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1. Einleitung und Zielstellung

1. Einleitung und Zielstellung

Ohne Veranderung des Erbmaterials kann der Stoffwechsel in  kritischen
Entwicklungsphasen durch Umweltstressoren entgleisen und damit das Tier krank bzw. die
Produktqualitdt verschlechtert werden. Dieser Denkansatz, der kurz mit ,angeboren und
nicht vererbt® charakterisiert wird, beinhaltet epigenetische Mechanismen, die intensiver
Forschung unterliegen. Der Hilhnerembryo ist ein ausgezeichnetes Modell zur Untersuchung
der Stressorwirkung unabhangig vom maternalen Organismus, da dieser nach dem Legen
des Eies weder beeinflusst werden muss noch die Reaktionen des Embryos maskiert.
Verschiedene Organe des Embryos weisen im Laufe der embryonalen Entwicklung
unterschiedliche  kritische Zeitfenster* auf, in denen sie besonders empfindlich auf
veranderte Umwelteinfliisse reagieren. So qilt z.B. der gewéhlte Zeitraum zwischen den
Inkubationstagen (D)6 bis D12 als kritische Phase bezlglich der Entwicklung des

Energiestoffwechselniveaus im adulten Huhn (Dzialowski et al., 2002).

Ziele dieser Arbeit waren:

1. den Einfluss von Stressoren - vermindertes Sauerstoffangebot bzw. erhdéhte Temperatur -
wahrend der kritischen Phase D6 bis D12 auf den Gas- und Elektrolytstatus sowie auf
ausgewahlte Metabolite im Blut und in der Amnionflissigkeit zu prifen,

2. zu prifen, ob die Zusammensetzung in beiden Kompartimenten nach Stressorwirkung
unterschiedlich ist und

3. nach chronischem oder akutem Einfluss von Sauerstoffmangel soll an Hand des
Sauerstoffgehaltes im Blut und im Amnion auf eine Beeinflussung der Systeme im

Energiestoffwechsel geschlossen werden.

Dazu wurden Huhnerembryonen der Rasse White Leghorn zwischen D6 bis D12 einem
verminderten Sauerstoffgehalt (15%) und/oder einer erhéhten Umgebungstemperatur
(39,5°C) ausgesetzt. Ab D10 wurden jeden zweiten Tag bis D20 arterielle Blutproben aus der
Chorioallantoisvene und Amnionflissigkeit aus der Amnionhdhle gewonnen. Unmittelbar
nach Entnahme der Proben wurden diese im Blut-Gas-System ABL 605° der Fa. Radiometer
Copenhagen untersucht. Weiterhin  wurden morphologische Parameter erfasst.

Kontrollgruppen unter Normbedingungen dienten als Vergleich.
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2. Literaturiibersicht

2. Literaturubersicht

2.1 Ausgewahlte Abschnitte in der Embryogenese des Huhnes

Das Huhn gehoért zu den nestfliichtenden Vogelarten. Der Embryo benétigt bis zum Schlupf
21 Tage. Die wahrend seiner Entwicklung bendétigten Nahrstoffe und Informationen befinden
sich im Eidotter. Das Eidotter ist eine einzige Zelle und wird aufgrund der GroéRe der

Dottermenge als ,megalecithal® bezeichnet.

Der Hihnerembryo entwickelt sich auRerhalb des Muttertieres in einer kalzifizierten Eischale.
Alle fur seine Entwicklung notwendigen N&hr- und Informationsstoffe aus dem Muttertier
befinden sich im Eidotter und werden uber die nutritiven GefalRe zum Embryo transportiert.
Dies ist ein grofRer Vorteil fir die Durchfihrung von experimentellen Arbeiten mit

Huhnerembryonen, da die Muttertiere nicht beeinflusst werden.

Im Jahre 1900 wurden die einzelnen Entwicklungsstadien erstmals von Keibel und Abraham
beschrieben. Hamburger & Hamilton (1951) formulierten anhand von strukturellen
Verschiedenheiten 46 Normalstadien der Embryogenese des Huhnes, Gallus gallus
domesticus. Diese Einteilung wurde von Starck & Rickleffs (1998) auf 42 Stadien gekirzt, so
dass diese dann auch auf andere Vogelarten anwendbar ist, unabhangig davon ob

Nesthocker oder Nestfllichter.

Zusammengefasst kann die Embryonalentwicklung nach Starck & Rickleffs (1998) in vier

Abschnitte eingeteilt werden:

Entwicklungsstadium | beginnt mit der ersten Furchungsteilung und endet mit
der Ausbildung der Kdérpergrundgestalt (bis Stadium 22)

Entwicklungsstadium Il umfasst die Ausbildung der Organstruktur und erste
Gewebedifferenzierung (bis Stadium 33)

Entwicklungsstadium il beinhaltet fortschreitende Organdifferenzierung zu
arttypischen Baumerkmalen (bis Stadium 38)

Entwicklungsstadium IV fuhrt zum Ende von Wachstum und Ausreifung (bis zum
Schlupf)
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2.1.1 Die Entwicklung der Embryonalhiillen

2.1.1.1 Die Entwicklung der Amnionmembran

Das Amnion ist ein flissigkeitsgefiillter Sack, der den Embryo ab dem 3. Inkubationstag
(D3) vollstdndig umgibt und vorwiegend dem Schutz des Embryos gegen mechanischen
Stress, Temperaturschwankungen oder Austrocknung dient (Romanoff, 1960). Aufgrund des
Vorhandenseins dieser extraembryonalen Hille zahlt der Vogel zu den Amniota (Wiesner
und Ribbeck, 1999). Weitere extraembryonale Hillen sind die Dottersackmembran, das

Chorion und die Allantois.

Das Amnion ist eine membrandse Begrenzung, in der sich die Amnionfliissigkeit mit dem
Huhnerembryo befindet. Es entwickelt sich bereits kurz nach der Fertilisation gleichzeitig mit
dem Chorion, und ist an D3 abgeschlossen. Mit D5 entwickeln sich aus den spindelartigen
Mesenchymzellen der Amnionmembran die typischen glattmuskuldren Elemente, in denen
die Myofibrillen enthalten sind. Diese entstehenden Muskelzellen weisen zu diesem frihen
Zeitpunkt bereits Kontraktionen auf (Hamburger und Hamilton, 1951). Die Muskulatur des
Amnions wird nicht innerviert. Die Amnionkontraktionen sind autonom und werden von
myogenen Schrittmachern generiert (Romanoff, 1960; Engelhardt und Lendle, 1955; Pierce,
1933). Die Kontraktionen nehmen bis D13 zu und danach bis zum D18 ab. Ab diesem
Inkubationstag sind keine Kontraktionen mehr nachweisbar (Nechaeva, M. V. und Turpaev,
2002; Wu et al., 2001; Nechaeva, M. V. und Turpaev, 1992; Freeman und Vince, 1974). Auf
verschiedene, von aullen gesetzte Reize, reagiert der Embryo mit Steigerung oder
Erniedrigung der Kontraktionskraft. So ein von aulen gesetzter Reiz ist zum Beispiel der
Lichtreiz. Das Auge mit seinen dazugehdrigen Strukturen entwickelt sich aus dem Ectoderm.

Das visuelle System beim Vogelembryo reift relativ spat (Freeman und Vince, 1974).

Die optische Blase entwickelt sich ab HH (Hamburger-Hamilton) 9 (29 — 33h) und entwickelt
sich weiter zum Augenbecher am HH 14 (50 — 53h). Zahlreiche Blutgefalle umgeben den
Augenbecher sind aber vor HH17 nicht zu beobachten (Hiruma, 1996). Im Unterschied zu
den Augen der Saugetiere existieren keine retinalen Blutgefalie, stattdessen gibt es beim
Vogel eine spezielle vaskularisierte Struktur, das Pecten (Romanoff, 1960). Die
Hauptfunktion dieses Pecten ist die Belieferung der innen Schicht der Retina mit Nahrstoffen
(Hiruma, 1996). Die Intensitdt des Umgebungslichtes beeinflusst die embryonale Motilitat
(Wu et al., 2001). Eine 12fache Erhdéhung der Beleuchtungsintensitat resultiert in einer
220%igen Zunahme der Embryobewegung (Muller, 2003; Wu et al, 2001). Die
Kontraktionsrate des Amnions nimmt bei einer 40%igen Erhéhung der Beleuchtungsdauer

zu. Dieser Effekt des autonomen Amnionschrittmachers ist moglicherweise ein elektrischer
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oder chemischer Stimulus, bzw. reflektiert eine direkte Sensitivitdt der Amnionzellen (Muller,
2003).

Neben dem Lichtreiz bewirkt die Senkung der Umgebungstemperatur eine Abnahme der
Kontraktilitdt des Amnions. Sehr sensibel reagiert das Amnion auf Bedingungen wie
Sauerstoffmangel, Hyperkapnie oder Hyperoxie (Nechaeva, M. V. et al., 2004; Nechaeva, M.
V. und Turpaev, 2002), wobei nach den ersten beiden mit frequenzhemmender Antwort und

auf letztere mit frequenzsteigender Antwort des Amnions zu rechnen ist.

Durch die Kontraktion wird die Amnionfllissigkeit in Bewegung gehalten und versetzt den
Embryo in einen schwingenden Zustand. Die Kontraktionen unterstitzen die
Koérperbewegungen des Embryos, verhindern seine Adhasion an der Amnionmembran und
schitzen vor Verklebungen einzelner Kérperteile des Embryos (Bellairs und Osmond, 1998;
Romanoff, 1960; Bautzmann und Schroder, 1953). Weiterhin bewirkt die Kontraktion die
Durchmischung der Amnionflissigkeit, wodurch eine bessere Verteilung von Nahrstoffen,
Wachstumsfaktoren und des gelésten Sauerstoffs erreicht wird (Nechaeva, M. V. et al.,
2004).

Amnionvolumen

Volumen (ml)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Inkubationstag

Abbildung 1: Volumen des Amnionfliissigkeit
(nach Romanoff, 1960)

Die in dem Amnion enthaltene Flissigkeit wird am D3 gebildet, kurz nach dem sich die
Amnionfalte geschlossen hat. Der Ort der Bildung ist bisher nicht bekannt. Man nimmt an,
dass diese extraembryonal erfolgt, da aus bisherigen Untersuchungen gesichert ist, dass sie
auch nachdem der Embryo entfernt wurde, gebildet wird (Faber et al., 1973). Am D5 hat sich
bereits soviel Amnionfliissigkeit gebildet, dass diese fahig ist, das Amnionepithel vom
Embryo abzuheben. Um D14 erreicht sie ihr maximales Volumen mit bis zu 4 ml, um dann
bis Tag 18 auf 0,5 ml abzusinken (Abbildung 1) (Romanoff, 1960). Fur die Bildung der
Flussigkeit spielt das Chloridion (CI') eine entscheidende Rolle (Faber et al., 1973). Der
erhohte Chloridgehalt, den auch Bagott (2001) bestatigen konnte, fuhrt nachfolgend zu

einem Wasserinflux.
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2.1.1.2 Der histologischer Aufbau der Amnionmembran

Ein innerer ektodermaler
Struktur des ﬂ.f.".ﬂi'_l_'!.S_‘f!'!_\_fE_TEEﬂ@%ﬂ?ﬂﬂhﬂ@@!iﬂﬂﬂﬂﬂgﬂ_. und ein AuRerer mesoder-
48-65Std | 725td | 96Std | D7 D12
E . . E maler Anteil bilden das
§§‘ h[i -3 m..% - " :'f: Amnionepithel. Das Ekto-
%f; .;';E_,,, iﬁ‘f'm lli?_m_ ?:&;m derm weist zu Beginn der
§§ h; { [ﬂ | 9 Entwicklung keine erkenn-
?‘fn = o] 5 _ e baren Zellgrenzen auf, erst
% 5 e : I‘r' \' ;/ ﬁ am D3 differenzieren sich
e h L g p. ey die Zellen zu einem Epithel
E . ; "'JIJJ‘ _:;'I::{m i mit deutlichen Zellgrenzen
% ;i::i: et it !;‘i‘r: ‘"M _f.J (Romanoff, 1960).
g ‘ il It/ \ Elektronenmikroskopische
- o Aufnahmen vom 7./8.

Abbildung 2: Struktur des Amnions an verschiedenen Inkubationstagen,

(Romanoff, 1960) Inkubationstag zeigen, dass

die Epithelzellen einer stark ausgebildeten Basalmembran aufsitzen, die an der Grenze zur
Epithelzellbasis einen amorph-homogenen Charakter (Lamina densa) annimmt (Bautzmann
und Schmidt, 1960). Die durchschnittlich 20um grof3en Epithelzellen, weisen einen grofRen,
runden, abgeplatteten Zellkern auf, der chromatinarm und oft am Rand der Zelle zu finden
ist. Das homogene Grundplasma enthalt Lipideinschliisse in unterschiedlicher GréRRe. Die
Epithelzellen stehen untereinander in Verbindung. Das Zytoplasma schiebt sich zwischen
oder Uber die Zellleiber der Nachbarzellen, wobei ein Labyrinth von Zellgrenzen entsteht. Die
Plasmalemmata benachbarter Zellen erscheinen elektronenmikroskopisch stellenweise zu
Haftplatten, den so genannten Desmosomen, verdichtet. An der Zelloberflache Iasst sich ein
unterschiedlich dichter Besatz an langeren oder kiirzeren, oft auch verzweigten Mikrovilli
erkennen (Bautzmann und Schmidt, 1960). Mit fortschreitender Inkubation nehmen die
Amnionepithelzellen langsam an Hohe zu und haben dann eher die Form eines zylindrischen
Epithels (Abbildung 2) (Romanoff, 1960).

Der auRere mesodermale Anteil ist avaskular und liegt dem extraembryonalen Coelom an.
Auch das Mesoderm weist bis zum D3 keine klaren Zellgrenzen auf, sondern stellt sich
1960).
Spindelartige Mesenchymzellen formen sich nach D5 zu den typischen glattmuskularen

vielmehr als Syncytium mit vielen kleinen, ovalen Kernen dar (Romanoff,
Elementen um, die Myofibrillen enthalten. Ihr Zytoplasma wird dunkler, der Zellleib streckt
sich, die ovalen Zellkerne schrumpfen und der Nukleus nimmt an Grofie zu (Blasius, 2006).
Anfangs sind die glatten Muskelzellen parallel angeordnet, aber sehr schnell bilden sich

diese zu der typischen Muskelzellformation aus. Diese Formation besteht aus Kreuz- oder
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Sternanordnung der Myocyten. Aus den spindelférmigen Myocyten entwickeln sich vereinzelt
,Jrsternzellen®, die aufgrund ihrer Zytoplasmaausldufer das sternférmige Aussehen
bewirken. Es kénnen bis zu zehn Zellkerne in den Ursternzellen enthalten sein. Oftmals ist in
ihrer unmittelbaren Umgebung eine zweischichtige, glatte Muskulatur vorhanden. Radiar von
der ,Ursternzelle* ausgehend, ordnen sich benachbarte Myocyten an. Bis zum D9 bilden sich
immer neue Muskelsterne, die bis zum D10 an GroRe zunehmen, aber deren Anzahl sich
verringert. Am 12. Inkubationstag besteht das mesodermale Blatt des Amnions aus drei
Schichten glatter Muskelzellen (Romanoff, 1960). Ein feines Netzwerk aus bindegewebigen
Anteilen formt sich um den D3. Besonders haufig sind diese Netzwerke in Gebieten des
Amnions mit hoher Kerndichte zu beobachten. Die Bindegewebsfasern geben dem Amnion
die notige Dichte und Festigkeit, aber auch durch ihre wellenartige Anordnung wird eine
Unterstitzung bei Dehnung und Kontraktion der Amnionmuskulatur erreicht (Romanoff,
1960; Bautzmann, 1953).

In der Amnionmembran fehlt die Ausbildung von Nervenfasern. Die spontane Kontraktion der
glatten Amnionmuskulatur kann unter anderem mittels Rezeptoren Uber Transmitter

und/oder Hormone moduliert werden (Bowers und Dahm, 1992).

2.1.1.3 Die Entwicklung der Allantois

Die Allantois ist die letzte der sich entwickelnden Hillen des Hihnerembryos und
unterscheidet sich in ihrer Entwicklung vom Amnion und Chorion durch ihre endodermale

Herkunft als Diverticulum des hinteren Darmabschnittes.

Die Allantois entwickelt sich zwischen dem 20. und 28. Somitenstadium (D3) im Embryo am
Boden der hinteren endodermalen Darmbucht (Romanoff, 1960). Der Ursprung der Allantois
ist intraembryonal und verbleibt auch dort wahrend der gesamten Entwicklung. Die Allantois
wéchst Uber den Nabel hinaus in das Exocoelom und vereinigt sich am D4/5 mit den
anderen extraembryonalen Hillen. Die Bildung der Allantoishohle erfolgt sehr schnell. Sie
erstreckt sich zwischen Chorion und Amnion. Die Allantoismembran dient dem
Gasaustausch und dem Auffangen der Flissigkeit mit den Stoffwechselendprodukten der

Nieren.

Bevor die embryonale Niere ihre Tatigkeit aufnimmt, ist die Allantoisflissigkeit klar und
farblos. Ab Tag 4 beginnen die embryonalen Nieren ihre Tatigkeit und der Urin wird in der
Allantoishdhle aufgefangen. Die Allantoisflissigkeit wird gelblicher und die Konzentration der
Urate wird héher. Das Volumen steigt rapide bis D13 an und wird dann bis Ende der
Inkubation durch Resorption des Wassers eingedickt. Dabei kommt es zur Ummantelung
einzelner Stoffwechselendprodukte, die sich mit Mucus vermischt als Plaque ablagern
(Romanoff, 1960).
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2.1.1.4 Die Entwicklung des Chorions

Die Entstehung des Chorions ist eng verbunden mit der Ausbildung des Amnions. Durch die
Amnionfaltung entstehen aus dem extraembryonalen Ektoderm sekundar zwei Lamellen.
Eine dieser Lamellen richtet sich nach innen, bildet das Amnion und umschlie3t den
Embryo(Romanoff, 1960). Aus der anderen Lamelle, die sich nach aufien richtet (Romanoff,
1960), entsteht das Chorion, welches sich der inneren Schalenhaut anschmiegt (Abbildung
3).

Zwischen D4 und D5 stofdt die Allantois in das Exocoelom vor und fusioniert mit dem
Chorion. Wahrend des Wachstumsprozesses verbindet sich die mesodermale Schicht der
Allantois mit der unmittelbar angrenzenden mesodermalen Chorionschicht in den Raum
zwischen Chorion und Amnion, so dass sich die beiden Membranen zur
Chorioallantoismembran (CAM) zusammenlegen. Innerhalb dieser beiden mesodermalen
Schichten kommt es zur Ausbildung eines dichten und stark verzweigten Kapillarnetzwerkes
— gebildet von den Aa. und den Vv. umbilicales — welches sich mit dem embryonalen
Kreislauf des Hihnerembryos verbindet (Patten, 1957). Durch die Ausbildung der CAM ist es
dem Huhnerembryo moglich, ab D6 sein Blut mit Sauerstoff anzureichern, und das
anfallende Kohlendioxid in die Aulienwelt abzugeben. Erleichtert wird der Prozess des
Gasaustausches durch die Anordnung und Ausdehnung der CAM direkt unterhalb der

Eischale. Die maximale Ausdehnung der gasaustauschenden CAM wird an D13 erreicht.
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Abbildung 3: Eischale in Verbindung mit der Chorioallantoismembran (Rahn et al., 1979)
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2.1.1.5 Der histologischer Aufbau der Chorioallantoismembran

Histologisch kann die Allantoismembran nicht getrennt von der Chorionmembran

beschrieben werden, da sie ab D5 verwachsen sind.

Das Epithel der Allantoisblase zeigt im Hautchenpraparat
ein verhaltnismallig gleichmaRiges Bild. Es sind grofe
flach-kubische und nahezu geradlinig begrenzte Zellen,
die sich unterschiedlich anfarben lassen. Vorwiegend
sind die Zellen einkernig, selten zweikernig. Die Kerne
sind teils kreisrund, teils oval, konnen aber auch
gelegentlich ein wenig ausgebuchtet und gekantet
gesehen werden. Die meisten Zellkerne enthalten zwei
Nukleoli. Eine besondere Anordnung der Epithelzellen

zeigt sich in der rosettenartigen Ausrichtung von funf bis

o’ ol AR ALY
acht Zellen um eine in der Mitte liegende kleinere Zelle " . e L -
Abbildung 4: Rosettenartige Anordnung von

(Abbildung 4). Die Kerne sind dann der Rosettenmitte Epithelzellen der Allantois,
Flachschnitt, Chrom-
zugewandt. Das Zytoplasma der Allantoisepithelzellen Hamatoxylin-Phloxin nach
GOMORI, 880fach
besitzt zum Teil schaumige Struktur, bisweilen kénnen (Kuhnel, 1961)

auch grole Vakuolen auftreten, dann ist der Zellkern wie bei Fettzellen an die Peripherie

gedrangt.
Das Bindegewebe der Allantois |&sst sich durch drei Elemente charakterisieren:

1. Formation argyrophiler Fasern,
2. ausbreitendes Gefallnetz,

3. spezifische Zellformen (Kihnel, 1961).

Unterschieden werden kann das Bindegewebe, welches dem Allanto-Chorion anliegt von
dem Gebiet, welches dem Amnion aufliegt. Um ein membranartiges Epithelgewebe
auszubilden, verteilen sich die Gitterfasern zu dichten, flachenhaft ausgebreiteten Netzen.
An histologischen Hautchenpraparaten ist erkennbar, dass das subepitheliale Bindegewebe
mit einer aus feinstem Bindegewebe bestehenden basalen Schicht besteht. Je weiter man
sich davon entfernt, umso gréRer wird der Querschnitt der Fasern und umso grobmaschiger
das Fasernetz (Kuhnel, 1961). In diesem Fasernetz sind die groRen Gefalle eingebaut. Vom
D12 bis D18 konnte Kuhnel (1961) keine histologischen Unterschiede im Maschenwerk

feststellen.

Eine andere Bindegewebsstruktur stellte Kiihnel (1961) in dem Allantoisgebiet fest, welches
dem Amnion anliegt und keinen Kontakt zum Chorion aufweist. Hier bildet sich ebenfalls das

wie oben beschriebene feinmaschige Gitternetzwerk aus. Bemerkenswert ist jedoch, dass
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sich unmittelbar unter dieser Schicht eine Faserschicht anschlie3t, bei der die Fasern von
einzelnen Knotenpunkten aus blschel- oder pinselartig dinne, lange Fasern ausbilden. Die
darunter liegende Schicht bildet eine noch gréRere Verdichtung in seinen Maschen als im

Allanto-Chorion.

Auch in der Ausbildung des Blutgefallsystems lasst sich die Allantois in zwei
unterschiedliche Gebiete einteilen. Ein weitmaschiges Gefédllnetz mit einem stark
kapillarisierten Netz im Allanto-Chorion steht einem karg ausgestattetem Gefal3netz, welches

dem Amnion zugewandt ist, gegenuber (Kihnel, 1961).

2.1.1.6 Die physiologische Bedeutung der Chorioallantoismembran (CAM)

Die wohl wichtigste Aufgabe der CAM ist die Funktion des Gasaustausches (Bellairs und
Osmond, 1998; van Golde et al., 1996), die gleichzusetzen ist mit der Funktion

Saugerplazenta oder der adulten Lungenfunktion.

Die CAM ist verantwortlich fur den Kalziumtransport (Bellairs und Osmond, 1998; Freeman
und Vince, 1974). Wahrend der ersten 10 Entwicklungstage wird die Kalziumversorgung
Uber den Dottersack gewahrleistet. Die bendtigte Kalziummenge fir die Ossifizierung des
Vogelskelettes steigt jedoch in den letzten 11 Inkubationstagen, so dass das Kalzium
hauptsachlich aus der Schale bereitgestellt wird. Das geschieht durch Kontakt zur CAM,

damit verliert die Schale bis zu 50% ihres Gewichtes.

Des Weiteren ist die CAM ein Sammelbecken fir stickstoffhaltige Endabbauprodukte, die

durch den Embryo produziert werden (Bellairs und Osmond, 1998).

2.1.1.7 Die Dottersackmembran

Im Gegensatz zum Saugetier ist beim Vogel der Dottersack sehr grof3 angelegt und dient mit
dem enthaltenen Dotter der Versorgung des sich entwickelnden Embryos mit Nahrstoffen.
Die Nahrstoffe werden Uber Kapillaren, die in der mesodermalen Schicht der
Dottersackwand verlaufen, in die Dottersackarterien und —venen (Arteriae und Venae

vitillinae) transportiert.

Das Dotter wird von einer ,Dottersackhaut’, der so genannten Dottersack- oder
Vitelinmembran bereits am 5. Bruttag (Burton und Tullet, 1985) umschlossen. Die
Dottersackmembran setzt sich aus einem medial gelegenen vaskularisierten Teil — der Area
vasculosa — und einem peripher nicht vaskularisierten Anteil — der Area vitellina —
zusammen. Letztere, die Area vitellina, ist zusammengesetzt aus einer Area vitellina interna,
die mehr medial zu finden ist und einer Area vitellina externa, die mehr peripher zu finden ist.
Die Area vitellina weist nur ectodermale und endodermale, aber keine mesodermalen Anteile

auf (Romanoff, 1960). Die Area vasculosa besteht aus einem endodermalen Anteil und einen

10
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mesodermalen Anteil, aus welchem sich die Blutgeféalle und das Bindegewebe differenzieren
(Romanoff, 1960).

2.1.1.8 Der Vergleich der Entwicklung der Hiillen der Sauropsiden und Mammalia

Als erste Keimhitille entsteht bei den Voégeln die Dottersackmembran. Diese epitheliale Hille
entsteht aus Entoblastzellen, die sich dann sekundar durch die Proliferation des viszeralen
Blattes des lateralen Mesoderms zur Dottersackmembran entwickelt. Aus dieser Hiille
entwickeln sich spater in Verbindung mit dem parietalen Blatt des lateralen Mesoderms die

aulleren Keimhdllen, das Chorion und das Amnion (Bragulla, 2004).

Bei den plazentaren Mammalia entsteht erst am Ende der inaquaten Furchung das Chorion
als extraembryonaler Teil des Ektoblasten in Form eines Vorlaufers, des Trophoblasten
(Bragulla, 2004).

In der Histologie bestehen Unterschiede zwischen dem Amnionepithel der
Huhnerembryonen und dem der Mammalia. Gemeinsam ist ihnen aber die starke
OberflachenvergroRerung durch dichten Besatz mit Mikrovilli. Die Uberlappung der
Epithelzellen ist beim Hihnerembryo am ausgepragtesten. Der Interzellularraum ist sehr
eng, die dazwischenliegenden Desmosome sind nicht hervorgehoben, da sie nahezu in der
Flucht der Zellgrenzen bleiben (Bautzmann und Schmidt, 1960). Beim Menschen konnten
Bautzmann und Schmidt (1960) die weitesten Zellzwischenrdume mit imposant

ausgebildeten Zellbriicken beobachten.

Histologisch sind die Bindegewebszellen der Allantois bei Sauropsiden weniger stark
differenziert im Vergleich zu den Saugern, was verdeutlicht, dass der Unterschied in der
funktionellen Beanspruchung der Bindegewebe liegt. An der Grenze zwischen Fetus und
Muttertier findet ein entsprechender Stoffaustausch statt, hier ist eine schnelle Reaktion des
Bindegewebes von Vorteil. Bei den embryonalen Hullen der Vogel ist diese Reaktion nicht
vonndten, da der Stoffwechsel der Hilhnerembryonen keinerlei maternalen Beeinflussungen
unterliegt (Kihnel, 1961).

11
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2.1.2 Entwicklung des Herz-Kreislauf-Systems

2.1.2.1 Die Entwicklung des Herzens und des Blutkreislaufes

Das Herz beginnt sich frih aus dem Mesoderm zu entwickeln, etwa gleichzeitig mit den
extraembryonalen und intraembryonalen Blutgefafen. Zu Beginn der Herzentwicklung weist
dieses eine gerade lang gestreckte Tubusform auf. Ist die Entwicklung des Embryos so weit
fortgeschritten, dass dieser 9 oder 10 Somiten aufweist, streckt sich der Herztubus schneller
aus als die pericardiale Hohle wachst und beginnt sich somit zu biegen. Gleichzeitig ist der
Tubus an anterioren (Aorta) und posterioren (caudale Reste das Mesocardiums) Punkten
fixiert. Bis zum 18-Somiten-Stadium ist die maximale
Ausdehnung der U-Form erreicht (Romanoff, 1960).
Bereits in dieser frihen Entwicklungsphase ist das Herz
fahig, Blut durch den Embryo zu pumpen. Das Blut wird

aus der kurzen ventralen Aorta und dem Aortenbaum in

die dorsale Aorta gepumpt (Baumann und Meuer,
A 8 e rkenn man doe S-formige, 202
mit Blut gefllite Herz (Keibel, 1906) ~ Nach weiterem Langenwachstum stéRt das U-féormige
Herz an den Dottersack. Dadurch vollzieht sich eine linksseitige Torsion. Aus der U-férmigen
Gestalt des Herzens entwickelt sich durch weiteres rapides Wachstum eine Herzschleife. Die
beiden Enden kommen einander ndher und schlieen sich zusammen, so dass das Herz
eine S-Form beschreibt, wenn das 29-Somiten-Stadium erreicht ist (Abbildung 5). Am Ende
des D3 erkennt man bereits die Atria und die Ventrikel. Um D6 bis D8 bildet sich das
membrandse Pericardium und umschlief3t das Herz.
In den ersten zehn Tagen kommt es weitestgehend zur morphologischen Reifung des
Herzens. In den restlichen 11 Tagen seiner Entwicklung nimmt vorrangig die Masse zu

(Romanoff, 1960).

Schon in der frihen Embryonalphase beginnt die Entwicklung des Blutkreislaufes. Als
Besonderheit im Vogelembryo entstehen zwei weitestgehend voneinander unabhangige
Kreislaufsysteme, das extra- und das intraembryonale Gefallsystem (Plendl et al., 2002;
Romanoff, 1960), die sich erst spater in der Embryonalentwicklung vereinigen. Der priméare
Blutkreislauf liefert dem Embryo O, per Diffusion durch die Eischale und die Membran
(Cirotto und Arangi, 1989). Das extraembryonale Gefaflsystem entwickelt sich um den
Dottersack durch Vaskulogenese. Dieser Mechanismus bildet aus den in der mesodermalen
Schicht der Dottersackwand liegenden Blutinseln neue GefalRe. Die sich bildenden
Hamoblasten differenzieren sich Uber Hdmozytoblasten zu Hdmangioblasten. In der weiteren

Entwicklung bildet sich ein einschichtiger Epithelzellverband aus den Hamangioblasten.

12
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Damit verbunden ist die Bildung runder Hamozytoblasten, die als Vorldufer der Blutzellen

gelten. Die frihen Hadmangioblasten bilden die so genannten ,Blutinseln® (Decker, 2002).

Innerhalb des Embryos entwickelt sich etwas verzdgert - ebenfalls durch Vaskulogenese -
das intraembryonale Gefal3system. Intraembryonal ist die Entstehung von Endothelzellen

nicht mit der Bildung von Blutzellen assoziiert (Risau, 1993).

Mit dem Ubergang zum sekundéren Blutkreislauf an D3 bilden sich die GefaRe des
Dottersackes in einer zweiten Ebene aus. Die Venen verlaufen oberflachlich und die Arterien
ziehen in die Tiefe. Der Transport von Sauerstoff ist bereits zu diesem friihen Zeitpunkt an

Hamoglobin gebunden.

Uber GefaRsprossung nehmen die GefidRe Verbindung mit der Herzanlage auf und es
entsteht so die Kommunikation zwischen dem intra- und dem extraembryonalen
GefalRsystem (Plendl et al., 2002). An D5 entsteht durch die Verschmelzung zweier
extraembryonaler Membranen — Chorion und Allantois — die Chorioallantoismembran. Sie
Ubernimmt ab diesem Zeitpunkt die gasaustauschende Funktion. Mit der Ausbildung von
Sinusoiden wird die Austauschflache vergroRert und damit die O,-Versorgung verbessert
(Freeman und Vince, 1974). An D12 wird die Schalenmembran fast vollstandig von der CAM
bedeckt, eine weitere Ausdehnung ist nicht mehr mdglich (Ackerman und Rahn, 1981;
Freeman und Vince, 1974). Der arterielle Sauerstoffpartialdruck p,O, in der
Chorioallantoisvene sinkt von 83,5 mmHg (ca. 11,11 kPa) an D10 auf 57,2 mmHg (ca. 7,61
kPa) (Tazawa et al., 1971). Somit ist der wachsende Huhnerembryo ab D13 einen
steigenden O,-Mangel ausgesetzt (Freeman und Vince, 1974; Wangensteen und Rahn,
1970).

Als Gegenmalnahme wird der Blutfluss in der CAM erhéht und dadurch die
Sauerstoffversorgung verbessert. Eine weitere Antwort auf den eintretenden
Sauerstoffmangel ist die Erhéhung der Kapillardichte in der Muskulatur, wodurch die
Diffusionstrecke flir die Gase verringert wird (Snyder et al, 1984). Auch diese

Regelmechanismen sind jedoch begrenzt (Piiper et al., 1980).

Die Versorgung des Saugetier-Embryos erfolgt Giber die Plazenta. Aus diesem Grund kann
auf das Dotter weitestgehend verzichtet werden. So besteht das embryonale
BlutgefaRsystem der Mammalia aus zwei Zirkulationssysteme: dem fetalen Blutkreislauf und
dem maternalen Blutkreislauf. Diese beiden Kreisldufe kommunizieren Uber die Plazenta
miteinander. Im Gegensatz zum Saugetier bendtigt der Vogelembryo das Dotter fir die
embryonale Entwicklung. Daher kommt es zur Ausbildung von drei embryonalen

Blutkreislaufen beim Hihnerembryo: der intraembryonale, der vitelline und der allantoide

13
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Blutkreislauf. Die letzteren beiden Kreislaufe werden zum extraembryonalen Blutkreislauf

zusammen gefasst (Romanoff, 1967).

" Uber die stets gleich bleibende Oberflache der

Rupere Membran, | mnerememran - SChale  benotigt der wachsende Embryo im

zunehmenden MaRe Sauerstoff im Austausch
gegen Kohlenstoffdioxid.

Den Transport von Sauerstoff zum Embryo
Ubernimmt die Chorioallantoisvene, die unter der
Schale verlauft. Das desoxygenierte Blut wird tiber
die Chorioallantoisarterie wieder zum Ort des
Gasaustausches mit der Aullenwelt
abtransportiert (Abbildung 6).

Diese  Funktion des Gasaustausches st

_ , gleichzusetzen mit dem plazentaren Kreislauf der
Abbildung 6: Wege des O, und CO, im Vogelembryo,

(Dragon und Baumann, 2003) Séugetiere.

2.1.2.2 Hamoglobin im Vogelblut
Das Hamoglobin (Hb) ist der in den roten Blutkdrperchen enthaltene Blutfarbstoff und hat
verschiedene Aufgaben:

e Vehikel fir Sauerstoff,

¢ Vehikel fiir Kohlenstoffdioxid,

e Pufferung des Blutes.
Wahrend der Embryogenese des Vogels treten embryonale und

adulte Formen des Hb auf. Wie beim S&ugetier ist das Hb-

HOOC

COOH

Molekil des Vogels aus 4 Polypeptidketten (Tetramer) aufgebaut,
Abbildung 7: Struktur des
mit je einer Farbstoffkomponente, dem Ham. Hamoglobins

Die Farbstoffkomponente besteht aus vier gleichartigen prostethischen Gruppen, die als
Protoporphyrine mit zentralem zweiwertigem Eisen gekennzeichnet sind. Jedes
Protoporphyringeriist besteht aus 4 Pyrrolringen, die Uber Methinbriicken miteinander

verbunden sind und charakteristische Seitenketten tragen (Abbildung 7).

Spezifisch embryonale Hamoglobine der Hihnerembryonen werden von den primitiven
Erythrozyten in den ersten Tagen gebildet (Cirotto et al., 1975; Bruns und Ingram, 1973).
Analysen dieser Hamoglobine ergaben vier Fraktionen, die von Brown und Ingram (1974) als
HbP, HbP’, HbE und HbM ermittelt wurden.

Ab dem 6. Inkubationstag treten die definitive Erythrozyten auf. Sie sind nicht mehr in der

Lage, embryonales Hb zu synthetisieren. Diese definitiven Erythrozyten produzieren die
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auch beim adulten Vogel vorkommenden Hb-Typen HbA und HbD, sowie eine kleine
Fraktion HbH, welche nur kurz vor und kurz nach dem Schlupf nachgewiesen werden kann.
Um D9 machen diese adulten Formen bereits 65% der gesamten Hamoglobine im Blut des
Huhnerembryos aus (Cirotto et al., 1975; Bruns und Ingram, 1973; Schalekamp et al., 1972).
An D7, wo die erste Population der definitiven Erythrozyten vorliegt, liegt das Verhaltnis von
HbA zu HbD bei ~0,64:1, an D9 bereits bei ~1:1 (Baumann et al., 1983) und nach dem
Schlupf sowie beim adulten Huhn bei 3:1 (Bruns und Ingram, 1973).

100 —

80 — \Zunahme H-Protonen

Zunahme CO,
Zunahme Temperatur

60 —

40 — Normalbedingungen

Abnahme H-Protonen
Abnahme CO,

20 Abnahme Temperatur

Sattigung in Prozent

\ [ [ \ [ [
0 20 40 60 80 100 120

Sauerstoffpartialdruck (kPa)

Abbildung 8: Sauerstoffbindungskurve und ihre Einflussfaktoren

Die Hamoglobinuntereinheiten kooperieren miteinander. Dies Ilasst sich an dem
charakteristischen sigmoiden O,-Bindungskurvenverlauf erklaren (Abbildung 8). Die
Beladung des Hamoglobins mit Sauerstoff, die 0,-Sattigung (sO.), hangt vom
Sauerstoffpartialdruck (pO,) ab. Im Zustand der Anoxie, d.h. in Abwesenheit von O,, ist das
Hamoglobin desoxygeniert (O,-Sattigung 0%). Mit steigendem pO, nimmt die O,-Sattigung

ZU.

Bei einem pO, 90-100 mmHg (12,0-13,3 kPa) ist das Hamoglobin zu >95% mit O, gesattigt.
Bei einem arteriellen pO, von 60 mmHg (8,0 kPa) betragt die O,-Sattigung immer noch 90%.
Der flache Verlauf im oberen Teil der Bindungskurve (Abbildung 8) wirkt sich glinstig auf die
Aufnahme von O, auf, da selbst bei Erniedrigung des pO, (Hypoxie) eine hohe O,-Sattigung
gewahrleistet bleibt.

Im Mittelteil (10-60 mmHg; 1,33-8,0 kPa) verlauft die Kurve steil. Dies ist von Vorteil fir die
Abgabe von O, bei relativ hohen Partialdrucken, da eine bessere Abgabe in das umgebende

Gewebe ermoglicht wird.
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Die Affinitdt von Hb zu Sauerstoff wird durch allosterische Effektoren, beim Vogel sind das
die organischen Phosphate IP5, ATP und 2,3-DPG, reguliert. Durch Bindung an das
Desoxyhamoglobin erfolgt eine Stabilisierung der Quervernetzung der Polypeptidketten und
senkt so die Affinitdt zum Substrat Sauerstoff. Die Affinitdt von Hb zu Sauerstoff wird durch
den Psg-Wert charakterisiert. Pso-Wert gibt an, bei welchem O,-Partialdruck die Zentren des
Hamoglobins zu 50% mit Sauerstoff besetzt sind. Je niedriger der Pso-Wert, desto hdher ist
die O.-Affinitat (Stryer, 2003; Stevens, 1996).

Decker (2002) untersuchte die Gehalte an 2,3-DPG im Blut von Hihnerembryonen und
bestatigte Ergebnisse andere Autoren (Bartlett und Borgese, 1976; Borgese und Meldolesi,
1976; Isaacks et al., 1976). Es findet ein Wechsel im Muster der organischen Phosphate
vom starkeren allosterischen Effektor (ATP) zum schwacheren allosterischen Effektor (2,3-
DPG) ab D14 statt und damit eine hdhere Sauerstoffaffinitat zum Hamoglobin (Isaacks et al.,
1976). Der Blut-Gas-Status des Embryos wird verbessert. Der Ausldser fir den Wechsel ist
die zunehmende Hypoxie im letzten Inkubationsdrittel. Nach dem internal pipping (i.p.) an
D19 kehrt sich das Muster wieder zugunsten des starkeren allosterischen Effektors um.

Die embryonalen Hamoglobine weisen wie bei den meisten Tierarten bisher beschrieben, so
auch beim Huhn, eine hohere Sauerstoffaffinitat auf, als die adulten Formen. Der Bohr-Effekt
ist bei den Adulten deutlicher ausgebildet. (Cirotto und Arangi, 1989; Baumann et al., 1982;
Cirotto et al., 1975). Als Bohr-Effekt wird die Abhangigkeit der O,-Bindung an das

Hamoglobin vom pH und vom pCO, bezeichnet.

Der Embryo hat gegenuber dem Adulten hdhere kompensatorische Md&glichkeiten, einem
ansteigenden Bikarbonatgehalt entgegen zu wirken. Der pCO,-Gehalt erhdht sich (wie oben
bereits erwahnt) mit fortschreitender Entwicklung. Trotz dieser Erhéhung wird im Embryo der
Blut-pH auf gleich bleibendem Niveau gehalten. Ermdglicht wird diese kompensatorische
MalRnahme durch einen steigenden Bikarbonatgehalt (Dawes und Simkiss, 1971). Verandern
sich fir den Embryo die Umweltbedingungen (mangelnder Sauerstoff in der Umgebung), so
steigt der HCO3-Gehalt rapide an, damit verbunden ist auch ein Anstieg im Base Excess
(Dawes und Simkiss, 1971). Dawes und Simkiss (1971) vermuten, dass dieser
kompensatorische Mechanismus nicht durch die Niere bewerkstelligt wird, sondern durch

Resorption von Mineralien aus der Eischale.
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2.2 Die Zusammensetzung der embryonalen Flussigkeiten

2.2.1 Ausgewabhlte Inhaltsstoffe der Amnionfliissigkeit

Uber die Elektrolyte wird der Wasserhaushalt des Embryos einschlieRlich seiner

flussigkeitsgeflllten Héhlen in Balance gehalten (Simkiss, 1980).

Zahlreiche Studien zur Zusammensetzung der Amnionflussigkeit zeigen die
unterschiedlichsten Konzentrationen an einzelnen Inhaltstoffen. Deren Funktionen sind
wesentlich fir den Flissigkeitshaushalt. So ist z.B. das Chlorid-lon (CI) entscheidend an der
Bildung der Amnionfliissigkeit beteiligt (Baggott, 2001; Faber et al., 1973).

Das embryonale Herz ist in der friilhen Entwicklungsphase der Amnionflissigkeit ausgesetzt.
Die Amnionflissigkeit hat bis D12 die gleiche lonenzusammensetzung wie das Blut (Harsch
und Green, 1963). Danach ergeben sich signifikante Verschiedenheiten in der
Zusammensetzung fur K*, Na* und CI" in der Blut- und Amnionflussigkeit (Harsch und Green,
1963).

Ab D11 kommt es durch die Ruptur der seroamniotischen Platte zum Eiweil3einstrom in die
Amnionhdhle, so dass sich ab diesem Inkubationstag die Zusammensetzung dieser
Flissigkeit andert. Weiterhin zu beachten ist die Verschmelzung des Amnions mit der

Chorioallantoismembran ab D 13/14.

Die Amnionmembran ist wahrend der frihen Entwicklungsphase dinn, nimmt jedoch an
Gewicht zwischen D9 und D14 von 0,07g auf 0,31g zu (Adolph, 1967).

Wie die Regulation der Amnionflissigkeit im Zusammenhang mit den umgebenden
Kompartimenten erfolgt, ist nicht bekannt. Es handelt sich allerdings um aktive Vorgange der

Sekretion, Absorption oder um passive, wie z.B. des einfachen Abflusses (Adolph, 1967).

Eine umfassende Zusammenstellung ausgewahlter Inhaltsstoffe der Amnionfliissigkeit (des

Blutes und der Allantoisflissigkeit) ist in der nachfolgenden Tabelle aufgefihrt (Tabelle 1).
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2.2.2 Ausgewahlte Parameter des Blutes

Aus mehreren Arbeitsgruppen liegen Ergebnisse zu Blutgase vor. In der nachfolgenden

Tabelle wurde ein Uberblick tiber die vorhandenen Daten zusammengestellt (Tabelle 2).

Aus diesen Daten geht hervor, dass Unterschiede in der Zusammensetzung der
Gasparameter zwischen dem Blut und der Amnionflissigkeit bestehen (Boutilier, 1977:

Amnionflissigkeit um 6,7; Blut um 4,4).

Dawes und Simkiss (1971) beobachteten einen altersabhangigen Anstieg des pH (D12 7.37,
D17 7,40), wohingegen Baumann und Meuer (1992) einen altersabhangigen Abfall
ermittelten. Einen gleich bleibenden pH dagegen fanden Boutilier et al. (1977) und Hihnke
(2003) in ihren Untersuchungen.

Alle Autoren ermittelten einen Abfall fir pO, und einen Anstieg fir pCO, Uber den

Inkubationszeitraum.

In Untersuchungen von Hihnke (2003) nahm die Sauerstoffsattigung des Blutes aus der
Chorioallantoisvene unter der Bedingung eines verminderten Sauerstoffgehaltes im zweiten
bzw. dritten Inkubationsdrittel ab. Dagegen lag dieser unter Kontrollbedingungen an den
Untersuchungstagen D14, D16 und D18 konstant bei 96%. Unterschiedliche Sattigungen im
Blut fand Baumann, wenn das Blut aus verschieden lokalisierten Gefallen gewonnen wurde
(Tabelle 2).
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Tabelle 2: Blutgasparameter verschiedener Autoren

Autor Tierart Unter- pH pO, | pCO, | sO, [HCO;
suchungstag [kPa] [kPa] [%] [mmoll]
Dawes Gallus ga.IIus
f. domestica Blut D12 7,370 4,12
und D13 7,387 4,99
Simkiss D14 7,353 6,48
(1971) D15 7,360 6,25
D16 7,414 6,32
D17 7,405 6,71
D12 9%CO, 7,231 11,68
D13 9%CO, 7,265 11,36
D14 9%CO, 7,333 11,13
D15 9%CO, 7,304 12,68
D16 9%CO, 7,296 11,47
Gallus gallus
Boutilier |f. domestica Blut D8 7,47 9,35 1,57 9,07
etal. D10 7,42 8,65 | 2,06 10,55
(1977) D12 7,43 7,39 | 3,32 17,55
D14 7,35 5,24 | 4,24 18,65
D16 7,40 481 | 4,75 24,68
D17 7,41 4,58 | 3,89 20,55
D18 7,46 511 3,95 22,51
Amnion-
flissigkeit D8 6,84 | 11,36 | 1,65 2,43
D10 6,66 | 10,52 | 1,89 1,83
D12 6,60 | 11,73 | 3,61 2,90
D14 6,62 9,55 | 3,75 5,64
D16 6,63 9,05 | 4,64 4,83
D17 6,89 | 12,57 | 4,36 5,91
Gallus gallus | vitelline
Baumann | f. domestica Vene D4 8,00 8,53 89
und D6 7,89 10,8 > 95
Meuer vitelline
Arterie D4 7,80 6 37
(1992) D6 7,66 6,53 25
Jugularvene | D4 7,64 3,87 22
D6 7,42 4,72 12
Gallus gallus | Chorioallan-
Hiihnke |f. domestica toisvene D14 K* 7,61 10,19 | 2,99 | 96,84
(2003) D16 K* 7,53 8,08 | 4,84 | 96,80
D18 K* 7,52 5,91 5,61 | 96,38
D14; SM** von
D6-12 7,61 10,41 | 3,11 | 97,40
D16; SM** von
D6-12 7,56 8,07 | 4,48 | 96,40
D18 SMTDO- 1 749 | 637 | 560 | 89,40
D14 SM™D12-1 755 | 914 | 2,54 | 96,08
Versuchsende
D16 SM™D12-1 754 | 770 | 311 | 91,58
Versuchsende
D18 SM™D12-1 754 | 655 | 3,04 | 87,40
Versuchsende

* K = Kontrolle

** SM= Sauerstoffmangel (15% O)
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2.3 Membranen als Barrieren

Aus den bisherigen Ausflihrungen ist abzuleiten, dass im sich entwickelnden Hihnerembryo

drei Barrieren bestehen:
> Blut — Allantois — Barriere

> Blut — Amnion — Barriere

» Allantois — Amnion — Barriere.
Sie trennen die Blutflissigkeit, die Amnionflissigkeit und die Allantoisflissigkeit voneinander.

Zwischen D13/14 fusionieren die Amnionmembran und die Allantoismembran. Zwischen
beiden Epithelien verlaufen kleine Gewebe mit BlutgefalRen und lymphatischen GefalRen. Der
Austausch der Metabolite zwischen Amnion und Allantois erfolgt via Blut- und Lymphgefal3e.
Amnion- und Allantoisepithel sind nicht innerviert, so dass die Regulation wahrscheinlich
hormonell gesteuert wird. Welche Hormone mit welcher Wirkung involviert sind und Uber

deren moglichen Wege ist in der Literatur nicht beschrieben.

Bei Saugetieren, einschliellich des Menschen, erfolgt der Urinfluss direkt in die
Amnionflissigkeit. Im Gegensatz dazu berichtet ten Busch et al. (1997a) beim Vogel, dass
die Passage von Urin in die Allantoisflissigkeit erfolgt. Die Allantoisflissigkeit ist daher
funktionell  gleichzusetzen mit der Amnionflissigkeit der  Saugetiere. Die
lonenkonzentrationen muissen durch die Barrieren erhalten werden, um Belastungen des

Stoffwechsels bis hin zu Vergiftungen zu vermeiden.

Die Zusammensetzung von Plasma, Amnionflissigkeit und Allantoisflissigkeit ist
verschieden und spezifisch fur jedes Kompartiment (Blasius, 2006; Piechotta et al., 1998;
Murphy, 1997; ten Busch et al., 1997b; ten Busch et al., 1997a; Romanoff, 1967; Abramovici,
1966; Harsch und Green, 1963; Romanoff, 1960; Smoczkiewiczowa, 1959). Verglichen mit
dem Plasma und der Allantoisflissigkeit ist die Amnionflissigkeit hauptsachlich hyporeguliert
(ten Busch et al., 1997b).

Die Allantoismembran ist ein respiratorisches Organ. Die Amnionhdhle ist Ort des
Metabolismus sowie Sammelort von Messengersubstanzen und Hormonen (Epple, 1997). In
unterschiedlichen Konzentrationen kommen in allen drei Flissigkeiten freie Catecholamine,
sulfatierte Catecholamine, konjugierte Steroide, Aminosauren, Glucose, Thyroxine,

Trijodothronine, freie Steroide und Aminosauren vor (Epple, 1997; ten Busch et al., 1997b).

Neben den von Epple et al. (1992) berichteten unterschiedlichen Konzentrationen der
Catecholamine Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin in der Amnionflissigkeit und im
Plasma, =zeigten auch Toénhardt et al (1995) und Tomaschek (1997) einen

Konzentrationsunterschied zwischen Allantoisflissigkeit und Plasma. Gill et al. (1994)
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bestatigte diese festgestellten Unterschiede zwischen Amnionflissigkeit und Plasma. Die
Catecholamine in der Amnionfliissigkeit lagen deutlich unter denen der Allantoisflissigkeit.
Damit konnte die sehr effektive amniotische Barriere fir die freien Catecholamine
nachgewiesen werden. Ferner konnte das Vorhandensein einer fast absoluten amniotischen

Barriere fUr sulfatierte Catecholamine nachgewiesen werden.

Auch fir Aminosauren und deren abgeleiteten Verbindungen konnte Epple (1997) eine
Barrierefunktion feststellen. Finf von sechs Aminosduren zeigten an D13/14
unterschiedliche Konzentrationen in den einzelnen Kompartimenten. Die sechsmal hdhere
Konzentration von Beta-Alanin und 2,8mal hdhere Konzentration von Taurin in der
Allantoisflissigkeit gegenuber dem Plasma lasst vermuten, dass der Allantoisflissigkeit eine

Depotfunktion zukommt.

Bereits 1943 konnte Walker anhand der Leitfahigkeit der Allantois- und der Amnionflissigkeit
einen Unterschied in der Zusammensetzung der Kompartimente feststellen. In der
Allantoisflissigkeit verandert sich die Leitfahigkeit aufgrund der metabolischen Endprodukte
aus der sich entwickelnden Niere. Eine Leitfahigkeitsveranderung konnte auch in der
Amnionflissigkeit festgestellt werden. Diese beruht jedoch auf dem einstrémenden Albumin

nach dem Riss der seroamniotischen Platte an D11.

2.4 Ausgewahlte Inkubationsparameter

2.4.1 Sauerstoff

Sauerstoff ist ein Umweltfaktor, der wahrend der Untersuchung einfach, exakt und

wiederholbar zu dosieren ist.

Der Austausch der Gase Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid Uber die Eischale wird mit dem
FICK’schen Diffusionsgesetz und den effektiven Poren in der Eischale beschrieben (Pagnelli,
1980; Wangensteen und Rahn, 1970; Wangensteen et al., 1970). Zum Austausch tragt die

unmittelbar umgebende Ventilation bei (Rahn et al., 1977).

Ein Mangel von Sauerstoff in der Inkubationsluft fuhrt nachweislich zu Reaktionen im
Embryo. Viele Arbeitsgruppen haben bereits Erkenntnisse darlber erzielt, wie sich der
Vogelembryo den gegebenen veranderten Bedingungen anpasst (Huhnke und Ténhardt,
2004; Ivnitski-Steele et al., 2004; Decker, 2002; Mulder et al., 2000; Ruijtenbeek et al., 2000;
Tzschentke und Basta, 2000; Tazawa und Mochizuki, 1977; Tazawa et al., 1971).

Tritt ein Mangel an Sauerstoff auf, unabhangig welcher Ursache, so hat dies Auswirkungen
auf den Energiestoffwechsel des Embryos. Besonders kritisch stellt sich dabei die

unterschiedliche Entwicklung der einzelnen Organe dar (Dzialowski et al., 2002; Burggren,
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1999; Stock und Metcalfe, 1987; McCutcheon et al., 1982; Smith et al., 1969). Der Embryo
ist in der Lage, dem Sauerstoffmangel in einem gewissen Umfang Uber verschiedene
kompensatorische Malinahmen entgegenzuwirken. Zum einen kann die Kapillardichte in der
Chorioallantoismembran erhéht werden. Der verminderte Sauerstoffgehalt ist dabei
Stimulator fur die Angiogenese. Zum anderen kann auch der prozentuale Anteil der
Erythrozyten am Gesamtblut, der als Hamatokrit bezeichnet wird, erhdht werden. Nach einer
induzierten verminderten Sauerstoffzufuhr vor Tag 13 erhdht sich ebenfalls der Hamatokrit
(Dzialowski et al., 2002). Physiologisch wird diese kompensatorische MalRnahme ab dem 13.
Inkubationstag genutzt, wenn die Chorioallantoismembran als Austauschflache ihre

maximale Grofle erreicht hat.

Neben den Veranderungen zur Steigerung des Sauerstoffstransportes werden auch die
Blutgase beeinflusst. Wird die maximale Austauschflaiche, die durch die Eischale
vorgegeben ist, verkleinert oder ist der maximale Gasaustausch erreicht, erhdht sich der
arterielle Kohlenstoffdioxidpartialdruck. Mit dieser Erhéhung steigt der Plasma-Bikarbonat-
Spiegel. Das dafiir bendétigte Bikarbonat wird aus der Schale und der Niere bezogen
(Freeman und Vince, 1974). Die Folgen sind negativer Einfluss auf die Entwicklung der
Nieren und die Stabilitédt der Eischale. Damit verbunden ist ein 6konomischer Verlust fur den

Produzenten.

Auch die Catecholamine erfahren eine Anderung ihrer Konzentration unter
Sauerstoffmangel. So wird gegen Ende der Inkubationszeit vermehrt Noradrenalin
ausgeschittet, da es zum Erhalt des Blutgasstatus beitragt. Auch bei akutem
Sauerstoffmangel vor Ende der Inkubationszeit wird eine Erhéhung der Konzentration von
Noradrenalin festgestellt. Noradrenalin hat weiterhin die Aufgabe, eine Engerstellung der
GefalRe und eine Umverteilung des Blutvolumens zugunsten von Herz, Gehirn und

Chorioallantoismembran zu bewirken. (von Blumroder und Tonhardt, 2002)

2.4.2 Temperatur

Der Hihnerembryo ist aufgrund seiner Entwicklung auerhalb des Mutterleibes auf exogene
Warmezufuhr angewiesen. Eine optimale Entwicklung ist gewahrleistet, wenn die

Inkubationstemperatur um 37,5°C liegt.

Mit zunehmenden Wachstum des Hihnerembryos steigt die Eiinnentemperatur auf Grund
des erhohten Metabolismus und erreicht einen Wert von 2°C lber der Inkubationstemperatur
(Tazawa und Rahn, 1986).

Je nach Entwicklungsstand fihren Temperaturdanderungen zu unterschiedlichen Reaktionen
im Embryo. Huhnerembryonen an frihen Entwicklungstagen zeigen eine hdhere Toleranz

gegenlber einer Temperatursenkung als altere Hihnerembryonen. So zeigen Tazawa und
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Rahn (1986), dass es bei einer Inkubationstemperatur von 8°C bei Hilhnerembryonen an D6
nach 24 Stunden zu Herzstillstand kommt, wohingegen bereits nach 7 Stunden am D20 der

Herzstillstand eintritt.

Wird die Umgebungstemperatur erhéht oder abgesenkt, so tritt unmittelbar eine Erhéhung

bzw. eine Absenkung der Korpertemperatur ein (Holland, 1998).

Die Veranderungen der optimale Inkubationstemperatur haben je nach

> Art: Erh6hung oder Absenkung
» Ausmal: extrem oder moderat, oder
» Dauer: kurzzeitig (<24h) oder langzeitig (>24h)

unterschiedliche Auswirkungen auf den Entwicklungsgrad des Embryos zum Zeitpunkt der
Temperaturanderung (Klemm, 2002). Eine langfristige Absenkung der Inkubationstemperatur
hat eine verléangerte Brutzeit zur Folge (Winar, 2006; Booth und Rahn, 1991) und damit eine
Verzégerung der  Entwicklung. Umgekehrt zeigen Embryonen im  frihen
Entwicklungszeitraum eine niedrige Toleranz gegeniber einer Erhdhung der
Inkubationstemperatur (French, 1997; Romanoff et al., 1938). Die Schlupfrate sinkt, wenn die
Temperatur fir 6 Tage um 1°C wahrend der ersten oder zweiten Woche der Inkubation
erhdht wird. Keine Auswirkungen auf die Schlupfrate zeigte sich bei einer kiirzeren Dauer

der Temperaturerhéhung (French, 1997).

2.5 Regelkreis und Adaptation

Alle beschriebenen Anderungen koénnen verallgemeinert mittels des Regelkreises erklart
werden. Im Organismus sind Regelungsvorgange zur Konstanthaltung von Zustandsgrofien
gegen Storungen wesentlich. Die ,Homobostase® bezieht sich auf Regelungsvorgange, in
welchem der Organismus seine Bedingungen auf den optimalen Zustand einstellt und diesen
erhalt. Die biologischen Regelungsvorgange lassen sich durch die physikalische

Regelungslehre beschreiben.

25



2. Literaturtibersicht

Der Regelkreis besteht aus einer Regelgrofe, Regelstrecke, Fuhler, Istwert, Flihrungsgrofie
und dem Sollwert (Abbildung 9).

Fiihrungs- Die RegelgréBe beschreibt dabei den
grofe Zustand, der konstant gehalten werden soll.

Die Regelstrecke ist die Einheit, an der der

MelReinrichtung, dem Fihler, wird der

l Zustand gehalten wird. Uber eine

Regler

augenblickliche Wert, der dem Istwert
l entspricht, gemessen. Dieser Istwert wird

—

Istwert Stellgrate dann mit dem Sollwert verglichen. Sind diese

beiden Werte unterschiedlich, so liegt eine

Regelabweichung vor. Der Regler berechnet
Regel- Stell- _ } } _ _
groRe glied die StellgroRe, Uber die das Stellglied

strecke
3

\ Storgrofie

Fiihler die Abweichung zwischen Istwert und

<l Regel- korrigierend auf die Regelgréle einwirkt, bis

der Istwert und der Sollwert Ubereinstimmen.

Die StorgrolRe beschreibt den Einfluss, der

Sollwert verursacht (Schmidt und Thews
Abbildung 9: schematische Darstellung des einfachen ( ’

Regelkreises 1 997).
Der Regulationsvorgang ist nicht starr zu verstehen. Nach Einwirkung einer Stdrung
verschieben sich Istwert und Sollwert voneinander. Innerhalb eines bestimmten Zeitraumes
vollzieht sich der Regulationsvorgang oszillierend, bis sich der Istwert und der Sollwert an die
alte FUhrungsgréRe angeglichen haben. Dieser Mechanismus beschreibt den
Regulationsvorgang nach Einwirkung eines kurzen Stressors (Abbildung 10). Weitere

Ausgleichsmoglichkeiten bestehen in dem Vorgang der Adaptation.

Regulationsgrofe

b e e Regelgrdfe

Stirung Stirgrife als
Istwert Adaptationsreiz
720 AN SO nusta i I

/\\//\ Regelbereich ) Erweiterter
\ f— Regelbereich
nach Adaptation
i~~——— Regulationsvargan —~’! Regelbereich
s gang Sollwert vorgAdaplauonl Solwert = _/c—::

Aufbau der Adaptation  Zustand der Adaptation

Kompensationsbereich

Abbildung 10: Wiedereinstellung des Sollwertes nach Abbildung 11: Regelbereich vor und nach Adaptation
kurzzeitiger Stérung
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Als Adaptation bezeichnet man die Fahigkeit eines Organismus sich an veranderten
Umweltbedingungen anzupassen, ohne dass dies mit dem Erbgut, der DNA, auf
nachfolgende Generationen Ubertragen wird. Das heil3t, es kommt zu einer Einstellung eines

anderen Funktionsniveaus von bleibendem Charakter (Abbildung 11).

Speziell wird anhand von zeitlichen Reaktionen des Organismus auf einen Reiz die
Adaptation in verschiedene Phasen eingeteilt:

» Die schnellste Phase dauert Sekunden bis Minuten, hier spricht man von einer
kurzfristigen Antwort. Auf der systemischen Ebene werden Sauerstoffsensoren
angesprochen und der Reiz Uber das vegetative Nervensystem weitergeleitet. Infolge
dessen kommt es zu einer besseren Sauerstoffversorgung durch vorhandene
Kapazitaten (Michiels, 2004).

» Innerhalb von Minuten bis Stunden, die Phase der mittelfristigen Antwort, kommt es

zur Anderung und Neuordnung auf der Zell- und Gewebeebene.

» Innerhalb von Stunden und Tagen, der langfristigen Antwort, kommt es zur
Anpassung auf molekularer Ebene mit einer gesteigerten Genexpressionsrate. Es
kommt zu einer Erhéhung des Transportes und Verteilung von Sauerstoff durch eine

effizientere Vaskularisierung (Michiels, 2004; Pilkis und Granner, 1992).

Adaptationsmechanismen infolge eines anhaltenden O,-Mangels werden auf zellularer
Ebene ausgebildet. Es kommt zur Stérung der Energiebereitstellung und damit zu Stérungen
der mechanischen, chemischen und osmotischen Arbeit der Zellen. Die Resorptions- und
Sekretionsfunktionen, Synthesefunktionen und Kontraktionen der einzelnen Zellen sind
eingeschrankt. Um daraus resultierende Stérungen bzw. den Zelltod zu verhindern, setzen
Schutzmechanismen ein. Als erster Schritt wird der Energieverbrauch durch Hemmung der
Na'/K'-ATPase, der Ca?-ATPase und der Proteinsynthese eingeschrankt. Glykolytische
Enzyme werden durch Erhéhung der HIF-1a exprimiert. Es kommt daraufhin zur Vermehrung
von Myoglobin und Enzymen des Zitratzyklus und der Atmungskette in den Muskelfasern.
Ergebnis dieser Steigerung ist der Schutz der Zellen vor Hypoxie-bedingten Schadigungen

durch Steigerung des anaeroben Metabolismus (Mairbaurl, 2000).
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2.6 Zusammenfassung

Die ausgewahlte Literatur zur Morphologie der embryonalen Hillen und zum Gas-,
Elektrolyt- und Metabolitenstatus der Amnionflissigkeit und des Blutes zeigt, dass wenig
aktuelle Forschungsergebnisse zum Vogelembryo vorliegen. Weiterhin ist aus der Literatur
wenig bekannt Uber den Zusammenhang zwischen der Blut- und der AmnionflUssigkeit und
damit verbunden {ber die Funktionsbeeinflussung der Membranen bei veradnderten

Inkubationsbedingungen wie Sauerstoffmangel und/oder erhdhte Temperatur.

Das ausgewahlte zweite Inkubationsdrittel fir Veranderungen des Sauerstoffgehaltes
und/oder der Inkubationstemperatur ist von Dzialowski (2002) als ein kritisches Fenster in
der Entwicklung des Hihnerembryos gegeniber diesen Inkubationsbedingungen

charakterisiert worden.

Daraus leitete sich die Aufgabe ab, zu prifen, ob es nach Veranderungen des
Sauerstoffgehaltes und/oder der Umgebungstemperatur zu Veradnderungen im
Elektrolythaushalt, Metabolitstatus, Gasstatus in den Flissigkeiten oder bei morphologischen

Parametern kommt.

Aussagen Uber den Erhalt oder die Stérung der Homobostase bei Beeinflussung der
Inkubation kénnen dazu beitragen, ursachliche Zusammenhange mit Krankheiten im adulten

Stadium der Tiere zu finden (Aszites, Herzerkrankungen).
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3. Material und Methode
3.1 Eier

Fur die Durchfihrung der Versuche wurden SPF-Eier der Rasse ,White Leghorn“ der Fa.
Lohmann Tierzucht GmbH verwendet. Bei der Auswahl der Eier wurde Wert auf gleiches
Gewicht und gleiches Herdenalter gelegt. Nach Erhalt der Eier wurden diese fiir 24h bei ca.
15°C gelagert. Danach wurden die Eier zufallig in Gruppen eingeordnet, beschriftet und in

den Inkubator eingelegt.

3.2 Aufzucht der Legehennen

Die SPF-Valo Hihnereier stammen von 20-45 Wochen alten Muttertieren. Die Aufzucht der
Muttertiere der Rasse ,White Leghorn® wurde von der Fa. Lohmann Tierzucht GmbH nach
einem Standard-Aufzuchtsprogramm durchgefihrt. Zur Erndhrung der Legehennen wird ein
vierphasiges Huhnerfutter verabreicht, welches zur Keimreduzierung dampfbehandelt wurde.
Die Futterration wurde in Abhangigkeit vom Beleuchtungsprogramm gewahlt und dem
Korpergewicht und dem Alter entsprechend verfittert. Die Beleuchtung erfolgt kiinstlich in
Dunkelhdusern. Das Beleuchtungsprogramm wurde dem Alter und weiteren Bedingungen
(Temperatur, Luftfeuchtigkeit) angepasst. Bei den Kiken wechseln sich kurze Hell- und

Dunkelphasen ab, welche mit zunehmendem Alter langer wurden.

3.3 Inkubation

3.3.1 Inkubatoren

3.3.1.1 Hemel SKR 168

Fur die Bebritung der Hihnereier unter Normbedingungen wurde ein computergesteuerter
Brutschrank mit vollautomatischer Rollenwendung, Ventilator- und
Luftfeuchtigkeitsregulierung verwendet. Die Vorteile dieses Inkubators sind die
gleichbleibenden Bedingungen wéhrend der gesamten Bebritungszeit, da nur jeweils zum
Umlegen der Eier die Brutschranktir gedéffnet wurde. Wahrend die Kontrolle (K) und die
Gruppe mit dem kurzfristigen Sauerstoffmangel (fir 15 min 10% O, und 90% N, = kSM) die
gesamte Zeit in dem Brutschrank verblieben, wurden die Gruppen unter chronischen
Sauerstoffmangel (15% O, und 85% N, = SM) zwischen D6 und D12 sowie die Gruppen
unter Hyperthermie (39,5°C = HT) und unter Sauerstoffmangel und Hyperthermie (15% O,
und 85% N, und 39,5°C = SM&HT) zwischen D8 und D12 in Flachenbritern umgelegt.
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3.3.1.2 Hemel Thermalplastik-Flachenbriiter

Im Inkubationszeitraum zwischen D6 und D12 wurde die Gruppe SM, und zwischen D8 und
D12 die Gruppen HT und SM&HT in Flachenbritern mit vollautomatischer Wendung
umgelegt. Die Flachenbriter wurden so manipuliert, dass es einen separaten Zufluss fiir das
Sauerstoff-Stickstoffgemisch gab und Uber einen weiteren separaten Zugang die Kontrolle
des sauerstoffarmen Zustandes erfolgte. Um den sauerstoffarmen Zustand von 15%
Sauerstoff aufrechtzuerhalten, wurde fiir den Zeitraum D6 bis D12 der Inkubator luftdicht

versiegelt.

3.3.2 Gas-Misch-Druck-Regelung

Die hypoxische Inkubationsbedingung wurde mittels Stickstoff-Sauerstoffgemisch erreicht.
Die Regelung des Gasdruckes erfolgte Uber einen Druck-Mess-Regelgerat der Fa.
Bronkhorst-Mattig.

3.3.3 TFA Klima-Logger

Die Aufzeichnung der Temperatur und der Luftfeuchtigkeit der einzelnen Inkubatoren erfolgte
mit einem Klima-Logger der Fa. TFA-Dostmann. Dieser Klima-Logger verfiigt tber eine
Basisstation und vier weitere Sensoren. Von der Fa. TFA-Dostmann wurde der Klima-Logger

mit den Sensoren einer Kalibrierung in einer Klimakammer unterzogen.

Eine Auswertung erfolgt Uber die RS 232 Schnittstelle mittels Computer. Zur Aufbereitung
und Auswertung der Daten diente die mitgelieferte Software: Data-Recorder mit

nachfolgender Konvertierung nach Microsoft Excel.
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3.4 Blut- und Amnionfllissigkeitsanalyse

3.4.1 Blut- und Amnionfliissigkeitstanalyse mittels Radiometer Copenhagen ABL 605°®

Vor jedem Untersuchungstag wurde eine Qualitatskontrolle des Gerates Radiometer
Copenhagen ABL605® durchgefilhrt, um die Zuverlassigkeit der gewonnenen Daten zu

sichern.

Uber einen extern angeschlossenen Laptop wurden die Daten vom Analysegerét zur

Aufzeichnung gesendet.

Das Analysegerat ,ABL 605“ setzt sich aus den beiden Einzelgeraten ,ABL 500“ und ,EML

100" zusammen.

Abbildung 12: Radiometer Copenhagen ABL 605°

3.4.1.1 Radiometer Copenhagen ABL™ 500°
Das ,ABL™ 500®“ (ABL 500) ist primar zur Anwendung an Menschenblut bestimmt. Da sich

das Blut von Tieren (und das der Tiere untereinander) in seinen spezifischen Bestandteilen
und Konzentrationen von dem des Menschen unterscheidet, missen abgeleitete Parameter
mit Hilfe spezifischer Formeln fiir die untersuchten Arten gesondert berechnet werden. Dies

gilt besonders fur die Erythrozyten des Geflligels, die einen Zellkern enthalten.

Das ,ABL 500 misst den pH-Wert, den Kohlenstoffpartialdruck pCO, und den
Sauerstoffpartialdruck pO..
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Das Blutgasmessgerat besteht aus einer Nasssektion, einer Basiseinheit, einer
Computereinheit, einer numerischen Tastatur und einer Kontrollstation. In der Nasssektion
befindet sich die thermostatisierte Messkammer mit pH-, pCO,- und der pO,-Elektrode sowie
einer Bezugselektrode. In dieser Messkammer werden die wahrend der Messungen oder
Kalibrierungen benutzten Flissigkeiten und Gase auf eine Temperatur von 37°C +/- 0,1°C
eingestellt, um die korrekten Messbedingungen einzuhalten. Die Nasssektion ist von der
Basiseinheit getrennt. Dort erfolgt der Lésungs- und Probentransport. Uber die Basiseinheit
mit Gasmischer erfolgt die elektronische Steuerung der Nasssektion. Die Kommunikation

zwischen Benutzer und dem Messgerat ,ABL 500“ erfolgte Uber eine Kontrollstation.

3.4.1.2 Radiometer Copenhagen EML 100™ Electrolyte Metabolite Laboratory®

Auch der ,EML100“ ist primar zur Anwendung fir Menschenblut und -urin bestimmt.

Wenn Tierblut oder -urin analysiert werden, missen die abgeleiteten Parameter separat
berechnet werden. Dazu werden Spezies- spezifische Formeln eingesetzt, die vom Gerat
vorgegeben sind.

Messbare Parameter sind:

Kaliumionen-Konzentration in Plasma [K]
Natriumionen-Konzentration in Plasma [Na®]
Konzentration von ionisiertem Kalzium im Plasma [Ca**]
Chloridionen-Konzentration in Plasma [CI']

Lactatkonzentration im Plasma [Lactat’]

YV V V VYV VYV V

Glucosekonzentration im Plasma [Glucose]

Das Gerat besteht aus Messstation mit Nasssektion, Basisstation und der Tastatur mit
Display. In der Nasssektion befinden sich die Lésungen, die Pumpen sowie die
thermostatisierte Einheit mit den K*-, Na*-, Ca?'-, CI-, Lactat- und Glucose-Elektroden. Die

Basiseinheit enthalt die Elektronik zur Steuerung der Nasssektion.

3.4.1.3 Laptop

Ein Laptop wurde extern als digitales Aufzeichnungsgerat an das ,ABL 605" angeschlossen.
Die verwendete Software ist Microsoft Hyperterminal, welche die ausgegebenen Signale als

ASCII-Code empfangt und als Text-Datei speichert.
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3.5 Versuchsgruppeneinteilung und Inkubationsbedingungen

SPF-Eier unterschiedlicher Inkubationszeit, die kirzeste

Inkubationsdauer betrug 10 Tage (D), die langste 20 D. Die Inkubationszeit startete, sobald

Untersucht  wurden

alle Eier in den Inkubator eingelegt waren mit DO.
Der Behandlungszeitraum erstreckte sich von D6 bis D12.

In Vorversuchen flhrten héhere Temperaturen (40°C) und Sauerstoffmangel in der kritischen
Phase (D6 — D12) zu einer erhdhten Mortalitdt. Aus dieser Erkenntnis heraus wurde
entschieden, die Inkubationstemperatur in den hyperthermen Gruppen (HT und SM&HT) um

0,5°C zu erniedrigen und den Zeitraum des Einflusses auf 4 Tage zu verkirzen.

Tabelle 3: Versuchsgruppeneinteilung

Versuchsgruppen Kondition Dauer Tag der Entnahme der Blut- und
Amnionproben
n=[Blut; Amnionflissigkeit; Organ]
D10[00;17;10] D12[07;10;10]
K 21% O,
21 Tage D14[10;10;13] D16[10;15;15]
= Kontrolle 37,5°C
D18[10;15;15] D20[09;00;15]
D10[00;12;10] D12[08;05;11];
SM 15% O, 6 Tage
_ D14[08;15;08] D16[10;07;15]
= chronischer Sauerstoffmangel 37,5°C D6-D12
D18[08;08;10] D20([10;00;13]
D10[00;07;25] D12[07;07;15]
HT 21% O, 4 Tage
. D14[09;07;15] D16[10;15;15]
= Hyperthermie 39,5°C D8-D12
D18[08;10;15] D20[07;00; 09]
SM&HT D10[00;07;07] D12[10;10;15]
15% O, 4 Tage
= chronischer Sauerstoffmangel D14[07;07;07] D16[10;07;15]
. 39,5°C D8-D12
und Hyperthermie D18[07;07;07] D20[08;00;12]
D10[00;07;07] D12[07;07;07]
KSM an D10;D12; D14[07;07:07]  D16[07;07;07]
10% O D14:D16;D18 .07 .00-
= kurzfristiger 0 V2 D18[07;07;07] D20[07;00;07]
375°C und D20
Sauerstoffmangel . , unmittelbar nach Beendigung des
fur15 Minuten
Sauerstoffmangels
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3.6 Gewinnung der Blut- und Amnionfliussigkeit

Abbildung 13: Eréffnung des Hiihnereies oberhalb der
Luftkammer und der Schalenmembran

Abbildung 14: Sicht auf GefalRe und Hihnerembryo nach
Entfernung der Schalenmembran

Abbildung 15: Inhalt des Eies nach dem Dekantieren in einer
Petrischale (Embryo D10 mit geschlossener
Amnionblase und Choroallantoisgefafl)
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Die Blutentnahmen zur Blutgas- und
Blutelektrolytbestimmung erfolgten aus der
Chorioallantoisvene. Aufgrund technischer
Schwierigkeiten (geringe GefalRdurchmesser
und geringe Volumina) an den Tagen 10 und
12 wurden die Proben von zwei
Hihnerembryonen eingesetzt. Aus einem
wurde Probenmaterial fir die Gasmessung
und aus dem anderen das Probenmaterial
fur die Elektrolytmessung gewonnen. Am
Tag 10 wurde ebenfalls wegen technischer
Schwierigkeiten keine Blutprobe gewonnen.
Am Tag 20 wurde aus entwicklungs-
physiologischen Grunden keine
Amnionflissigkeit enthommen, da sie bereits

resorbiert war.

Vor Eréffnung der Eischale wurden die Eier
durchleuchtet und der Verlauf der
Chorioallantoisvene  angezeichnet.  Die
Schale wurde dann ohne Beschadigung der
Chorioallantoismembran entfernt, die Vene
punktiert und das Blut in heparinisierten
Glaskapillaren aufgefangen. Die
Untersuchung der Blutgasparameter sowie
unmittelbar

der Blutelektrolyte erfolgte

danach.

Fir die Gewinnung von Amnionflissigkeit
wurden die zu untersuchenden Eier
geschiert und die Luftblase am stumpfen Pol
gekennzeichnet. Danach wurde das Ei in
vertikale Lage gebracht und vorsichtig Uber

der Luftkammer eréffnet (Abbildung 13).
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Nach Entfernung der &ulReren Membran und Loslésen von der Eischale (Abbildung 14),
wurde der Inhalt des Eies vorsichtig in eine Petrischale Gberfuhrt (Abbildung 15), ohne dabei
die Amnionblase zu zerstdéren. Mittels einer Pinzette wurde die Amnionhaut Uber dem
Embryo gegriffen und nach oben gezogen, so dass sich die Amnionhaut an dieser Stelle
vom Embryo ablést und eréffnet. Die angelegte Glaskapillare flllte sich aufgrund von

Kapillarwirkung. Die Amnionfliissigkeit wurde mittels ABL 605 analysiert.

3.7 Ermittlung morphologischer Parameter

3.7.1 Bestimmung der Kérpermasse

Ermittelt wurde das Korperfeuchtgewicht. Die Embryonen wurden dazu aus der Eischale
entfernt, sofort mittels Scherenschlag dekapitiert und nach Entfernen des Dottersackes
einschliel3lich der embryonalen Hillen mit einem Tupfer abgetrocknet. Dann folgte mit einer
digitalen Feinwaage die Gewichtsbestimmung. Am D20 war der Dottersack vom
Huhnerembryo vollstandig aufgenommen worden, so dass er bei der Gewichtsbestimmung

mit bertcksichtigt wurde.

3.7.2 Bestimmung des Herzgewichts

Nach der Bestimmung des Embryonengewichts wurden die Brust-Bauchhdhle entlang des
Sternums erdffnet und das Herz prapariert, die Aorten- und Gefalistimpfe vorsichtig entfernt

und das Gewicht mittels der digitalen Feinwaage bestimmt.

3.8 Datenerfassung, Datenaufarbeitung, Statistik

Die Datenerfassung erfolgte mittels elektronischer Datenaufzeichnung in ASCII-Code. Dieser

wurde dann in Microsoft Excel 2003 umgeschrieben.
Anschlielfend wurden die Daten mit dem SPSS Programm 12.0 ausgewertet.

Zur Berechnung der Signifikanz wurde der Median herangezogen, da er robuster ist, d.h.
unempfindlicher gegenuber Extremwerten. Da nicht von einer Normalverteilung der Werte
auszugehen war, wurde fur die statistische Analyse der Mann-Whitney-U-Test angewendet.
Dieser erlaubt den Vergleich zweier Gruppen mit unabhangigen Variablen und wird fir den

Vergleich innerhalb ein- und derselben Flussigkeit verwendet. Fur die Angabe der Richtung

(positiv oder negativ) der Signifikanz im Mann-Whitney-U-Test, wurden die Mediane der
behandelten Gruppen von denen der Kontrollgruppe subtrahiert und in einer Tabelle (siehe

Ergebnisteil) angegeben.
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Der Wilcoxon-Test erganzt den Vorzeichentest, da er nicht nur die Richtung der Differenzen,
sondern auch die Starke der Differenzen zwischen zwei gepaarten Stichproben

berlcksichtigt. Dieser Test wird fur den Vergleich der beiden Flussigkeiten Blut und Amnion

verwendet.

Die graphische Darstellung der ermittelten medianen Werte erfolgte mittels Punktdiagramm.
Fir den schnelleren Vergleich des Verlaufes der Konzentrationen zwischen beiden
Flassigkeiten wurden die Punkte durch Linien verbunden. Die durchgezogene Linie stellt den
Verlauf der medianen Konzentrationen innerhalb des Blutes und die unterbrochene Linie den
innerhalb der Amnionflissigkeit dar.

Der Ergebnisse statistischer Signifikanzprifungen wurden im Sinne ihrer biologischen
Relevanz und Schllssigkeit interpretiert. Die mit Zahlenangabe (siehe Ergebnisteil)

gekennzeichneten ermittelten Werte sind bei p<0,05 signifikant verschieden.
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4. Ergebnisse

4.1 pH Werte

pH

79

K Blut

7,7 —&—SM Blut

75 M —&—HT Blut

73 ~e —e—SM&HT

Blut

71 kSM Blut
X
o ,," K Amnion
6,9 = -
.t L,
[ ] ® AT -
LN P-4 [ e - = SM Amnion
6,7 L. - 5 —’” ¥ '! - .-_—7»'-—‘»?'.
~ - 4
2_ - ,"¢ = 4 = HT Amnion
6,5 B P
~ . N ~ .’ , .
S A’ - - SM &HT
6.3 Amnion
kSM
Amnion
6,1 T
8 10 12 14 16 18 20 22

Inkubationstag

Diagramm 1: pH-Werte des Blutes und der Amnionflussigkeit nach unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Im Blut:

Der niedrigste pH-Wert in der Kontrolle (K) im Blut wurde an Tag 16 (7,52"), der héchste pH-
Wert wurde an D12 (7,70) gemessen. Der pH-Wert sank von 7,70 an D12 auf 7,53 an D20
ab.

Unter der Bedingung des chronischen Sauerstoffmangels (SM) wurde im Blut der geringste
pH-Wert an D16 mit 7,47 und der héchste an D14 mit 7,60 gemessen. Von D12 bis D14
stieg der pH-Wert und fiel danach bis D18 wieder ab, um an D18 erneut anzusteigen. Wurde
von D8 bis D12 die Inkubationstemperatur auf 39,5°C (HT) erhéht, so zeigte sich an D12 der
niedrigste pH-Wert mit 7,39 und der héchste pH-Wert an D14 mit 7,61. Wurden beide

Veranderungen in den Inkubationsbedingungen angewendet, chronischer Sauerstoffmangel

und Hyperthermie (SM&HT), so lag der geringste pH-Wert von 7,30 an D20 und der héchste
pH-Wert von 7,61 an D14 vor. Im Verlauf zeigte sich hier ein Anstieg bis D14 und
anschliel3end ein stetiger Abfall bis D20. Der niedrigste pH-Wert wurde an D12 mit 7,37 und
der maximale pH-Wert von 7,43 an D14 unter der Bedingung des Kkurzfristigen

Sauerstoffmangels (kSM) beobachtet.

! Medianwert; alle folgenden Angaben der ermittelten Werte beziehen sich ebenfalls auf den Median (50% Perzentil)
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Signifikante Unterschiede (p<0,05) =zur Kontrollgruppe im Blut traten an allen

Inkubationstagen in kSM sowie an D12 und D16 in HT auf.

Tabelle 4: Signifikanz des pH-Wertes im Blut — Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der Kontrollgruppe
(,Zahlenwert” Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
12 - -0,31 - -0,33
14 — - - 0,17
16 - -0,33 - 0,11
18 - - - -0,12
20 - - -0,23 -0,15

In der Amnionflissigkeit:

Unter K wurde in der Amnionflussigkeit der kleinste pH-Wert von 6,69 an D14 und der
héchste pH-Wert von 6,90 an D18 ermittelt. Bis D14 zeigte sich ein Abfall im pH-Wert und
darauf folgend einen Anstieg bis D18. Unter der Bedingung des SM fiel der pH-Wert jeweils
zu den D12 und D16. Nach einer hyperthermen Phase im zweiten Inkubationsdrittel zeigte
sich an D12 der kleinste pH-Wert mit 6,37 und an D18 der héchste pH-Wert mit 7,00. Im
Verlauf fiel der pH von D10 zu D12 und stieg dann stetig bis D18 an. Wurden beide
Inkubationsbedingungen geandert, so erreichte der pH seinen minimalsten Wert von 6,45 an
D12 und einen maximalen Wert mit 6,97 an D18. Von D10 zu D12 sank der pH-Wert, stieg
dann bis D18 und wies dabei ein Plateau von D14 bis D16 auf. Nach kSM wurde der héchste
pH-Wert an D12 und den niedrigsten pH-Wert an D16 ermittelt. Bis D16 fiel der pH-Wert und
stieg dann bis D18 wieder an.

Signifikante Unterschiede in der Amnionflissigkeit zeigten sich an D10 in den Gruppen SM
und HT, an D10, D12 und D16 nach SM&HT und sowie an D12 und D18 nach kSM.

Tabelle 5: Signifikanz des pH-Wertes in der Flussigkeit Amnion - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen
der Kontrollgruppe (,Zahlenwert* Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
10 -0,07 -0,32 -0,28 —
12 - - -0,32 -0,10
14 - - - -
16 - - 0,05 -
18 - - - -0,09
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Blut und Amnionflissigkeit

Vergleicht man beide Flissigkeiten, so ist festzustellen, dass der pH-Wert im Blut gegenlber
dem in der Amnionflissigkeit héher war (Blut: 7,51 — 7,60; Amnionflissigkeit: 6,71 — 6,91

Kontrolle) und in engeren Grenzen gehalten wurde.

4.2 Sauerstoffpartialdruck

PO,

18,0 K Blut

—#&— SM Blut

—&—HAT Blut
14,0

—&—SM&HT
Blut

kSM Blut

& 100
9

K Amnion

- - SM
Amnion

8,0

- A= HT

6,0 Amnion

- @~ SM&HT

4,0 Amnion

kSM
Amnion

2,0

8 10 12 14 16 18 20 22

Inkubationstag

Diagramm 2: pO,-Werte des Blutes und der Amnionfliissigkeit nach unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Im Blut:

Im Blut sank der arterielle Sauerstoffpartialdruck (pO,) unter K stetig ab. An D12 wurde im
Blut ein pO, von 14,81kPa gemessen, der an D14 auf 11,27kPa, an D16 auf 9,37kPa, an
D18 auf 8,0kPa und an D20 auf 6,93kPa fiel. Ahnliche Ergebnisse wurden in SM und HT

erzielt, in welchen auch ein kontinuierlicher Abfall des pO, beobachtet wurde. Auch in den

anderen beiden Gruppen (SM&HT und kSM) kam es zu einer Abnahme des pO; im Blut bis
zum Ende der Inkubationszeit, jedoch wurde in beiden Gruppen ein Anstieg an D14 ermittelt.
Der starkste Abfall D12 = 17,17kPa auf D20 = 5,37kPa des pO;fiel in der Gruppe HT auf.
Signifikante Unterschiede (p<0,05) in den einzelnen Gruppen konnten nur unter der
Bedingung des kurzfristigen Sauerstoffmangels an den Tagen D12, D18 und D20 sowie in
der SM&HT fiir D20 ermittelt werden.
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Tabelle 6: Signifikanz des pO, im Blut - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der Kontrollgruppe
(,Zahlenwert* Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
12 - - - -5,81
14 - - - -
16 - - - -
18 - - - -2,91
20 - - -3,76 -2,69

In der Amnionflissigkeit:

In der Amnionflissigkeit wies der pO, sowohl in der Kontrollgruppe als auch in den
untersuchten Gruppen keine gro3en Schwankungen auf.
Zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen kam es nur in kSM an D10 zu signifikanten

Unterschieden.

Tabelle 7: Signifikanz pO, in der Flissigkeit Amnion - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der
Kontrollgruppe (,Zahlenwert® Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM

10 - - - -1,06

12 - - - -

14 - - - -

16 - - - -

18 - - - -

Blut und Amnionflissigkeit

Bei dem Vergleich beider Flissigkeiten miteinander, zeigten sich in der K- und in der SM-
Gruppe an D14 und D16 signifikante Unterschiede in den Partialdriicken im Blut und in der
Amnionflissigkeit, ebenso an D12 und D18 in SM&HT.

Tabelle 8: Signifikante Unterschiede des pO, in beiden Flissigkeiten, Wilcoxon-Test; Signifikanz p<0,05; "--" keine Signifikanz

D K SM HT SM&HT kSM
12 - - - 0,005 -
14 0,018 0,012 - ~ —
16 0,049 0,046 - ~ =
18 - - - 0,028 -
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4.3 Kohlendioxidpartialdruck

pCO,
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Diagramm 3: pCO,-Werte des Blutes und der Amnionfliissigkeit nach unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Im Blut:
Der Kohlendioxidpartialdruck (pCO,) im Blut verhielt sich umgekehrt wie der

Sauerstoffpartialdruck (pO.), das heillt, mit zunehmender Inkubationsdauer stieg der pCO,
im Blut an. Der kleinste Wert wurde in der K an D12 (1,85kPa) gemessen, der héchste Wert
an D18 (4,69kPa). Ab D16 bis zum Ende der Untersuchungen an D20 zeigte sich ein
gleichbleibender Partialdruck (4,31kPa - 4,69kPa). In der Gruppe SM wurde der kleinste
Wert ebenfalls an D12 (2,51kPa) ermittelt, der héchste Wert jedoch schon an D16 (5,11kPa).
In den anderen Versuchsgruppen wurden der geringste Partialdruck an D12 und der héchste
Partialdruck an D20 gemessen.

Signifikante Unterschiede (p<0,05) zeigte die Gruppe unter hyperthermen Bedingungen an
den Tagen D12, D16 und D18 sowie fiir die kSM am Inkubationstag D12.

Tabelle 9: Signifikanz des pCO; im Blut - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der Kontrollgruppe
(,Zahlenwert* Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
12 - 0,81 - 1,13
14 - - - -
16 - -0,81 - -
18 - -1,61 - —
20 — - 2,28 1,64
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In der Amnionflissigkeit:

Auch in der AmnionflUssigkeit stieg der pCO, mit zunehmender Inkubationsdauer, und dies
nicht nur unter Kontrollbedingungen, sondern auch in den einzelnen behandelten Gruppen.
Fiar die Kontrollgruppe lag an D10 ein pCO, von 2,53kPa vor, der bis D20 auf 6,27kPa
anstieg. Verglichen mit den Kontrollwerten des Blutes, zeigte sich, dass der pCO, in der
Amnionflussigkeit einen hdheren Wert zum Ende der Inkubationszeit aufwies. Diese
Tatsache fiel auch fiir die behandelten Gruppen auf.

Einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe lieR sich flir den Bebritungstag 12 unter
den Bedingungen des kurzfristigen Sauerstoffmangels feststellen sowie fir den
Bebritungstag 10 in den Gruppen SM und SM&HT.

Tabelle 10: Signifikanz des pCO; in der Flissigkeit Amnion - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der
Kontrollgruppe (,Zahlenwert® Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM

10 -0,33 - -0,41 ~

12 - - - 0,46

14 - - - -

16 - - - -

18 - - - -

Blut und Amnionflissigkeit:

In beiden Flissigkeiten stieg lUber den gesamten Inkubationszeitraum der pCO,-Gehalt an.
Signifikante Unterschiede zwischen der Blut- und der Amnionfliissigkeit zeigten sich ab D14

in allen Gruppen.

Tabelle 11: Signifikante Unterschiede des pCO, in beiden Flussigkeiten, Wilcoxon-Test; Signifikanz p<0,05; "--" keine

Signifikanz
D K SM HT SM&HT kSM
12 - - - 0,002 -
14 0,018 0,012 0,018 0,018 0,018
16 0,000 0,046 0,001 0,018 --
18 0,001 -- 0,017 -- 0,043
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4.4 Bikarbonat
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Diagramm 4: HCOj3-Werte des Blutes und der Amnionflissigkeit nach unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Im Blut:

Der Gehalt an HCOj3  im Blut unter Kontrollbedingungen stieg bis D16 und blieb dann auf

einem Plateau bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes. Der niedrigste Wert war an D12
(13,0mmol/l) messbar. In den Gruppen SM, HT, SM&HT und kSM konnten dieselben

Beobachtungen gemacht werden.

Signifikante Unterschiede traten fir D18 in der Gruppe HT und an D14, D16 und D18 in der
Gruppe kSM auf.

Tabelle 12: Signifikanz des HCO; im Blut - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der Kontrollgruppe

(,Zahlenwert® Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
12 — - - —
14 — - - -4,10
16 - - - -4,30
18 - -5,20 - -5,40
20 - - - -
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In der Amnionflissigkeit:

Der Bikarbonatgehalt in der Amnionflussigkeit unter Kontrollbedingungen und in den
behandelten Gruppen lag deutlich unter dem Bikarbonatgehalt im Blut. Wahrend im Blut
nach D12 ein steiler Anstieg des Bikarbonatgehaltes gefolgt von einem Plateau zu
beobachten war, war in der Amnionflissigkeit ein tendenzieller Anstieg sichtbar.

Signifikante Unterschiede stellten sich in allen behandelten Gruppen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten dar. In den warmebehandelten Gruppen zeigte sich die Signifikanz von D10 bis
D16.

Tabelle 13: Signifikanz des HCOj' in der Flussigkeit Amnion - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der
Kontrollgruppe (,Zahlenwert® Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
10 -0,85 -1,60 -1,60 -
12 -1,10 -1,90 -1,50 -
14 - -1,00 - -
16 -- -0,50 1,15 -
18 - -- -- -1,25
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4.5 Sauerstoffsattigung
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Diagramm 5: sO, Werte des Blutes und der Amnionflissigkeit nach unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Im Blut:

Unter Kontrollbedingungen zeigte sich eine stetige Abnahme der Séattigung (sO,) im Blut bis

D20. Nach SM stellte sich heraus, dass die niedrigste O,-Sattigung ebenfalls an D20, auftritt.
Die hochste Sattigung stellte sich an D12 dar. In den Gruppen SM&HT und kSM lag im

Gegensatz zu den anderen Gruppen ein rapider Abfall der Sattigung von 20% vom D16 zu

D18 vor.

Signifikante Unterschiede traten in SM an D20 und kSM an den Tagen D12, D18 und D20

auf.

Tabelle 14: Signifikanz der sO, im Blut - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der Kontrollgruppe

(,Zahlenwert® Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
12 - - - -6,10
14 - - - -
16 - - - -
18 - - - -24,40
20 -10,00 - - -29,55
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In der Amnionflissigkeit:

Die Sattigung in der Amnionflissigkeit war unter Kontrollbedingungen an D16 am niedrigsten
(44,8%) und die héchste Sattigung trat an D10 und D18 (70,1% bzw. 70,8%) auf. Nach D16
stieg die Sattigung wieder an. Im SM zeigte sich die niedrigste Sattigung an D12 (29,75%).
Auch in der HT fiel die niedrigste Sattigung an D12 auf, die dann kontinuierlich bis D18
anstieg und dort ihren héchsten Wert hatte. In dieser Gruppe betrug die Séattigung ebenfalls
an D12 70% weniger im Vergleich zum Blut. Die gleiche Beobachtung traf auch fur die
Gruppe SM&HT zu. Im Gegensatz zu den anderen Behandlungsgruppen beobachtet man
eine deutlich niedrigere Sattigung unter der Bedingung des kSM. Die niedrigste Sattigung lag
an D12 bei 47,15% und die héchste Sattigung an D18 bei 54,8%.

Signifikante Unterschiede innerhalb der Amnionflissigkeit traten an D12 fir HT und SM&HT.

Tabelle 15: Signifikanz der sO, in der Amnionflissigkeit- Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der
Kontrollgruppe (,Zahlenwert” Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D

SM

HT

SM&HT

10

12

-31,00

14 - - - -

16 - - - -

18 - - - -

Blut und Amnionflissigkeit:

In der Amnionflissigkeit lag die Sattigung deutlich unter der im Blut. Eine bis zu 70%
niedrigere Sattigung wurde in der Amnionflissigkeit unter der Bedingung des chronischen
Sauerstoffmangels im Vergleich zur SM-Gruppe im Blut gemessen (D12 Blut=97,5%;
Amnion=29,75%).

Bei dem Vergleich der beiden Flissigkeiten stellte sich heraus, dass es zu fast jedem

Zeitpunkt zu signifikanten Unterschieden kommt. Ausnahmen bildeten

Kontrollgruppe und der kSM, sowie der D18 der SM&HT und kSM.

Tabelle 16: Signifikante Unterschiede der sO, in beiden Flussigkeiten, Wilcoxon-Test; Signifikanz p<0,05

hier D12 der

; "--" keine Signifikanz

D K SM HT SM&HT kSM
12 -- 0,012 0,180 0,001 -
14 0,018 0,012 0,018 0,018 0,043
16 0,000 0,028 0,001 0,018 0,011
18 0,001 0,025 0,036 - --
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4.6 Kalium
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Diagramm 6: Kalium Werte des Blutes und der Amnionflissigkeit nach unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Im Blut:

Der Kaliumgehalt im Blut wurde wahrend der Inkubation unter K und unter veranderten

Inkubationsbedingungen in sehr engen Grenzen (Kontrolle: 4,7mmol/l — 6,4mmol/l) gehalten.

Unter dem Einfluss des langfristigem Sauerstoffmangels stieg der K*-Gehalt von D12 bis

D16 um 1,4mmol/l an und fiel dann bis D20 um 0,8mmol/l ab. Fir die Gruppe HT stieg die
K*-Konzentration von D14 bis D20 an. In SM&HT stieg die Konzentration von D18 zu D20

von 4,80mmol/l auf 5,85mmol/l. Unter der Bedingung eines kurzfristigen SM wurde der Peak

an D18 erreicht, danach fiel er zum letzten Untersuchungstag hin wieder ab.

Signifikante Unterschiede im Blut stellten sich fiir die Gruppe SM an D12 und D18 sowie fir
SM&HT an D12 dar.

Tabelle 17: Signifikanz des Kaliums im Blut - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der Kontrollgruppe
(,Zahlenwert” Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
12 2,45 - -2,25 -
14 — - - —
16 - - - -
18 -1,90 - - —
20 - - - -
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In der Amnionflissigkeit:

In der AmnionflUssigkeit ergaben sich signifikante Unterschiede fur HT an D10, D12 und D16
sowie fur SM&HT an D12 und D16.

Tabelle 18: Signifikanz des Kaliums in der Amnionflissigkeit - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der
Kontrollgruppe (,Zahlenwert* Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
10 - 0,60 0,70 -
12 - 0,20 - -
14 — - - —
16 - -5,05 7,25 —
18 - - - -

Blut und Amnionflissigkeit:

Zwischen Amnionflissigkeit und Blut besteht ab D12 ein signifikanter Unterschied im
Kaliumgehalt in allen Gruppen mit Ausnahme in der HT, bei der erst nach D14 ein

signifikanter Unterschied auftrat. Nach D12 steigt der Gehalt an K*-lonen um das Zehnfache

an.

Tabelle 19: Signifikante Unterschiede an K'-lonen in beiden Fliissigkeiten, Wilcoxon-Test; Signifikanz p<0,05; "--" keine
Signifikanz
D K SM HT SM&HT kSM
12 -- -- -- 0,027 0,028
14 0,018 0,018 -- 0,018 0,027
16 0,000 0,027 0,005 0,018 0,018
18 0,001 0,028 0,028 0,018 0,028
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4.7 Natrium
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Diagramm 7: Natrium-Werte des Blutes und der Amnionflissigkeit nach unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Im Blut:

Wie der K*-Gehalt im Blut wurde auch der Natriumgehalt im Blut unter Kontrollbedingungen
in engen Grenzen gehalten (123mmol/l bis 127mmol/l). Nach der Anwendung von
langfristigem Sauerstoffmangel wurde die Konzentration an Na‘-lonen auch unter diesen
Bedingungen konstant gehalten. In HT war von D12 zu D14 ein Anstieg mit nachfolgendem
Plateau bis D18 und anschlieBendem Abfall erkennbar. Einen gleich bleibenden
Natriumgehalt wie in der Kontrolle fand sich auch im Blut von Embryonen, die unter der
Bedingung des SM&HT inkubiert wurden vor. Unter der Bedingung des kSM lag ein Anstieg

bis D16 mit nachfolgendem Plateau bis zum Ende der Untersuchung vor.

Signifikante Unterschiede traten am D12 und D16 in HT und an D18 fur SM&HT auf.

Tabelle 20: Signifikanz der Natriumkonzentration im Blut - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der
Kontrollgruppe (,Zahlenwert® Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
12 - -3,50 - -
14 - - - -
16 - -3,00 - -
18 - - 2,00 -
20 - - - -
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In der Amnionflissigkeit:

Im Gegensatz zum Blut zeigte sich in der Amnionflussigkeit keine enge Regulierung. So
waren an D10 und D12 unter K der héchsten Gehalt an Natriumionen (D10 und D12 je
132mmol/l) messbar, der bis D16 abfallt und am letzten Untersuchungstag, an D18, wieder
auf 118mmol/l ansteigt. Einen Abfall des Na*-Gehaltes nach D12 mit Anstieg zum D18 fand
sich auch in der Amnionflissigkeit der anderen behandelten Gruppen.

Signifikante Unterschiede traten in HT an D12 und D16 auf, in SM&HT an D10, D12 und D16
und in kKSM an D16 auf.

Tabelle 21: Signifikanz der Natriumkonzentration in der Amnionflissigkeit — Differenz der Medianeder behandelten Gruppe

minus denen der Kontrollgruppe (,Zahlenwert” Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
10 - - -3,50 -
12 - 1,00 -2,50 -
14 - — — -
16 -- 5,00 9,00 5,00
18 - - - -

Blut und Amnionflissigkeit:

Aus den ermittelten Werten der beiden lonen Natrium und Kalium kann folgendes festgestellt
werden: Die Konzentration an K* im Blut ist geringer als im Amnion. Wohingegen die
Konzentration an Na* geringer im Amnion ist (K'amn>K'gand Na*amn<Na’g)).

Einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Flussigkeiten stellt sich in SM&HT an allen

Inkubationstagen dar.

Tabelle 22: Signifikante Unterschiede an Na*-lonen in beiden Fliissigkeiten, Wilcoxon-Test; Signifikanz p<0,05, "--" keine
Signifikanz
D K SM HT SM&HT kSM
12 - 0,018 - 0,018 0,028
14 - - - 0,034 -
16 0,000 0,042 0,047 0,018 0,018
18 - 0,028 0,026 0,018 0,046
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4.8 Chlorid
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Diagramm 8: Chlorid-Werte des Blutes und der Amnionflissigkeit nach unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Im Blut:

Unter K betrug die [CI] an D12 124mmol/l, die anfangs steil abfiel (bis D14 94mmol/l), und

danach einen geringeren Abfall aufwies, bis dann an D20 ein Gehalt an 91mmol/l auftrat.

Auch unter den veranderten Inkubationsbedingungen zeigte sich dieses Verhalten, jedoch

war der gemessene Wert an D12 in den Versuchsgruppen nie so hoch wie in der

Kontrollgruppe. Ebenso war auch der nachfolgende Abfall geringer.

Signifikante Unterschiede traten nur an D16 auf in SM, HT und SM&HT auf.

Tabelle 23: Signifikanz der Chloridkonzentration im Blut - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der
Kontrollgruppe (,Zahlenwert” Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D

SM HT

SM&HT

12

14

16

18

20
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In der Amnionflissigkeit:

In dieser wies der Chloridgehalt unter Kontrolle zwischen D10 und D12 einen Anstieg
(130mmol/l auf 133mmol/l) und fiel dann bis D16 wieder ab mit anschlieRendem Anstieg.
Auch unter veranderten Inkubationskonditionen wies der Chloridgehalt dieses Verhalten auf.
Unter der Bedingung eines kurzfristigen SM fiel die [CI] erst nach D14, also zwei
Inkubationstage verzdgert.

Signifikante Veranderungen zeigten sich an D18 in SM, HT und kSM sowie in SM&HT an
D12 und D16.

Tabelle 24: Signifikanz der Chloridkonzentration in der Amnionflissigkeit - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe
minus denen der Kontrollgruppe (,Zahlenwert* Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
10 - - - -
12 - - 3,00 -
14 - - - -
16 - - 2,00 -
18 -5,00 -7,00 - -7,00

Blut und Amnionflissigkeit

Es traten signifikante Unterschiede zu allen Zeitpunkten zwischen den beiden Fliissigkeiten

auf.
Tabelle 25: Signifikante Unterschiede an Cl'-lonen in beiden Flussigkeiten, Wilcoxon-Test; Signifikanz p<0,05, "--" keine
Signifikanz

D K SM HT SM&HT kSM
12 -- 0,018 -- 0,018 0,028
14 0,043 -- - 0,028 0,027
16 0,028 0,028 0,012 0,017 0,017
18 0,001 0,028 0,046 0,018 --
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4.9 Kalzium
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Diagramm 9: Kalzium-Werte des Blutes und der Amnionflissigkeit nach unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Im Blut:

In der K wurde der Kalziumspiegel im Blut Uber den gesamten Untersuchungszeitraum in

sehr engen Grenzen gehalten. Die niedrigste [Ca*] war an D12 (1,05mmol/l) und die

héchste an D18 (1,6 1mmol/l) messbar. Auch unter den veranderten Inkubationsbedingungen

zeigte sich eine enge Regulierung des Ca*-spiegels im Blut.

Eine Ausnahme bildet die Gruppe SM an D14. Hier verringerte sich rapide der Wert von D12

zu D14 und stieg bis D16 ebenso schnell wieder an. Unter hyperthermen Bedingungen

verschob sich dieses Bild um zwei Inkubationstage, so dass an D16 die geringste [Ca

messbar war.

2+]

Signifikante Unterschiede ergaben sich fiir D12 fiir alle Gruppen und zusatzlich fiir D16 in

der Gruppe SM&HT und fiir D20 in der Gruppe kSM.

Tabelle 26: Signifikanz der Kalziumkonzentration im Blut - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der
Kontrollgruppe (,Zahlenwert* Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
12 0,55 0,57 0,54 0,44
14 — - - —
16 - - 0,15 -
18 - - - -
20 — - - 0,16
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In der Amnionflissigkeit:

In der AmnionflUssigkeit stellte sich heraus, dass der Kalziumgehalt in der Kontrolle und in
den Versuchsgruppen an D10 und D12 gegeniber dem Blut geringer ist. An D12 stieg das
Kalzium steil an. Bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes wurde ein konstanter
Kalziumspiegel gemessen. Diese Beobachtungen konnten fir alle Gruppen getroffen
werden. Unter SM war an D14 die héchste [Ca®"] mit 3,6mmol/l aller behandelten Gruppen
messbar.

Signifikante  Unterschiede in  der nach  unterschiedlichen
Inkubationsbedingungen lieRen sich an D18 in SM, an D16 in HT und an D14 in kSM

feststellen.

Amnionflissigkeit

Tabelle 27: Signifikanz der Kalziumkonzentration in der Amnionfliissigkeit - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe
minus denen der Kontrollgruppe (,Zahlenwert* Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM

10 - - - -

12 - - - -

14 - - -

16 -

18 0,21 - - —

Blut und Amnionflissigkeit:

Zu signifikanten Unterschieden zwischen beiden Flissigkeiten kam es an D16 in allen
Behandlungsgruppen. Weitere signifikante Unterschiede ergaben sich an D12 und D14 in
SM, an D12 in SM&HT sowie kSM.

Tabelle 28: Signifikante Unterschiede an Ca®*-lonen in beiden Flussigkeiten, Wilcoxon-Test; Signifikanz p<0,05, "--" keine
Signifikanz
D K SM HT SM & HT kSM
12 - 0,018 - 0,018 0,028
14 —~ 0,028 - - -
16 0,000 0,028 0,005 0,018 0,028
18 -- -- -- - ~
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4.10 Glucose
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Diagramm 10: Glucose-Werte des Blutes und der Amnionfliissigkeit nach unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Im Blut:

Im Blut war unter K die geringste [Glucose] an D12 (6,77mmol/l) messbar. Bis Inkubationstag
14 stieg die [Glucose] im Blut an, blieb dann bis D16 auf einen konstanten Level und stieg
bis D20 wieder steil an, wo dann die hdchste [Glucose] gemessen wurde (10,82mmol/l). Bei
der Veranderung des fir den Embryo zur Verfigung stehenden Luftsauerstoffes, unter
chronischen oder kurzfristigen SM, zeigte sich ebenfalls die niedrigste Konzentration an D12
und die hochste Konzentration an D20. Auffallend ist hier, dass das Plateau um zwei
Inkubationstage nach hinten verschoben war. In HT stieg die [Glucose] bis D14 an, fiel bis
zum darauf folgenden Untersuchungstag und stieg an D18 wieder an. Ein Plateau konnte
hier nicht beobachtet werden. In der Gruppe SM&HT stieg die [Glucose] kontinuierlich bis
zum Ende des Untersuchungszeitraumes.

Signifikante Unterschiede der behandelten Gruppen zur Kontrollgruppe treten an D12 und
D18 in SM, an D18 und D20 in HT, an D14 und D16 in SM&HT und an D14 in kSM auf.

56



4. Ergebnisse

Tabelle 29: Signifikanz der Glucosekonzentration im Blut- Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der
Kontrollgruppe (,Zahlenwert® Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
12 1,11 - - —
14 - - -0,58 -1,30
16 - - 0,50 —
18 1,11 -2,08 - -
20 - -1,05 - -

In der Amnionflissigkeit:

Im Unterschied zum Blut fiel ein zehnfacher niedrigerer Wert der [Glucose] in der

Amnionflussigkeit auf. Die niedrigste unter K gemessene Konzentration war 0,0mmol/l an

D12, D14 und D18, die héchste gemessene Konzentration betrug 0,11mmol/l an D10. In den

Versuchsgruppen betrugen die Werte zwischen 0,0mmol/l und 0,39mmol/I.
Signifikante Unterschiede traten nur an D16 in SM und an D10 in kSM auf.

Tabelle 30: Signifikanz der Glucosekonzentration in der Amnionflissigkeit — Differenz der Mediane der behandelten Gruppe

minus denen der Kontrollgruppe (,Zahlenwert* Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D

SM

HT

SM&HT

kSM

10

0,28

12

14

16

18
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4.11 Lactat
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Diagramm 11: Lactat-Werte des Blutes und der Amnionflissigkeit nach unterschiedlichen Inkubationsbedingungen

Im Blut:

In der Kontrolle fiel die [Lactat] von D12 zu D14 im Blut von 2,7mmol/l auf 1,55mmol/l.

Dieser Level wurde bis D18 gehalten und danach stieg die Konzentration an Lactat im Blut
wieder auf 2,2mmol/l an. Unter den veranderten Inkubationsbedingungen SM, HT, SM&HT
sowie kSM, waren zweifach bis dreifach erhdhte [Lactat] an D12 messbar wie in der
Kontrolle. Auch unter veranderten Inkubationsbedingungen war ein Abfall mit nachfolgendem
Anstieg von D18 zu D20 messbar. Eine Ausnahme bildet hierbei die Gruppe kSM. Hier
zeigte sich zwar ebenfalls einen Abfall, jedoch nicht so pragnant wie in den anderen
Versuchsgruppen.

Signifikante Unterschiede waren an D12 und D16 in SM, an D12 in SM&HT und in kSM von
D14 bis D20 feststellbar.

Tabelle 31: Signifikanz der Lactatkonzentration im Blut - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der
Kontrollgruppe (,Zahlenwert* Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
12 3,60 - 1,20 -

14 - - - 3,35
16 0,50 - - 1,30
18 - - - 4,10
20 - - - 2,80
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In der Amnionflissigkeit:

Eine zehnfach niedrigere [Lactat’] war in der Amnionfliissigkeit messbar. In der Kontrolle und
in den Versuchsgruppen war die [Lactat] an D10 am hdchsten und nahm gegen Ende des
Untersuchungszeitraumes D16/D18 ab.

Signifikante Unterschiede traten hier an D12 in den Gruppen SM und HT, zusatzlich an D10
in HT sowie an D14 und D 18 in der Gruppe kSM auf.

Tabelle 32: Signifikanz der [Lactatkon’] in der Amnionflissigkeit - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen
der Kontrollgruppe (,Zahlenwert” Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
10 — -0,30 - —
12 0,40 -0,30 - —
14 - - - 0,10
16 - - - -
18 - - - 0,20
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4.12 Embryonengewicht
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Diagramm 12: Embryonengewicht nach unterschiedlichen Inkubationstemperaturen

Das Embryonengewicht zeigte einen altersabhangigen Anstieg. In der Kontrolle wogen die
Embryonen an D10 2,1g und an D20 29,1g. In den Versuchsgruppen waren dhnliche Werte
messbar. In SM&HT wogen die Embryonen im Durchschnitt 0,3g weniger. An D18 waren die
grofiten Unterschiede in den Embryonengewichten (K=22,5g; SM=20,2g; HT=14,8g;
SM&HT=22,7g; kSM=26,9g) messbar. Am letzten Untersuchungstag, D20, erreichte keine
Versuchsgruppe das Gewicht der Kontrollgruppe.

Zur Kontrolle zeigten sich signifikante Unterschiede an D14 und D18 in SM, an D10, D12,
D16 und D18 in HT, an D12 und D16 in SM&HT und an den Tagen D14 bis D20 in kSM.

Tabelle 33: Signifikanz des Embryonengewichtes - Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der
Kontrollgruppe (,Zahlenwert” Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM&HT kSM
10 - 0,24 — -

12 - 0,54 0,44 -

14 0,63 - - -1,45
16 - -1,54 1,40 -0,90
18 -1,54 -6,56 — -3,87
20 - — — -2,28
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4.13 Herzgewicht
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Diagramm 13: Herzgewicht nach unterschiedlichen Inkubationstemperaturen
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Wie beim Embryonengewicht stellte sich auch beim Herzgewicht eine Altersabhangigkeit

dar. An D10 wogen alle Herzen aller Gruppen in etwa gleich viel (0,015g - 0,018g). An D18

waren wie bei den Embryonengewichten die gréRten Differenzen zwischen den einzelnen
Gruppen messbar. Ferner stellte sich heraus, dass am Ende der Inkubationszeit (D20) das
Herzgewicht der HT niedrigerer im Vergleich zur Kontrollgruppe war (HT=0,17g < K=0,20g).
Die Gruppe SM wies ein hdheres Endgewicht auf im Vergleich zur Kontrollgruppe auf.

Signifikante Unterschiede traten in der Gruppe SM an D12 und D20 auf, in HT von D14 bis
D20 und in SM&HT von D12 bis D18 auf.

Tabelle 34: Signifikanz des Herzgewichtes- Differenz der Mediane der behandelten Gruppe minus denen der Kontrollgruppe
(,Zahlenwert® Signifikanz = p<0,05; "--" keine Signifikanz)

D SM HT SM & HT kSM
10 - - - -
12 0,0064 -- 0,0061 -
14 -- -0,0145 0,0109 -
16 - -0,0140 0,0249 -
18 -- -0,0605 0,0333 -
20 0,0309 -0,0311 - -
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4.14 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei der Ermittlung der Protonenkonzentration beider Flussigkeiten stellte sich heraus, dass
der pH-Wert im Blut héher ist und in engeren Grenzen gehalten wird, als in der
Amnionflussigkeit. Diese Beobachtung konnte nicht nur in der Kontrolle ermittelt werden,
sondern auch unter den veranderten Inkubationsbedingungen.

Der pO,-Gehalt im Blut sank mit fortwdhrender Inkubationszeit, wohingegen in der
Amnionflissigkeit der pO,-Gehalt mafig stieg und seinen héchsten Wert an D18 erreichte
(Kontrollbedingungen und in den behandelten Gruppen). Signifikante Unterschiede innerhalb
der Flussigkeit Blut traten nach kurzfristigem Sauerstoffmangel auf. In der Amnionflissigkeit
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen festgestellt
werden. Im Vergleich beider Flissigkeiten miteinander zeigten sich signifikante
Veranderungen nach D12 in Kontrolle und SM.

Uber die gesamte Entwicklungsperiode stieg der pCO,-Gehalt sowohl in der Blut- als auch in
der Amnionflissigkeit. Signifikante Unterschiede traten im Blut an D12 in SM und in SM&HT
auf. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich ab D14 zwischen beiden Flissigkeiten in allen
Gruppen.

Einen steilen Anstieg des HCO3-Gehaltes zwischen D12 und D16 konnte in der Flissigkeit
Blut ermittelt werden. Dieser Anstieg war bis D20 nur noch gering. Dies war nicht nur in der
Kontrolle sichtbar, sondern auch in den behandelten Gruppen. Ein nicht so steiler Anstieg
trat in der Amnionflussigkeit auf, hier stieg der HCO3-Gehalt zwischen D10 und D12 nur
geringfugig an. Signifikante Unterschiede waren vor allem bei erhdhter Temperatur in der
Amnionflussigkeit sichtbar.

Die Sauerstoffsattigung im Blut lag zwischen 100% und 90% und fiel mit zunehmender
Inkubationszeit. In der Amnionfliissigkeit lag die Sattigung zwischen 30% und 60% bevor an
D18 ein rapider Anstieg von ca. 50% auf bis zu fast 90% zu beobachten war. Am
deutlichsten war der Anstieg in den Gruppen SM&HT und kSM. Die Gruppe SM erreichte als
einzige nicht die Werte von der Kontrolle zu diesem Zeitpunkt. Signifikante Unterschiede
zwischen beiden FlUssigkeiten lagen vor.

In der Amnionflussigkeit stieg nach D12 die [K'] um das zehnfache gegeniiber der
Blutflissigkeit, und erreichte an D16 einen Peak. Der folgende maRige Abfall fihrt nicht zu
den Ausgangswerten. Im Blut wurde sowohl unter Kontroll- als auch unter den veréanderten
Inkubationsbedingungen ein konstanter Kaliumspiegel gehalten.

Die [Na'] im Blut wurde Giber den gesamten Inkubationszeitraum in engen Grenzen gehalten.
Die Konzentration an Na® verhielt sich in der Amnionflissigkeit umgekehrt wie die
Konzentration an K*. So wurde ein Abfall der [Na*] nach D12 in allen Gruppen und einen

Anstieg nach D16 beobachtet, ohne jedoch die Ausgangswerte wieder zu erreichen.
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Mit zunehmender Inkubationsdauer fiel die [CI] im Blut ab. In der Amnionfliissigkeit sank der
Chloridgehalt auf seinen tiefsten Wert von D12 zu D16 ab, stieg dann wieder an, ohne
jedoch die Ausgangswerte zu erreichen. Die gleichen Beobachtungen wurden auch in den
Gruppen mit den veranderten Inkubationsbedingungen gesehen.

Die [Ca?'] wurde im Blut in sehr engen Grenzen reguliert. Unter Versuchsbedingungen
zeigten sich Unterschiede an D12 in allen Gruppen. In der Amnionflissigkeit erreichte das
Calcium seinen Peak unter Kontrollbedingungen an D14. Dieser Peak war unter der
Bedingung des langerfristigen Sauerstoffmangels besonders stark ausgepragt. Unter der
Bedingung des kSM wurde dieser Peak erst zwei Inkubationstage spater erreicht. Nach dem
Erreichen des Peaks fiel die [Ca®"] wieder bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes ab.
Unterschiede zwischen beiden Flissigkeiten bestanden an D16 fir alle Gruppen.

Die Glucose stellte sich auflerst interessant in diesen Untersuchungen dar. So lag ein
zehnfach hoherer Wert im Blut im Vergleich zur Amnionflissigkeit vor. Ein Plateau stellte
sich unter Kontrollbedingungen zwischen D14 und D16 im Blut ein. Durch die
unterschiedlichen Behandlungen war das Plateau um bis zu zwei Inkubationstage nach
hinten verschoben.

Unter den Stressbedingungen der verdnderten Inkubationsparameter Sauerstoff und
Temperatur zeigten sich erhdhte [Lactat] gegenlber den Kontrollbedingungen im Blut.
Sowohl in der Kontrolle als auch in den behandelten Gruppen fiel der Lactatgehalt von D12
zu D14 steil ab und danach nur noch langsam bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes.
Veranderte Inkubationsbedingungen hatten nur geringe Auswirkungen auf die
Lactatkonzentration in der Amnionflissigkeit gegenuber der Kontrolle. Der Gehalt an Lactat
fiel auch in der Amnionflissigkeit mit fortschreitender Inkubationszeit.

Die ermittelten morphologischen Parameter, Embryonen- und Herzgewicht, zeigten einen
altersabhangigen Anstieg. Die grofiten Abweichungen der Embryonengewichte konnten an
D18 ermittelt werden. Zum Ende der Inkubationszeit lag das Embryonengewicht der
Kontrolle deutlich tiber denen der behandelten Gruppen.

Auch beim Herzgewicht war die grofdte Abweichung an D18 feststellbar. Als Besonderheit
stellte sich hier heraus, dass unter chronischem Sauerstoffmangel zum Ende der

Inkubationszeit (D20) ein hdheres Herzgewicht erreicht wurde.
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5. Diskussion
Vogelembryonen entwickeln sich im Gegensatz zu Saugetierembryonen aullerhalb des

Mutterleibes. Sie sind auf exogene Warmezufuhr angewiesen. Die Auswirkungen
langfristiger Anderungen der Temperatur sind deutlich ausgepragt und die

Anpassungsmechanismen bedirfen weiterer Klarung.

Sauerstoffmangel im zweiten Inkubationsdrittel senkt den Energieumsatz des
Huhnerembryos (Dzialowski et al., 2002) und beeinflusst die Abwehrmechanismen (Ali et al.,
2008). In dieser Dissertation wurde der Einfluss von Sauerstoffmangel und von
Temperaturdnderung in kritischen Phasen der Embryonalentwicklung gepruft.

In allen behandelten Gruppen und in der Kontrollgruppe wurden die Gasparameter (pH, pO,,
pCO,, HCOy, sO,) sowie der Elektrolyt- und Metabolitstatus (K*, Na*, CI, Ca*, Glucose,
Lactat) vergleichend in der Amnionflissigkeit und im arteriellen Blut (Chorioallantoisvene)
bestimmt. AulRerdem erfolgte die Erfassung der morphologische Parameter (Kérpergewicht,
Herzgewicht). Es sollte gepriift werden, ob zwischen den Kompartimenten Blut und Amnion
Beziehungen bestehen, die als zusatzliche Aufgaben zu den bisher bekannten Aufgaben der
Amnionflissigkeit und Amnionmembran interpretiert werden konnten. Neben ihrer
mechanischen Schutzfunktion ware ihre Funktion als Lieferant und Speicher fir Gase,

Elektrolyte und Metabolite denkbar.

5.1 Auswirkungen der Inkubationsbedingungen auf die
Gasparameter (pH, pO,, pCO,, HCO;', sO,)

In der Blutflissigkeit sank der pH-Wert bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes. Er wird
in engen Grenzen gehalten. In der Kontrollgruppe schwankt er z. B. nur zwischen 7,5 und
7,7 (Diagramm1). Langfristiger Sauerstoffmangel und/oder Hyperthermie hatten nur geringe
Auswirkungen auf die Konstanthaltung des pH-Wertes. Bei kurzfristigem Sauerstoffmangel
zeigten sich dagegen signifikante Unterschiede an allen Untersuchungstagen. Der pH-Wert
bei kurzfristigem Saustoffmangel (Gruppe kSM) liegt deutlich niedriger im Vergleich zur K
(Kontrolle). Diese Beobachtung l&sst vermuten, dass es bei kurzfristigem Sauerstoffmangel
eine gewisse Zeit dauert, bis die neuen Gleichgewichte zwischen Blut, Amnionflussigkeit und
Niere wieder erreicht sind. Zu stabilen Werten kommt es bei langerfristiger Beeinflussung
unter Einbeziehung aller beteiligten FlUssigkeiten. Der pH in der Amnionflussigkeit ist
signifikant niedriger im Vergleich zum Blut. Nach einem anfanglichen Abfall des pH-Wertes,
steigt dieser bis zum Ende der Untersuchung wieder an. Deutlich wird ein altersabhangiger
Anstieg. Die Amnionflussigkeit scheint Protonen aus dem Blut aufzunehmen, da der Blut-pH

leicht abféllt. Im Gegensatz zum Blut, sind die Auswirkungen des kurzfristigen
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Sauerstoffmangels kaum ausgepréagt. Die Ursache flir den niedrigeren pH-Wert ist vermutlich
auf den steigenden Stoffwechsel des Hiihnerembryos zurtickzufihren.

Im Gegensatz wird ein steigender pCO, im Blut und in der Amnionflissigkeit sowohl in der
Kontrollgruppe als auch in allen Versuchsgruppen gefunden.

Bei adulten Tieren fihrt dieser Anstieg des pCO, ohne kompensatorische Mechanismen zu
einer respiratorischen Azidose (Dawes und Simkiss, 1969). Der steigende pCO, ab D12 wird
zurlckgefuhrt auf die limitierte Aufnahme- und Abgabeféhigkeit der CAM. Sie hat an D12
ihre maximale Ausdehnung und damit ihre Kapazitatsgrenze flr den Gastransport erreicht
(Ackerman und Rahn, 1981). In Zusammenhang mit dem steigenden pCO, steht der stetig
steigende Metabolismus des wachsenden Embryos. Der Hihnerembryo besitzt auch ohne
Hypo- bzw. Hyperventilation der Lunge regulatorische Mechanismen, um der Azidose
entgegenzuwirken. Anzunehmen sind die Aktivitdt der Niere und in geringerem Mal} die
Regulation Uber den Magen-Darm-Trakt. Beides ist im Zusammenhang mit der
Chorioallantoisfliissigkeit zu sehen, die den Abfall aufnimmt.

Um diesem steigenden pCO, sicher entgegenzuwirken, setzt der Embryo das Bikarbonat-
Puffersystem im Blut ein. Als wichtigstes Puffersystem im Organismus enthalt er die
schwache Saure der Kohlensaure (H,COs), die schnell in Wasserstoffprotonen (H*) und
Bikarbonationen (HCOjy) dissoziiert. Zwischen der undissoziierten Kohlensaure und den
dissoziierten Bestandteilen dieses Puffersystems besteht ein Gleichgewicht, welches durch
die Dissoziationskonstante K bestimmt ist. Steigt infolge einer Azidose die
Protonenkonzentration an, so wird vermehrt CO, gebildet. Bei den Adulten wird das vermehrt
anfallende CO, Uber die Lungen abgeatmet. Bei den Huhnerembryonen erfolgt der
Abtransport des anfallenden CO, Uber die BlutgefaRe. Es ist moglich, dass dieses
Uberschissige CO, in der Amnionfllissigkeit gespeichert wird. Im Diagramm 3 ist ein rapider
Anstieg des pCO, im Blut und im Amnion ab D12 erkennbar. Dieses Verhalten konnte jedoch
nicht im Blut der Gruppe unter Hyperthermie (HT) beobachtet werden. Vielmehr sank der
pCO, nach D12 ab und stieg kaum mehr an. Das Bikarbonat zeigte dagegen einen Anstieg.
Vermutlich wird infolge der hdheren Temperatur eine erhohte Aktivitdt des Enzyms
Carboanhydrase erreicht und so das anfallende CO, schneller abgebaut. Da die
Gewichtszunahme geringer ausfallt, ist auch eine Verringerung des Metabolismus und damit
ein Absinken des pCO, moglich (Diagramm 12, Kérpergewicht bei Hyperthermie am D18).
Der hohere Gehalt an CO, in der Amnionflissigkeit lasst vermuten, dass dort das
Bikarbonat-Puffersystem nicht so stark ausgepragt ist oder aber die Flissigkeit als Speicher
dient. Bei ansteigendem pCO, war kein Bikarbonatverbrauch (kein Absinken) zu erkennen.
In der Phase, in welcher das Puffersystem im Blut steigt, befindet sich HCO3;—Spiegel in der
Amnionflissigkeit in einer Plateauphase (Diagramm 4). Zu dem Zeitpunkt, in welcher die
Plateauphase im Blut erreicht ist (D16 — D18 in der Kontrolle bzw. D16 — D20 in den
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behandelten Gruppen), steigt der HCOgj;-Spiegel in der Amnionflissigkeit leicht an
(Diagramm 4). Beide Befunde lassen auf ein Zusammenwirken beider Flissigkeiten
schlief3en.

Unter Kontrollbedingungen wird ein Absinken des pCO, im Blut nach D18 erkennbar, was mit
dem i.p. (internal pipping) unter optimalen Bedingungen zwischen D18 und D19 zu erklaren
ist. Danach befindet sich der Vogel mit dem Schnabel in der Luftkammer. Ab diesem
Zeitpunkt wird die Atmung Uber die AuRenwelt und unter Einbeziehung der Lunge erleichtert.
Der noch weiter steigende pCO, in den behandelten Gruppen ist mit dem zunehmenden
Stoffwechsel erklarbar bzw. mit dem regulierten hypoxischen Metabolismus (Stuhrberg,
2006). Dafiir spricht das Uberleben der Embryonen mit einer geringeren Embryonenmasse.
In allen untersuchten Gruppen fiel der O,-Gehalt im Blut bis zum Schlupf (von 14,81kPa an
D12 auf 6,93kPa an D20). Zuruckzufihren ist der Abfall auf die ab dem D12 gleich bleibende
Gasaustauschflache der CAM sowie auf den mit dem fir die Synthese von Gewebe
(Wachstum) verbundenen steigenden Metabolismus.

Die Abnahme des Sauerstoffpartialdruckes im Zusammenhang mit der Zunahme des
Kohlendioxidpartialdrucks wird in der Literatur als Stimulus fir das i.p. beschrieben (Tullett
und Burton, 1985; Freeman und Vince, 1974).

In der Amnionflissigkeit ist ein Abfall des Sauerstoffpartialdruckes nicht zu erkennen. Es
wird eine Zunahme des pO, gegen Ende der Inkubation sichtbar. Es ist daher anzunehmen,
dass die Amnionflissigkeit, wenn auch im geringen Umfang, als Reservoir fiir den
physikalisch gelésten Sauerstoff dienen kann (Nechaeva, M. B. et al., 2008).

Im Vergleich zu der Kontrollgruppe, weisen die behandelten Gruppen keine signifikanten
Unterschiede auf. Eine Erklarung hierflr kann sein, dass der Einfluss des Sauerstoffmangels
und der Hyperthermie in dem sensiblen zweiten Inkubationsdrittel stattgefunden hat und es
dann zu Anpassungsprozessen kam.

Der Sauerstoff ist im Blut an das Hamoglobin gebunden. Die Fahigkeit zur Bindung héngt
z.B. von der Temperatur, dem pH, dem Gehalt an 2,3-DPG oder dem CO,-Gehalt ab.

In der Kontrollgruppe sank die Sattigung im Blut bis zum Ende des
Untersuchungszeitpunktes (98,50% D12 auf 89,60% D20).

Signifikante Unterschiede im Blut traten in der Versuchsgruppe kSM auf. Die
Hldhnerembryonen unterliegen bis zum  Zeitpunkt der Behandlung optimalen
Inkubationsbedingungen. Nach Setzen des Stressors haben diese Hihnerembryonen
innerhalb der kurzen Zeit (15minitiger Sauerstoffmangel) keinerlei Mdéglichkeiten sich den
veranderten Sauerstoffbedingungen anzupassen. Andere Behandlungsgruppen hatten durch
chronische Stressoreinwirkung die Mdoglichkeit der Anpassung Uber Veranderung der

Regulation.
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Weitere signifikante Unterschiede traten an D20 in der Versuchsgruppe mit
Sauerstoffmangel (SM) und an D18 und D20 in der Versuchsgruppe SM&HT auf, in denen
nur eine geringe O.-Sattigung im Blut ermittelt wurde. Dagegen blieb der pO, trotz sinkender
Sattigung in den anderen Gruppen gleich. Es handelt sich hier um eine Rechtsverschiebung
der Sauerstoffsattigungskurve. Fir den Organismus bedeutet die Rechtsverschiebung, dass
mehr O, im Gewebe abgegeben werden kann und damit weniger O, in der
Chorioallantoisvene gebunden ist (Stryer, 2003). Fur den Embryo bedeutet dies eine
Aufrechterhaltung der O, Versorgung trotz sinkender Sattigung.

Die Amnionflissigkeit ist frei von Erythrozyten und enthédlt kein Hb. Der O, ist in der
Amnionflussigkeit physikalisch gelést. Die sO, in der Amnionflissigkeit zeigte in allen
Versuchsgruppen einen biphasischen Verlauf. Auffallend ist, dass die sO, an D18 deutlich
zunimmt. Der Grund liegt vermutlich an dem beginnenden i.p.

Die sO, in Amnionflissigkeit unterliegt standigen Schwankungen, es ist daher nicht
ausgeschlossen, dass im Bedarfsfall Sauerstoff lber die Amnionmembran zu den
BlutgefalRen diffundieren kann.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass veranderte Inkubationsbedingungen zur Anderung
der Membranaktivitat fiihren kénnen. Gibson et al. (2008) zeigten, dass es zu signifikanten
metabolischen Effekten (Inhibierung der Glykolyse) und zu Antworten in der
lonenhomoostase bei veradnderter O,-Spannung kommt. Dabei kommt es zur Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies, wenn die lonenhoméostase nicht aufrechterhalten werden kann.
Diese Dysfunktion fiihrt zu Veradnderungen der Transporteigenschaften und der

Signaliibertragung. Damit ist die Préadisposition z.B. fiir Odembildung gegeben.

5.2 Auswirkungen der Inkubationsbedingungen auf die Elektrolyte
und Metabolite (K*, Na*, CI', Ca**, Glucose, Lactat)

Natrium und Kalium sind fir die Erhaltung des elektro-chemischen sowie des osmotischen
Gradienten erforderlich und damit fir die Bewegung des Wassers durch die Membranen.
Calcium ist Bestandteil des Knochens und der Schale und muss wahrend der Entwicklung in
ausreichender Menge fir die Ossifikation vorhanden sein. Aulerdem ist es in eine Reihe
physiologischer Prozesse, wie z.B. die intrazellulare Signaltransduktion, einbezogen. Chlorid
dient ebenfalls der Wasserbewegung. Glucose wird im Energiestoffwechsel verbraucht und

Laktat spielt bei der Einstellung des pH-Wertes eine Rolle.

Fur die Regulation der Elektrolyte und Metabolite in der Blut- und Amnionfliissigkeit sind die
elektrophysiologischen Eigenschaften des GefalRendothels und des Amnionepithels von
grofdter Bedeutung. Das Amnionepithel und das GefalRendothel umschlielen zwei
voneinander getrennte Kompartimente. Es kommt an diesen Membranen zu

elektrophysiologischen Vorgéngen (Blasius, 2006).

68



5. Diskussion

Bautzmann und Schmidt (1960) haben in histologischen Arbeiten nachgewiesen, dass das

Amnionepithel resorptive und sekretorische Fahigkeiten besitzt.

5.2.1 Einfluss der veranderten Inkubationsbedingungen auf Kalium und Natrium
(Diagramm 6, 7 Tabellen 17 - 22)

Aufgrund der Praparationstechnik konnte erst ab D12 Blut gewonnen werden, wahrend die
Amnionflissigkeit bereits ab D 10 entnommen wurde. Bei Betrachtung der Diagramme 6 und
7 fallt auf, dass die Konzentrationen fiir Kalium und Natrium an D12 in beiden Flissigkeiten
gleich hoch sind, ab D14 unterschieden sie sich signifikant. Zu diesem Ergebnis kamen auch
Harsch und Green (1963). Der Grund fiir diese Ahnlichkeit der Konzentrationen an K* und
Na® im Blut und in der Amnionfliissigkeit liegt ihrer Meinung nach darin begriindet, dass die
inneren Organe bis etwa D12 von der Amnionflissigkeit umspult werden und die Diffusion
Uber die grolken Flachen zum Ausgleich fiihrt. Danach schlielen sich die Koérper- und
Membranhéhlen, und neben den passiven Prozessen flihren aktive Transportmechanismen

zu den Konzentrationsunterschieden.

Die verschiedenen Inkubationsbedingungen fluhren bei beiden lonen bei Hyperthermie und
bei Hyperthermie plus Sauerstoffmangel an einigen Tagen der Entwicklung zu signifikanten
Unterschieden im Vergleich zur Kontrollgruppe (Tab. 14-18). Es ist denkbar, dass es durch
die erhohte Temperatur zur Beeinflussung der Transportmechanismen kommen kann
(Beschleunigung durch erhdhte Warmeenergie oder Drosselung, um die freiwerdende
Warmeenergie der Natrium- bzw. Kaliumpumpen zu verringern). Hier wéare eine erste
Erklarung fir die Pradisposition spaterer Stérungen im Wassertransport zu sehen. Durch
unphysiologischen Mengen an K* und Na* kann es zu Gewebsschadigungen kommen und
es konnen sich Odeme ausbilden. Die genauen Transportvorgédnge zwischen diesen beiden
Kompartimenten bedirfen noch weiterer Untersuchung. Vorstellbar ist eine vermehrte
Wassereinlagerung bei erhdhter lonenkonzentration. Wie die Proteine in ihrer
kolloidosmotischen Funktion wirken, wird hier nicht diskutiert, da sie nicht gemessen wurden.
In der Blutflissigkeit findet man Schwankungen von maximal 8 mmol/l zwischen hdchster
und niedrigster Konzentration, in der Amnionflissigkeit von 15 mmol/l. Das Endothel der
Gefale reguliert als Barriere den Stoffaustausch zwischen Gewebe und Blut sowie zwischen

Amnion und Blut und es kénnen daher geringe Schwankungen auftreten.

Das Epithel des Amnions kann auch sezernieren und so zu den Schwankungen beitragen.
Auf Grund dieser Beobachtung ist es denkbar, dass bei erhdhter Warmezufuhr die
Amnionflissigkeit Kalium und Natrium fur das Kapillarblut vermehrt bereitstellt bzw. aus dem
Blut aufnimmt. Die Amnionmembran ist also nicht nur Speicher von lonen sondern hat auch

eine Funktion im Elektrolyttransfer.
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Der Vergleich der lonenkonzentrationen zwischen beiden Flissigkeiten zeigt auch hier den
signifikanten Einfluss der Temperatur (alle Altersgruppen). Bei alteren Embryonen flihren
auch der Sauerstoffmangel bzw. kurzfristige Einflisse zu gesicherten Unterschieden
zwischen Blut und Amnion (Tab. 19). Das deutet an, dass die jingeren Entwicklungsstadien

sehr widerstandsfahig sind.

5.2.2 Einfluss der veranderten Inkubationsbedingungen auf Chlorid
(Diagramm 8, Tabellen 23 - 25)

Die Konzentration an Chlorid-lonen in der Amnionflissigkeit ist entscheidend fir den
nachfolgenden Wassereinstrom in die Amnionhohle (Faber et al., 1973). So wies Faber
mittels radioaktiv markierten Chlorid-lonen den Transfer vom Blut in die Amnionflissigkeit
und den folgenden Wasserstrom nach. Er fihrte den Vorgang auf teilweise aktive
Transportprozesse zurlick. In den eigenen Ergebnissen war die Cl-Konzentration im Blut
und in der Amnionflussigkeit stark altersabh&ngig, wobei ein gesicherter Abfall von D12
(133mmol/l) zu D14 (109mmol/l) in der Amnionflussigkeit auffiel. In diesem Zeitraum reif3t die
seroamniotische Platte der Amnionhohle und es stromen Proteine ein. Es ist denkbar, dass
der Proteineinstrom zu einem veranderten kolloidosmotischen Druck fuhrt und damit den
Wassereinstrom nach sich zieht. Die osmotischen Krafte Gber die Chlorid-lonen verlieren
ihre Bedeutung fir den Influx von Wasser. Die veranderten Inkubationsbedingungen fiihren
zu einem gleichen Verlauf wie in der Kontrolle. Eine Ausnahme zeigte sich in der Gruppe
kSM. Das Absinken der CI" Konzentration trat hier erst an D14 auf. Es ist anzunehmen, dass
die pH-Wert-Regulation zu langsam erfolgt und die Auswirkungen des seroamniotischen
Plattenrisses verspatet einsetzen, so dass CI" in der hohen Konzentration (132mmol/l) seine

osmotische Bedeutung fir die Regulation des Wassereinstromes beibehalt.

In der Blutflissigkeit der behandelten Gruppen wurde an D12 eine durchschnittlich 20%
geringere Cl-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle (Diagramm 8) ermittelt. An den
darauf folgenden Untersuchungstagen glichen sich die Werte an. Es ist denkbar, dass nach
Wiederherstellung der optimalen Inkubationsbedingungen eine Einstellung auf das
physiologische Gleichgewicht im Cl-Haushalt stattgefunden hat. Das wirde ein

Zusammenwirken beider FlUssigkeiten bestatigen.

Zwischen beiden Flussigkeiten traten zu jedem Entwicklungszeitpunkt signifikante
Unterschiede auf. Das wirde ein Zusammenwirken beider FlUssigkeiten ebenfalls

bestatigen.
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5.2.3 Einfluss der veranderten Inkubationsbedingungen auf Kalzium
(Diagramm 9, Tabellen 26 - 28)

Die Eischale des Hiihnervogels liefert etwa 80% des Kalziums, welches der Embryo fiir den
Knochenstoffwechsel bendtigt. Neben der respiratorischen Aufgabe erfiillt die CAM noch die
Aufgabe der Mobilisierung und den Transport des Kalziums aus der Eischale. Uber
spezifische temperatur-sensitive CAM-vermittelte Stoffwechselwege (Akins und Tuan, 1993;
Crooks und Simkiss, 1975) erreicht das Kalzium, beginnend an D10 und einem Maximum an
D17, die embryonalen Gefalle. Der CAM-Kalzium-Transport ist ein unidirektionaler, aktiver
Prozess der spezifisch fiir Ca®* ist und durch Vitamin K reguliert wird (Akins und Tuan,
1993). Mittels kinetischer Analysen und dem Einsatz von radioaktiv markiertem Ca?* konnte
von dieser Arbeitsgruppe der Transport des Ca®* durch endosomale Vesikel nachgewiesen
werden.

Unter Kontrollbedingungen stieg im Blut die Ca?*Konzentration von 1,05mmol/l an D12 auf

1,57mmol/l an D14 und blieb bis zum Ende der Untersuchungen auf dieser Hohe.

In der Gruppe SM der Amnionflissigkeit fiel eine Besonderheit mit einen deutlichem Anstieg
der Ca?*-Konzentration von 1,04mmol/l an D12 auf 2,98mmol/l an D14 auf. Danach sank die
Ca”*-Konzentration zum folgenden Untersuchungstag wieder ab (D16=1,81mmol/l)
(Diagramm 9). Wird der Ca?-Gehalt zum selben Untersuchungszeitpunkt mit dem im Blut
verglichen, zeigt sich ein umgekehrter Verlauf an Ca®* im Blut. Sauerstoffmangel verursacht
eine Abnahme der Kontraktionshaufigkeit des Amnionepithels (Nechaeva, M. B. et al., 2008).
Nach Beendigung der sauerstoffarmen Phase (nach D12) nahmen die Kontraktionen des
Amniongewebes wieder zu. Das dazu bendtigte Ca?* scheint aus dem Blut in die
Amnionflissigkeit transportiert zu werden. Hat sich der Embryo an die neuen Bedingungen
(normaler Sauerstoffgehalt in der Inkubationsluft) gewdhnt, kommt es zu einem Ca*-
Gleichgewicht zwischen dem Blut und der Amnionflissigkeit (Diagramm 9).

Die physiologische Entwicklung des Embryos hangt von einer gleich bleibenden Zufuhr an
Kalzium ab, so dass die These des Zusammenwirkens beider FlUssigkeiten auch hier

funktionell begriindet ist.

5.2.4 Einfluss der veranderten Inkubationsbedingungen auf Glucose
(Diagramm 10, Tabellen 29 - 30)

Die Glucose zeigte im Blut einen altersabhangigen Anstieg. Das embryonale (unreife) Herz
hat einen geringeren Energiebedarf im Vergleich zum adulten (reifen) Herz, und gewinnt die
bendtigte Energie aus der anaeroben Glykolyse. Des Weiteren besitzt das embryonale Herz
eine grolere Glykogenspeicherkapazitat im Vergleich zum adulten Herzen (Ostadal et al.,
1999).
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In der Amnionflissigkeit war ein um das zehnfach erniedrigter Wert an Glucose im Vergleich
zum Blut Uber die gesamte Inkubationsperiode messbar (Diagramm 10). Es ist denkbar,
dass das Amnionepithel keine spezifischen Transportmechanismen fiir die Glucose aufweist,

da kein Bergauf-Transport in das Blut erfolgt.

5.2.5 Einfluss der veranderten Inkubationsbedingungen auf Lactat
(Diagramm 11, Tabellen 31 - 32)

In der zweiten Inkubationshélfte, wenn das Wachstum des Embryos am starksten ist, steigt
auch der Energiebedarf. Gleichzeitig wird ab D12 der Hihnerembryo einem zunehmenden
Stauerstoffmangel ausgesetzt, da die CAM physiologisch ihre groRte Ausdehnung erreicht
hat. Dem eintretenden Sauerstoffmangel kann der Embryo anfangs entgegenwirken, indem
er den Blutfluss in der CAM oder die Kapillardichte in der Muskulatur erhoht (Snyder et al.,
1984). Eine  weitere  Moglichkeit der  Anpassung an lang  anhaltende
Sauerstoffmangelzusténde erfolgt auf zelluldrer Ebene Uber die anaerobe Energiegewinnung
(Mairbaurl, 2000). Der Gefligelembryo stellt seine Energiegewinnung aber erst an D19 auf
anaeroben Metabolismus um (Hoiby et al., 1987). Hoiby et al. (1987) untersuchte Blut aus
der A. umbilicalis und verglichen die Ergebnisse mit der Amnionflissigkeit ab D14. Sie
beobachtete, dass nach einem Plateau von D14 bis D18 ein Anstieg des Lactatgehaltes ab
D19 bis zum Schlupf folgt. Die Lactatkonzentration in der Amnionflissigkeit variierte wenig
von D14 bis D19. In dieser Arbeit wurden ahnliche Beobachtungen zur
Lactatkonzentrationen im Blut und in der Amnionflissigkeit im gleichen Zeitraum (D14 - D19)
gemacht. Die ermittelten Lactatkonzentrationen waren allerdings um das dreifache
gegeniiber denen von Hoiby et al. (1987) ermittelten Werten erhéht. Die héheren Werte
erklaren sich aus dem Ort der Probenentnahme. Wahrend Hoiby et al. (1987) Blut aus der A.
umbilicalis gewonnen hatte, wurde fir diese Untersuchung das Blut aus der
Chorioallantoisvene entnommen.

Auch im Zeitpunkt der Probenentnahme besteht ein Unterschied. Wahrend fir diese
Untersuchung das Blut bereits am 12. Inkubationstag gewonnen wurde, ermittelten Hoiby et
al. (1987) die Lactatkonzentration erst ab D14. An D12 wurde unter Kontrollbedingungen ein
etwa doppelt so hoher Wert wie am darauf folgenden Untersuchungstag (D14) gemessen.
Diese hohe Lactatkonzentration ist erklarbar mit der wachsenden Sauerstoffschuld durch das
Erreichen der maximalen Ausbreitung der CAM sowie durch den entstehenden

Sauerstoffmangel.
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5.3 Auswirkungen der Inkubationsbedingungen auf morphologische

Parameter (Embryonengewicht, Herzgewicht)

5.3.1 Einfluss der veranderten Inkubationsbedingungen auf das Embryonengewicht

Die absoluten Koérperfeuchtgewichte der Embryonen wurden an jedem Untersuchungstag in
allen finf Gruppen ermittelt. In allen Gruppen stiegen die die Kérpermasse mit zunehmender
Inkubationsdauer (Diagramm 12).

Wahrend an den Inkubationstagen D10 und D12 keine bis nur geringe Unterschiede
auftraten, stellten sich an D18 die groRten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
dar.

In der zweiten Inkubationshalfte ist das embryonale Wachstum am starksten. Fir seine
Entwicklung bendtigt der Embryo zunehmend Energie und Sauerstoff. Die Energiezufuhr
erfolgt aus dem energiereichen Dotter. Die Sauerstoffzufuhr zum Embryo erfolgt von der
AuBenwelt Uber die Eischale und die CAM. Es ergibt sich fur den Embryo nach D12 (max.
Ausdehnung der CAM) ein physiologischer Sauerstoffmangel. Diesem Minderangebot an
Sauerstoff in der Inkubationsluft kann der Embryo bis zu einem gewissen Grad
entgegenwirken. Die weitere Verringerung des Sauerstoffangebotes wahrend des zweiten
Inkubationsdrittels kann nicht mehr toleriert werden. Es kommt zu einem verminderten
Kdrperwachstum. Unter starker Hypoxie verlagert sich die Verteilung des Energieverbrauchs
von der Protein- und RNA/DNA-Synthese hin zur Erhaltung der Funktion der ATP-
abhangigen lonenpumpen. Dieses Phanomen wurde unter Anoxie an Zellen von Ratten und
Schildkréten bestatigt (Lefebvre et al., 1993).

Eine Verlagerung des Energieverbrauchs von der Protein- und RNA/DNA-Synthese hin zur
den ATP-abhangigen lonenpumpen wiirde im wachsenden Organismus zu einer verzdgerten

Entwicklung flihren, die sich in geringeren Embryonenmassen manifestiert.

Eine weitere Erklarung bietet der geregelte Hypometabolismus. Es kommt bei milder
Hypoxie zu einer hypometabolischen Reaktion mit vermindertem Sauerstoffverbrauch, die
jedoch nicht linear dem Sauerstoffangebot folgt, sondern einen Regulationsmechanismus
darstellt. Wahrend dieser hypometabolischen Reaktion entsteht keine Sauerstoffschuld, also
kein Sauerstoffmangel auf Gewebsebene. Die Umgebungstemperatur spielt bei dieser
Anpassungsform eine ausschlaggebende Rolle. Bei niedriger Temperatur und wenig
Sauerstoff kommt es an D11 zur Absenkung des Sauerstoffverbrauchs, der
Korpertemperatur und des Stoffwechsels und damit zu weniger Gewichtszunahme
(Stuhrberg, 2006).

Bei erhdhter Inkubationstemperatur fiel die Gewichtszunahme am geringsten aus. In
Untersuchungen uber die Entwicklung der Kdrpertemperatur bei Hihnerembryonen stellte

Janke (2002) fest, dass es bereits vor dem letzten Inkubationsdrittel zu

73



5. Diskussion

thermoregulatorischen Anderungen in der Warmeproduktion kommt. Zu diesem Zeitpunkt
sind thermoregulatorische Anpassungen wahrscheinlich noch ineffektiv, zeigen aber im
Zusammenspiel mit der Ausbildung des Thermoregulationssystems eine epigenetische
Anpassung an die zu erwartende Umwelt. Die Thermoregulation erfordert ebenfalls
energetischen Aufwand, so dass sich die Energiereserven weiter verringern und dem

Kérperwachstum nicht zur Verfigung stehen.

5.3.2 Einfluss der veranderten Inkubationsbedingungen auf das Herzgewicht

Auch die Herzgewichte stiegen mit zunehmendem Alter. Signifikante Unterschiede zur
Kontrolle traten in beiden warmebehandelten Gruppen sowie in der SM-Gruppe an D20 auf.
Die Herzgewichte weisen wie die Embryonengewichte an D10 und D12 geringe
Unterschiede zwischen den einzelnen Untersuchungsgruppen auf. Die grof3ten Unterschiede
bestanden an D18 im Vergleich zur Kontrolle.

Das hohere Herzgewicht in der SM-Gruppe gegentber der Kontrollgruppe ist erklarbar mit
einer reaktiven Hyperplasie der Kardiomyozyten (Lange, 2005). In histologischen
Untersuchungen von Herzmuskelgewebe fand Lange (2005) heraus, dass der
Sauerstoffmangel in der Inkubationsluft Einfluss auf strukturelle Entwicklung bzw.
Differenzierung der embryonalen Herzmuskulatur hat. So flhrte dieser Sauerstoffmangel im
zweiten Inkubationsdrittel zu einer Zellzahlerhéhung der Herzmuskulatur und somit zu einer
Massenzunahme (Lange, 2005).

Die Herzgewichtszunahme unter dem Einfluss einer erhéhten Temperatur im Vergleich zur
Kontrollgruppe ist signifikant geringer. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den verringerten
Koérpermassen in dieser Versuchsgruppe.

Interessanterweise zeigte sich eine hdhere Zunahme des Herzgewichtes gegenlber der
Kontrolle in der Gruppe SM&HT. Hier scheint das erhéhte Herzgewicht mit der durch den
Sauerstoffmangel induzierten reaktiven Hyperplasie der Kardiomyozyten erklarbar zu sein.
Die Wachstumsantwort auf den Sauerstoffmangel ist starker als auf die erhohte

Inkubationstemperatur.

Die Ergebnisse zur Embryo- und Herzmasse weisen letztendlich auf die Existenz des
geregelten Hypometabolismus hin (Stuhrberg, 2006).

Das Ausmall des hypometabolischen Effekts hangt von der Hohe des Sauerstoffmangels,
dem Alter des Embryos und der Umgebungstemperatur ab. Die Langzeiteffekte sind eine

Reduktion des Organwachstums und ein geringes Schlupfgewicht.

Der Vogelembryo kann also diese suboptimalen Inkubationsbedingungen mit einer
geringeren Zunahme des Korpergewichtes und/oder Herzgewichtes Uberstehen Hier ist

anzunehmen, dass durch die unter dieser Bedingung zunehmende Herzfrequenz des
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Embryos ausreichend Blut zum Gehirn und zu den anderen Organen gepumpt wird, so dass

die gesteigerte Durchblutung die Sauerstoffversorgung sichert.

Insgesamt ist nach Diskussion aller Befunde festzustellen, dass zwischen Amnionflussigkeit
und Blutplasma unterschiedliche Konzentrationen der gepriften Parameter gemessen
wurden. Unter Einfluss von chronischem bzw. akuten Saustoffmangel bzw. erhdhter
Temperatur wurden Regulationen zwischen beiden Flissigkeiten interpretiert, die auf einen
Zusammenhang hinweisen und daher der Amnionflissigkeit eine grélRere Bedeutung

zukommt, als bisher angenommen.
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6. Zusammenfassung
Einfluss von Sauerstoff und Temperatur auf die Zusammensetzung embryonaler

Fliissigkeiten bei Gallus gallus domesticus

Der Einfluss von Sauerstoffmangel und/oder erhéhter Temperatur flihrt nachweislich im
Vogelembryo der Rasse ,White Leghorn® zu Anpassungsmechanismen beziiglich der
Morphologie und hormonaler Regulationen (Ténhardt et al., 1995). In der vorliegenden Arbeit
wurde der Einfluss von Sauerstoffmangel und/oder erhéhter Temperatur im zweiten
Inkubationsdrittel auf die lonenzusammensetzung der Blut- und Amnionfliissigkeit von D10
bis D20 geprift. Damit sollte ein Nachweis fiir das funktionelle Zusammenwirken der beiden

Kompartimente bei der Anpassung an diese Stressoreinwirkung geleistet werden.

Die fertilen Eier der Rasse ,White Leghorn® wurden im Zeitraum von D6-D12 einem
vermindertem Sauerstoffgehalt (chronisch; 15% O,) oder einer erhéhten Temperatur
(39,5°C), sowie von D8-D12 einem vermindertem Sauerstoffgehalt und einer erhdhten
Temperatur (chronisch; 15% O, und 39,5°C) ausgesetzt. Ebenfalls geprift wurde der
Einfluss eines kurzfristigen Sauerstoffmangels (akut; 10% O, fir 15 Minuten). Erfasst wurden
sowohl in der Blut- als auch in der Amnionflissigkeit ausgewahlte Gasparameter (pH, pO,,
pCO,, sO,), Elektrolyte (K*, Na*, Ca?*, CI') und Metabolite (Glucose, Lactat) mittels Blut-Gas-
Analyzer Radiometer Copenhagen ABL 605® sowie morphologische Daten (Herz- sowie

Kdrpermassen).

Die gepriiften Gasparameter stehen in enger Beziehung zum Alter der Embryonen. So fallt

der pH-Wert im Blut und in der Amnionflissigkeit mit zunehmender Inkubationsdauer ab.
Einen altersabhangigen Abfall wies auch die Sauerstoffsattigung (sO,) im Blut auf. Der
Sauerstoffpartialdruck (pO,) zeigte im Blut ebenfalls einen altersbedingten Abfall, im
Vergleich dazu in der Amnionflissigkeit einen altersabhangigen Anstieg. Der
Kohlendioxidpartialdruck (pCO,) erhéhte sich im Blut und in der Amnionflissigkeit. Diese
unterschiedlichen Verlaufe der gepriften Gasparameter weisen eindeutig auf die Eigenschaft
der beiden Membranen (Epithel des Amnions und Endothel der Kapillare) hin, dass
Transportprozesse zwischen den beiden Kompartimenten moglich sind und damit
unterschiedliche Konzentrationen in beiden Kompartimenten aufrechterhalten werden.

Die erhohte Temperatur (39,5°C) hatte an D10 bis D16 Auswirkungen sowohl auf den pCO,
als auch auf den HCOj3™ im Blut im Vergleich zur physiologisch bebriteten Kontrolle (37,5°C).
Dies lasst auf eine Steigerung der Stoffwechselaktivitit der Embryonen durch die

Temperaturerhéhung schlief3en.
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Temperaturerhdhung und langfristiger Sauerstoffmangel hatten dagegen keinen signifikanten
Einfluss auf die gemessenen Parameter. Dieser langfristige Einfluss hat Vorgange
eingeleitet, die auf eine Adaptation deuten. Lange (2005) fand eine Dickenzunahme des

Septums, was auf erhdhte Herzarbeit schlielen Iasst.

Im Vergleich zur chronischen Beeinflussung fluhrte kurzfristiger Sauerstoffmangel im Blut zu
signifikanten Unterschieden des pH-Wertes (an allen Untersuchungstagen), des pO.,
(selektiv) und des Bikarbonatgehaltes (selektiv) im Vergleich zu den nicht behandelten
Gruppen. Dies deutet darauf hin, dass die Einstellung dieser Werte nach Stressorwirkung

sehr empfindlich geregelt wird.

Der pH-Wert im Blut wird unter allen Einflissen zwischen 7,5 bis 7,6 gehalten, in der
Amnionflissigkeit zwischen 6,7 bis 6,9. Der altersabhangige Abfall im Blut und der
vergleichbare Anstieg des pH-Wertes in der Amnionfliissigkeit zeigt eine Feinabstimmung in

Abhangigkeit vom Alter.

Diese Konstanthaltung in engen Grenzen, aber auf unterschiedlicher Hoéhe in beiden
FlUssigkeiten, unterstitzt die Aussage, dass beide Kompartimente unterschiedlich geregelt

werden konnen.

Die untersuchten Elektrolyte stehen ebenfalls in enger Beziehung zum Alter der Embryonen.

Veranderte Inkubationsbedingungen fihrten innerhalb einer Flissigkeit an einzelnen Tagen
zu signifikanten Veranderungen. Zwischen beiden FlUssigkeiten kommt es nach D12 zu
signifikanten Beeinflussungen.

In der Amnionflissigkeit stiegen die Konzentrationen an K* und Ca?* mit zunehmender
Inkubationsdauer (Auffangbecken im Zusammenhang mit dem Blut), die Konzentrationen an

Na®, CI" und Lactat fielen (Lieferung fiir das Blut).

Die Amnionflissigkeit entspricht bezogen auf Na*, K* und HCOj3™ der intrazellularen und das

Blut der extrazellularen lonenkonzentrationen.

Die Konzentrationen an Glucose und Laktat unterscheiden sich zwischen Blut und
Amnionflissigkeit um das 30- bis 50fache. Die Glucose zeigte einen altersabhangigen
Anstieg im Blut (D12=6,77 bis D20=10,82 mmol/l). In der Amnionflissigkeit lag die

Konzentration bei 0,2 mmol/l und blieb Gber den gesamten Untersuchungszeitraum konstant.

Hyperthermie fihrte bei der Glucose im Blut zu grofdten Abweichungen im Vergleich zur
Kontrolle, Hyperthermie und Sauerstoffmangel dagegen hatten keine Abweichungen zur

Folge.
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6. Zusammenfassung

Lactat zeigte einen altersabhdngigen Abfall in beiden Flissigkeiten. An allen
Inkubationstagen zeigte sich ein signifikanter Unterschied nach langfristigem

Sauerstoffmangel.

Embryonen- und Herzgewicht stiegen mit zunehmendem Alter. Hyperthermie hatte zum
Ende der Inkubation ein geringeres Koérper- und Herzgewicht im Vergleich zur Kontrolle zur
Folge. Hyperthermie und Sauerstoffmangel dagegen fihrten zu einem héheren Herzgewicht

und hatten keinen Einfluss auf die Embryonengewichte.

Blut und Amnionflissigkeit stehen in enger Verbindung tber das Endothel der Gefalke und
das Epithel des Amnions. Die Amnionflissigkeit scheint Reservoir und Lieferant der
gepriuften Gase, Elektrolyte und Metabolite fir den Stoffwechsel des Embryos unter

physiologischen und belastenden Bedingungen zu sein.

Es wurden unterschiedliche Konzentrationen bei Gasparametern, in der Konzentration der
Elektrolyte und der Glucose im Blut und in der Amnionflissigkeit gemessen, verursacht
durch Alter, Temperatur und Sauerstoffmangel. Damit ist die Grundlage flr veranderten
hydrostatischen und (kolloid)osmotischen Druck gegeben. Diese Einflisse kbénnen zu
veranderter Elektrolyt- und damit Wasserbalance im Embryo fihren. Im schnell wachsenden
Masthdhnchen kommt als weitere Komplikation die mangelhafte Kapillarisierung der weil3en
Brustmuskulatur hinzu. Das Herz muss mit erhéhtem Druck arbeiten, was zu Links- und
Rechtsherzinsuffizienz fihren kann. Damit ware zumindest teilweise das haufige
Vorkommen der Ascites bei Mastgefligel u.a. auch im Zusammenwirken des Blut- und

Amnionkompartiments zu erklaren.
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7. Summary

Influence of oxygen and temperature on the composition of embyronic fluid in Gallus gallus

domesticus

The influence of reduced oxygen and/or increased temperature leads to demonstrable
adaptation mechanisms with respect to morphological structures and hormonal regulation in
the chick embryo of the race of White Leghorn hens (Ténhardt et al. 1995). In the following
work, the influence of oxygen deprivation and/or elevated temperature on the ion
composition of the blood and amniotic fluid has been examined during the second third of the
incubation period, i.e. days 10-20 (D10-D20). Thus, an evidence for the functional
cooperation of the two compartments should be carried out with the adjustment to this

exposure of stress.

Fertile eggs of the race of White Leghorn hens were treated during the embryonic period of
D6-D12 with reduced oxygen (chronically; 15% O,) or with increased temperature (39.5°C)
and during the period D8-D12 with reduced oxygen and increased temperature (chronically;
15% O, and 39.5°C). Likewise, the effects of a short reduction in oxygen (acute; 10% O, for
15 min) was examined. We collected selected gas parameters, measured in the blood as
well as in the amniotic fluid (pH, pO2, pCO,, sO,), electrolytes (K*, Na*, Ca2®, CI) and
metabolite (glucose, lactate) by means of blood-gas-analyzer Radiometer Copenhagen ABL

605° as well as morphologic data (heart- and body weight).

The tested gas parameters are closely correlated with the age of the embryo. Thus, the pH
value of the blood and in the amniotic fluid falls with increasing incubation time. An age-
related decrease also occurs with respect to oxygen saturation (sO) in the blood. The partial
pressure of the oxygen (pO,) similarly drops, whereas this value shows an increase in the
amniotic fluid. The partial pressure of carbon dioxide (pCO,) rises in both the blood and
amniotic fluid. These various changes in the tested gas parameters clearly indicate on the
characteristic of the two membranes (epithelium of the amnion and endothelium of the
capillary). The transportation processes between the two compartments are feasible and for

this reason different concentrations in both compartments are sustained.

The increased temperature and chronic oxygen deprivation did not have significant influence
on the measured parameters. This long-term treatment probably stimulates a regulatory
mechanism, thereby indicating that adaptation has taken place. Lange (2005) found a

thickness increase of the septum, which suggests increased heart work.
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In comparison with the chronic effects, short-term oxygen deprivation in the blood leads to
significant differences in pH values (on all examined days), in pO, (selective) and in
bicarbonate levels (selective) from the control group. The maintenance of these values thus
requires a longer adaptation. This point to the fact, that the attitude of these values is very

sensitively regulated after influence of stress.

The pH value in the blood is kept between 7.5 to 7.6 under all influences, in the amniotic fluid
between 6.7 to 6.9. The age-dependent decline in the blood and the comparable rise of the
pH value in the amniotic fluid shows a fine adjustment as a function of the age. This
stabilisation within narrow confines, but on different height in both liquids, supports the

statement that both compartments can be differently regulated.

The tested gas parameters are closely correlated with the age of the embryo, too. Alterations
in incubation conditions lead, on specific days, to clear changes within one fluid. Significant

influences occur between the two fluids after D12.

In the amniotic fluid, the concentrations of K* and Ca?" increases with incubation time
(storage function in relation to the blood), whereas the concentrations of Na*, CI" and lactate

fall (delivery to the blood).

The amniotic fluid conforms, related to Na*, K* and HCO5', to the intracellular and the blood

to the extracellular ion concentrations.

The measured metabolites glucose and lactate show great differences between the blood
and amniotic fluid. Glucose rises age-dependently in the blood (D12=6.77,
D20=10.82mmol/l). In the amniotic fluid, however, only a lower order of magnitude of glucose

is measurable and this remains constant during the examined period (0.2mmol/l).

Hyperthermia leads with glucose to the largest deviations in the comparison with the control.

Hyperthermia and oxygen deficiency did not show any variances.

Lactate exhibits an age-related fall in both fluids and is significantly affected on all examined

days following long-term oxygen deprivation.

The weights of the embryo and heart increase with increasing age. A rise in incubation
temperature caused a smaller body and heart weight at the end of the incubation in
comparison to the control. Hyperthermia and oxygen deficiency did lead to a higher heart

weight and had no influence on the embryo weights.
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Blood and amniotic fluid are in close contact across the endothelium of the blood vessels and
the amniotic epithelium. The amniotic fluid seems to be a reservoir and supplier for the
examined gases, electrolytes and metabolites for the metabolism of the embryo under
physiological and aggravating conditions. Different concentrations were measured in the
concentration of the gas parameters, in the concentration of the electrolytes and glucose in
the blood and in the amniotic fluid, caused by age, temperature and oxygen deficiency.
Therefore the basis for changed hydrostatic and (colloid)osmotic pressure is given. These
influences can lead to changed electrolyte and thus water balance in the embryo. For this
reason you could at least partly explain the prevalent appearance of ascites in mast poultry,

e.g. in the cooperation of the blood- and amnion compartment.

In fast growing mast broilers the unsatisfactory capillarysation of the white breast
musculature is added as a further complication. The heart has to work with increased

pressure, which can lead to left- and/or right heart insufficiency.
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Tabelle 35: Medianwerte des pH in Blut und Amnionflissigkeit

Tag Gruppe pH im Blut pH im Amnion
D10 K n.e. 6,86
SM n.e. 6,79
HT n.e. 6,54
SM&HT n.e. 6,58
kSM n.e. 6,84
D12 K 7,70 6,76
SM 7,51 6,59
HT 7,39 6,37
SM&HT 7,51 6,45
kSM 7,37 6,66
D14 K 7,60 6,69
SM 7,60 6,73
HT 7,61 6,70
SM&HT 7,61 6,78
kSM 7,43 6,64
D16 K 7,54 6,71
SM 7,47 6,69
HT 7,58 6,71
SM&HT 7,51 6,76
kSM 7,42 6,63
D18 K 7,52 6,90
SM 7,51 6,91
HT 7,59 7,00
SM&HT 7,49 6,97
kSM 7,39 6,82
D20 K 7,53 n.e.
SM 7,49 n.e.
HT 7,51 n.e.
SM&HT 7,30 n.e.
kSM 7,38 n.e.
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Tabelle 36: Medianwerte des pO, in Blut und Amnionflissigkeit

Tag Gruppe [pO.] im Blut [kPa] [pO2] im Amnion [kPa]
D10 K n.e. 7,30
SM n.e. 8,18
HT n.e. 7,67
SM&HT n.e. 8,51
kSM n.e. 6,24
D12 K 14,81 7,19
SM 12,31 7,15
HT 17,17 7,37
SM&HT 11,99 7,03
kSM 9,01 6,37
D14 K 11,27 7,29
SM 11,62 6,85
HT 11,19 7,56
SM&HT 12,73 7,80
kSM 10,01 6,47
D16 K 9,37 6,76
SM 10,13 7,13
HT 9,08 8,23
SM&HT 10,03 7,27
kSM 8,37 7,81
D18 K 8,00 8,13
SM 9,18 7,69
HT 8,96 10,40
SM&HT 5,88 8,64
kSM 5,09 7,33
D20 K 6,93 n.e.
SM 5,28 n.e.
HT 5,37 n.e.
SM&HT 3,17 n.e.
kSM 4,24 n.e.
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Tabelle 37: Medianwerte des pCO; in Blut und Amnionflissigkeit

Tag Gruppe [PCO-] im Blut [kPa] [PCO.] im Amnion [kPa]
D10 K n.e. 2,53
SM n.e. 2,20
HT n.e. 2,98
SM&HT n.e. 2,12
kSM n.e. 2,93
D12 K 1,85 3,14
SM 2,15 3,01
HT 2,67 2,81
SM&HT 1,75 3,13
kSM 2,98 3,60
D14 K 2,89 4,64
SM 2,96 4,33
HT 2,52 4,56
SM&HT 2,92 5,01
kSM 3,35 4,97
D16 K 4,31 5,85
SM 5,11 6,12
HT 3,51 5,35
SM&HT 4,73 6,09
kSM 4,67 6,37
D18 K 4,69 6,27
SM 4,95 6,47
HT 3,08 5,02
SM&HT 5,09 6,03
kSM 5,35 6,53
D20 K 4,35 n.e.
SM 4.61 n.e.
HT 4,96 n.e.
SM&HT 6,63 n.e.
kSM 5,99 n.e.

97




9. Anhang -1- Tabellen

Tabelle 38: Medianwerte des HCOj' in Blut und Amnionflissigkeit

Tag Gruppe [HCO;] im Blut [mmol] [HCO;] im Amnion [mmol]
D10 K n.e. 3,20
SM n.e. 2,35
HT n.e. 1,60
SM&HT n.e. 1,60
kSM n.e. 3,25
D12 K 13,00 3,10
SM 12,90 2,00
HT 12,90 1,20
SM&HT 11,00 1,60
kSM 13,10 2,85
D14 K 20,40 4,50
SM 22,30 4,50
HT 20,80 3,50
SM&HT 22,00 4,90
kSM 16,30 3,70
D16 K 28,00 4,95
SM 28,65 4,90
HT 27,10 4,45
SM&HT 28,45 6,10
kSM 23,70 4,90
D18 K 28,85 8,65
SM 28,05 10,05
HT 23,65 9,00
SM&HT 28,60 9,60
kSM 23,45 7,40
D20 K 27,10 n.e.
SM 28,00 n.e.
HT 25,30 n.e.
SM&HT 26,90 n.e.
kSM 25,70 n.e.
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Tabelle 39: Medianwerte des sO; in Blut und Amnionflissigkeit

Tag Gruppe sO; im Blut [%] sO; im Amnion [%]
D10 K n.e. 70,10
SM n.e. 55,25
HT n.e. 54,10
SM&HT n.e. 55,70
kSM n.e. 48,25
D12 K 98,50 59,70
SM 97,60 29,75
HT 98,40 30,10
SM&HT 97,65 28,70
kSM 92,40 47,15
D14 K 97,50 49,75
SM 97,40 58,60
HT 97,20 52,65
SM&HT 98,20 63,50
kSM 94,85 54,00
D16 K 94,45 44,80
SM 95,35 44,50
HT 95,05 53,60
SM&HT 93,60 49,60
kSM 91,30 48,10
D18 K 92,60 70,80
SM 93,25 67,25
HT 95,55 86,50
SM&HT 77,90 77,10
kSM 68,20 54,80
D20 K 89,60 n.e.
SM 79,60 n.e.
HT 80,80 n.e.
SM&HT 42,80 n.e.
kSM 60,05 n.e.
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Tabelle 40: Medianwerte der Kaliumkonzentration in Blut und Amnionflissigkeit

Tag Gruppe [K*] im Blut [mmol/l] [K*] im Amnion [mmol/I]
D10 K n.e. 3,10
SM n.e. 3,10
HT n.e. 3,70
SM&HT n.e. 3,80
kSM n.e. 3,30
D12 K 6,45 3,70
SM 4,00 3,80
HT 5,60 4,45
SM&HT 4,20 3,80
kSM 5,20 3,90
D14 K 4,70 26,35
SM 4,40 28,30
HT 4,80 27,20
SM&HT 4,20 26,40
kSM 4,70 11,10
D16 K 4,75 33,65
SM 5,40 30,70
HT 5,70 28,60
SM&HT 4,90 26,40
kSM 5,50 30,10
D18 K 6,40 23,25
SM 4,50 23,75
HT 6,20 20,50
SM&HT 4,80 21,20
kSM 7,00 24,20
D20 K 5,40 n.e.
SM 4.80 n.e.
HT 8,00 n.e.
SM&HT 5,85 n.e.
kSM 6,20 n.e.
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Tabelle 41: Medianwerte der Natriumkonzentration in Blut und Amnionflissigkeit

Tag Gruppe [Na*] im Blut [mmol/l] [Na*] im Amnion [mmol/l]
D10 K n.e. 132,0
SM n.e. 130,0
HT n.e. 130,0
SM&HT n.e. 128,5
kSM n.e. 129,0
D12 K 125,5 132,0
SM 123,0 132,0
HT 121,0 127,0
SM&HT 126,0 129,0
kSM 122,0 133,0
D14 K 126,0 117,0
SM 128,0 115,0
HT 125,0 115,0
SM&HT 127,0 119,0
kSM 124,0 125,0
D16 K 127,0 110,0
SM 125,5 113,0
HT 124,0 115,0
SM&HT 125,0 119,0
kSM 127,0 115,0
D18 K 125,0 118,0
SM 128,0 121,0
HT 124,5 119,0
SM&HT 127,0 119,0
kSM 126,0 119,0
D20 K 123,0 n.e.
SM 125,0 n.e.
HT 120,0 n.e.
SM&HT 126,0 n.e.
kSM 127,0 n.e.
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Tabelle 42: Medianwerte der Chloridkonzentration in Blut und Amnionflissigkeit

Tag Gruppe [CIT7 im Blut [mmol/l] [CI7 im Amnion [mmol/I]
D10 K n.e. 130,0
SM n.e. 130,0
HT n.e. 135,0
SM&HT n.e. 134,0
kSM n.e. 128,0
D12 K 124,0 133,0
SM 106,0 134,0
HT 105,0 133,0
SM&HT 102,0 136,0
kSM 98,0 133,0
D14 K 94,0 109,0
SM 97,0 107,0
HT 99,0 112,0
SM&HT 99,0 114,0
kSM 100,0 132,0
D16 K 95,0 103,0
SM 94,0 99,0
HT 92,0 106,5
SM&HT 94,0 105,0
kSM 97,0 106,0
D18 K 91,0 118,0
SM 89,0 113,0
HT 92,0 111,0
SM&HT 90,0 118,0
kSM 93,5 111,0
D20 K 91,0 n.e.
SM 92,0 n.e.
HT 91,0 n.e.
SM&HT 93,5 n.e.
kSM 95,0 n.e.
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Tabelle 43: Medianwerte der Kalziumkonzentration in Blut und Amnionflissigkeit

Tag Gruppe [Ca?*] im Blut [mmol/l] [Ca?*] im Amnion [mmol/I]
D10 K n.e. 0,86
SM n.e. 0,66
HT n.e. 0,74
SM&HT n.e. 0,71
kSM n.e. 0,91
D12 K 1,05 1,03
SM 1,59 1,04
HT 1,61 1,03
SM&HT 1,58 1,07
kSM 1,48 1,03
D14 K 1,57 2,16
SM 1,22 2,98
HT 1,68 1,67
SM&HT 1,64 1,68
kSM 1,63 1,54
D16 K 1,59 2,07
SM 1,64 1,81
HT 1,41 1,78
SM&HT 1,74 2,09
kSM 1,66 1,97
D18 K 1,61 1,49
SM 1,68 1,69
HT 1,66 1,94
SM&HT 1,59 1,42
kSM 1,60 1,62
D20 K 1,50 n.e.
SM 1,58 n.e.
HT 1,60 n.e.
SM&HT 1,61 n.e.
kSM 1,34 n.e.
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Tabelle 44: Medianwerte der Glucosekonzentration in Blut und Amnionflissigkeit

Tag Gruppe Glucose im Blut [mmol/l] Glucose im Amnion [mmol/l]
D10 K n.e. 0,11
SM n.e. 0,11
HT n.e. 0,06
SM&HT n.e. 0,14
kSM n.e. 0,39
D12 K 6,77 0,00
SM 7,88 0,00
HT 7,05 0,06
SM&HT 7,33 0,03
kSM 6,38 0,00
D14 K 8,69 0,00
SM 8,38 0,00
HT 7,91 0,00
SM&HT 8,10 0,00
kSM 7,38 0,00
D16 K 8,77 0,00
SM 9,07 0,00
HT 9,05 0,00
SM&HT 9,27 0,00
kSM 8,82 0,00
D18 K 9,99 0,06
SM 8,88 0,00
HT 7,91 0,06
SM&HT 9,88 0,00
kSM 8,77 0,00
D20 K 10,82 n.e.
SM 10,93 n.e.
HT 9,77 n.e.
SM&HT 10,41 n.e.
kSM 9,99 n.e.
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Tabelle 45: Medianwerte der Lactatkonzentrationen in Blut und Amnionflissigkeit

Tag Gruppe [Lactat] im Blut [mmol/l] [Lactat] im Amnion [mmol/I]
D10 K n.e. 0,70
SM n.e. 0,80
HT n.e. 0,40
SM&HT n.e. 0,90
kSM n.e. 0,50
D12 K 2,70 0,40
SM 6,30 0,80
HT 4,40 0,10
SM&HT 3,90 0,40
kSM 7,20 0,45
D14 K 1,55 0,10
SM 1,30 0,15
HT 2,20 0,20
SM&HT 1,10 0,10
kSM 4,90 0,20
D16 K 1,60 0,05
SM 2,10 0,10
HT 1,80 0,10
SM&HT 1,80 0,10
kSM 2,90 0,10
D18 K 1,30 0,00
SM 1,30 0,05
HT 1,10 0,00
SM&HT 1,80 0,10
kSM 5,40 0,20
D20 K 2,20 n.e.
SM 2,40 n.e.
HT 2,80 n.e.
SM&HT 2,40 n.e.
kSM 5,00 n.e.
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Tabelle 46: Medianwerte der Embryonen- und Herzgewichte

Embryonengewicht

Herzgewicht

Tag SIS [Gramm] [Gramm]
D10 K 2,13 0,0175
SM 2,16 0,0169

HT 2,37 0,0180

SM&HT 1,77 0,0164

kSM 1,99 0,0154

D12 K 4,05 0,0322
SM 3,60 0,0386

HT 4,46 0,0277

SM&HT 4,36 0,0383

kSM 4,01 0,0333

D14 K 7,85 0,0644
SM 8,48 0,0735

HT 7,54 0,0499

SM&HT 8,11 0,0753

kSM 6,40 0,0542

D16 K 16,42 0,1230
SM 13,73 0,1334

HT 12,59 0,1091

SM&HT 15,53 0,1479

kSM 13,22 0,1142

D18 K 24,21 0,1799
SM 20,51 0,1652

HT 15,49 0,1194

SM&HT 22,57 0,2132

kSM 18,18 0,1670

D20 K 29,33 0,2023
SM 27,25 0,2332

HT 26,80 0,1712

SM&HT 27,64 0,2017

kSM 27,05 0,1840
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