der 

angewendeten Probennahme-, Clearing-, Schrumpfungsbestimmungs- und 

Bildgebungsverfahren für die erwartungstreue Schätzung quantitativ-

morphologischer Parameter [66] und lässt die Annahme zu, dass mit der 

Entwicklung spezifischer Fluoreszenzmarker für die LSFM-Analyse weitere 

quantitativ-morphologische Kiemenparameter ebenso schnell und akkurat ermittelt 

werden können. Gerade in Kombination mit der digitalen Bildanalyse stellt die LSFM 

einen vielversprechenden Ansatz für eine effiziente, schnelle und elegante 

quantitativ-morphologische Kiemenanalyse in der ökotoxikologischen Forschung 

dar.  
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

Regenbogenforellen werden in ökotoxikologischen Expositionsversuchen häufig als 

empfindliche Testorganismen eingesetzt, um potenzielle Gewässerschadstoffe 

hinsichtlich ihrer nachteiligen oder toxischen Effekte zu untersuchen. Die Kiemen 

gelten als sensitive Hauptindikatororgane für zahlreiche Umweltschadstoffe, deren 

Auswirkungen sich in morphologischen Kiemenalterationen äußern. Diese sind mit 

der qualitativen histopathologischen Analyse häufig nicht zuverlässig zu 

detektieren. Zudem kann die qualitative histopathologische Interpretation von 

Kiemenläsionen aufgrund ihres subjektiven Charakters zu Diskrepanzen zwischen 

einzelnen Untersucher_innen und Studien führen. Sensible und effiziente Methoden 

für eine akkurate Quantifizierung schadstoffbedingter morphologischer 

Kiemenveränderungen sind daher eine wesentliche Voraussetzung für deren 

Detektion und objektive Interpretation sowie für die Beurteilung ihres 

Schweregrades. Verfahren für die quantitativ-stereologische Kiemenanalyse sind in 

der ökotoxikologischen Forschung bislang jedoch nicht breit etabliert. 

Die vorliegende Arbeit präsentiert praktikable, standardisierte und detaillierte 

Protokolle für die modellunabhängige quantitativ-stereologische Kiemenanalyse 

und die Erhebung relevanter quantitativ-morphologischer Kiemenparameter der 

Regenbogenforelle. Die präsentierten Protokolle sind an Regenbogenforellen 

zwischen 300-2000 g Körpergewicht angepasst und lassen sich auf andere 

Fischarten ähnlicher Größe und Kiemenmorphologie übertragen. Sie umfassen 

etablierte repräsentative Probennahmeverfahren und moderne modellunabhängige 

quantitativ-stereologische Analysemethoden für die Ermittlung (funktionell) 

relevanter quantitativ-morphologischer Kiemenparameter wie dem Gesamtvolumen 

der Kiemen, dem Sekundärlamellenvolumen, der Sekundärlamellenoberfläche, der 

Anzahl und dem mittleren Zellvolumen der Epithelzellen der Sekundärlamellen 

sowie der Dicke der Diffusionsbarriere der Sekundärlamellen. Mit den dargestellten 

Methoden für die adäquate Volumenbestimmung des Referenzkompartiments, der 

effizienten systematisch zufälligen Probennahme, der Generierung von 

Kiemengewebeschnitten mit randomisierter Schnittebenenorientierung, der 

Bestimmung der einbettungsbedingten Gewebeschrumpfung sowie der 

Verwendung effizienter stereologischer Testsysteme und Sonden können 

erwartungstreue quantitativ-stereologische Analysen histologischer 



ZUSAMMENFASSUNG 

154 

Gewebeschnitte für die akkurate Ermittlung relevanter quantitativ-morphologischer 

Kiemenparameter reproduzierbar durchgeführt werden. 

Die design-basierte (modellunabhängige) quantitativ-stereologische Analyse 

zweidimensionaler Gewebeschnitte gilt heute als der Goldstandard für 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 geklärten Kiemenproben für die quantitativ-stereologische Kiemenanalyse 

präsentiert. Unter Berücksichtigung der clearingbedingten Gewebeschrumpfung 

erzielt die Ermittlung quantitativ-morphologischer Kiemenparameter an virtuellen 

optischen Schnitten optisch geklärter, 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 für die quantitativ-morphologische 

Analyse der Kiemen von in ökotoxikologischen Studien verwendeten 

Regenbogenforellen. Die publizierte Originalarbeit zur vorliegenden Dissertation 

stellt die erste wissenschaftliche Veröffentlichung dar, die sich spezifisch mit der 

Untersuchung optisch geklärter Kiemenproben von Regenbogenforellen mittels 

LSFM auseinandersetzt. Die etablierten Protokolle wurden im Jahr 2020 in der 

Fachzeitschrift PLoS ONE publiziert [66]. 

Die präsentierten Protokolle stellen die Grundlage für die standardisierte, objektive 

quantitativ-morphologische Analyse der Kiemen von in der ökotoxikologischen 

Forschung verwendeten Regenbogenforellen dar. Ihre breite Anwendung in der 

Quantifizierung schadstoffbedingter Kiemenalterationen in Expositionsversuchen 

wird einen wesentlichen Beitrag zu der Repräsentativität, Genauigkeit und 

Vergleichbarkeit histopathologischer Endpunkte innerhalb sowie zwischen 

einzelnen ökotoxikologischen Studien leisten. Sie tragen damit erheblich zu der 

dringend erforderlichen Zuverlässigkeit der in Expositionsversuchen ermittelten 

Endpunkte und der Umweltrisikobewertung bei, welche die Grundlage für 

gesetzliche Beschränkungen gewässerrelevanter und potenziell gefährlicher Stoffe 

darstellt. Darüber hinaus kann die Anwendung der beschriebenen Protokolle zu 

einer Reduktion der in ökotoxikologischen Studien als Testorganismen eingesetzten 

Fische dienen, da unnötige Versuchswiederholungen vermieden werden können.  
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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 

quantitative 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 

quantitative 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 

quantitative 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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2. Hofmann I*, Theobalt N, Fiedler S, Wolf E, Wanke R, Blutke A (2019). 

Quantitativ-morphologische Untersuchungen der Hypophyse in einem porzinen 

Modell der Duchenne-Muskeldystrophie. Tierärztliche Praxis Ausgabe K Kleintiere 

Heimtiere. 47(03):211. 

(*vortragende Person) 

  



 DANKSAGUNG 

183 

10 DANKSAGUNG 

Mein großer Dank gilt allen voran meinem Doktorvater Herrn Prof. Dr. Rüdiger 

Wanke (Professur für Molekulare und Experimentelle Pathologie, Lehrstuhl für 

Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie, LMU München), für seine 

Bereitschaft, die Betreuung dieses Dissertationsprojektes zu übernehmen, die 

durchwährende allumfassende Unterstützung, das Teilen seines breiten Wissens 

im Fachbereich der quantitativen Stereologie und den stets bereichernden 

Austausch. 

Mein besonderer Dank gilt Herrn Dr. habil. Andreas Parzefall (Institut für 

Experimentelle Genetik, Helmholtz Zentrum München), der die Idee zu diesem 

Dissertationsprojekt hatte und mir die Gelegenheit gab, in diesem interessanten 

Themenbereich zu promovieren. Er betreute mich bis zu seinem Wechsel an das 

Helmholtz Zentrum München als Doktorvater und stand mir auch danach als 

engagierter Betreuer allumfassend und jederzeit mit Rat und Tat zur Seite. Für seine 

Begeisterungsfähigkeit, Denkanstöße, das Teilen seines breiten Fachwissens und 

praktischen Erfahrungen sowie für sein stets offenes Ohr und seine 

lösungsorientierten Ratschläge danke ich ihm von Herzen.  

Herzlichst möchte ich mich bei Frau Dr. Julia Schwaiger und Frau Dr. Hannah 

Schrader (Bayerisches Landesamt für Umwelt, Referat 73: Aquatische 

Ökotoxikologie, mikrobielle Ökologie, Wielenbach) für die Möglichkeit zu einer 

spannenden und bereichernden Kooperation im Rahmen dieses 

Dissertationsprojektes bedanken. Mein großer Dank gilt Dr. Julia Schwaiger für die 

Bereitstellung der in diesem Projekt untersuchten Regenbogenforellen, die allzeit 

große Unterstützung und den bereichernden fachlichen Austausch. Dr. Hannah 

Schrader danke ich besonders für ihre praktische Einweisung in das 

Forellenhandling und die Forellensektion, die Zurverfügungstellung ihres breiten 

Wissens bezüglich der Prozessierung und histopathologischen Untersuchung der 

Organ- und Gewebeproben von Fischen und ihre stets große Hilfsbereitschaft. 

Frau Dr. Annette Feuchtinger und Herrn Prof. Dr. Axel Walch (Abteilung Analytische 

Pathologie, Helmholtz Zentrum München) möchte ich für Bereitstellung aller 

Ressourcen danken, die die Durchführung der Lichtblatt-Fluoreszenzmikroskopie 

und Elektronenmikroskopie ermöglichten. 



DANKSAGUNG 

184 

Ein riesiger Dank gilt meinen Mitdoktorandinnen am Institut für Tierpathologie Frau 

Natalie Theobalt, Frau Dr. Isabel Hofmann und Frau Alexandra Schubö für ihre 

Hilfsbereitschaft, die großartige Zusammenarbeit und den einzigartigen 

Zusammenhalt.  

Großer Dank für die hervorragende technische Assistenz gilt Frau Lisa Pichl, Frau 

Doris Merl, Frau Nadschman Rahimi, Frau Heidrun Schöl, Frau Claudia Mair und 

Herrn Frank Bodenstaff (Institut für Tierpathologie, LMU München), Herrn Hans-

Georg Hartmann und Herrn Christoph Feick (Bayerisches Landesamt für Umwelt, 

Wielenbach) und Frau Cristina Huebner Freitas, Frau Claudia-Mareike Pfluege, 

Frau Ulrike Buchholz und Frau Elenore Samson (Helmholtz Zentrum München). 

Allen Mitarbeiter_innen des Instituts für Tierpathologie danke ich für die 

allgegenwärtige Unterstützung fachlicher, praktischer oder persönlicher Natur. 

Besonders dankbar bin ich für die zahlreichen Möglichkeiten, am Institutsalltag 

teilzuhaben und mich auf dem Fachgebiet der Tierpathologie weiterbilden zu 

können. Bei Frau Marjam O´Gorman möchte ich mich ganz besonders für ihre 

riesige Unterstützung, ihr offenes Ohr und die großartige Hilfe bei allen 

organisatorischen Angelegenheiten bedanken.  

Dieses Dissertationsprojekt war nur dank der großzügigen Unterstützung der 

Begabtenförderung der Hanns-Seidel-Stiftung e.V., unter der Leitung von Herrn 

Prof. Dr. Hans-Peter Niedermeier und Frau PD Dr. Jutta Möhringer als seine 

Nachfolgerin, möglich. Vielen Dank für die finanzielle Unterstützung und die ideelle 

Förderung, welche mir neue Blickwinkel und zahlreiche wertvolle Eindrücke 

ermöglichte. Herrn Dr. Andreas Burtscheidt danke ich herzlich für seine 

Unterstützung und die Organisation der bereichernden Seminarveranstaltungen im 

Rahmen der Promotionsförderung. Zudem möchte ich Herrn Prof. Dr. Reinhard 

Straubinger (Dekan der Tierärztlichen Fakultät, LMU München) für seine wertvolle 

Tätigkeit als Vertrauensdozent danken.  

Meine tiefe Dankbarkeit gilt zuletzt meiner Augsburger, Münchner und Berliner 

Familie. Mit eurer Liebe und Unterstützung wart und seid ihr die bestmögliche 

Begleitung, die ein Mensch sich nur wünschen kann. 


