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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Ontogenese eines Organismus ist einerseits von genetischen Faktoren
vorbestimmt, andererseits spielen auch Umwelteinflisse eine erhebliche Rolle. Ein
Beispiel hierflr ist die neuronale Plastizitat, die zum Teil die gesamte Lebensdauer
anhalt, wie im Falle der kortikalen Karten der Haut bei Nagern (Wall 1988). Es gibt
aber auch Entwicklungsprozesse, die durch unginstige externe Einflisse erheblich
gestort werden kdnnen. Dies wurde besonders eindrucksvoll am visuellen System
der Katze demonstriert. Durch Reizentzug wahrend einer sensiblen Phase entsteht
hier eine irreversible Schadigung im visuellen System (Wiesel und Hubel 1963,
Hubel und Wiesel 1970, Wiesel 1982). Auch andere sensorische Systeme, wie das
auditorische und das gustatorische der Ratte, lassen sich derart beeinflussen
(Coleman et al. 1982, Oakley 1993).

Modifikationen auf der Ebene der Sensorik &uf3ern sich in den nachfolgenden
zentralen Gebieten und bis in die Motorik hinein. Der somatosensorische Cortex
andert seine Struktur, wenn die sensorischen Vibrissen an der Schnauze der Maus
geschadigt werden (van der Loos und Woolsey 1973). Wenn Ratten sich unter
Schwerelosigkeit entwickelt haben oder ihnen, zwecks Schwerelosigkeitssimulation,
die Belastung durch den Korper von den Hinterbeinen genommen wird, dndert sich
der FuRRgelenkswinkel und das Bewegungsmuster, da die Reizung der an einer
Haltungskontrolle beteiligten Druckrezeptoren ausbleibt (Walton 1998, Walton et al.
1992). Fallt ein sensorisches System aus, gibt es Wechselwirkungen mit anderen
sensorischen Systemen, womit eine teilweise Kompensation des Ausfalls erreicht
werden kann. Es ist z.B. allgemein bekannt, dass Blinde besser horen, was sich
auch experimentell belegen lasst (Niemeyer und Starlinger 1981). Es gibt Hinweise
darauf, dass neuronale Plastizitdt auf zentraler Ebene moduliert werden kann. So
vermindert ein Katecholaminantagonist die Plastizitdt des somatosensorischen
Cortex der Katze (Bear und Singer 1986). Eine Anderung auf der sensorischen

Ebene kann also vielféltige Wechselwirkungen im ZNS erzeugen.

Der Einfluss eines Reizes auf die Entwicklung eines Organismus lasst sich sowohl
durch zentrale oder periphere Lasionen im Nervensystem als auch durch Deprivation
(= Entzug) des adaquaten Reizes untersuchen; des weiteren lassen sich auch

Experimente mit verstarktem Reiz durchfiihren. Im Falle des Vestibularsystems von
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Xenopus laevis ist bekannt, dass eine Lasion in der frihen Lebensphase zu
Anderungen auf der motorischen Ebene fiihrt. Nach Hemilabyrinthektomie lasst sich
eine Asymmetrie in der normalen Augenstellung und eine Abschwéachung des
vestibulookularen Reflexes (VOR) beobachten. Auch vollfiihren die Tiere rotatorische
Schwimmbewegungen. Diese Stérungen werden im Laufe der weiteren Entwicklung
teilweise oder ganz auf zentraler Ebene kompensiert (Rayer und Horn 1986, Horn et
al. 1986, Horn 1981). Auch durch Reizdeprivation wahrend einer Entwicklung unter
Schwerelosigkeit im Weltall und durch Reizverstarkung wahrend der Entwicklung
unter Hypergravitation in einer Zentrifuge wird die Starke des VOR wahrend einer
seitlichen Korperrollung verandert (Sebastian et al. 1995, Sebastian et al. 1996).
Dies gqilt ebenfalls fir das Schwimmverhalten und fir die Ausbildung des
Schwimmapparates. So ist die Schwanzschlagfrequenz nach Entwicklung unter
Schwerelosigkeit kurzzeitig erniedrigt (Fejtek et al. 1998) und es kann zu einer
Schwanzverkrimmung kommen (Snetkova et al. 1995). Wahrend des Aufenthalts im
All machen Kaulquappen auffallige Bewegungen wie Loopings und Spiralen
(Wassersug et al. 1991). Es wird vermutet, dass diese durch Schwerelosigkeit
hervorgerufenen Bewegungsmuster bei Fischen vestibularen Ursprungs sind (Anken
und Rahmann 1998).

1.1 Grundlagen zum fiktiven Schwimmen

Stereotype, rhythmische Bewegungen, wie Laufen, Kriechen und Fliegen werden von
zentralen Oszillatoren generiert. Die Anpassung an die Gegebenheiten der Umwelt
erfolgt durch sensorische Afferenzen. Diese sind jedoch nicht an der Erze ugung des
Grundrhythmus beteiligt (Wendler 1978, Sqalli-Houssaini et al. 1993). Der
Schwanzschlag der Kaulquappe wird durch einen Halb-Center-Oszillator generiert
(Dale 1995). Zwei Zentren, die sich gegenseitig abwechselnd inhibieren, erzeugen
eine rhythmische, rechts und links in den Schwanzsegmenten alternierende
Kontraktion der Myotome (Abb. 2). Ableitungen an den ventralen Wurzeln des
Rickenmarks beim geldahmten Tier (fiktives Schwimmen) zeigen auch hier, dass z.B.
die Wahrnehmung der Muskelkontraktionen durch Propriorezeptoren nicht notwendig
ist, um den Rhythmus zu erzeugen (Kahn und Roberts 1982a, Kahn et al. 1982). Bei
Saugern kann Stimulierung des Hirnstamms fiktive Lokomotion auslésen und
aufrecht erhalten. Daraus kann geschlossen werden, dass das Ruckenmark tonische

Excitation braucht, um Lokomotion zu produzieren (Roberts & Alford 1986).
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Abb. 2: Organisation des Halb-Center-Oszillators. Zwei Halbzentren inhibieren sich
gegenseitig durch glycinerge Interneurone (1), so dass jeweils nur eine Seite aktiv sein kann
und Uber die Motoneurone (M) die zugehoérigen Myotome (Muskelpakete) kontrahiert.
Excitatorische Interneurone (E) erregen lber einen Feedback-Mechanismus das jeweils
aktive Halbzentrum. Nach einer automatischen Ermidung des aktiven Halbzentrums kann
die andere Seite aktiv werden.

Die Verbindung zwischen den Hirnstammzentren und den motorischen Zentren im
Ruckenmark wird Uber die absteigenden Bahnen, z.B. die vestibulo-, reticulo- und
raphespinalen Projektionen, hergestellt (Nordlander et al. 1985). Die reticulospinalen
Projektionen vermitteln beim Neunauge das Ausldsen, die Gleichgewichtskontrolle
und die Richtung des Schwimmens (Deliagina et al. 1992 und 2000). Es gibt auch
noradrenerge Projektionen in das Rickenmark aus dem Mesencephalon (Sanchez-
Camacho et al. 2002). Beziglich der aufsteigenden Bahnen seien hier die
spinocerebellaren Projektionen erwahnt (van der Linden et al. 1988). Des weiteren
sind bei Amphibien auch Projektionen des Cerebellums auf den vestibulospinalen

Trakt bekannt (van der Linden und ten Donkelaar 1990).

1.2 Grundlagen zur kompensatorischen Augenbewegung

Bei Korperdrehungen vollfiihren die Augen der Kaulguappen eine kompensatorische
Gegenbewegung. Dieses Verhalten wird als vestibulookularer Reflex (VOR)
bezeichnet und tritt auch bei hoheren Vertebraten auf (Precht 1979, Dieringer 1995).
Da die kirzesten Latenzen vestibular erzeugter postsynaptischer Potentiale in den
okulomotorischen Nerven 2,5 bis 3 ms betragen, geht man von einem disynapischen
Reflex aus (Abb. 1). Die Haarsinneszellen der Macula utriculi Gbermitteln eine
Lageanderung ihrer Statolithen Uber den Nervus statoacusticus (N.VIII) an die
Vestibularkerne im Hirnstamm. Die Erregung zeigt wegen der Rezeptoreigenschaften
einen phasisch-tonischen Verlauf. Die Neurone der Vestibularkerne projizieren auf

die ebenfalls im Hirnstamm liegenden okulomotorischen Nuclei, wo die Motoneurone
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der extraokularen Augenmuskeln liegen. Diese Augenmuskeln werden Uber den
Nervus okulomotorius (N.III), den Nervus trochlearis (N.IV) und den Nervus
abducens (N.VI) gesteuert (Precht 1976, Cohen 1974).

Augenmuskulatur

Okulomotorische
Kerne

Macula

Vestibularkerne

Abb. 1. Der vestibulookulare Reflexbogen des rVOR. Die Rezeptoren (Haarsinneszellen)
liegen in der Macula utriculi und sind Uber den Nervus statoacusticus mit den
Vestibularkernen verbunden. Von dort ziehen Axone zu den okulomotorischen Nuclei, wo
sich die Motoneurone fir die Augenmuskulatur befinden.

Auch die Reizung der Haarsinneszellen der Cupulae in den Ampullen an der
Bogengangbasis kann einen VOR ausldsen. Diese Rezeptoren reagieren mit einem
phasischen Erregungsverlauf auf Drehbeschleunigungen. Entsprechend der
unterschiedlichen sensorischen Komponenten lasst sich das Reflexgeschehen
unterteilen: Der statische, rollinduzierte VOR (rVOR) geht auf den tonischen
Erregungsanteil der Rezeptoren in der Macula utriculi wahrend einer seitlichen
Rollung um die Koérperachse zurlck. Den durch die Rezeptoren in den Ampullen
ausgelosten Reflex bezeichnet man hingegen als dynamischen VOR (Sebastian et
al. 1995). Die Vestibularkerne sind Gebiete multimodaler Konvergenz. Sie erhalten
z.B. optische Afferenzen, Signale aus den contralateralen Vestibularkernen sowie
aus dem Cerebellum (Precht 1979, Hillman 1976). Entwickeln sich die Tiere in
Dunkelheit, so hat das einen Einfluss auf die Ausbildung des rVOR. Der rVOR tritt
bereits kurz nach dem Schltpfen auf, somit sind die involvierten Komponenten
funktionstiichtig (Sebastian et al. 1996, Sebastian 1994). Auch das Auge bildet die

retinotectalen Projektionen zu diesem Zeitpunkt aus (Zhang et al. 1998).
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1.3 Fragestellungen dieser Arbeit

Es ist bekannt, dass eine Entwicklung unter veranderten Gravitationsbedingungen
bei Kaulquappen Effekte auf den rVOR (Horn et al. 1995, Sebastian et al. 1996, Horn
und Sebastian 1996, Sebastian und Horn 1998) und das Schwimmverhalten (Fejtek
et al. 1998) hat. Daher kann ein Vergleich zwischen den beiden motorischen
Systemen, die gemeinsame sensorische Afferenzen erhalten, mittels physiologischer
Methoden nutzlich sein. Denn Veranderungen sollten in ihrem Ausmald und ihrem
zeitlichen  Ablauf umso &hnlicher sein, je langer die gemeinsame
Verarbeitungsstrecke der Information ist. Aus dieser Uberlegung ergaben sich

folgende Fragestellungen:

e Wie sieht das fiktiven Schwimmen nach einer Entwicklung unter normalen
Gravitationsbedingungen aus?

e Hat eine Entwicklung unter veranderten Gravitationsbedingungen einen
Einfluss auf das Schwimmmuster?

e Fuhrt eine Reizanderung durch deren Vermittlung auf unterschiedliche
motorische Systeme der Kaulguappe dort zu koordinierten
Entwicklungsverlaufen?

e Gibt es einen Zusammenhang der motorischen AuRerungen unterschiedlicher

Systeme, der unabhangig von Umgebungseinflissen auftritt?

Befunde dieser Arbeit wurden wahrend verschiedener Tagungen vorgestellt (Boser
und Horn 2002a,b; Horn und Bdser 2002; Boser et al. 2002).
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und ihre Haltung

Die Experimente wurden mit den Kaulquappen des afrikanischen Krallenfroschs
Xenopus laevis durchgefihrt. Zum Erhalt der befruchteten Eier wurde adulten
Exemplaren HCG (10 000 IU; Weibchen 0,5 ml, Mannchen 0,1 ml) injiziert. Die
Ausbeute an befruchteten Eiern lasst sich erheblich verbessern, wenn die Mannchen
bereits einen Tag vorher 0,1 ml HCG verabreicht bekommen. Die Untersuchung des
fiktiven Schwimmens wahrend der frihen Entwicklung der Kaulquappen fand an
Larven statt, die bei 20°C Lufttemperatur in 20 | Aquarien aufwuchsen. Die Aquarien
wurden mit einem Sprudelstein bellftet. Als Futter wurden Brennnessel- und
Hefepulver verabreicht. Die Stadienbestimmung erfolgte anhand der Kriterien von
Nieuwkoop und Faber (Nieuwkoop und Faber 1967). Da es zwischen Stadium 46
und 47 eine Durchmischung der externen Kriterien gibt, wurde eine weitere
Unterteilung vorgenommen: Stadium 46,4 entspricht Kaulquappen, deren
KorpergroRe wie im Stadium 46 aber deren Darmwindung wie im Stadium 47
ausgebildet ist; Stadium 46,6 entspricht Kaulquappen, welche die Koérpergrol3e von
Stadium 47 besitzen, aber in ihrer Darmentwicklung verspétet sind. Die verwendeten
Gelege stammten im Fall der Hypergravitationsexperimente und
Entwicklungskennlinien von 2 bis 3 Elternpaaren gleicher Herkunft. Fir den

Mikrogravitationsansatz wurde das Gelege eines Elternpaares verwendet.

2.2 Hypergravitationsbehandlung

Die Entwicklung unter Hypergravitation erfolgte in einer Zentrifuge. Bei der Drehung
ergibt sich eine, von Radius und Drehzahl abhéngige, kinstliche Schwerkraft, die
sich aus der vorhandenen Erdanziehungskraft und der Radialbeschleunigung tber
den Satz von Pythagoras (a2+b2=c2) errechnen lasst. Bedingt durch die Ausrichtung
der Haltungscontainer in der Zentrifuge wirkte die erzeugte Hypergravitation nicht
senkrecht auf die Container mit den Versuchstieren. Daher wurden die Behalter mit
den 1g-Kontrollen in einem schragen Winkel aufgestellt, so dass der

Schwerkraftvektor beide Containergruppen im gleichen Winkel durchdrang.

Wie die Kontrolltiere wurden auch die Versuchstiere wahrend der Behandlungszeit
zu funft in petriPERM-Schalchen unter Dunkelheit bei 20°C Lufttemperatur gehalten.

Die Schalchen haben bei einem Durchmesser von 5,5 cm und einer H6he von 1,5
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cm ein Volumen von 25 ml. Eine Deckwand ist mit einer luftdurchlassigen Membran
ausgestattet. Das Wasser (2 Tage lang durchliftetes Leitungswasser) wurde vor
dem Einsetzen der Tiere 10 min lang mit medizinischem Sauerstoff begast.
AulRerdem wurden jedem Behalter noch 1 ml Euglena-Kultur als Futter und ein Stlck
Aktivkohle zur Entgiftung beigegeben. Dann wurden die Schalchen mit einem

Gemisch aus Vaseline und Bienenwachs (1:1) abgedichtet.

In vorhergehenden Hypergravitationsexperimenten mit Xenopus laevis und dem
Fisch Oreochromis mossambicus hatte sich eine dreifach erhéhte Erdanziehung (39)
als wirksam auf den rVOR erwiesen, wohingegen bei Fischlarven 2,0 und 2,59
unwirksam waren (Horn et al. 1994, Horn und Sebastian 1996, Sebastian et al. 1995
und 1998). Somit wurde auch in diesen Experimenten mit einer 3g-Zentrifugation
gearbeitet. Hypergravitationsexperimente wurden mit Tieren in drei verschiedenen
Altersstufen durchgefuhrt (Tab. 1). Die Untersuchungen von rVOR und
Schwimmmuster begannen 2 bis 4 Stunden nach Ende der 3g-Behandlung (Abb. 3).

Tab. 1: Versuchsgruppen im Uberblick (Stadieneinteilung und Entwicklungsstand nach
Nieuwkoop und Faber 1967 und van Mier et al. 1989)

Alter bei Beginn von 3g oder ug | Entwicklungsstand
3g-Experiment 1 || Stadium 12-19 Neuralanlagenbildung
3g-Experiment 2 || Stadium 11-17 Neuralanlagenbildung
3g-Experiment 3 || Stadium 24-27 erste Aktivitat in den spinalen Motoneuronen
3g-Experiment 4 || Stadium 37-41 geschlipft, freischwimmend
pg-Experiment 1 || Stadium 26-27 erste Aktivitat in den spinalen Motoneuronen

2.3 Mikrogravitationsbehandlung

Die Gravitation aul3er Kraft zu setzen ist auf der Erde nur fur sehr kurze Zeitraume
mdglich. So z.B. bei Parabelfligen oder in Falltirmen. Neuerdings wird flr
Zellkulturen auch die RPM (Random Positioning Machine) verwendet, bei der es sich
um einen dreidimensionalen Klinostaten handelt. Hierbei wird ein Container so
bewegt, dass die mittlere Lange des wirksamen Schwerkraftvektors in bezug auf den
Inhalt O betragt. Diese Versuchsbedingungen sind als Schwerelosigkeitssimulation
jedoch ungeeignet fur Objekte mit Eigenbewegung, wie Kaulquappen. Die
Deprivation des adaquaten Reizes fir den Schweresinn Uber einen langeren
Zeitraum lasst sich daher nur mit Hilfe von Raumtransportern, Satelliten oder einem

Aufenthalt auf der Internationalen Raumstation (ISS) erreichen. Eine z.Z. vorhandene
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Mdglichkeit sind die sogenannten Soyuz-Taxi-Flige zur ISS. Sie dienen nicht nur der
Versorgung der Besatzung und dem Auswechseln der Soyuz-Rettungskapsel,
sondern sie bieten auch eine Gelegenheit zu mehrtagigen Weltraumexperimenten.
Jahrlich finden regelméafiig zwei solcher Flige statt, die in zunehmendem Malfl3e von

Wissenschaftlern zum Experimentieren genutzt werden.

2-4 Stunden (3g)
9-11 Tage ca. 39 Stunden (ug) 5 bis 8 Messtage

f ! !

Start der veranderten Ende der Beginn der Aufzeichnungen des rVOR
Gravitationsbedingungen Gravitationsbehandlung und des fiktiven Schwimmens (1. Messtag)

Abb. 3: Zeitverlauf wahrend der Experimente mit verénderten Gravitationsbedingungen.

Vollstandige Schwerelosigkeit ist auch im Weltraum kaum erreichbar, da durch das
Vorhandensein von Masse uberall eine minimale, jedoch messbare Anziehungskraft
besteht. Bei den genutzten Flughohen von 300 bis 500 km ist ein Rest an
Erdanziehungskraft vorhanden. Auch Bewegungen der Mannschaft und
Korrekturziindungen der Triebwerke erzeugen Beschleunigung. Man spricht daher
unter diesen Bedingungen von Mikrogravitation und nicht von Schwerelosigkeit.
Mikrogravitation schwankt aufgrund der verschiedenen genannten Faktoren

zwischen 10-2g und 10-6g.

Die annéhernd 10-tdgige Entwicklung unter Mikrogravitation erfolgte bei dem Soyuz-
Taxi-Flug Andromeéde zur ISS im Oktober 2001. Wahrend des Fluges wurden die
Tiere in weltraumtauglicher Transport-Hardware aufgezogen. Diese bestand aus fur
die Mission SMM-06 (1997) entwickelten Miniaquarien (Horn und Sebastian 1999),
welche mit einer luftdurchlassigen Biofolie verschlossen sind und ein Volumen von
42 ml besitzen. Die Aquarien wurden wéhrend der Mission in einem luftdurchlassigen
Biorack Typ 1 Container (Abb. 4) und einem Inkubator (Abb. 5) aufbewahrt. Die
zugehorige 1g-Gruppe wurde am russischen Kontrollzentrum in Korolev in einem
Inkubator unter entsprechenden Bedingungen gehalten (Dunkelheit, 20°C
Lufttemperatur). Das Aquarienwasser (Evian) wurde vor dem Einsetzen der Tiere 10
Minuten mit medizinischem Sauerstoff begast. Aul3erdem wurden jedem Behalter
noch 3 ml Euglena-Kultur als Futter flr die 12 Larven und 2 Stuck Aktivkohle zur

Entgiftung beigegeben. Die Tiere waren bei Beginn der Schwerelosigkeit im Stadium
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26 und 27 (Tab. 1). Die Aufnahmen des rVOR und des Schwimmmusters begannen
ca. 39 Stunden nach Ende der Schwerelosigkeit (Abb. 3).

Abb. 4: Links ein Biorack Typ 1 Container, der als Standardbehélter flr unterschiedliche
Weltraumexperimente verwendet werden kann. Fur den Transport der Kaulquappen wurde
er mit Beliftungsbohrungen versehen, die Offnungen sind nach innen mit einem
wasserabweisenden, aber luftdurchlassigen Material (Goretex) abgedichtet. Rechts ein
Miniaquarium mit friihen Xenopus Stadien und Aktivkohle, passend entwickelt fiir den Typ 1
Container (Abbildung aus Horn und Sebastian 1999).

T
| ==t
5=

>

Abb. 5: Der Aquarius-Inkubator CTA (Containeur du Transport Aller) fiir den Transport von
Weltraumexperimenten in einer Soyuz-Kapsel. Der Rucktransport fand mit der modifizierten
Form CTR (Containeur du Transport Retour) statt.
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2.4 Elektrophysiologische Untersuchung des fiktiven Schwimmens

2.4.1 Silberfarbung zur Lokalisation der ventralen Rickenmarkswurzeln

Bei jungen Stadien ist es durchaus mdglich mit entsprechender seitlicher
Beleuchtung die ventralen Wurzeln zwischen den Myotomen zu erkennen. Somit ist
das Aufsetzen der Elektroden einfach. Bei den alteren Tieren ist das nicht der Fall
und es gelang anfangs nicht, die Nerven zu treffen. Zur besseren Orientierung
wurden einige Silberfarbungen des Nervensystems im Stadium 46 angefertigt. Die
Praparate sollten Aufschluss Uber die Erreichbarkeit der Fasern bei alteren Stadien
geben. Die Methodik zur Farbung befindet sich im Anhang unter 7.4.1. Leider ist es
bei Kaulquappen nicht moglich eine Farbung des spinalen Nervensystems mit
Vitalfarbstoffen wie Methylenblau durchzufihren (Brown 1946 und eigene

Beobachtung). Deshalb wurde die aufwendigere Silberfarbung gewabhit.

2.4.2 Vorbehandlung der Tiere

Die extrazellularen Messungen an der ventralen Wurzel fanden bei geldahmten
Kaulguappen statt. Hierzu wurde zunéchst die Ruckenflosse mit einer scharfen
Insektennadel beschadigt, damit das Schlangengift o-Bungarotoxin eindringen
konnte. Zuvor wurden die Tiere mit 0,01% MS-222-Losung immobilisiert. Zu diesem
Zeitpunkt erfolgte die Stadienbestimmung nach den Kriterien von Nieuwkoop und
Faber (Nieuwkoop und Faber 1967). Die Kaulgquappen wurden nach Beschadigung
der Flosse bis zum Erwachen in Ringer gewaschen und dannin 1 ml a-Bungarotoxin
(10~ mit Ringer verdiinnt) tberfiihrt. Im Stadium 46/47 betrugt die Inkubationszeit 35
Minuten. Das Schlangengift o-Bungarotoxin, ein Protein, bindet spezifisch und fast
irreversibel an der a-Untereinheit des Acetycholin-Rezeptors und verhindert so ein

Offnen seines Kanals (Voet und Voet 1992).

Die gelahmte Kaulquappe wurde in frischem Ringer auf einem Sylgard-Bettchen mit
einer Vertiefung fir den Kopf auf die rechte Seite gelegt und mit 2 Klammern fixiert.
Im Messbereich wurde vorsichtig die Haut von den Myotomen gezogen. Zur
Ableitung der Nervenaktivitat wurden aus Glaskapillaren mit einem Puller Elektroden
gezogen und die Spitze bei einem Innendurchmesser von etwa 50 um abgebrochen.
Die mit Ringer geflillten Elektroden wurden auf den intermyotomalen Spalt gesetzt
und das Gewebe angesaugt. Das otische Vesikel, aus dem sich das

Vestibularsystem entwickelt, ist in den Praparaten gut erkennbar und wird daher von
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Wissenschaftlern, die mit dieser Methode arbeiten, als Orientierungshilfe beim
Aufsetzen der Elektroden verwendet. Die rostrale Elektrode wurde bei den
Messungen nach einer Entwicklung unter veranderten Gravitationsbedingungen 10
Myotome hinter dem otischen Vesikel plaziert, die caudale Elektrode 4 Myotome
dahinter. Diese Plazierung erwies sich bei diesen Versuchstieren aus anatomischen
Grunden als vorteilhaft, da sie sich im Stadium 46 bis 47 befanden und sich bei
diesem Alter dort keine groR3eren Blutgefasse befinden. Aul3erdem ist diese Stelle
noch sehr kopfnah. Im caudalen Bereich gestaltet sich die Pré&paration schwieriger,

weil sich der Kaulquappenschwanz von rostral nach caudal verjingt.

2.4.3 Messprozedur

In dem durch Forschungsgruppen in England, z.B. der Gruppe von Alan Roberts an
der Universitat Bristol, sehr gut untersuchten Stadium 37/38 kann fiktives
Schwimmen auch durch eine vom Pinealorgan des Tieres wahrgenommene
Verdunklung initiiert werden. Die Aktivitat lasst sich durch das Ziehen am
Schleimfaden der Zementdrtse, mit dem sich die Tiere an die Wasseroberflache und
GefalRwande hangen, abbrechen (Jamieson und Roberts 2000). Bei alteren Tieren
wird fiktives Schwimmen nur noch durch Berthrung ausgel6st, deren Wahrnehmung
vermutlich Uber die mechanosensitiven Rohon-Beard-Zellen stattfindet (Clarke et al.
1984). Deshalb wurden die Kaulquappen in den hier durchgefluhrten Experimenten
an der Schwanzspitze mit einem Mausebarthaar stimuliert, um fiktives Schwimmen

auszulosen.

Zwischen den einzelnen Messungen lagen wenige Minuten. Falls die Tiere auf die
Stimulation statt mit Schwimmen mit ,Struggling”, einer heftigen synchronen
Entladung (Kahn und Roberts 1982b), reagierten, wurde bis zur nachsten Stimulation
15 bis 30 Minuten gewartet. Pro Tier wurden 3 bis 5 Schwimmepisoden
aufgezeichnet. Die Aufnahmen wurden mit einem Oszilloskop (Tektronix 5111 A)
verstarkt und gefiltert und mit einem DAT-Recorder (Sony PC 204 Ax, Aufnahmerate
20 kHz) aufgezeichnet. Um die Analyse mit dem Auswertprogramm Spike 2 zu
ermdglichen, wurden die Aufnahmen digitalisiert (A/D-Wandler CED 1401 plus). Zur
Beseitigung von Storsignalen wurde eine Differenzialableitung durchgefihrt (Abb.6).
AulRerdem war der elektrophysiologische Arbeitsplatz (Abb. 7) von einem Faraday-
Kafig umgeben. Weitere Angaben zu den verwendeten Geréaten finden sich im

Anhang unter 7.2.
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Gelahmtes Praparat (u-Bungarotoxin)

Sylgard-Bettchen

Glasselekiroden

Stimulation

Referenz-
elektrode

Abb. 6: Schematischer Uberblick des Versuchsaufbaus zur Ableitung des fiktiven
Schwimmens. Né&here Erlauterungen finden sich im Text unter 2.5.2. Ein Foto des
Arbeitsplatzes ist in Abb. 7 zu sehen.

Abb.7: Arbeitsplatz zur extrazellularen Ableitung mit Préparat-Beleuchtung, Binokular,
Mikromanipulatoren fur die Elektrodenplazierung und einem Faraday-Kéfig zur Abschirmung
von Stdrsignalen. Drei Kabel fihren zum Oszilloskop: Die beiden Kabel der rostralen und der
caudalen Ableitelektrode und das Kabel der Referenzelektrode fiir die Differentialableitung.
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2.4.4 Datenbearbeitung

Zur Datenauswertung wurden die ersten drei AuRerungen fiktiven Schwimmens
(Episoden) herangezogen. Fur die Bestimmung der Episodenldnge wurden nur
Zeitraume von Schwimmaktivitdt verwendet, die an beiden Elektroden gemessen
werden konnten. Blieb die Aktivitat an einer der beiden Elektroden aus, wurde das
als der Endpunkt des fiktiven Schwimmens gewertet. Gelegentlich zu Beginn einer
Episode auftretendes ,Struggling® wurde nicht zu den Episoden gerechnet. Die
Episoden setzen sich aus rhythmisch auftretenden Entladungen (Bursts) zusammen.
Ausgewertet wurden neben der Episodenlange noch die Burstdauer, die Zykluslange
und die Verzogerung (Delay) im Auftreten der Bursts zwischen der rostralen und
caudalen Elektrode (Abb. 8).

Zyklusléange
—

Rostral

ﬁrstdauer

Caudal

’_m | Rostrocaudaler Delay

1205 1210 1215 12.20
0 is]

B Ep‘i.snb.dehaal.‘ler

n 12 13 14 15 6 17 g

Abb. 8: Ableitung 10 und 14 Myotome postotisch an den ventralen Wurzeln einer

Kaulquappe im Stadium 46 mit Darstellung der Parameter Zykluslange, Burstdauer,
rostrocaudaler Delay und Episodendauer.

Fur die Messungen zur Bestimmung der Entwicklungskennlinien wurden die Zyklen 1
bis 10 einer Episode von Hand ausgewertet. Die Experimente, bei denen sich die
Tiere zuvor unter verdnderten Gravitationsbedingungen entwickelt hatten, wurden,

bis auf eine Ausnahme, mit einem Auswertprogramm (Skript unter 7.5.1) analysiert.
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Hier wurden die Zyklen 5 bis 16 einer Episode ausgewertet. Das Auswertprogramm
basiert auf zwei horizontalen Begrenzungen je Kanal, bei deren Uberschreitung in
einem Ergebniskanal ein Ereignis abgebildet wird. Die den Bursts entsprechenden
Ereignisanhdufungen wurden zusammengefasst und geglattet. Die Anfangs- und
Endzeit der Bursts wurde danach automatisch aufgelistet und konnte in
Dateneingabefelder einer passenden Exceldatei kopiert werden (Abb. 9). Dort

wurden mit Hilfe von Tabellenkalkulationen die bendtigten Parameter errechnet.

Vertikale Begrenzungen
<— (Auswertbereich) —

"Struggling” Fiktives Schwimmen

Horizontale Begrenzungen
zur automatischen Bursterkennung

e e A e et

B ey A L T Iy e T R i o F

| RN T T T T T T ( S)
70 135 8O B3 S0 8.3 100 10.5
"CHANNEL,'"7' "CHANNEL, "8"
e VEwteN L _n 1 1 I M [l 1 1 1
“No ' “No ' 1 1 1 1 1 1 1 I 1 |y
“rostral® "oaudal" —i i it it il HHH —— it lH—
7540946 7.545080 ' T Hil . i B
7574828 7.578532
7842140 7.652488
7661426 7 664864
7.7343849 7.735624
7753714 7.743004
7815276 7810174
7.831402 7.838268
7.803544 7.898880
7.913072 7.212062
7969368 7974844
7995134 7.986200
8045888 £.050310
2.069612 £.069198
8.122564 8.126960
8.138654 2.140550
8.108538 8.201326
8217182 8.214794
8.277038 8278714
£.293470 8.208650
8.354628 8.357766
8382058 2383012
8.434770 8.438272
8.453232 8.463250
8510810 2512458
8521084 8528524
8594010 8505164
i 8613178 T T T T T T T T T T T T T T T T
£.670006 8.672424
795 800 805 810 8.15 8.20 825 230 835 840 845 8.50 8.55 8.60 865 870
8887710 8690142 (S)

Abb. 9: Vereinfachte Darstellung der Funktionsweise des verwendeten Auswertprogrammes.
Durch das Setzen von vertikalen Begrenzungen wird der Auswertbereich festgelegt. Das
Uberschreiten der horizontalen Begrenzungen ergab in einem Ergebniskanal ein Ereignis.
Die Ereignisanhaufungen wurden anschlieend automatisch zu Bursts zusammengefasst.
Ihre Anfangs- und Endzeit wurde in einer Textdatei angegeben.
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2.5 Verhaltensexperiment zum vestibulookularen Reflex

2.5.1 Vorbehandlung der Tiere

Vor dem Einsetzen in die vollautomatische Messapparatur (Abb. 10) wurden die
Tiere 1-2 Minuten in eine 0,01% MS-222-Losung gegeben, um sie ruhigzustellen. Sie
wurden dann mit eng am Korper anliegenden Insektennadeln auf einem
Korkbettchen in der Beobachtungskammer fixiert. Die Kammer wurde mit Wasser

gefullt und in die Messapparatur gesetzt.

¥ .—-.!1 Tierkammer

r

|
Kamera

Kamera

Abb. 10: Messapparatur zur automatischen Erfassung des rVOR (modifiziert nach Sebastian
1994).

2.5.2 Messprozedur

Die beiden Kameras lieferten Frontalaufnahmen der Kaulquappen wéhrend einer
lateralen 360° Drehung im Uhrzeigersinn. Die Drehung erfolgte in 15° Schritten, der
Ubergang von einer Lage in die nachste dauerte 0,5 Sekunden. Die jeweilige
Position wurde 7,5 Minuten lang beibehalten. Die Videoaufzeichnung (25
Bilder/Sekunde) erfolgte wahrend der kompletten Messung, beide Vorgange waren
durch ein Computerprogramm gesteuert, die einzelnen Bilder waren nummeriert. Die

genauen Angaben zu den Geraten finden sich im Anhang unter 7.2.

2.5.3 Datenbearbeitung
Die kompensatorische Gegenbewegung der Augen bei einer seitlichen

Lageanderung der Larven lasst sich an der Ausrichtung des Augenbecherrandes
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feststellen. Da sich die Kamera mit der Beobachtungskammer mitdrehte, konnte der
Winkel der Augenbecherrandausrichtung in Bezug zur dorsoventralen Korperachse
des Tieres ermittelt werden (Abb. 11 links). Ausgewertet wurde jeweils das Bild, das
1 Sekunde vor dem néachsten Reizsprung lag. Hierzu wurde ein
Bildauswertungsprogramm verwendet (Bioscan OPTIMAS), das mit Hilfe eines
Makros die Daten und zugehdrigen Schaubilder lieferte (siehe Sebastian et al. 1996).
Alle 25 Messergebnisse der 15° Schritte wurden sowohl fur das rechte als auch fir
das linke Auge eines Tieres gegen den zugehotrigen Reizwinkel aufgetragen. Es
entstand die fur den rVOR charakteristische sinusdhnliche Reiz-Reaktions-Linie
(Abb. 11 rechts). Die Amplitude der Kurve (= Winkel zwischen den maximalen
Augenausrichtungen nach ventral und nach dorsal) dient der quantitativen
Beschreibung der rVOR-Stérke. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert der rVOR-
Amlituden von rechtem und linkem Auge dargestellt.

60

rechte Seite unten  linke Seite unten
L ]

40/ . .

201 rechtes Auge ' ’

0t 4

20{ * |

Augenposition (Grad)

40{ *~

60 - .
0 90 180 270 360

Korperposition (Grad)
Abb.11: Links die Augenstellungsanderung in Bezug zur Ausgangsstellung (Pfeil) und in
Bezug zur dorsoventralen Achse des Tieres (grauer Winkel). Rechts die graphische

Darstellung der Augenpositionsanderung wahrend einer seitlichen 360° Kérperrollung
(modifiziert nach Sebastian 1994).

2.6 Statistik

Da es nicht nachweisbar war, ob die Daten einer Gaul3schen Normalverteilung
folgen, wurde der nichtparametrische U-Test nach Wilcoxon, Mann und Withney
(Sachs 1997) verwendet. Es wurde der zweiseitige Test gewahlt, weil nicht
vorhersehbar war, in welche Richtung die Effekte wiesen. Verteilungsunterschiede,
bei denen die Irrtumswahrscheinlichkeit p=0,05 oder kleiner war, wurden als

signifikant betrachtet. Dartber hinaus wurde bis maximal p=0,1 angenommen, dass
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die Datenverteilung tendenziell einen Unterschied aufweist (Trend). In den
Abbildungen werden auflerdem die Mittelwerte der Einzeldaten mit dem
Standardfehler des Mittelwertes verwendet. Fir die Datenkorrelationen wurde
ebenfalls p=0,05 als Signifikanzniveau genommen (Sachs 1997). Bei den
Ergebnissen in Kapitel 3.5 gab es starke Unterschiede in den Kontrollgruppen. Da flr
eine Varianzanalyse eine Normalverteilung vorliegen muss, wurde hier stattdessen

der U-Test zwischen den beiden Kontrollgruppen durchgefihrt.

2.7 Tierversuchsgenehmigung

Eine Genehmigung fir die vorliegenden Tierversuche wurde unter der Nummer 657
(Ulm) vom Regierungsprasidium Tubingen erteilt. Die hier durchgefihrten
Tierversuche stehen im Einklang mit dem z.Z. gdltigen Tierschutzgesetz
Deutschlands in seiner Form vom 25. Mai 1998 (BGB1.1S.1105, 1818). Die erste
Versuchsgenehmigung wurde am 3. Marz 1999 erteilt. Eine Verlangerung erfolgte
am 20. Februar 2002.
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3 Ergebnisse

3.1 Darstellung der ventralen Wurzeln mittels Silberfarbung

Bei den frihen Stadien ist es durchaus mdglich bei entsprechender seitlicher
Beleuchtung die ventralen Wurzeln zwischen den Myotomen zu erkennen. Somit ist
das Aufsetzen der Elektroden einfach. Bei den é&lteren Tieren gab die Farbung
Aufschluss Uber die Erreichbarkeit der Fasern. Sie sind verhaltnismaliig fein,
verlaufen geschwungen und sind nicht mehr so stark exponiert wie bei den jungen

Tieren. Daher ist es unter Umstanden recht schwierig, sie zu treffen (siehe Abb. 12).

. \ Praparat

dorsal
caudal

rostral
ventral

Abb. 12: Silberfarbung in einer Xenopus-Larve Stadium 46. Es handelt sich um den mittleren
Bereich des Schwanzes. Im oberen Bereich sieht man das Rickenmark, von dem die
ventralen Wurzeln der einzelnen Segmente entspringen.

3.2 Entwicklung der Parameter des fiktiven Schwimmens

Das Modell ,fiktives Schwimmen® dient bei den meisten Experimenten der
Erforschung des Schwimmmusters und seiner Steuerung. Viele der momentan
aktiven Forschungsgruppen haben ihren Sitz in Grof3britannien und kénnen aufgrund
der dort herrschenden Tierschutzbedingungen nur bis zum Stadium 42 ableiten.
Meistens verwenden sie das Stadium 37/38. Die weitere Entwicklung der
Mustereigenschaften wurde bisher nicht untersucht. Die in dieser Studie
verwendeten Versuchstiere sind nach Ablauf der 9- bis 11-tdgigen Exposition in
veradnderten Gravitationsbedingungen im Stadium 46 bis 47. Um die Ableitmethode
an den ventralen Wurzeln fur dieses Alter zu modifizieren und um Informationen tber

den Entwicklungsgang der Parameter Episodendauer, Zykluslange, Burstdauer und
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rostrocaudaler Delay zu erhalten, wurden Ableitungen im Stadienbereich 37/38 bis
47 durchgefuhrt. Nach diesem Alter gab es methodische Schwierigkeiten. Es kam
gelegentlich zum Herzstillstand wahrend der Lahmung mit a-Bungarotoxin.
AulR3erdem sank der Kopf der Tiere nicht mehr ab, sondern schwamm auf, was die
Praparation erschwerte. Des weiteren reagierten die Kaulquappen bei Stimulation im
Normalfall mit ,Struggling” (siehe 2.4.3) oder gar nicht, nur selten zeigten sie das

Schwimmmuster. Daher enden die Entwicklungskurven mit dem Stadium 47.

Die Segmentreifung findet bei Kaulquappen von rostral nach caudal statt. Im Stadium
40 sind die ersten 10 Spinalnerven gut entwickelt (Nieuwkoop und Faber 1967). Im
Stadium 37/38 ist es moglich, an den ventralen Wurzeln der ersten 26 Segmente
abzuleiten (van Mier et al. 1989). Zusatzlich lasst sich ein Einwachsen der
supraspinalen Bahnen beobachten. Werden am 17. Segment Backfills mit HRP
(Horse Radish Peroxidase) vorgenommen, so nimmt die Anzahl der gefarbten
Somata im Hirnstamm und Mesencephalon mindestens bis Stadium 46 zu
(Nordlander et al. 1985). Daher wurde der Ableitbereich im ersten Experiment (3.2.1)
maoglichst rostral gehalten, soweit es anatomisch durchfiihrbar war. Ab Stadium 45
war es aufgrund des Kopfdurchmessers und mehrerer gro3er Blutgefalle schwierig,
oberhalb des 10. Segments zu praparieren. Im zweiten Experiment (3.2.2) wurden
die Elektroden konstant 10 und 14 Myotome nach der otischen Kapsel positioniert.
Dies war auch die Plazierung bei den Messungen nach Entwicklung unter

veranderten Gravitationsbedingungen.

3.2.1 Elektrodenplazierung in der rostralen Kérperhalfte

Die Elektrodenplazierung war hier in der rostralen Korperhélfte. Der Abstand
zwischen rostraler und caudaler Elektrode betrug stets 4 Myotome. Genaue Angaben
Uber die Ableitstellen kbnnen Abb. 13 entnommen werden. Die Myotome in diesem
Bereich waren bereits vollstandig entwickelt, so dass sich der Elektrodenabstand bei
den alteren Stadien kaum anderte. Es ergab sich ein Anstieg der Betrage flr die
Burstdauer und die Zykluslange mit zunehmendem Alter, wahrend die
Episodendauer abnahm. Der rostrocaudale Delay &nderte sich hingegen kaum. In
Abb. 14 sind diese Ergebnisse durch Ableitungen einzelner Kaulguappen im Stadium
37/38 und im Stadium 46 dargestellt. In Abb. 15 ist der Entwicklungsgang der

Parameter bei je 5 Tieren pro Stadium zu sehen.
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St. 47
St. 46 10/14
St. 45 10/14

St.41 St 42 , 10/14 (e
st. 37/38 610 711 p

Rostrale Elektrode

Caudale Elektrode

Abb. 13: Elektrodenplazierung im Uberblick. Unter der Stadienbezeichnung befindet sich die
genaue Angabe der Elektrodenplazierung (rostrale/caudale Myotomzahl nach der otischen
Kapsel). Der Elektrodenabstand betrug jeweils 4 Myotome. Die Abbildung wurde anhand von
Ubersichtszeichnungen und einer GroRenmessung pro Stadium erstellt (Stadiendarstellung
aus Nieuwkoop und Faber 1967).

Episode Stadium 37/38 Episode Stadium 46
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Detail Stadium 37/38
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Detail Stadium 46
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Abb. 14: Fiktives Schwimmen bei Kaulguappen unterschiedlichen Alters. Im Stadium 37/38
zeichnete sich das Schwimmmuster durch langandauernde Episoden aus (links oben). Die
rhythmisch erscheinenden Bursts traten am Episodenanfang mit einer héheren Frequenz auf
als gegen Ende. im Stadium 46 waren die Episoden kiirzer (rechts oben). Die Frequenz der
Bursts, also der Kehrwert der Zykluslange, lag hier niedriger und anderte sich zum Ende der
Episode hin kaum. Die Detailansicht zeigt, dass die Bursts bei den jingeren Tieren
wesentlich kiirzer waren als bei den élteren. Der rostrocaudale Delay bleibt in etwa gleich
grof3. Die Ableitstellen fur Stadium 37/38 lagen 4 und 8 Myotome postotisch, fir Stadium 46
10 und 14 Myotome postotisch. Der Elektrodenabstand war also jeweils 4 Myotome.
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Entwicklung der rostralen Burstdauer

mit zunehmendem Alter

Entwicklung des rostrocaudalen Delays
mit zunehmendem Alter
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Abb. 15: Entwicklungsgang der untersuchten Parameter in der rostralen Koérperhélfte (n=5 je
Stadium, Einzeldaten und Mittelwerte). Die vertikalen Linien verbinden jeweils den kleinsten
und groten Wert. Burstdauer und Zykluslange (Mittelwert von rostraler und caudaler
Ableitung) nehmen zu wahrend die Episodendauer abnimmt. Der rostrocaudale Delay andert
seinen Betrag kaum. Im Vergleich zeigen die Daten zwischen Stadium 37/38 und Stadium 47
einen signifikanten Unterschied (p=0,01) mit Ausnahme des rostrocaudalen Delays.

3.2.2 Elektrodenplazierung 10 und 14 Myotome postotisch

Die Elektrodenplazierung in diesem Versuch war, wie in den Experimenten mit
veranderten Gravitationsbedingungen, 10 Myotome nach der otischen Kapsel fur die
rostrale Elektrode und 14 Myotome postotisch fur die caudale Elektrode. Der
Elektrodenabstand betrug also immer 4 Myotome. Die Segmente in diesem Bereich
nahmen bis zum Stadium 43 an Grol3e zu (Abb. 16). Pro Entwicklungsstadium wurde
an 5 Tieren abgeleitet. Es ergab sich ein Anstieg der Betrage fur die Burstdauer, den
rostrocaudalen Delay und die Zykluslange mit zunehmendem Alter, wahrend die
Episodendauer abnahm (Abb. 17).
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St. 43
St. 37/38 St 41

) Rostrale Elektrode

(10 Myotome postotisch)

Caudale Elektrode
(14 Myotome postotisch)

Abb. 16: Elektrodenplazierung und —abstand im Uberblick. Wahrend sich die Myotome an
dieser Stelle im Stadium 37/38 und 41 noch entwickelten, blieb ihr Abstand danach bis zum
Stadium 47 einigermalen  konstant. Die Abbildung wurde anhand von
Ubersichtszeichnungen und einer GroRenmessung pro Stadium erstellt (Stadiendarstellung
aus Nieuwkoop und Faber 1967).
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Abb. 17: Entwicklungsgang der untersuchten Parameter bei einer Elektrodenplazierung 10
und 14 Myotome postotisch (n=5 je Stadium, Einzeldaten und Mittelwerte). Die vertikalen
Linien verbinden jeweils den kleinsten und groRten Wert. Burstdauer, rostrocaudaler Delay
und Zykluslange (Mittelwert von rostraler und caudaler Ableitung) nahmen zu, wéahrend die
Episodendauer abnahm. Oft zeigten die hdheren Betrdge eine starkere Variabilitat. Die
Werte der Stadien 45, 46 und 47 sind in dieser Abbildung und Abb. 15 identisch.
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Vergleicht man die vier Parameter zwischen Stadium 37/38 und Stadium 47 so
zeigen alle einen signifikanten Unterschied (p=0,01). Die rostrale Burstdauer
verdoppelte sich annahernd von 8,3 ms auf 14,7 ms. Der rostrocaudale Delay
erhohte sich von 2,5 ms auf 4,8 ms. Die Zykluslange stieg von 38 ms auf 65 ms an,
was einer Verkleinerung der Frequenz der Burstfolge von 26 Hz auf 15 Hz entspricht.
Bei der Episodendauer kam es zu einer Verklrzung von mehr als 90%. Wahrend
fiktives Schwimmen beim Stadium 37/38 im Schnitt 42 s lang dauerte, reduzierte sich
dies auf 3,6 s im Stadium 47.

3.2.3 Vergleich der Entwicklung des fiktiven Schwimmens in verschiedenen
Ableitbereichen

Bei den Parametern der verschiedenen Ableitbereiche lielBen sich Unterschiede
feststellen. Der Delay lag bei der Elektrodenplazierung im rostralen Bereich, wo die
Segmente schon weitgehend ausgereift waren und kein GréRRenwachstum mehr
stattfand, durch alle Stadien hinweg gleichbleibend bei etwa 4 ms. Er nahm erst im
Stadium 47 zu. Bei einer Ableitung an den Segmenten 10 und 14 lag der Betrag des
rostrocaudalen Delays bei jungen Tieren niedriger (Abb.18 links). Auch der
Elektrodenabstand war bei dieser Plazierung fir die ersten beiden untersuchten
Stadien geringer. Bis zum Stadium 43 nahmen die vier zwischen den Elektroden
liegenden Segmente an Grol3e zu. Danach blieben sie in etwa gleich grol3 (Abb. 16).
Der rostrocaudale Delay war also in ausgereiften Segmenten fast konstant, wahrend

er in Segmenten mit GréRenwachstum zunahm.

Entwicklung des rostrocaudalen Delays Entwicklung des rostrocaudalen Burstverhaltnisses
mit zunehmendem Alter mit zunehmendem Alter
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Abb. 18: Links die Entwicklung des rostrocaudalen Delays bei mdglichst rostral gehaltenen
Ableitungen und konstant am 10. und 14. Segment. Rechts das Verhéltnis der Burstdauer
bei mdglichst rostral gehaltenen Ableitungen und konstant am 10. und 14. Segment. Der
Elektrodenabstand betrug bei allen Messungen 4 Myotome.
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Das Verhaltnis von rostraler und caudaler Burstdauer zeigte ebenfalls Unterschiede
im Entwicklungsverlauf zwischen den beiden Ableitbereichen. Im rostralen Bereich
nahm die Burstdauer an der vorderen Elektrode zunachst starker zu, was sich in
einem Ansteigen des Quotienten zwischen rostralem und caudalem Wert aul3ert.
Spater in der Entwicklung stieg auch der caudale Wert und der Quotient verkleinert
sich wieder. Wurde konstant am 10. und 14. Segment abgeleitet, &nderte sich der
Quotient kaum. Die Zunahme der Burstdauer verlief hier also rostral und caudal
gleichmafig (Abb. 18 rechts).

3.3 Hypergravitationsexperimente

3.3.1 Einfluss von Hypergravitation auf das fiktive Schwimmen in
Versuchsgruppen unterschiedlichen Alters
Im Rahmen dieser Studie wurden Hypergravitationsexperimente mit drei
Versuchsgruppen unterschiedlichen Alters durchgefihrt. Der Altersbereich wurde
ausgewahlt mit Blick auf die Entstehung motorischer Aktivitat. Fur die jungste
Gruppe, welche zu Beginn von 3g Stadium 11 bis 19 erreicht hatte, wurden die
Daten zweier Ansatze (Ansatz 1: Stadium 12 bis 19, Ansatz 2: Stadium 11 bis 17)
verwendet. Wahrend diesem Entwicklungsabschnitt findet die Bildung der
Neuralanlage statt (Nieuwkoop und Faber 1967). Die mittlere Gruppe befand sich zu
Beginn der Hypergravitation in den Stadien 24 bis 27. Dieses Alter ist dadurch
gekennzeichnet, dass sich erstmals neuronale Aktivitdt an den ventralen Wurzeln
messen lasst (van Mier et al. 1989). Die alteste Gruppe, Stadium 37 bis 41, war in
der Lage frei zu schwimmen. Nach Ende der Hypergravitationsbehandlung hatten die
Kaulguappen aller drei Gruppen Stadium 46 bis 47 erreicht. Die Auswertung der
altesten Gruppe erfolgte von Hand, die anderen Gruppen wurden mit dem
Auswertprogramm (siehe 2.4.4) evaluiert. Die Hypergravitationsexposition hatte in
keinem der drei Experimente Auswirkung auf die Episodendauer, die Zykluslange

und den rostrocaudalen Delay, wohl aber auf die Burstdauer.

In der jungsten Versuchsgruppe lieRen sich fur die ersten 5 Messtage sowohl 10
Myotome als auch 14 Myotome postotisch signifikant hohere Betrage feststellen.
Dieser Effekt ist in Abb. 19 durch Originalableitungen aus beiden Versuchsgruppen
dargestellt. Die Verteilung der Werte war an beiden Ableitstellen in etwa gleich, die

caudalen Betrage waren allerdings niedriger (rostral: p<0,01; Mittelwert 3g: 21,0 ms



Ergebnisse 25

und 1g: 15,9 ms; caudal: p=0,01; Mittelwert 3g: 17,4 ms und 1g: 12,9 ms). Ein
Versuchstier von den insgesamt 34 Tieren wurde in der Auswertung nicht
berlcksichtigt, da die Burstdauer ungewdhnlich niedrig lag (Mittelwert rostral: 7,08
ms; caudal: 5,28 ms) und nicht, wie normalerweise, rostral und caudal korrelierte.
Der Mittelwert des Korrelationskoeffizienten des gesamten Ansatzes lag bei 0,55.

Der Korrelationskoeffizient des ausgeschlossenen Versuchstiers betrug 0,00.

Einzelbeispiele fiktiven Schwimmens nach Entwicklung unter 3g und 1g

Caudal Caudal *WWW

Episode 3g Tier 08 Episode 1g Tier 04

86 88 90 92 94 96 98 100 102 104 108 (S) 450 452 454 456 458 460 462 464 466 468 470  (S)

Caudal »M«M“ W W«w Caudal m\ .vm st

Detail 3g Tier 08 Detail 1g Tier 04

Rostral MMW Rostral wﬂMWMWMqWM

890 892 894 89 898 9,00 902 904 9,06 908 () 4530 453 538 450 4542 4544 546 A8 4sp0 4532 4554 (S)

Abb. 19: Fiktives Schwimmen nach Entwicklung unter Hypergravitation. Links ein Tier aus
der 3g-Versuchsgruppe, rechts ein Tier aus der 1g-Kontrollgruppe. Die Versuchstiere hatten
zu Beginn der veranderten Gravitationsbedingungen das Stadium 11 bis 17 erreicht. Die
Ableitungen stammen vom 1. Messtag. Beide Larven befanden sich zum Zeitpunkt der
Messung im Stadium 46,4 (siehe 2.1). Die Bursts der Kaulquappe aus der 3g-Gruppe dauern
annahernd doppelt so lange an wie die Bursts des Kontrolltiers. Episodendauer, Zykluslange
und rostrocaudaler Delay unterscheiden sich hingegen kaum. Die Zeitauflésung der
Einzeldarstellungen ist fir 3g und 1g identisch.

In der mittleren Gruppe war im 10. Segment keine signifikante, aber eine tendenzielle
Erhohung der Burstdauer zu sehen (p<0,1; Mittelwert 3g: 22,5 ms und 1g: 19,0 ms).
4 Segmente weiter caudal war eine solche Tendenz nicht erkennbar (Mittelwert 3g:
20,4 ms und 1g: 17,5). In der altesten Gruppe lag der Betrag der Kontrollgruppe tber
dem der Versuchsgruppe. Hier lieBen sich nicht einmal tendenzielle Unterschiede

erkennen. Die Betrage waren allerdings erstaunlich hoch (Mittelwert rostral 3g: 29,9
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ms und 1g: 34,5 ms; Mittelwert caudal 3g: 26,1 ms und 1g: 32,8 ms). Eine

graphische Darstellung der Ergebnisse findet sich in Abb. 20. Die caudalen Betrage

der Burstdauer lagen in allen Versuchsgruppen niedriger als die rostralen. Bei der

jungsten Versuchsgruppe lief3 sich im Verlauf der Messtage 1 bis 8 feststellen, dass

sich die Werte der Kontrollgruppe denen der Versuchsgruppe annéherten (Abb. 21).

Etwas ahnliches war in den beiden anderen Gruppen, von denen nur 5 bzw. 6

Messtage existieren, nicht zu sehen.

Hypergravitationseffekt in Versuchsgruppen unterschiedlichen Alters
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Abb. 20: Hypergravitationsexperimente mit Versuchsgruppen unterschiedlichen Alters. Die

Abbildung zeigt die Ergebnisse an der rostralen Elektrode (10 Myotome postotisch,
Mittelwerte mit Standardfehler). Bei den jungen Tieren liel3 sich 10 Myotome postotisch ein

signifikanter Effekt feststellen (p<0,01). In der nachst élteren Gruppe war nur eine Tendenz
zu beobachten (p<0,1), mit weiter zunehmendem Alter blieb der Effekt aus. In den Balken ist

das durchschnittliche Alter in den Versuchsgruppen zum Zeitpunkt der Messung angegeben.

Entwicklung der Burstdauer nach Ende der
Hypergravitationsexposition

Burstdauer (ms)

o1 2 3 4 5 6 7 8
Versuchstag

Abb. 21: Burstdauer im Verlauf der
Messtage 1 bis 8 in der jungsten
Versuchsgruppe, welche bei Beginn der 3g-
Exposition das Stadium 11 bis 19 erreicht
hatte. Die Ergebnisse der Kontrollgruppe
naherten sich denen der Versuchsgruppe.
An den Versuchstagen 7 und 8 waren die
Kaulquappen im Stadium 47. Davor hatten
die Larven beim Zeitpunkt der Messung das
Stadium 46 erreicht.
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3.3.2 Einfluss von Hypergravitation auf den rVOR

Ergebnisse bezlglich des rVOR wurden in dieser Studie nur fur die Altersgruppen
Stadium 11 bis 17 und 24 bis 27 bestimmt. Im Fall der Tiere, die zu Beginn von
Hypergravitation das Stadium 11 bis 17 erreicht hatten, liel3 sich kein Effekt auf die
r'VOR-Amplitude feststellen. Bei der alteren Versuchgruppe konnte eine Verringerung
der rVOR-Amplitude nach einer Entwicklung unter Hypergravitation beobachtet
werden. In Abb. 22 ist dies anhand der Befunde einzelner Versuchstiere dargestellt.
Der Effekt ist signifikant (p<0,01), wenn man samtliche Daten der 5 Messtage
vergleicht (Abb. 23). In beiden Altersgruppen wurde jeweils ein Tier von insgesamt je

23 nicht in die Statistik mit einbezogen, da kein Reflexgeschehen auftrat.

Einzelbeispiele einer rYOR-Messung nach Entwicklung unter 3g und 1g
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Abb. 22: rVOR-Amplitude nach Entwicklung unter Hypergravitation. Links ein Tier aus der
3g-Versuchsgruppe, rechts daneben ein Tier aus der 1g-Kontrollgruppe. Die Versuchstiere
hatten zu Beginn der verdnderten Gravitationsbedingungen das Stadium 24 bis 27 erreicht.
Beide Reflexmessungen stammen vom 1. Messtag. Die Larven befanden sich zum Zeitpunkt
der Messung im Stadium 46,4 (siehe 2.1). Der sinusférmige Verlauf der Reflexkennlinien
bleibt nach einer Entwicklung unter 3g erhalten. Die Reflexstarke kann zwischen rechtem
und linkem Auge durchaus verschieden sein. Verwendet wird der Mittelwert beider
Ergebnisse.

3.3.3 Korrelation der Ergebnisse von rVOR und fiktivem Schwimmen nach
Entwicklung unter Hypergravitation

Auf Korrelationen zwischen rVOR-Amplitude und Parametern des Schwimmmusters

wurden die Altersgruppen Stadium 11 bis 17 und 24 bis 27 untersucht. Bei der

jungeren Versuchgruppe zeigten sich keine signifikanten Korrelationen der rVOR-

Amplitude mit den Parametern des fiktiven Schwimmens. Die Tiere, die zu Beginn

von Hypergravitation das Stadium 24 bis 27 erreicht hatten, wiesen lediglich eine

signifikante Korrelation (Korrelationskoeffizient -0,61; p<0,05) zwischen der rVOR-
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Amplitude und dem rostrocaudalen Delay in der 3g-Gruppe auf. Dies ist der Fall,
wenn die 11 Daten aller 5 Messtage betrachtet werden. In der zugehérigen
Kontrollgruppe war das nicht zu beobachten. Die restlichen Parameter des
Schwimmmusters (Episodendauer, Burstdauer und Zykluslange) waren von der

r'VOR-Amplitude unabhangig.

Hypergravitationseffekt auf die

r'VOR-Amplitude Abb. 23: rVOR-Amplitude nach
Entwicklung unter Hypergravitation
(Mittelwerte mit ihrem
Standardfehler). Die Versuchstiere
hatten zu Beginn der verdnderten
Gravitationsbedingungen das
Stadium 24 bis 27 erreicht. Der
Betrag der Amplitude ist nach einer
Entwicklung unter Hypergravitation
signifikant verringert (p<0,01). In
den Balken ist der Mittelwert des

50

[ 3g (n=11)
m1g (n=11)

40 +

30 +

20 4

'VOR-Amplitude (Grad)
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Alters der Versuchstiere zum
Versuchstage 1 bis 5 Zeitpunkt der Messung angegeben.

3.4 Mikrogravitationsexperiment

3.4.1 Einfluss von Mikrogravitation auf das fiktive Schwimmen und den rVOR

Bei Eintritt in die Schwerelosigkeit waren die Kaulquappen im Stadium 26 und 27.
Nach dem Ende der pg-Exposition hatten sie Stadium 46 bis 47 erreicht. Im
anschlie3enden Experiment lie3en sich fur einen kurzen Zeitraum von 2 Tagen eine
Abnahme der rVOR-Amplitude (p<0,01) und eine Anderung von drei Parametern des
fiktiven Schwimmens beobachten. Gegenuber den 1g Kontrollen nahm die
Episodendauer signifikant zu (p=0,05) und der rostrocaudale Delay signifikant ab
(p=0,05). Auch die rostrale Burstdauer verringerte sich, aber nur tendenziell (p<0,1).
Bei der Zykluslange traten keine Unterschiede auf. Diese Effekte lassen sich auch an
einzelnen Versuchstieren beobachten. In Abb. 24 sind reprasentative rVOR-
Messungen aus der pg- und 1g-Gruppe vom ersten Versuchstag dargestellt.
Einzelne Episoden fiktiven Schwimmens aus den beiden Gruppen werden in Abb. 25
gezeigt. An den Versuchstagen 3 bis 6 konnten keine Unterschiede mehr gefunden
werden und die Versuchsgruppe hatte ihre Mittelwerte denen der 1g-Kontrollgruppe
angenahert. Anders verhielt es sich bei der Episodendauer. Hier n&herten sich die

Werte der Kontrollgruppe an die der Versuchsgruppe an (Abb. 26).
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Einzelbeispiele einer rYOR-Messung nach Entwicklung unter ug und 1g
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Abb. 24: rVOR-Amplitude nach Entwicklung unter Mikrogravitation. Links ein Tier aus der
Hg-Versuchsgruppe, rechts ein Tier aus der 1g-Kontrollgruppe. Die Versuchstiere hatten zu
Beginn der veranderten Gravitationsbedingungen das Stadium 26 und 27 erreicht. Beide
Reflexmessungen stammen vom 1. Messtag. Die Larven befanden sich zum Zeitpunkt der
Messung im Stadium 46 (siehe 2.1). Der sinusférmige Verlauf der Reflexkennlinien bleibt
auch nach einer Entwicklung unter ug erhalten. Rechtes und linkes Auge kénnen sich in ihrer
Reflexstarke unterscheiden. Verwendet wird der Mittelwert beider Ergebnisse.

Einzelbeispiele fiktiven Schwimmens nach Entwicklung unter uyg und 1g

Episode ug Tier 01 Episode 1g Tier 06

Rostral Rostral

64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88 90 92 94 96 98 100 102 104 (S) 94 98 98100102 104 106 108 110 11,2 114 116 118 120 (S)
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Abb. 25: Fiktives Schwimmen nach Entwicklung unter Mikrogravitation. Links ein Tier aus
der pug-Versuchsgruppe, rechts ein Tier aus der 1g-Kontrollgruppe. Die Versuchstiere hatten
zu Beginn der veranderten Gravitationsbedingungen das Stadium 26 und 27 erreicht. Die
Ableitungen stammen vom 1. Messtag. Beide Larven befanden sich zum Zeitpunkt der
Messung im Stadium 46 (siehe 2.1). Die Episode der Kaulgquappe aus der pug-Gruppe dauert
langer an als die des Kontrolltiers. Burstdauer und Zykluslange unterscheiden sich kaum. Bei
genauer Betrachtung kann man einen leichten Unterschied beim rostrocaudalen Delay
erkennen. Die Zeitauflosung der Einzeldarstellungen ist fiir ug und 1g identisch.
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r'VOR-Amplitude nach Entwicklung unter Mikrogravitation Burstdauer nach Entwicklung unter Mikrogravitation
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Abb. 26: Mikrogravitationseffekt auf rVOR-Amplitude, rostrale Burstdauer, rostrocaudalen
Delay und Episodendauer (Mittelwerte mit ihrem Standardfehler). Bei der Zykluslange liel3en
sich keine Unterschiede beobachten. In den Balken ist das durchschnittliche Alter der
Versuchstiere zum  Zeitpunkt der Messung angegeben. Zu Beginn der
Mikrogravitationsbehandlung waren die Kaulquappen im Stadium 26 und 27. Die genauen
Betrage der Mittelwerte sind in Tab. 2 aufgelistet.

Tab. 2: Ubersicht der Mittelwerte der einzelnen Versuchsgruppen, siehe auch Abb. 26.

Versuchsgruppe || rVOR-Amplitude (Grad) | Rostrale Burstdauer (ms) | Rostrocaudaler Delay (ms) | Episodendauer (s)

pug Tag lund 2 27,6 18,8 2,81 3,01
1g Tag 1und 2 37,9 23,2 4,77 2,21
Hg Tag 3 bis 6 32,2 21,3 5,10 2,89

1g Tag 3 his 6 34,4 22,5 4,36 2,88
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3.4.2 Einfluss von Mikrogravitation auf das fiktive Schwimmen und den rVOR
bei Tieren mit mikrogravitationsbedingter Kérperkrimmung
Einige der Versuchstiere aus diesem Experiment zeigten nach Entwicklung unter
Mikrogravitation eine Korperkrimmung. Diese Missbildung tritt bei einer Entwicklung
unter pug in groRer Zahl auf. So zeigten nach der SMM-06 Mission 60% der
Kaulguappen diese Auffalligkeit. Die Missbildungen sind reversibel und verschwinden
unter 1g-Bedingungen (Sebastian und Horn 1998). In diesem Experiment zeigten die
Tiere mit gekrimmtem Korper eine nichtsignifikante Tendenz zu einer Verringerung
der rostralen Burstdauer. Der caudale Wert und die anderen Parameter des fiktiven
Schwimmens waren nicht betroffen. Nur die r'VOR -Amplitude war in den gekrimmten
Tieren aus der ug-Gruppe signifikant verringert (Abb. 27). Diese Ergebnisse
beziehen sich auf die ersten drei Messtage, da nach diesem Zeitraum keine
gekrimmten Tiere mehr vorhanden waren. Die Anzahl der missgebildeten Tiere

betrug 5, die Kontrollgruppe umfasste 11 Tiere.

r'VOR-Amplitude und Burstdauer in Tieren mit mikrogravitationsbedingter Kérperkrimmung
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Abb. 27: Auspragung des ug-Effekts bei Larven mit Kérperkrimmung (Mittelwerte mit ihrem
Standardfehler). In den Balken ist der Mittelwert des Alters der Versuchstiere zum Zeitpunkt
der Messungen angegeben. Zu Beginn der Mikrogravitationsbehandlung waren die
Kaulquappen im Stadium 26 und 27. Es waren nur Effekte bei rostraler Burstdauer und
rVOR-Amplitude zu beobachten. Rechts die Abbildung eines gekrimmten Tieres (modifiziert
nach Neubert et al. 1994).

Betrachtete man die normalentwickelten Kaulquappen uber diesen Zeitraum (Anzahl
der Tiere in der Mikrogravitationsgruppe ist 6, in der Kontrollgruppe 11), so waren
lediglich Unterschiede bei der Episodendauer (p<0,1; Trend) und der rVOR-

Amplitude (p<0,05) erkennbar. Die normalentwickelten Tiere der ersten beiden
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Versuchstage zeigten lediglich Unterschiede in der r'VOR -Amplitude (p=0,02; Anzahl

der Tiere in der Mikrogravitationsgruppe ist 3, in der Kontrollgruppe 11).

3.4.3 Korrelation der Ergebnisse von rVOR und fiktivem Schwimmen nach
Entwicklung unter Mikrogravitation
Wurde die Abhangigkeit der Daten aus dem okulomotorischen Verhaltensexperiment
von den Ergebnissen der Messung des fiktiven Schwimmens betrachtet, so ergaben
sich haufiger als bei dem 3g-Experiment signifikante Korrelationen zwischen den
Parametern. Dies war entweder in der pg-Gruppe (bei Burstdauer und
rostrocaudalem Delay) oder in der Kontrollgruppe (bei Episodendauer) der Fall, nie
jedoch fur einen Parameter in beiden Versuchsgruppen (Abb. 28). Fir die
Zyklusldnge ergaben sich keine signifikanten Korrelationen. Wurden nur die Daten
einzelner Versuchstage, z.B. die der ersten beiden Messtage, an denen die
Mikrogravitationseffekte beobachtet werden konnten, korreliert, traten keine
signifikanten Abh&ngigkeiten auf. Auch die Daten der Tiere mit Korperkrimmung

zeigten keine Korrelationen.

Korrelationen zwischen rVOR-Amplitude und Parametern des Schwimmmusters
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Abb. 28: Abhangigkeit der Ergebnisse der Ableitungen an den ventralen Wurzeln von den
Augenreflexmessungen. Im Fall der Burstdauer und des rostrocaudalen Delays traten
signifikante Korrelationen in der upg-Gruppe auf, im Fall der Episodendauer in der
Kontrollgruppe. Zu Beginn der pg-Exposition lag das Alter beider Gruppen im Bereich
Stadium 26 und 27. Zum Zeitpunkt der Messung befanden sich die Larven zwischen Stadium
46 und 47. Die Korrelationen sind nur dann signifikant, wenn die Daten der gesamten 5
Messtage verwendet werden.
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3.5 Hyper- und Mikrogravitationseffekt auf Versuchsgruppen gleichen Alters
Vergleicht man die Auswirkung von Hypergravitation und Mikrogravitation auf
Kaulguappen, die zu Beginn der Exposition in etwa gleich alt waren (3g-Experiment:
Stadium 24 bis 27; ug-Experiment: Stadium 26 und 27), so fallt zun&chst einmal auf,
dass sich Mikrogravitation auf alle Parameter aul3er Zyklusldnge und caudale
Burstdauer signifikant auswirkte, wahrend durch Hypergravitation nur die rostrale
Burstdauer verandert wurde. Der Effekt auf die Burstdauer war sowohl im pug-
Experiment als auch im 3g-Experiment nicht signifikant (p<0,1). Der
Mikrogravitationseffekt hielt sich 2 Tage und verschwand danach. Der
Hypergravitationseffekt liel3 sich aus den Daten von 5 Messtagen erkennen. Die
Burstdauer ist nach Mikrogravitation verringert und nach Hypergravitation erhoht
(Abb. 29).

Da sich die Kontrollgruppen beider Experimente stark in ihrem Mittelwert
unterschieden, wurde ein U-Test durchgefihrt. Es ergab sich ein signifikanter
Unterschied (p<0,05). Daher werden in Abb. 29 nicht nur die absoluten
Versuchsergebnisse gezeigt (Abb. 29 links), sondern auch eine bezlglich der
Kontrollgruppen normierte Darstellung (Abb. 29 rechts). Der U-Test wurde an Stelle
einer Varianzanalyse angewendet, weil nicht bekannt ist, ob die Daten normalverteilt
sind. Nach dieser Normierung ist der Unterschied zwischen der 3g- und der ug-

Versuchsgruppe starker (p<0,01) als vor der Normierung (p<0,05).

Nicht nur bei der Burstdauer lieRen sich sowohl im pg- als auch im 3g-Experiment
Unterschiede beobachten. Auch die rVOR-Amplitude war in beiden Experimenten
verandert. Der Mikrogravitationseffekt &hnelte dem Hypergravitationseffekt. Es war in
beiden Fallen eine signifikante Verringerung der Amplitude (p<0,01) vorhanden (Abb.
30). Der Effekt trat in der pg-Gruppe nur an den ersten beiden Messtagen auf,
wahrend der Hypergravitationseffekt 5 Tage lang zu beobachten war. Signifikante
Korrelationen zwischen rVOR-Amplitude und den Parametern des fiktiven
Schwimmens gab es nur bezlglich des rostrocaudalen D elays nach pg (p<0,01) und
nach 3g (p<0,05). Allerdings waren die Werte nach Hypergravitation negativ korreliert

(-0,61) und nach Mikrogravitation positiv korreliert (0,60).
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Mikro- und Hypergravitationseffekt auf die Burstdauer im Vergleich
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Abb. 29: Vergleich von Mikro- und Hypergravitationswirkung auf die Burstdauer in
Versuchsgruppen gleichen Alters. Links die realen Mittelwerte mit ihrem Standardfehler,
rechts die gleichen Daten mit einer Normierung der Kontrollgruppen auf 100%. Zu Beginn
des Experiments lag das Alter beider Gruppen im Bereich Stadium 24 bis 27. In den Balken
ist der Mittelwert des Alters der Versuchstiere zum Zeitpunkt der Messung angegeben. Nach
phg ist die Burstdauer bezlglich der Kontrollgruppe erniedrigt, nach 3g erhoht. Die
Unterschiede in den Kontrollgruppen bei den absoluten Werten (links) kénnen sich aus der
natUrlichen Variabilitat der Daten ergeben. Durch die Normierung verstarkt sich der
Unterschied zwischen der pg- und der 3g-Versuchsgruppe.

Mikro- und Hypergravitationseffekt auf die rvOR-Amplitude
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Abb. 30: Vergleich von Mikro- und Hypergravitationswirkung auf die rVOR-Amplitude in
Versuchsgruppen gleichen Alters (Mittelwerte mit ihrem Standardfehler). Der Betrag der
rVOR-Amplitude war sowohl nach pg (links) als auch nach 3g (rechts) signifikant verringert
(p<0,01). Innerhalb der Balken ist der Mittelwert des Alters der Versuchstiere in den

Versuchsgruppen angegeben. Zu Beginn des Experiments lag das Alter beider Gruppen
zwischen Stadium 24 und 27.
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4 Diskussion

Ziel der Arbeit war es herauszufinden, ob durch ein sensorisches System, dessen
Reizung verschiedene motorische Reaktionen beeinflusst, nach einer
Reizdeprivation gleichartige und somit Kkorrelierte Anderungen bei diesen
motorischen Reaktionen ausgel6st werden. Das Vestibularsystem der Kaulquappe
wurde gewahlt, da seine schweresensitive Komponente sowohl die Stellreaktion der
Augen (rollungsinduzierter vestibulookularer Reflex, rVOR) ausldst als auch die
Lokomotion beeinflusst (Rayer und Horn 1986, Horn et al. 1986, Horn 1981,
Sebastian et al. 1995, Wassersug et al. 1991, Anken und Rahmann 1998). Die
nachfolgende Diskussion beleuchtet daher zunéchst getrennt flir jedes der beiden
motorischen Systeme die Empfindlichkeit gegenuber veranderten
Schwerebedingungen, um dann anschlieBend nach Formen gemeinsamer

Verarbeitungsprinzipien zu fragen.

4.1 Einfluss verdnderter Gravitationsbedingungen wahrend der frihen
Entwicklung auf den rVOR bei Xenopus laevis
Sensorisches Epithel im Vestibularsystem von Xenopus ist zwar ab Stadium 33/34
erkennbar, die Macula utriculi kann jedoch erst ab Stadium 43 klar unterschieden
werden (Nieuwkoop und Faber 1967). Der rVOR tritt bereits bei Tieren des Stadiums
41 auf, somit sind die involvierten Komponenten funktionstichtig. Die maximale
Augenauslenkung (rVOR-Amplitude) steigert sich mit zunehmendem Alter in der
frihen Entwicklung, wie Abb. 31 entnommen werden kann (Sebastian et al. 1996,
Sebastian 1994). Die bei den hier vorliegenden Untersuchungen eingesetzten
Kaulguappen befanden sich demnach in einem Lebensalter in dem die Stéarke des
rVORs noch keine Sattigung erreicht hatte. Deshalb waren Anderungen der
Reflexstarke zu hoheren oder niedrigeren Werten nach einer Entwicklung unter

veranderten Gravitationsbedingungen denkbar.

4.1.1 Einfluss von Mikrogravitation

Durch Reizdeprivation wahrend einer Entwicklung unter Schwerelosigkeit im Weltall
wird die Charakteristik der kompensatorischen Augendrehung von Xenopus wahrend
einer seitlichen Koérperrollung verandert. Bei jungen Tieren ist der Betrag der rVOR-
Amplitude verringert, wie wahrend der D-2 Mission 1993 (Beginn der Mikrogravitation
im Stadium 33 bis 36, Sebastian et al. 1996) und der Mission SMM-06 im Jahre 1997
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(Alter bei Beginn von ug: Stadium 24 bis 28, Sebastian und Horn 1998) beobachtet
werden konnte. Es wird angenommen, dass die rVOR-Entwicklung bei fehlender
vestibularer Stimulation verzogert stattfindet und dadurch im Vergleich zu 1g-
Kontrolltieren trotz gleichen Alters in geringerem Mal3e ausgebildet ist (Sebastian
1994, Sebastian et al. 1996, Sebastian und Horn 1998). Ahnliche Resultate ergaben
sich auch in der vorliegenden Studie (Alter bei Beginn von ug: Stadium 26 bis 27).
Jedoch trat der Effekt kurzer auf. Nach der SMM-06-Mission waren die pg-Daten
Uber einen Zeitraum von mehr als 10 Tagen signifikant niedriger als die der
Bodenkontrollen (p<0,01 fur die ersten 4 Tage, p<0,001 fir die Tage 8 und 9, p<0,02
fur die Tage 10 und 11; Sebastian und Horn 1998). Nach der Andromede-Mission
war der Effekt nur fur die ersten beiden Messtage signifikant (p<0,01) und
verschwand danach, also in etwa 3,5 Tage nach pg-Ende (siehe 3.4.1, Abb. 26).
Auch waren die Tiere diesmal junger als nach der Mission SMM-06 und es gab
weniger Exemplare mit Korperkrimmung. Diese Tiere haben normalerweise einen
erheblich niedrigeren rVOR. Die Unterschiede kdnnen darauf zurtickg ehen, dass die
Embryos in diesem Versuch vor dem Beginn der Mikrogravitation bei ca. 16°C
gekuhlt wurden, wahrend es bei der SMM-06-Mission eine Umgebungstemperatur
von 20 bis 22°C gab.
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Abb. 31: Friher Entwicklungsgang der rVOR-Amplitude bei Tieren, die sich unter
Dauerdunkel (DD) entwickelt haben. N ist die Anzahl der gemessenen Tiere, n ist die Anzahl
der Tiere, die einen Reflex zeigten (Sebastian 1994).
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4.1.2 Einfluss von Hypergravitation

Auch durch Reizverstarkung wahrend der Entwicklung unter Hypergravitation in einer
Zentrifuge wird der rVOR verandert (Horn und Sebastian 1996, Sebastian et al.
1998). Hypergravitation (3g) fuhrt bei jungen Tieren, wie Mikrogravitation, ebenfalls
zu einer Verminderung der rVOR-Amplitude. Ein Grund hierflr kann eine Anpassung
des vestibularen Aktivierungsniveaus an Hypergravitation sein, so dass bei Ruckkehr
in normale 1g-Schwerebedingungen ein Roll-Reiz eine geringere Erregung und so
eine kleinere Reaktion hervorruft. Ergebnisse beziiglich des rVOR wurden in dieser
Studie fur die Altersgruppe Stadium 11 bis 17 und 24 bis 27 bestimmt (siehe 3.3.2).
Im Fall der Tiere, die zu Beginn von Hypergravitation das Stadium 11 bis 17 erreicht
hatten liel3 sich kein Effekt auf die rVOR-Amplitude feststellen. Es ist bekannt, dass
sich bei Tieren, die zu Beginn von Hypergravitation das Alter 17 bis 22 haben, eine
signifikante Verringerung der rVOR-Amplitude feststellen lasst. Sind Kaulquappen
bei 3g-Beginn im Stadium 6 bis 9 ergibt sich kein Unterschied (Horn und Sebastian
1996). Man kann also annehmen, dass ein 3g-Effekt im hier untersuchten,
dazwischenliegenden Alter nur schwach ausgepragt ist. Die alteren Versuchstiere,
welche bei Eintritt in Hypergravitationsverhéltnisse im Stadium 24 bis 27 waren,
zeigten einen klaren Unterschied, der mindestens 5 Tage andauerte (3.3.2, Abb. 23).
Die rVOR-Amplitude war in der 3g-Gruppe gegenuber den 1g-Kontrolltieren
signifikant niedriger (p<0,01). Die Ergebnisse dieser Studie gliedern sich somit
nahtlos in die bereits bekannten 3g-Effekte auf den rVOR ein (vgl. Horn und
Sebastian 1996).

4.2 Kontrolle und Modulation des Schwimmmusters: Entwicklung und
Pharmakologie der spinalen Afferenzen
Die Versuchstiere wurden in einem Alter verwendet, in dem sich das Nervensystem
noch stark entwickelt. Somit ist von Interesse, inwieweit die beim Schwimmen
involvierten Komponenten vorhanden und funktionstiichtig sind. Extrazellulare
Ableitungen von neuronaler Aktivitdt in den ventralen Wurzeln sind bei Xenopus
bereits im Stadium 25 mdglich. Im Stadium 27 lasst sich ein deutliches rhythmisches
Entladungsmuster erkennen, das rechts und links im selben Segment alternierend
auftritt (van Mier et al. 1989). Das Schwimmmuster gewinnt mit steigendem Alter der
Tiere an Komplexitat. Ableitungen an der ventralen Wurzel wahrend der
postembryonalen Entwicklung bis zum Stadium 42 zeigen eine Variabilitatszunahme

der Zykluslange und eine Verlangerung der Burstdauer. Letztere betragt im Stadium
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37/38 im 4. Segment 5 bis 7 ms und im Stadium 42 bis zu 20 ms (Sillar et al. 1991).
Der in dieser Studie gemessene Betrag im Stadium 42 war erheblich kleiner (7.
Myotom: 10,6 ms und 11. Myotom: 8,5 ms), was an der Elektrodenplazierung liegen
kann. Wahrend der weiteren Entwicklung der Kaulquappen bis zum Stadium 47 liel3
sich eine zusétzliche Steigerung der Burstdauer beobachten, auch Zykluslange und
rostrocaudaler Delay nahmen zu. Im Gegensatz dazu nahm die Episodendauer ab
(siehe 3.2.2, Abb. 17).

Das Schwimmmuster der Kaulquappe wird durch einen Halb-Center-Oszillator
generiert (Dale 1995) und kann durch Applikation verschiedener Pharmaka moduliert
werden (Sillar et al. 1992b, Reith & Sillar 1999, Fischer et al. 2001). Zu den spinalen
Afferenzen zahlen neben den dorsalen Riuckenmarkswurzeln die absteigenden
Bahnen. Werden am 17. Segment Backfills mit HRP (Horse Radish Peroxidase)
vorgenommen, nimmt die Anzahl und Verschiedenartigkeit der gefarbten Somata im
Hirnstamm von Stadium 30 bis mindestens Stadium 46 zu. Die supraspinale
Innervierung des Ruckenmarks entwickelt sich von rostral nach caudal. So kénnen
z.B. vestibulospinale Projektionen durch HRP-Backfills ab Stadium 39 markiert
werden, im Stadium 41 reichen sie bis in das 20. Segment (Nordlander et al. 1985).
Bei Xenopus weit besser untersucht als die vestibulospinalen Projektionen sind die
raphespinalen, die reticulospinalen und die absteigenden, katecholaminergen
Bahnen. Diese drei Projektionen werden im folgenden genauer betrachtet, wobei ihr
maoglicher Beitrag zu den altersbedingten Parameteranderungen des fiktiven
Schwimmens und zu den Auswirkungen verédnderter Gravitationsbedingungen auf

das Schwimmmuster diskutiert wird.

4.2.1 Raphespinale Projektionen

Die Applikation des Neuromodulators 5HT (5-Hydroxytryptamin, Serotonin) kann die
Burstdauer erhohen. Dieses Phdnomen weil3t den raphespinalen Projektionen eine
tragende Rolle bei der Modulation der Burstdauer zu. Dieser Effekt ist mit
rostrocaudaler Progression von Stadium 37/38 bis 42 zu beobachten (Sillar et al.
1992b). Als Wirkungsmechanismus von 5HT wird eine verminderte Glycinfreisetzung
im Oszillator angenommen, was die reziproke Inhibition der Halbzentren herabsetzt
(McDearmid et al. 1997). Bei frisch geschlipften Embryonen produzieren die
einzelnen Motoneurone im Ruckenmark nur einen Impuls pro Zyklus, wahrend bei

den Larven durch kunstliche Depolarisation mehrere Impulse generiert werden.
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Diese Anderung in den Membraneigenschaften kénnte die Ursache fiir den Anstieg
der Burstdauer sein (Sillar et al. 1992a). Eine Zunahme der Burstdauer von rostral
nach caudal konnte in dieser Studie bestatigt werden, allerdings nur im kopfnahen
Bereich des Schwanzes (siehe 3.2.3, Abb. 18 rechts).

Immunocytochemische Farbungen bei frisch geschlipften Kaulguappen von Rana
temporaria zeigen, dass bei dieser Froschgattung in diesem Alter bereits das
gesamten Ruckenmark durch raphespinale Axone innerviert wird. Auch lassen sich
hier durch 5HT-Applikation samtliche Parameter des fiktiven Schwimmens
modulieren: Burstdauer, Zykluslange und rostrocaudaler Delay steigen, wéahrend die
Episodendauer sinkt (Woolston et al. 1994). Dies entspricht der Musteranderung des
im Rahmen dieser Studie gemessenen Entwicklungsganges bei Xenopus (3.2.2,
Abb. 17). Somit besteht die Mdglichkeit, dass die Reifung des Schwimmmusters bei
Xenopus alleine auf die Entwicklung des raphespinalen Systems zuriickgeht.
Allerdings bestehen zwischen den unterschiedlichen Versuchstieren Differenzen in
der Bewegungskontrolle, was die Vergleichbarkeit einschrankt. Rana moduliert die
Schwimmgeschwindigkeit durch die Schwanzschlagfrequenz, wahrend Xenopus bei
niedrigen Geschwindigkeiten durch eine VergroRerung der Bewegungswelle
beschleunigt und erst ab héheren Geschwindigkeiten die Schwanzschlagfrequenz

steigert (von Seckendorff Hoff und Wassersug 1986).

Die erhthte Burstdauer nach 3g-Exposition mag ihre Ursache in einer schnelleren
Entwicklung der raphespinalen Projektionen unter Hypergravitation haben, da sich in
der postexperimentellen Periode die Werte der Kontrollgruppe dem Level der
Versuchsgruppe anndherten und nicht umgekehrt (Abb. 21). Der
Hypergravitationseffekt trat in dem Versuchsansatz mit den jingsten Tieren am
deutlichsten zu Tage, was ein Hinweis auf eine Plastizitatsabnahme mit
zunehmendem Alter sein kann (3.3.1, Abb. 20). Interessant ist in diesem
Zusammenhang der entgegengesetzte Effekt von Mikro - und Hypergravitation in den
Versuchsgruppen gleichen Alters (3.5, Abb. 29). Der Befund wird als gegensétzliche
Wirkung von 3g und pg-Exposition auf die Burstdauer gewertet, auch wenn es sich
im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen nur um einen tendenziellen Unterschied
(p>0,1) handelt. Der gegensatzliche Effekt konnte darauf hinweisen, dass fehlende
vestibulare Aktivitat (ug-Exposition) eine Entwicklungsverzdgerung auslost, wahrend

erhohte vestibulare Aktivitdt (3g-Exposition) die Entwicklung der raphespinalen
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Projektionen vorantreibt. Der Unterschied zwischen den Kontrollgruppen (p<0,05)
kann dadurch zustande kommen, dass die Versuchstiere beider Ansatze zwar von

Eltern gleicher Herkunft, aber nicht von identischen Elternpaaren abstammen.

4.2.2 Reticulospinale Projektionen

Die Axone der reticulospinalen Projektionen erreichen das Rickenmark, wenn erste
Schwimmbewegungen auftreten (van Mier 1988). Beim Neunauge Lampetra
fluviatilis ist das reticulospinale System zustandig fur die Initiation von Lokomotion,
die Lenkung und die Gleichgewichtskontrolle, wie am intakten Tier mit implantierten
Elektroden gezeigt werden konnte (Deliagina et al. 2000). Pharmakologische
Untersuchungen der GABAergen reticulospinalen Projektionen vom mittleren Teil der
Medulla oblongata (zusammen mit den spinalen GABAergen Neuronen) zeigen eine
Wirkung auf das fiktive Schwimmen: Der GABAa-Rezeptorblocker Bicucullin fihrt im
Stadium 42 zu kurzen Schwimmepisoden mit einer Verklrzung von Zykluslange und
rostrocaudalem Delay bei einer Verlangerung der Burstdauer. Der allosterische
GABA-Agonist Pregnan erzeugt ebenfalls kurze Episoden, aber mit verringerter
Burstdauer, wahrend Zyklusldnge und rostrocaudaler Delay erhoht sind. Es gibt
Hinweise darauf, dass GABA an der Termination der lokomotorischen Aktivitat
beteiligt ist (Reith & Sillar 1999).

Die reticulospinalen Bahnen kénnten an den alterabhangigen Anderungen von
Episodendauer, Zykluslange und rostrocaudalem Delay beteiligt sein (3.2.2, Abb.17).
Da das pharmakologische Experiment mit den isoliert betrachteten reticulospinalen
Projektionen bei Xenopus keine Ergebnisse entsprechend des in dieser Studie
gemessenen Entwicklungsgangs der Burstdauer hervorruft, ist aber nur ein partieller
Beitrag denkbar. Auch die hier prasentierten Mikrogravitationseffekte auf die
Episodendauer und den rostrocaudalen Delay (3.4.1, Abb. 26) koénnten auf
Anderungen im GABAergen reticulospinalen System zuriickgehen. Gestiitzt wird
solch eine Annahme durch die Beobachtung eines gravitationsinduzierten Effekts auf
die Morphologie der Mauthnerzellen. Diese sehr gut untersuchten reticulospinalen
Neurone sind bei Kaulquappen paarig vorhanden (van Mier 1988). Sie haben
Kommandofunktion beim Fluchtreflex, innervieren monosynaptisch die axiale
Muskulatur und kontrollieren Schwanzschléage in beide Richtungen. Mauthnerzellen
kbnnen ab Stadium 32 identifiziert werden (ten Donkelaar & de Boer-van Huizen

1982). Die Mauthnerzellen erhalten Afferenzen vom Vestibularsystem und reagieren
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sensibel auf verdnderte Gravitationsbedingungen: Das endoplasmatische Reticulum
und seine Zisternen im subsynaptischen Bereich proliferieren unter Hypergravitation
starker (Moshkov et al. 1992).

4.2.3 Absteigende katecholaminerge Bahnen

Homolog zum Locus coeruleus bei hoheren Vertebraten existieren bei Kaulquappen
noradrenerge Gebiete im Hirnstamm (Sanchez-Camacho et al. 2002). Der
Neuromodulator NA (Noradrenalin) spielt eine wichtige Rolle bei der Modulation des
lokomotorischen Musters. Als Wirkungsmechanismus wird eine Erhéhung der
Glycinfreisetzung im Halb-Center-Oszillator angenommen, wodurch sich die
antagonistische Inhibition und damit die Zykluslange erh6ht (McDearmid 1997). Bei
NA-Applikation lassen sich im Stadium 42 aul3erdem eine Abnahme des
rostrocaudalen Delays und der Episodendauer beobachten (Fischer et al. 2001).
Supraspinale katecholaminerge Projektionen zum Rickenmark kdnnen bei Xenopus
erstmals im Stadium 40/41 angefarbt werden (Sanchez-Camacho et al. 2002). Die
Modulation des Schwimmmusters Uber die katecholaminergen Bahnen kénnte sich
alterabhangig &ndern und so Auswirkungen auf Zykluslange und Episodendauer
haben. Dies erklart jedoch nicht den in dieser Studie gemessenen Entwicklungsgang
der Burstdauer und des rostrocaudalen Delays (3.2.2, Abb. 17). Da das
pharmakologische Experiment mit den isoliert betrachteten katecholaminergen
Projektionen keine vollstdndige Parallelitdt zu dem in dieser Studie gemessenen
Entwicklungsgang zeigt, ist bestenfalls ein partieller Beitrag der katecholaminergen
Bahnen zur Reifung des Schwimmmusters denkbar. Der hier prasentierte
Mikrogravitationseffekt auf die Episodendauer (3.4.1, Abb. 26) konnte auf

Anderungen in den katecholaminergen Projektionen zuriickgehen.

4.2.4 Rostrocaudale Gradienten

Nicht nur die supraspinalen Afferenzen zeigen rostrocaudale Unterschiede wahrend
der frihen Entwicklung von Xenopus (Nordlander et al. 1985). Auch die
Segmentbildung findet von rostral nach caudal statt. Wahrend der
Embryonalentwicklung und auch spater werden fortlaufend neue myotomale
Kompartimente vom caudalen Mesoderm gebildet. Zwischen Stadium 17 und 40
werden 0,9 Myotomen pro Stunde produziert (van Mier et al. 1989). Ab dem Stadium
43 ist die Histogenese der Myotome beendet (Nieuwkoop und Faber 1967). Im

Kaulguappenschwanz gibt es also rostrocaudale Gradienten. Diese kénnen fur die
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Bewegungskontrolle von Bedeutung sein. So kann die longitudinale Abnahme in der
Zahl der pramotorischen Interneurone eine Erklarung fur die Koordination der
motorischen Aktivitat in den Schwanzsegmenten bei Xenopus-Embryos liefern
(Roberts und Tunstall 1994).

Die Charakteristik des Schwimmverhaltens bei freischwimmenden Xenopus—Larven
wechselt in der frihen Entwicklung von einer eher plumpen Bewegung mit einer
Welle, die den kompletten Schwanz gleichmaRig durchlauft (Kahn et al. 1982), zu der
eines "kartesianischen Tauchers" mit feineren Bewegungen. Wahrend die jungen
Tiere absinken, wenn sie sich nicht bewegen, erfahren die &lteren Tiere einen
Auftrieb gegen den sie aktiv mit sich verkleinernden Schwanzspitzenbewegungen
anschwimmen (Abb. 32). Die posterioren Myotome grenzen eng aneinander und
konnten elektrisch gekoppelt sein (Nishikawa et al. 1985). Der Auftrieb entsteht durch
das Anflllen der Lungen mit Luft (Wassersug und Souza 1990, von Seckendorff Hoff
und Wassersug 1986). Lungengebrauch bei Xenopus ist im frihen Leben nicht
notwendig, die Tiere fangen aber kurz nach dem Schlipfen damit an, Luft zu holen
(Pronych und Wassersug 1994). Ab dem mittleren bis spaten Stadium 47 sinken

narkotisierte Tiere nicht mehr ab (eigene Beobachtung).

Die Schwimmtechnik der &alteren Kaulquappen benétigt einen unterschiedlichen
Modus im rostralen und caudalen Schwanzbereich. Dies kann eine Erklarung fur die
rostrocaudalen Unterschiede auf physiologischer Ebene liefern. Zunachst ist auffallig,
dass in allen Experimenten der vorliegenden Studie der Betrag der rostralen
Burstdauer grof3er war als der caudale Wert. Aul3erdem gab es zwischen den beiden
gemessenen Entwicklungsgangen folgende Unterschiede: Im kopfnahen
Ableitbereich liel3 sich eine entwicklungsabhé&ngige Erhohung der Burstdauer
beobachten, die zunachst an der rostralen Elektrode messbar war und erst einige
Stadien spater an der caudalen Ableitstelle auftrat. Dies &uf3erte sich in einem
zwischenzeitlichen Anstieg des Quotienten zwischen rostraler und caudaler
Burstdauer (3.2.3, Abb. 18 rechts). Dieses Phanomen ist bereits bekannt (Sillar et al.
1992b) und wird unter 4.2.1 genauer erklart. Weiter caudal konnte dies in der
vorliegenden Studie allerdings nicht nachwiesen werden (3.2.3, Abb. 18 rechts), was
ein Hinweis auf eine andersartige Entwicklung der neuronalen Ansteuerung der
caudalen Segmente sein kann. Auch beziglich des rostrocaudalen Delays gibt es

Unterschiede zwischen dem kopfnahen Ableitbereich und dem 10. und 14. Myotom



Diskussion 43

(siehe 3.2.3, Abb. 18 links). Im kopfnahen Bereich betragt er bei samtlichen Stadien
um die 4 ms. Dieser Wert deckt sich mit den Literaturangaben, wonach die
rostrocaudale Verzogerung 1 bis 2 ms pro Myotom dauert (Sillar et al. 1991).
Zwischen dem 10. und 14. Myotom, wo GréRenwachstum der Myotome stattfindet,
liegt er im Stadium 37/38 bei 2,5 ms und erhdht sich mit zunehmendem Alter (siehe
3.2.3, Abb. 18 links).

Abb. 32: Die Schwimmbewegung von jungen und alten Xenopus-Kaulquappen. Links die
Bewegung einer Kaulguappe in Stadium 37/38 entnommen von Videoaufnahmen (Kahn et
al. 1982), rechts ein alteres Tier (entsprechen den externen Kriterien vermutlich im Stadium
53, Abbildung aus von Seckendorff Hoff und Wassersug 1986). Man achte auf die grobe
Bewegungswelle bei den jingeren Tieren, welche den Schwanz gleichmaf3ig durchlauft
(links), wahrend sich die Welle bei alteren Kaulquappen zur Schwanzspitze verjiingt (rechts).
AuBBerdem steht das éaltere Tier schrag im Wasser, da es aktiv gegen seinen Auftrieb
anschwimmt.

4.3 Sensorische Systeme zur Wahrnehmung von veranderten
Gravitationsbedingungen und ihr Einfluss auf das Schwimmmuster
Beziglich der sensorischen Systeme, die flr eine Auswirkung veranderter
Gravitationsbedingungen auf die Schwimmbewegung verantwortlich sein kdnnten,
bieten sich neben dem Vestibularsystem auch propriorezeptive Systeme an, da zur
Bewegung unter verdnderten Gravitationsbedingungen unterschiedlich viel Kraft
aufgewendet werden muss. Es ist allerdings unklar, ob Xenopus in dem hier
untersuchten Entwicklungszeitraum zur Propriorezeption fahig ist. Fische und
Amphibien haben keine Muskelspindeln in der axialen Muskulatur (Barker 1974).

Wahrend der Metamorphose, im Stadium 57, kdnnen bei Xenopus Muskelspindeln
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gefunden werden und zwar in den Zehenmuskeln (Shinmori et al. 1988). Ob es
andere, muskelspindeldhnliche Rezeptoren in der Schwanzmuskulatur gibt, ist nicht
bekannt. Allerdings existieren beim Katzenhai subkutan Streckrezeptoren auf3erhalb

des Muskels, diese kdnnen Bewegungsinformationen liefern (Roberts 1969).

Auch das Seitenlinienorgan konnte indirekt, tber die Wahrnehmung von Strémung,
Bewegungsinformation liefern. Bei Xenopus-Kaulguappen reagiert es phasisch-
tonisch auf Vibration und Wasserfluss. Bei den Rezeptoren handelt es sich um
Haarsinneszellen (Shelton 1971). Im Stadium 41 sind alle lateralen Linien zu
individuellen Sinnesorganen differenziert (Nieuwkoop und Faber 1967). Der
Hirnstamm von Larven und adulten Xenopus-Exemplaren erhélt Afferenzen tber den
anterioren und posterioren Seitenliniennerven. Da es efferente Nerven gibt, die das
Seitenlinienorgan wahrend Bewegung inhibieren (Russel 1976), kann man aber
davon ausgehen, dass es keinen Beitrag zur Stromungswahrnehmung wahrend dem
Schwimmen leistet. Muskulare und neuronale Aktivitat ist Gbrigens nicht notwendig
fir eine normale Entwicklung des Schwimmmusters: Bei einer Entwicklung unter
Blockierung der Natriumkanéle mittels Lidocain lassen sich bis zum Stadium 45
keine Veranderungen der Parameter Zykluslange, Burstdauer und Episodenlange

feststellen (Haverkamp 1986).

Trotzdem lassen sich aus den hier gewonnenen Versuchsergebnissen indirekt
Hinweise auf die Existenz von Propriorezeption ableiten: Hochgeschwindigkeits-
Filmaufnahmen von freischwimmenden Kaulguappen zeigen, dass
Mikrogravitationsexposition kurzfristig eine Verringerung der Schwanzschlagfrequenz
zur Folge hat (Fejtek et al. 1998). Der Schwanzschlagfrequenz beim intakten Tier
entspricht im Modell des fiktiven Schwimmens die Burstfrequenz, also der Kehrwert
der Zykluslange (Kahn and Roberts 1982a). Diese war gemal3 der hier vorgelegten
Studie nicht verandert (3.4.1). Der Grund hierfir kann am Versuchsmodell liegen: Die
Tiere sind wahrend der Ableitung gelahmt, es findet also keine Bewegung und damit
keine Wahrnehmung derselben statt. Daher kdnnten die Mikrogravitationseffekte
beim freischwimmenden Tier propriorezeptive Ursachen haben. Bei Rana
catesbeiana oder Rana clamitans kann tbrigens durch Stimulation der dorsalen
Wurzeln die Zykluslange variiert werden (Stehower und Farel 1981). Nach

Durchtrennen der dorsalen Wurzeln bleibt der rostrocaudale Delay aus (Stehower
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und Farel 1980). Dies stiutzt die Annahme, dass es im Kaulguappenschwanz

Rezeptoren gibt, die Informationen tber die Schwimmbewegung liefern.

4.4 Zentren zur Koordination von motorischer Aktivitat

Sowohl die r'VOR-Amplitude (Abb. 31) als auch drei der vier Parameter des fiktiven
Schwimmens (Burstdauer, Zykluslange und rostrocaudaler Delay) nahmen im Betrag
wahrend der frihen Entwicklung zu, wéhrend die Episodendauer abnahm (3.2.2,
Abb. 17). Daher kdnnte man geneigt sein, eine gemeinsame Entwicklung der rVOR-
Amplitude mit den lokomotorischen Parametern anzunehmen, obwohl es sich um
raumlich voneinander entfernte motorische Ereignisse handelt. Falls dies so ware,
wurde eine generelle Datenkorrelation in sdmtlichen Versuchsgruppen bestehen, da
die Versuchstiere gemalf ihres Entwicklungsstandes immer voneinander abhangige
Parameter bei unterschiedlichen Werten liefern (Abb. 33). Dies war aber nicht der
Fall. Es gibt also keine determinierte Abhangigkeit zwischen der rVOR-Amplitude
und den Parametern des fiktiven Schwimmens. Allerdings treten nach einer
Entwicklung unter veranderten Gravitationsbedingungen Korrelationen zwischen den
Ergebnissen beider motorischer Systeme auf (3.3.3, 3.4.3, Abb. 28).

Mikrogravitation beeinflusst sowohl das okulomotorische als auch auf das
lokomotorische System der Kaulquappen. Auch liefert die vorliegende Studie
Hinweise Uber einen Zusammenhang dieser Effekte. Die Korrelationen der rVOR-
Amplitude mit der rostralen Burstdauer und dem rostrocaudalen Delay in der ug-
Versuchsgruppe nach Mikrogravitationsende (Abb. 28) lassen sich mit einer
koordinierten Rickanpassung erklaren. Nach Hypergravitation trat ebenfalls eine

Korrelation von rVOR-Amplitude und rostrocaudalem Delay auf (3.3.3 und 3.5).

Bei der Episodendauer traten signifikante Abhangigkeiten von der rvOR-Amplitude in
der Kontrollgruppe auf. Da bei der Episodendauer in der postexperimentellen Phase
eine Mittelwertsanderung in der Kontrollgruppe stattfand (3.4.1, Abb. 26 rechts
unten), wahrend der Wert in der Versuchsgruppe gleich blieb, kénnte man
annehmen, dass es eine Uberlagerung eines eventuell vorhandenen
Mikrogravitationseffekts gab, welche gegensatzlich zu demselben verlief und sich
deshalb nur in der Kontrollgruppe manifestierte. Dies konnte z.B. durch eine

Vitalitdtszunahme der Tiere aufgrund der besseren Futtersituation entstehen und
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auch eine Korrelation zwischen der rVOR-Amplitude und den lokomotorischen

Parametern erzeugen.

Umgebung

VOR

Schwimmmuster
VOR

Sensorische

Information ;
; Schwimmmuster

VOR

Schwimmmuster

Abb. 33: Mdogliche Ursachen fur die Korrelation der Parameter von rVOR und fiktivem
Schwimmen. Waren organismusinterne Eigenschaften, z.B. der Entwicklungsstand, dafur
verantwortlich, gabe es eine generelle Abhangigkeit der motorischen AuBerungen in jedem
Tier zu jeder Zeit. Ist dies nicht der Fall ist, kann man davon ausgehen, dass die
beobachteten Korrelationen umgebungsabhéngig sind. Die Koordinierung der motorischen
AuRerungen kann entweder (iber ein gemeinsames Zentrum, z.B. das Vestibularsystem oder
das Cerebellum, oder aber durch eine Synchronisation unabhéngiger Systeme stattfinden.
Eine Synchronisation konnte auch durch Gravitationseffekte auf rein zellularer Ebene
stattfinden (siehe 4.5).

Eine Koordinierung in der Anpassung von Augenbewegung und Schwimmmuster an
die Umgebung war in dieser Studie also zu beobachten. Die Ursache konnte in der
vestibularen Information liegen, die nicht nur das okulomotorische, sondern, tber die
absteigenden Bahnen, auch das lokomotorische System erreicht. Es kdnnte auch ein
koordinierendes Zentrum auf zentraler Ebene existieren. Eine Koordinierung der
beiden motorischen Systeme hat vielleicht aber auch unspezifische Ursachen (Abb.
33). Hierauf wird unter 4.5 nadher eingegangen. Fir die Existenz eines
koordinierenden Zentrums auf zentraler Ebene spricht, dass bei Larven von Rana
catesbeiana im isolierten ZNS die Aktivitat in den okulomotorischen Nerven und die
Bursts des fiktiven Schwimmens phasengekoppelt sind (Stehouwer 1987).

Das Cerebellum ist bekannt als sensomotorische Steuerzentrale, die eng mit dem
Hirnstamm verknipft ist und vestibulare, visuelle und somatische Afferenzen erhalt
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(Llinas 1976, Nieuwenhuys und Opdam 1976). Es ware also ein guter Kandidat fur
ein zentral gelegenes, koordinierendes Zentrum. Bei Xenopus zeigen sich bereits im
Stadium 42 die Corpora cerebelli und erste Fasern in der cerebellaren Kommissur.
Ab Stadium 46 kann weil3e Substanz im Cerebellum unterschieden werden. Sie
vermehrt sich wahrend der weiteren Entwicklung, aul3erdem beginnt in diesem Alter
die Differenzierung der Purkinjezellen (Nieuwkoop und Faber 1967). Diese
Efferenzen projizieren inhibitorisch auf die Vestibularkerne. Es gibt Hinweise darauf,
dass das vestibulocerebellare System in adulten Froschen nicht nur das
vestibulospinale sondern auch das vestibulookulomotorische System reguliert
(Nieuwenhuys und Opdam 1976). Spinocerebellare Projektionen kdnnen bei
Xenopus ab Stadium 44 angefarbt werden (van der Linden et al. 1988),
vestibulocerebellare Projektionen allerdings erst ab Stadium 48 (van der Linden und
ten Donkelaar 1987). Spatestens im Stadium 49 scheint eine Verbindung der
efferenten Purkinjezellen mit dem vestibulospinalen Trakt zu existieren (van der
Linden und ten Donkelaar 1990). Es ist also fraglich, ob die notwendigen

Komponenten bei den in dieser Studie verwendeten Tieren bereits vorhanden sind.

Geht man von der Existenz eines koordinierenden Zentrums aus, kbnnen die
Ergebnisse bei Kaulquappen mit Kérperkrimmung (3.4.2, Abb. 22) auf eine Stdrung
in dieser Verbindung hinweisen. Hier gab es keinen Mikrogravitationseffekt auf
Episodenlange und rostrocaudalem Delay, was erstaunlich ist, da der optische
Eindruck eine starke Veranderung des lokomotorischen Apparates liefert. Das
Fehlen von Korrelationen zwischen rVOR- und Schwimmmuster-Parametern in
diesen Tieren kann ein Hinweis auf ein Fehlen der vestibularen Eingange auf das
lokomotorische System sein, die sich in einer Herabsetzung des Muskeltonus aulert,

aber nicht in der Ausdauer oder intersegmentalen Koordination der Tiere.

4.5 Wirkung veranderter Gravitationsbedingungen auf zellularer Ebene

In den letzten Jahre héufen sich die Hinweise, dass veranderte
Gravitationsbedingungen auch global auf zellularer Ebene wirken. Einzeller,
Tumorzellen, Lymphozyten, Myozyten, Osteoblasten und Neurone in Zellkultur
zeigen Anderungen, z.B. bei Mitose, Apoptose und Synaptogenese, wenn der
Schwerkraftvektor nicht konstant in eine Richtung weist oder nicht vorhanden ist
(Gruener und Hoeger 1990, Cogoli 1993, Sarkar et al. 2000, Clejan et al. 2001). Die

modifizierte Schwerkraft scheint sich in der Struktur des Zytoskeletts zu
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manifestieren und kénnte den Stofftransport beeinflussen (Sarkar et al. 2000, Todd
1989). Auch Hypergravitation erzeugt Effekte auf zellularer Ebene (Tschopp und
Cogoli 1983). Die Korrelationen zwischen rVOR und Schwimmmuster kdnnten also
auf generelle zellulare Veranderungen zuriickgehen, die sich nach Ende der
artifiziellen Gravitationsbedingungen normalisieren und so die okulomotorischen und

lokomotorischen Parameter synchronisieren (Abb. 33).

4.6 Perspektiven

Die Ergebnisse dieser Studie werfen neue Fragen auf. So gibt es Hinweise darauf,
dass sich bei einer Entwicklung unter pg die Reifung des Schwimmmusters verzogert
und unter 3g beschleunigt (4.2). Da eine Ursache hierfir auf der Ebene der
absteigenden Bahnen zu suchen ist, bieten sich unterschiedliche Versuchsansatze
an. Zum einen konnte man nach einer Entwicklung unter veranderten
Gravitationsbedingungen mit HRP-Backfills die Innervierung des Rickenmarks durch
die supraspinalen Projektionen darstellen und diese Befunde mit dem
Schwimmmuster der einzelnen Versuchstiere vergleichen. Auch ware es interessant
zu probieren, ob sich gravitationsinduzierte Anderungen des fiktiven Schwimmens

pharmakologisch beseitigen lassen.

Durch Lasionsexperimente kann der vestibulare Einfluss auf das Schwimmmuster
naher betrachtet werden. Eine Bilabyrinthektomie kdnnte einen ahnlichen Effekt auf
das fiktive Schwimmen haben wie Mikrogravitation. Da Korrelationen zwischen dem
Schwimmmuster und dem rVOR in dieser Studie nur wahrend der Rickanpassung
an 1g auftraten, kann eine Bilyabyrinthektomie die hier gewéhlte Methode allerdings
nicht ersetzen. Im Gegensatz zu einer temporaren pg-Exposition, bei welcher die
sensomotorischen Systeme intakt bleiben, fuhrt die Bilabyrinthektomie zu einer
permanenten und totalen Deprivation. Die sensorische Komponente ist entfernt und
der Zustand des Tieres ist nicht mehr regenerierbar. Eventuell lassen sich aber direkt
nach dem Eingriff korrelierte Reaktionen auf das vollige Ausbleiben der vestibularen
Rezeptoraktivitat in beiden motorischen Systemen beobachten. Dieser Ansatz stellt
ein eigenstandiges Vorhaben dar, das die Ergebnisse dieser Studie erganzen kann.
Auch eine Hemilabyrinthektomie kann interessante Befunde liefern. Dieses
Experiment kdnnte Aufschluss Uber die Ansteuerung des Oszillators geben. Eine
Asymmetrie in der vestibularen Wahrnehmung kénnte sich in einer Asymmetrie des

Schwimmmusters innerhalb eines Segmentes aul3ern.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Studie war die Erforschung der Wirkung verédnderter
Gravitationsbedingungen auf die Entwicklung zweier motorischer Systeme mit

vestibularen Afferenzen.

Hierzu wurden extrazellulare Ableitungen an den ventralen Riuckenmarkswurzeln bei
geldahmten Kaulquappen (fiktives Schwimmen) und Verhaltensuntersuchungen des
rollungsinduzierten vestibulookularen Reflexes (rVOR) verwendet. Die Experimente
wurden an Kaulquappen von Xenopus laevis durchgefiihrt, nachdem sie sich
mehrere Tage unter Mikro- oder Hypergravitation entwickelt hatten. Aul3erdem wurde
der normale Entwicklungsgang der Parameter des fiktiven Schwimmens bis zum
Alter der gravitationsbehandelten Versuchstiere gemessen, der Entwicklungsgang

des rVOR war bereits bekannt.

Die Studie fuhrte zu folgenden Ergebnissen:

1. Wahrend der frihen Entwicklung von Xenopus unter Erdbedingungen &nderten
sich die Parameter des fiktiven Schwimmens. Die Burstdauer, die Zykluslange

und der rostrocaudale Delay nahmen zu, wahrend die Episodendauer abnahm.

2. Sowohl Mikrogravitation als auch Hypergravitation wirkte sich auf das

lokomotorische Muster aus.

3. Hypergravitation bewirkte eine Zunahme der Burstdauer, wobei die neuronale

Plastizitat mit steigendem Alter abnahm.

4. Mikrogravitation bewirkte in entgegengesetzter Weise eine Abnahme der
Burstdauer. Nach einer Entwicklung unter Mikrogravitation waren auch eine
Verminderung des rostrocaudalen Delays und eine Erh6hung der Episodendauer
zu beobachten. Die Anderungen dieser drei Parameter entsprechen dem
Schwimmmuster jlingerer Tiere. Die Zykluslange war durch Mikrogravitation nicht

beeinflusst.

5. Veranderte Gravitationsbedingungen beeinflussten die Entwicklung des rVOR.
Sowohl Mikro- als auch Hypergravitation fuhrte zu einer Verkleinerung der rvOR-

Amplitude. Dies deckt sich mit den Ergebnissen vorangegangener Studien.
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Nach einer Entwicklung unter verdnderten Gravitationsbedingungen waren in der
postexperimentellen Phase signifikante Korrelationen zwischen der rVOR-

Amplitude und einigen Parametern des Schwimmmusters zu sehen.

Generelle Korrelationen, die unabhangig von einer Umgebungsénderung waren,
konnten zwischen der rVOR-Amplitude und den Parametern des fiktiven

Schwimmens nicht beobachtet werden.

Daraus lassen sich folgende Hypothesen ableiten:

1.

Es ist wahrscheinlich, dass verédnderte Gravitationsbedingungen uber das

Vestibularsystem auf die Reifung des lokomotorischen Musters wirken.

Der Effekt modifizierter Gravitationsbedingungen auf das Schwimmmuster kann
auf Anderungen in den absteigenden Bahnen zuriickgefiihrt werden, die sich in

diesem Zeitraum von rostral nach caudal entwickeln.

Es gibt bei Umgebungsadnderung eine gemeinsame Anpassung des
okulomotorischen und des lokomotorischen Systems. Dies kann ein Hinweis auf

die Existenz eines koordinierenden Zentrums sein.
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7 Anhang

7.1 Abkirzungen

CTA Container du Transport Aller
CTR Container du Transport Retour
DAT Digital Audio Tape

DD Dauerdunkel

E Excitatorisches Interneuron
GABA y-Aminobuttersaure

HCG Human Chorionic Gonadotropin
HRP Horse Radish Peroxidase

SHT 5-Hydroxytryptamin, Serotonin

| Inhibitorisches Interneuron

ISS International Space Station

M Motoneuron

NA Noradrenalin

RPM Random Positioning Machine
r'VOR rollungsinduzierter, statischer VOR
VOR Vestibulookularer Reflex

ZNS Zentrales Nervensystem

7.2 Gerate

Zentrifuge (Mikro Rapid, Hettich, Tuttlingen)

Miniaquarien (Dornier, heute Astrium GMBH)

Biorack Type 1 Container (Dornier, heute Astrium GMBH)

CTA/CTR Inkubator (COMAT)

Videorecorder (U-matic SP VCR VO-9600 P, Sony)

Videomonitor (HF 1400 Color, Mitsubishi)
Framecodegenerator (FCG 700 Sony)
CCD-Kameras (VS 450, Stemmer, Minchen)

Kamerasteuerung (Camera Controller, Stemmer, Miinchen)

Video Screensplitter (VM-11E, Hama Kramer, Israel)

Motorsteuerung (Servotex, Grasellenbach)

Funktionsgenerator (Toellner)

Rechner Datenaufzeichnung VOR (368, Stemmer Mlnchen)
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Elektroden-Puller (Model 700 D, David Kopf Instruments, Tujunga CA, USA)
Haltevorrichtung fur Elektroden mit Ansaugvorrichtung (Eigenbau)
Mikromanipulatoren (Leica 11 6631)

Mikroskop (Zeiss Axiophot)

Binokular (Wild, Heerbrugg, Schweiz)

A/D-Wandler (CED 1401 plus, Cambridge Electronics, GB)
Oszilloskop (Tektroniks 5111 A)

DAT-Recorder (Sony PC 204 Ax)

Beleuchtung (OLYMPUS Europe Highlight 3000)

Rechner (Pentium 90 PC, 80 MB RAM, 8GB)

Drucker (Epson Stylus Color 850)

7.3 Verbrauchsmaterial

DAT-Bander (Sony)

Elektrodenglas (GB 100F-10, AD 1 mm, ID 0,8 mm, Science Products, Hofheim)
Aktivkohle (Fluka)

Vaseline (Aldrich)

Bienenwachs (Wasserfuhr)

petriPERM-Schélchen (In Vitro Systems & Services, Osterode)
bioFOLIE 25 (In Vitro Systems & Services, Osterode)
Insektennadeln (Meier, Minchen)

Videobander (U-matic KSP 60, Sony)

Evian (Mineralwasser, Frankreich)

Sylgard/Elastosil (Wacker)

7.4 Chemikalien
HCG (Sigma)
MS 222 (Sigma)

o-Bungarotoxin (Sigma)

7.4.1 Silberfarbung modifiziert nach Brown und Cajal

Fur die Silberfarbung wurden zwei Methoden vereinigt (Brown 1946, Romeis 1989).

1. Fixierung: 50ml 70% Ethanol + 2 Tropfen NH3 konzentriert, 17 Stunden
2. Fixierung: 100ml 90% Ethanol + 3 Tropfen NH3 konzentriert, 8 Stunden
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Impréagnieren:
Spulen:

Reduzieren:

Spulen:
Dehydrieren:

1-1,5% AgNOgs-L6sung fur 7 Tage bei 30-35 °C, im Dunklen

1 Minute in Aqua dest.

95ml Aqua dest. mit 1-2% Hydrochinon + 5ml neutrales Formol fir
24 Stunden

% Minuten Agqua dest.

Ethanol 50%, 70%, 95%, 2x100%, Aufbewahrung in
Methylsalicylat

Ethanol absolut (Merck), AgNO3; (Sigma), Hydrochinon (Fluka), Formol (Merck),
Methylsalicylat (Fluka), NH3 (Fluka)

7.4.2 Ringer

(Scrymgeour-Wedderburn et al. 1997), pH 7,4

115 mMol/l
2,5 mMol/l
4 mMol/l

1 mMol/l
2,4 mMol/l
10 mMol/l

NacCl (Sigma)
KCI (Sigma)
CaCl, (Sigma)
MgCl, (Sigma)
NaHCO; (Sigma)
HEPES (Sigma)

7.4.3 Kulturmedium fir Euglena

Euglena spirogyra, Euglena gracilis, Euglena viridis (SCHUBZ Lineburg)

1 g/l Meat Extract (Fluka)
29/l Yeast Extract (Fluka)
29/l Bacto Trypton (Fluka)

0,69 g/l NaOAc wasserfrei (Fluka)
0,01 g/l Ca,Cl x 2 H,O (Fluka)

7.5 Software

Windows 95 und 2000 (Microsoft)
Excel 97 und 2000 (Microsoft)

Word 97 und 2000 (Microsoft)

Spike 2 (Cambridge Electronic Design)
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Optimas (Bioscan)
Photoshop (Adobe)
Corel Draw 8 (Corel)

7.5.1 Auswertprogramm fir Spike 2

THIS SCRIPT IS ABLE TO EXTRACT EVENT DATA FROM A WAVEFORM CHANNEL AND TO FORM
'BURSTS WITH ACCUMULATED EVENTS.

'START AND END TIME OF THE REVISED BURSTS CAN BE TRANSFORMED INTO A TEXT FILE.

‘THIS SCRIPT WAS CREATED TO ANALYSE VENTRAL ROOT RECORDINGS FROM TADPOLES.

'BE CAREFUL WITH VERTICAL CURSORS: IT IS IMPOSSIBLE TO CHANGE THE SELECTED TIME
'INTERVALL DURING THE ANALYSIS PROCEDURE, EVEN THOUGH THE CURSORS CAN BE DRAGGED.

var sTime;var eTime; ‘variables for running the script
var v8%;var maxT,;

var firstT;var ok%;

var title$;var minl;

var minD;var mChan%;

var nChan%;var sel%;

var raw%o;var titleraw$;

var revised%;var titlerevised$;
var leni%;var elvis%;

var gustav%;var wave%o,

var evnt%,;var salvador%;

var herrmann%;var klarabella%;
var esperanza%;var carl%;

var ella%;var titleevnt$;

var setcutoffl;var setcutoff2;
var mem%o,;var murx%;

var mem101%;var mem102%;
var time:=-1;var last:=-1;

var exp%;var hiCurs%;

var loCurs%;

View(App(3)).WindowVisible(0); 'hide script window
v8%:=FileOpen(",0,3); ‘open file and optimise view

if v8%>0 then

WindowVisible(3);

ToolbarVisible(1);

WindowTitle$("Recording$");

XRange(0, MaxTime());

Optimise(-1);

Cursorset(2);

Interact ("Select analysis area",1023); '‘place vertical cursors to define analysis area
CursorRenumber();

sTime:=Cursor(1);

eTime:=Cursor(2);

ToolbarSet(1,"Quit",Quit%);

ToolbarSet(2,"Make bursts",MakeBursts%); ‘create toolbar and inactivate not useful buttons
ToolbarSet(3,"Choose channel",ChannelSelect%);

ToolbarSet(4,"Get Events",GetEvents%);
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Toolbarset(5,"Write to text file",WriteDown%);
Toolbarenable(1,1);

Toolbarenable(2,0);

Toolbarenable(3,0);

Toolbarenable(4,1);

Toolbarenable(5,0);

Toolbar(",1023);

endif;

halt;

func Quit%() 'leave the script
return O;
end;

func WriteDown%() 'save start and end time of revised bursts as a text file
var v5%;
var v7%,
v5%:=ViewFind("Recording$");
WindowVisible(3);
salvador%:=Query("Really write down?");
docase
case salvador%=1 then
DlgCreate("Write down");
DlgChan(1,"Choose export channel",4); 'select channel for export
0k%:=DlgShow(exp%);
if ok%=1 then
ExportChanFormat(4,1,1); ‘export data
ExportChanList(sTime,eTime,exp%);
ella%:=FileSaveAs(",1);
if ella%=0 then
carl%:=FileOpen(",1);
if carl%>0 then
WindowTitle$( ' Text file$");
v7%:=ViewFind("Text file$"); ‘arrange original and text result window
v5%:=ViewFind("Recording$");
FrontView(v7%);
Window(77.371,-1.67015,99.3344,99.1649);
FrontView(v5%);
Window(0.166389,-1.25261,77.5374,99.1649);
Toolbarenable(1,1); 'mctivate not useful buttons of the toolbar
Toolbarenable(2,0);
Toolbarenable(3,1);
Toolbarenable(4,1);
Toolbarenable(5,1);
else ThinkOver%!();
endif;
else ThinkOver%();
endif;
else ThinkOver%();
endif;
case salvador%=0 then ThinkOver%();
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endcase;
return 1;
end;

func ThinkOver%!()

Toolbarenable(1,1); 'inactivate not useful buttons of the toolbar
Toolbarenable(2,0);

Toolbarenable(3,1);

Toolbarenable(4,1);

Toolbarenable(5,1);

return;

end;

func PosCurs%() 'makes sure that high cursor is above low cursor
if HCursor(hiCurs%)<HCursor(loCurs%) then

murx%:=hiCurs%;

hiCurs%:=loCurs%;

loCurs%:=murx%

endif;

end;

func GetEvents%() ‘extract events from a waveform channel
var v5%;
v5%:=ViewFind("Recording$");
WindowVisible(3);
klarabella%:=Query("Do you really want events?");
docase
case klarabella%=1 then
DlgCreate("Channel selection"); '‘Choose channel to write events down
DlgChan(1,"Choose waveform channel",1);
DIlgChan(2,"Write events to channel",128+2+4);
DlgString(3,"Title of result channel for e vents",127);
0k%:=DlgShow(wave%,evnt%,titleevnt$);
if ok%=1 then
ChanHide(-1);
ChanShow(wave%);
XRange(sTime,eTime);
hiCurs%:=HCursorNew(wave%,0.05); 'set horizontal cursor for upper level
loCurs%:=HCursorNew(wave%,-0.05); 'set horizontal cursor for lower level
Interact("Place horizontal cursor at cut-off level",1023);
PosCurs%();
setcutoff1:=HCursor(hiCurs%);
setcutoff2:=HCursor(loCurs%);
mem101%:=MemChan(2);

MemlImport(mem101%,wave%,sTime,eTime,2,0,setCutOffl); 'save upward events
mem102%:=MemChan(2);
MemlImport(mem102%,wave%,sTime,eTime,3,0,setCutOff2); 'save downward events

MemSave(mem2102%,30,2,0);

mem% := mem101%;

time := NextTime(30,sTime-0.1); 'merge upward and downward events on one result channel
while (time > 0) do
MemSetltem(mem%, 0, time);
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time := NextTime(30, time);
wend,;
MemSave(mem101%,evnt%,2,0);
ChanTitle$(evnt%,titleevnt$);
HCursorDelete(1);
HCursorDelete(2);
DrawMode(evnt%,2);
DrawMode(mem101%,2);
DrawMode(mem102%,2);
ChanDelete(30);
Chanshow(-1);
Interact("Check Event Quality",127); ‘check event quality
esperanza%:=Query("Delete Memory Buffers?");
if esperanza%=1 then
ChanDelete(mem101%);
ChanDelete(mem102%);
endif;
XRange(sTime,eTime);
Toolbarenable(1,1); 'inactivate not useful buttons of the toolbar
Toolbarenable(2,0);
Toolbarenable(3,1);
Toolbarenable(4,1);
Toolbarenable(5,0);
else ThinkOver%();
endif;
case klarabella%=0 then
ThinkOver%!();
endcase;
return 1;
end;

func ChannelSelect%() '‘Choose origin and result channels to create bursts
var v5%;
v5%:=ViewFind("Recording$");
WindowVisible(3);
herrmann%:=Query("Really select a Channel?");
docase
case herrmann%-=1 then
DlgCreate("Channel selection");
DIlgChan(1,"Choose channel",2);
DIlgChan(2,"Write raw bursts to channel",128+2+4);
DlgString(3,"Title of result channel for raw bursts",127);
DlgChan(4,"Write revised bursts to channel",128+2+4);
DlgsString(5,"Title of result channel for revised bursts",127);
ok%:=DIlgShow(sel%,raw%%,titleraw$,revised%,titlerevised$);
if ok%=1 then
Toolbarenable(1,1); 'inactivate not useful buttons of the toolbar
Toolbarenable(2,1);
Toolbarenable(3,1);
Toolbarenable(4,0);
Toolbarenable(5,0);
else ThinkOver%();
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endif;
case herrmann%=0 then ThinkOver%!();
endcase
return 1;
end;

func MakeBursts%()
gustav%:=Query("Do you really want to make bursts?");
docase
case gustav%=1 then
DlgCreate("Burst Forming");
DIgReal(1,"Max. time between error events",0.005,0.1);
DIgReal(2,"Max. time between burst events",0.001,0.1);
0k%:=DIlgShow(maxT firstT);
if ok%=1 then
MemChan(3);
Burstmake(101,sel%,sTime,eTime,maxT firstT,2);
MemSave(101,raw%,4,0);
ChanTitle$(raw% titleraws);
ChanDelete(101,0);
Chanshow(-1);
Interact("Check Burst Quality",1023);
Toolbarenable(1,1);
Toolbarenable(2,1);
Toolbarenable(3,1);
Toolbarenable(4,0);
Toolbarenable(5,0);
else ThinkOver%();
endif;
leni%:=query("Revise bursts?");
if leni%=1 then ReviseBursts();
endif;
endcase;
return 1;
end;

proc ReviseBursts()

repeat

DlgCreate("Enter Parameters for Burst Revise");
revise

DIgReal(1,"Minimum intervall between burs ts",0.002,0.1);

DIgReal(2,"Minimum duration of bursts",0.0001,0.02);
0k%:=DIlgShow(minl,minD);

if 0k%=0 then MakeBursts%!();

endif;

mChan%:=MemChan(4);

BurstMake(mChan%,sel%,sTime,eTime,maxT firstT,2);
BurstRevise(mChan%,mChan%,sTime,eTime,minl,minD);

MemSave(mChan%,revised%,4,0);
ChanTitle$(revised% titlerevised$);
ChanDelete(101,0);

Chanshow(-1);

'make raw bursts

'select parameters for burst forming

‘check burst quality
'inactivate not useful buttons of the toolbar

"initiate burst revise, if raw bursts are ok

'start burst revise

'select parameters for burst
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Interact("Check Burst Quality",1023); ‘check burst quality
elvis%:=query("Revise again?");

until elvis%=0;

Toolbarenable(1,1); 'inactivate not useful buttons of the toolbar
Toolbarenable(2,0);

Toolbarenable(3,1);

Toolbarenable(4,1);

Toolbarenable(5,1);

return;

end;
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