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Frithe Entwicklungsstadien des bebriiteten
Hiihnereies als Modell in der experimentellen

Biologie und Medizin

Martin Rosenbruch
BAYER AG, D-Wuppertal

Zusammenfassung

Die friihen Entwicklungsstadien des bebriiteten Hiihner-
etes (ca. erstes Drittel der Brutdauer) werden als Modell
der experimentell-biologischen sowie

-medizinischen Forschung dargestellt. Nach einer kurzen
anatomisch-embryologischen Einfiihrung werden einige
Hinweise zur experimentellen Methodik gegeben (Appli-
kation von Substanzen, Auswertung)
Anwendungsméglichkeiten des Modells sind Fragestel-
lungen zur Ermittlung der Reizwirkung von Priifsubstan-
zen, zu angiogenetischen Prozessen, Aspekte der Tumor-
biologie sowie Untersuchungen zur Wirkung von
Schwermetallen. Weiterhin kinnen schon am vier Tage
bebriiteten Ei funktionelle, kardio-vaskuldre Parameter
und deren Verdnderung durch bestimmte Pharmaka
gemessen werden. Abschlieffend werden die Mdglichkei-
ten und Grenzen dieses Modells diskutiert. Dabei ist zu
betonen, daf3 es sich innerhalb des ersten Drittels der
Bebriitungszeit um ein System ohne jegliches Schmerz-
empfinden handelt. Damit ist dieses Modell — im Gegen-
satz zu anderen Hiihnerei-Modellen — als echte Alterna-
tive zum Tierversuch zu werten.

Summary : Early stages of the incubated chicken egg as
a model in experimental biology and medicine

Early stages of the incubated chicken egg (appr. first
third of the incubation period) are demonstrated as a
model of experimental research in biology and medicine.
Following a short introduction on anatomy and embryo-
logy, some advices on experimental methodology are
given (application of test substances, evaluation).

The application of this model is shown in several ex-
amples: as an alternative of animal experiments in
ocular and mucosal toxicity, to study angiogenesis,
aspects of tumor biology, or the effects of heavy metals.
Furthermore, incubated eggs at day 4 of incubation can
be used to investigate functional parameters of the
cardiovascular system and effects of drugs on this
system.

Finally, the possibilities and the limitations of the test-
system are discussed. It has to be pointed out that this
system works in a period of incubation without any
sensitivity of the embryo. Therefore, the test-system
using early stages of the incubated egg — in contrast to
other chicken egg models — is a real alternative to
animal experiments.

Keywords: chicken embryo, cardio-vascular system, Draize-test alternative, angiogenesis, tumor

1. Einleitung

Die Erforschung, Entwicklung und
Anwendung sogenannter Alternativ-
methoden zum Tierversuch werden
von der Tierschutzgesetzgebung
zahlreicher Linder, wie auch vom
deutschen Tierschutzgesetz gefordert
bzw. vorgeschrieben.

Eines der schon sehr lange einge-
setzten Modelle der experimentellen
Biologie und Medizin ist das bebrii-
tete Hiihnerei. Untersuchungsergeb-
nisse unter Verwendung dieses Test-
systems als teratologisches Modell
existieren seit weit tiber 100 Jahren
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(Dareste, 1877), und bereits 1887
schlug Gerlach vor ... eine Reihe
von chemischen Agenzien, insbeson-
dere Gifte ..., daraufhin zu priifen, ob
und wie sie die Embryonalentwick-
lung des Hiihnerkeimlings alterie-
ren‘,

Als Hinweis auf den Stellenwert
dieses Modells in der experimentel-
len Forschung ist dariiber hinaus zu
werten, dal die ,,New York Academy
of Sciences” im Jahre 1951 eine
Konferenz zum Thema ,,The Chick
Embryo in Biological Research® ab-
hielt, die als Band 55 ihrer Publikati-
onsreihe veroffentlicht wurde.

Sehr weit verbreitet ist besonders
die Chorio-Allantois-Membran
(CAM) des bebriiteten Hiihnereies
als System zur Virusziichtung und
Diagnostik (Mayr et al., 1974).

In den letzten 10—15 Jahren sind
vermehrt experimentelle Ansiitze
zum Einsatz des bebriiteten Hiihner-
eies entwickelt worden, besonders
als Alternative zum Draize-Test am
Kaninchenauge (Kiinstler et al.,
1986; Leighton et al., 1985; Liipke,
1985). Bei diesen Experimenten
werden Eier verwendet, die die Hilf-
te der Bebriitungszeit erreicht oder
iiberschritten haben. Diese Bebrii-
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tungsstadien fallen nach dem deut-
schen Tierschutzgesetz nicht unter
die genehmigungspflichtigen Experi-
mente, sie gelten aber wegen ihres
Entwicklungsgrades nach dem briti-
schen Tierschutzgesetz als geschiitz-
te Tiere.

Experimentelle  Untersuchungen
am bebriiteten Hiihnerei sind jedoch
schon zu fritheren Zeitpunkten der
Bebriitung moglich und liefern Er-
gebnisse wie zu spiteren Entwick-
lungsstadien. Deshalb sind wissen-
schaftliche Arbeitsgruppen verschie-
denster Disziplinen in den letzten
Jahren vermehrt dazu iibergegangen,
bebriitete Hiihnereier wihrend der
ersten Hilfte der Entwicklungszeit
als Testobjekte einzusetzen. In dieser
Ubersichtsarbeit werden einfiihrend
einige grundlegende Aspekte der
Anatomie und Embryologie des
Hiihnerkeimlings dargestellt sowie
anschlieBend einige Details zur Me-
thodik des Modells. Anhand von
Beispielen aus verschiedensten Be-
reichen der experimentell-biologi-
schen bzw. -medizinischen For-
schung werden Einsatzmdglichkei-
ten des Modells aufgezeigt.

2. Anatomie — Embryologie
(Freeman und Vince, 1974;
Rolnik, 1970)

Im bebriiteten Hiihnerei sieht man
nach der Eroffnung am 2. Bebrii-
tungstag auf dem Dotter den Em-
bryonalknoten, aus dem sich spiiter
der Keimling entwickelt. In diesem
Zeitraum beginnt die Entwicklung
extraembryonalen Gewebes, das
zum Dottersack-GefiBsystem (DGS)
wird. Das DGS und die CAM ent-
sprechen den Eihduten der Sdugetie-
re und sind fiir die Versorgung des
Keimlings mit Sauerstoff und Nihr-
stoffen verantwortlich.

2.1 Herz-Kreislauf-System

Die initiale Herztitigkeit des Keim-
lings ist am 2. Tag zu beobachten;
der Blutfluf beginnt zwischen der
50. und 55. Stunde (Rychter et al.,
1955). Anfangs handelt es sich um
einen Herzschlauch, jedoch schon
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am 4. Tag hat sich ein gekammertes
Herz entwickelt.

Das extraembryonale GefiBsystem
entsteht aus sogenannten ,Blutin-
seln®, die sich ausdehnen und die
area vasculosa bilden. Am 4. Tag
hat sich eine aus Keimling und
umgebendem DGS bestehende Ein-
heit gebildet, die vom sinus termina-
lis, der groflen Randvene, begrenzt
wird (Abbildung 1). Ausgehend vom
Keimling verzweigen sich die Blut-
gefile baumartig nach rechts und
links, und bei Beobachtung mit dem
Auflichtmikroskop kann man bei ho-
herer Vergroerung arterielle und
vendse GefilBe anhand des gegenliu-
figen sowie des pulsierenden bzw.
kontinuierlichen Blutflusses unter-
scheiden. Als Respirationsorgan fun-
giert das DGS bis zum 5. Bebrii-
tungstag allein und bis zum 10. Tag
zusammen mit der Allantois (Rolnik,
1970).

2.2 Nervensystem

Am dritten Tag sind im vorderen
Kopfbereich die drei Gehirnbldschen
bereits makroskopisch erkennbar.
Sie sind in Relation zum iibrigen
Keimling sowie zur spiiteren Dimen-
sion des Hiihnerkopfes vergleichs-
weise groB. Hinsichtlich der Funkti-
on des Nervensystems ist bekannt,
daf der SchluB der multisynapti-
schen Reflexbdgen nicht vor dem 7.
Tag erfolgt (Windle und Orr, 1934),
ungefihr zeitgleich mit ersten Reak-
tionen des Keimlings auf Beriihrung,
Schmerz, Kiilte und Hitze (Chumak,
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1961). Die extraembryonalen Gefif3-
systeme (DGS und CAM) sind, wie
die Plazenta der Siugetiere, nicht
innerviert.

2.3 Immunsystem

Eine zusammenfassende, sehr infor-
mative Darstellung der frithen Ent-
wicklung des avidren Immunsystems
wurde 1981 von Seto verdffentlicht.
Die im folgenden geschilderten
Gegebenheiten basieren auf dieser
Arbeit, wobei die dort zitierte Li-
teratur nicht einzeln ausgewiesen
ist.

Wiihrend der Embryonal-Entwick-
lung ist der Dottersack das bestim-
mende Organ der Himatopoese. Tri-
tinom markierte Dottersackzellen
werden spiter in Thymus und Bursa
Fabricii gefunden. Dies weist darauf
hin, dal3 der Dottersack als Quelle
der jeweiligen Vorliduferzellen anzu-
sehen ist. Der Thymus und die Bursa
differenzieren sich um den 5. Tag;
der Thymus aus der 3. und 4.
Schlundtasche, die Bursa aus einer
Einstiilpung des Enddarmes. Erste
Lymphozyten treten ab dem 10.
(Thymus) bis 14. (Bursa) Bebrii-
tungstag auf, und einige Tage danach
beginnt die Thymusaktivitit in der
Lymphozytopoese, der Erythro- und
der Myelopoese. Die Ur-Milz ist
bereits am 4. Tag nachweisbar, und
ab dem 11. Tag ist sie in die Erythro-
und Granulozytopoese eingebunden.
Erst kurz vor dem Schlupf wird sie
zum lymphoiden Organ, das dann
hauptsichlich  Lymphozyten und

Abbildung 1. Normal
entwickelter Hihner-
embryo am 4. Be-
britungstag mit um-
gebendem Dotter-
sack-GefaBsystem.
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Monozyten produziert. Weiterhin
fungieren mobile Populationen leu-

kozytidrer und monozytirer Zellen
als unspezifische Immunabwehr.

2.4 Weitere Organe

Ab dem 3. Tag sind Leber, Pankreas
und Anlagen des Magen-Darm-Trak-
tes erkennbar (Huettner, 1949). Die
in den Lebersinusoiden lokalisierten
Vorldufer der Kupfferschen Stern-
zellen sind schon am 4.-5. Tag zur
Phagozytose befihigt, nachweisbar
durch Tuschespeicherung nach intra-
vaskuldrer Injektion (Rosenbruch,
1985; Abbildung 2). In der Niere
sind histologisch schon relativ friih
Glomerula und Tubuli zu differen-
zieren. Die ersten Geschlechtszellen
(primordial germ cells) entstammen
dem Dottersack und gelangen nach
zwischenzeitlicher Zirkulation im
Blut in den Embryo (Nakamura et
al., 1988).

3. Experimentelle Methodik

3.1 Versuchseier

Die bei experimentellen Untersu-
chungen einzusetzenden Eier sollten
moglichst einer kontrollierten SPF-
Haltung entstammen, damit — analog
zu Versuchstieren — ein definiert
mikrobiologischer Status gewihrlei-
stet ist. Anderenfalls kénnen Konta-
minationen zur Beeintrichtigung
bzw. zur Variabilitit und Unver-
gleichbarkeit von Versuchsergebnis-
sen fiihren. Eine optimale priexperi-
mentelle Behandlung der Eier
schlieft eine kiihle Lagerung ein,
eventuell in einem Kiihlbrutschrank.
Damit werden, bei aller biologischen
Variabilitit, sowohl die normale als
auch die gleichartige Entwicklung
der Keimlinge und der extraembryo-
nalen GefiBsysteme sichergestellt.

3.2 Applikation von Testsubstanzen
Um das Testsystem des bebriiteten
Hiihnereies in frithen Entwicklungs-
stadien gegeniiber den Testsubstan-
zen zu exponieren, bestehen ver-
schiedene Applikationsméglichkei-
ten am er6ffneten und am unerttfne-
ten Ei.
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Einmal kann das Brutschrankmi-
lieu durch gasformige Priifsubstan-
zen angereichert werden, oder die
Schalenoberfliche wird behandelt,
so daB sich ein  quasi-Inhalations-
versuch® ergibt. Weiterhin konnen in
unterschiedliche Kompartimente des
Eies (Luftkammer, Eiklar, Dotter)
losliche Stoffe injiziert werden. Da-
mit lassen sich auch Untersuchungen
zur Kinetik der Substanz im Brutpro-
zeB durchfithren. Weiterhin besteht
die Moglichkeit, nach Eroffnung des
Eies Testsubstanzen zu unterschied-
lichen Zeitpunkten in oder auf die
verschiedenen Anteile der Keim-
scheibe (z.B. Keimling, DGS, Amni-
on, Allantois) zu applizieren. Ab-
schlieBend ist die Methode der intra-
vaskulidren Injektion 16slicher Stoffe
zu nennen, die jedoch — im Gegen-
satz zu den vorher genannten Metho-
den — bestimmter apparativer Vor-
aussetzungen und einer gewissen
Einarbeitung bedarf.

3.3 Auswertung

In die Auswertung von Experimen-
ten an friihen Stadien des bebriiteten
Hiihnereies konnen sehr unterschied-
liche Parameter einbezogen werden.
Im Hinblik auf toxikologische Unter-
suchungen bieten sich als Endpunkte
einmal Mortalitdts-Studien an, dar-
iiber hinaus konnen jedoch auch
morphologische (makroskopisch und
mikroskopisch) und funktionelle Pa-
rameter beriicksichtigt werden. Die
jeweils besten Auswertungskriterien
sind im Zusamenhang mit der aktuel-

Abbildung 2. Spei
cherung intravas-

- kular applizierter
. Tuschepartikeln in
den Vorlauferzellen
der Kupfferschen
Sternzellen (Eosin-
Féarbung, Obj.-Vergr.
10x).

len Fragestellung eines Experimen-
tes festzulegen und sollen hier an-
hand der Beispiele im nichsten Ka-
pitel besprochen werden.

4. Anwendungsbeispiele

4.1 Reizwirkung (Draize-Test-
Ersatz)
Erste Untersuchungen zu Reaktionen
extraembryonaler GeféBsysteme auf
die Applikation reizender Substan-
zen wurden bereits Mitte der 50er
Jahre durchgefiihrt (Voss und Hen-
neberg, 1957). Seit ca. 10 Jahren
sind Tests an der CAM zwischen
dem 10. und 14. Bebriitungstag be-
sonders im Hinblick auf den Ersatz
des Draize-Testes am Kaninchenau-
ge entwickelt worden (Kiinstler et
al., 1986; Leighton et al., 1985;
Liipke, 1985). Ein laboriibergreifen-
der Validierungsversuch wurde hier-
zu vom Bundesgesundheitsamt koor-
diniert (Spielmann et al., 1993).
Durch Untersuchungen mit ver-
schiedenen Substanzen am DGS war
jedoch nachzuweisen, dafl auch 4
Tage bebriitete Hiihnereier mit sehr
guten Ergebnissen fiir diese Versu-

che eingesetzt werden koénnen
(Holst, 1988; Rosenbruch und Holst,
1990a,b).

An der CAM wie am DGS kommt
es substanz- und dosisabhiingig zu
einer Kapillarhyperiimie, zu Blutun-
gen oder zu Koagulationen im Be-
reich der betroffenen GefiBe. Die
Experimente am DGS haben dabei
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einmal methodische Vorteile gegen-
iiber der CAM, denn die pridexperi-
mentelle Bebriitungszeit ist wesent-
lich kiirzer (4 Tage gegeniiber min-
destens 10 Tagen), und durch die
Absenkung der Keimscheibe vor der
Fioffnung lassen sich priiparations-
bedingte Artefakte vermeiden. Da
die Priifsubstanz nur auf eine Hilfte
des DGS aufgebracht wird, hat man
als weiteren Vorteil in jedem Ei ein
Kontrollareal. AuBerdem ist das Ner-
vensystem des Keimlings zum Zeit-
punkt der Untersuchungen am DGS
noch nicht funktionsfihig — im Ge-
gensatz zu spiteren Experimenten.

4.2 Repair-Mechanismen /
Angiogenese

Nach fokaler Schidigung der extra-
embryonalen Blutgefifie, z.B. Blu-
tungen, wie sie im Rahmen der
Untersuchungen zur Schleimhaut-
Toxizitit auftreten, kommt es am
extraembryonalen Gewebe des DGS
zu Reparationsprozessen. Innerhalb
von 2-3 Tagen bilden sich im Be-
reich der geschiidigten Geféle schon
makroskopisch sichtbare Reaktions-
knotchen, die von einem radidren
Kranz neugebildeter Gefife umge-
ben sind (Abbildung 3).

Durch mikromorphologische Un-
tersuchungen 148t sich eine fiir derart
friithe Entwicklungsstadien {iberra-
schend groffe Reaktionsfihigkeit do-
kumentieren (Rosenbruch, 1989).

Es zeigt sich, dal auch an diesen
Priparaten alle Methoden histologi-
scher Darstellungstechnik anzuwen-
den sind, wie z.B. Histochemie und
Elektronenmikroskopie. In diesen
Reaktionskndtchen sind Phagozyto-
se-Prozesse  sowie eine durch
Angioblasten-Proliferation charakte-
risierte  Angiogenese nachweisbar.
Mittels  Transmissionselektronen-
mikroskopie lassen sich Kollagen-
fasern darstellen, die, wie auch bei
onto- und phylogenetisch hher ent-
wickelten Lebewesen, eine typische
Periodizitit aufweisen.

Diese Befunde zeigen die differen-
zierten  Pathomechanismen, die
schon wihrend des ersten Drittels
der Bebriitungszeit induziert werden
konnen. Wie an der CAM (Thomp-
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son et al., 1986), sind auch am DGS
Tests zu Aspekten der Wundheilung
sowie der inhibitorischen oder proli-
ferativen Beeinflussung der Angio-
genese denkbar. Dies macht deutlich,
dal das System des DGS als Modell
fiir Angiogenese-Studien pridesti-
niert ist, zumal — im Gegensatz zu
spiteren Entwicklungsstadien — der
Keimling in die Auswertungen ein-
bezogen werden kann.

4.3 Tumor-Biologie

Erste Untersuchungen am Modell
des Hiihnereies zu Aspekten der
Tumorbiologie wurden von Rous
und Murphy bereits 1911 und 1912
verdtfentlicht. Innerhalb der letzten
20 Jahre arbeitete die Gruppe um
Judah Folkman von der Harvard
University viel mit diesem Modell
(Ausprunk et al., 1975; Folkman,
1985).

Zur Untersuchung der Interaktio-
nen von Tumor und Anteilen des
Hiihnereies (Keimling, extraembryo-
nale Gefille) werden jedoch vorwie-
gend spitere Entwicklungsstadien
eingesetzt (Armstrong et al., 1982;
Chambers et al., 1982; Isiwata et al.,
1988; Schroyens et al., 1989). Aber
auch bei onkologischen Fragestel-
lungen konnen frithere Entwick-
lungsstadien des bebriiteten Hiihner-
eies verwendet werden (Abbildung
4; Vervoorts et al., 1994). Die Tu-
morzellen, als Zellsuspension oder in
Form kleinerer Gewebskonglomera-
te werden am 3. bzw. 4. Bebriitungs-
tag z.B. auf das DGS appliziert. Bis
zu 5 Tagen nach Inokulation der
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Zellen konnen Befunde erhoben wer-
den. Ein methodischer Vorteil dieser
frithen Stadien ist dabei, dafl} z.B.
Metastasierungseffekte im Keimling
einer direkten Beobachtung zuging-
lich sind. Als weitere experimentelle
Maglichkeit bietet sich auch fiir die-
se Fragestellungen die intravenose
Injektion von Tumorzellen an.

AuBer der Tumor assoziierten An-
giogenese konnen an friihen Stadien
des Hiihnerkeimlings als zusitzliche
Auswertungskriterien der experi-
mentell applizierten Tumorzellen
auch Organotropien, Metastasie-
rungsmuster oder Effekte auf be-
stimmte Gewebe, z.B. die Haut (Ka-
toh und Charoensiri, 1989), durch
histologische Methoden ermittelt
werden. Damit sind Hinweise fiir
diagnostische und/oder therapeuti-
sche Ansitze — auch in der Human-
medizin — denkbar (Shoin et al.,
1991).

In diesem Zusammenhang soll er-
wihnt werden, dafl aufer Tumor-
Zellinien auch Hybridomzellen in
frithen Stadien des bebriiteten Hiih-
nereies kultiviert werden kénnen.
Damit ist dieses Testsystem auch zur
Produktion monoklonaler Antikorper
geeignet (Hlinak et al., 1994).

4.4 Schwermetall-Wirkungen

Bereits Birge und Roberts (1976)
haben eine ausfiihrliche Zusammen-
stellung zur Wirkung von Schwer-
metallen am bebriiteten Hiihnerei
publiziert. Hier waren jedoch die
Schlupfrate bzw. der Anteil teratolo-
gisch verdnderter Keimlinge bzw.

Abbildung 3:
Reaktionsknét-
chen in Dotter-
sack-GefaBsystem
mit radidrer Angio-
neogenese.
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Kiiken die bestimmenden Auswer-
tungsparameter. Aber auch bei Be-
schrinkung der Versuchsdauer auf
das erste Drittel der Bebriitungszeit
lassen sich mit unterschiedlichen
Schwermetall-Verbindungen (Cad-
mium, Vanadium, Nickel) typische
und dosisabhiingige Effekte nach-

weisen (Baumann, 1984: Kurz,
1985; Pfeffer, 1984; Rosenbruch et
al., 1988).

Es kommt zu einer Steigerung der
Keimlingsmortalitit und bei iiberle-
benden Keimlingen u.a. zu Rarefi-
zierungen des DGS und morphologi-
schen Verinderungen der Gliedma-
Ben. Durch diese Experimente, ein-
schlieBlich weitergehender Untersu-
chungen sind Riickschliisse auf
Schidigungsmechanismen der Test-
substanzen moglich. Bei Applikation
auf das DGS kann auch hier eine
Hilfte des GefiBsystems als interne
Kontrolle dienen.

4.5 Kardiovaskulir aktive
Substanzen

Wegen des einfachen Zuganges bie-
tet sich die ,kardiovaskulire Funkti-
onseinheit embryonales Herz und
extraembryonales DGS* als Testsy-
stem zur Untersuchung von Substan-
zen mit vermuteter Herz-Kreislauf-
Aktivitit an. Nach Absenkung der

ALTEX 11, 4/94

Abbildung 4: Auf
das Dottersack-
GefaBsystem
applizierte
Tumorzellen
bilden mit reak-
tivem Gewebe ein
Knotchen; peri-
fokal Odematisie-
rung der Dotter-
sackmembran und
Angioneogenese.

Keimscheibe und Eroffnung des Eies
sind sie der experimentellen Manipu-
lation und der makroskopischen wie
mikroskopischen Beobachtung di-
rekt zuginglich.

Testsubstanzen konnen direkt auf
das Herz bzw. das DGS appliziert
werden, und ab dem 4. Tag besteht
die Moglichkeit der intravaskuldren
Injektion 16slicher Stoffe in Gefille
des DGS. Schon Anfang dieses
Jahrhunderts wurde beispielsweise
Adrenalin im Testsystem bebriitetes
Hiihnerei getestet (Langley, 1905),
und zahlreiche Untersucher verfolg-
ten in den nidchsten Jahrzehnten die-
sen experimentellen Weg weiter (Li-
teratur bei Kniepen, 1992). Mit der
intravenosen Injektion konnten sehr
gut reproduzierbare Ergebnisse iber
rezeptorabhiingige Wirkungen unter-

schiedlicher, kardiovaskulir wirksa-
mer Pharmaka erzielt werden. So
zeigte sich nach Adrenalin-Injektio-
nen (Suprarenin®) ein dosisabhiingi-
ger Anstieg der Herzfrequenz, nach
Applikation von Metoprolol (B-Blok-
ker, Beloc®) eine Abnahme der
Herzfrequenz (Abbildung 5; Knie-
pen, 1992; Rosenbruch et al., 1993).
Die Injektion gleicher Mengen
NaCl-Losung hatte keine Auswir-
kungen auf die Herztitigkeit. Die
Adrenalin-Applikation fiihrte dar-
iiber hinaus zu einer deutlich hdhe-
ren Arrhythmie-Rate des Keimlings-
herzens.

Die direkte Tropf-Applikation ei-
ner (.IM Nikotin-Losung induzierte
am DGS schon nach 30 Sekunden
eine ausgeprigte Kapillar-Hyper-
dmie, gefolgt von fokalen, auch im
Keimling nachweisbaren Blutungen
(Rosenbruch et al., 1993). Nach wie-
derholter ~ Verabreichung  einer
0.01M Nikotin-Losung waren zur
Hiilfte der Bebriitungszeit — im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe - deutlich
reduzierte Keimlingsgewichte nach-
weisbar, ein aus dem humanmedizi-
nischen Schrifttum bekannter Be-
fund.

Aufgrund der experimentellen
Moglichkeiten und dieser Ergebnisse
kann das Testsystem des Hiihnereies
in der ersten Hiilfte der Bebriitungs-
zeit sicherlich auch als screening
Modell bei der Forschung und Ent-
wicklung kreislauf-aktiver Pharmaka
eingesetzt werden.

4.6 Phototoxizitiit

Auch zur Untersuchung der Phototo-
xizitét sind frithe Entwicklungsstadi-
en des bebriiteten Hiihnereies erfolg-

NacCl.-Lsg. Adrenalin B-Blocker
Herzfrequenz —_— ‘ ‘
Arrhythmien e ‘ —_—

Abbildung 5: Veranderungen von Kreislaufparametern 4 Tage alter Hihnerembryos

nach i.v.-Applikation (nach Kniepen, 1992).
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reich als Testsystem eingesetzt wor-
den (Holzle et al., 1992). Die Test-
substanzen werden auf das DGS
appliziert, unmittelbar anschlieffend
erfolgt die Exposition gegeniiber ei-
ner definierten Dosis UVA-Strah-
lung. Uber die folgenden 48 Stunden
werden Verinderungen am DGS und
Effekte auf die Vitalitit der Keimlin-
ge untersucht. Einmal kann das Mo-
dell auch hier als screening Test bei
Substanzen mit vermuteter phototo-
xischer Aktivitidt eingesetzt werden.
Weiterhin lassen sich mechanistische
Fragestellungen im Zusammenhang
mit diesen Effekten an einem isolier-
ten, gut zuginglichen Blutgefifisy-
stem untersuchen.

5. Diskussion

Vor dem Hintergrund einer zunch-
menden Zahl experimenteller Unter-
suchungen zur Wirkung verschiede-
ner Substanzen einerseits und auf-
wendiger administrativer Vorausset-
zungen zur Genehmigung von Tier-
experimenten andererseits ist es not-
wendig, tiber Testsysteme zu verfii-
gen, die schnell verfiighar sind und
zuverldssige Ergebnisse liefern. Ein
solches Modell ist das bebriitete
Hiihnerei.

Das Modell wird seit weit mehr als
100 Jahren kontinuierlich in der ex-
perimentellen Forschung eingesetzt.
Aus fritherer Zeit liegen besonders
zu teratologischen Fragestellungen
zahlreiche Daten vor, so daBl Goertt-
ler (1962) vom teratologischen
Grundversuch am bebriiteten Hiihn-
chenkeim® spricht.

Neben den teratologischen Befun-
den zum Ende der Bebriitungszeit
waren die Auswertungsparameter
haufig Schlupf- bzw. Mortalitits-
raten der Kiiken.

Bei den in letzter Zeit als soge-
nannte Alternativen zum Tierversuch
(z.B. Draize-Test) entwickelten und
publizierten Methoden handelt es
sich fast immer um CAM-Modelle
mit einer Inkubationsdauver bis zu 14
Tagen (Kiinstler et al, 1986;
Leighton et al., 1985; Liipke, 1985;
Spielmann et al., 1993). Die Bestim-
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mung der Bebriitungsdauer erfolgte
oft mit verschiedenen Methoden. Als
Grundlage fiir die Bestimmung des
Brutzeitpunktes bei Hiihnereiern
sollte immer die weltweit anerkannte
Stadieneinteilung nach Hamburger
und Hamilton (1951) dienen.

Die schon seit langem die Diskus-
sion um Tierexperimente beherr-
schenden ,.3 R* (refine, reduce, re-
place; Russel und Burch, 1959) sind
einmal auf Experimente an hoher
entwickelten Sidugetieren anzuwen-
den.

Im Sinne des ,refine“ muf es
jedoch auch beim Modell des bebrii-
teten Hiihnereies ein Ziel sein, vor
der Funktionsfihigkeit des Nerven-
systems zu verwertbaren Ergebnis-
sen zu kommen.

Die im vorigen Kapitel aufgefiihr-
ten Beispiele aus sehr unterschiedli-
chen Bereichen biologisch-medizini-
scher Forschung machen deutlich,
daf dies schon jetzt vielfach moglich
ist.

Die friihen Entwicklungsstadien
des bebriiteten Hiihnereics nehmen
als Testsystem eine Mittelstellung
zwischen in vitro und in vivo
Systemen ein. Aufgrund der geschil-
derten morphologischen und funk-
tionellen Voraussetzungen handelt
es sich um ein lebendes, jedoch
schmerzunempfindliches Testsy-
stem.

Wegen der anatomisch-physiologi-
schen Gegebenheiten eignet sich be-
sonders das Herz-Kreislauf-System,
d.h. das Keimlingsherz mit ange-
schlossenem Dottersack-GefiB3-Sy-
stem fiir experimentelle Tests. Ge-
geniiber spiiteren Stadien ist die Pré-
paration einfacher und artefaktfreier
durchzufithren. Wegen der kiirzeren
Bebriitungszeit und der somit schnel-
ler vorliegenden Ergebnisse sollten
auch unter dem Gesichtspunkt ., Zeit*
frithere Entwicklungsstadien ver-
wendet werden.

Selbstverstindlich miissen in die-
sem Zusammenhang auch die Gren-
zen des Modells angesprochen wer-
den.

Bei der Bewertung der Ergebnisse
und der Diskussion ihrer Relevanz
ist zu bedenken, daf} es sich bei dem

R
2

?é\}ca
Testsystem um embryonales Gewebc
mit einer physiologisch hohen Proli-
ferationsrate handelt.

Die beim Ganztier vorhandene In-
teraktion der verschiedenen Organ-
systeme kann nicht gegeben sein,
wobei das beim Huhn erst kurz vor
dem Schlupf voll funktionsfihige
Immunsystem besonders hervorzu-
heben ist.

AuBerdem ist die fiir Experimente
zur Verfiigung stehende Zeit be-
grenzL.

Abschliefiend ist darauf hinzuwei-
sen, dal — allerdings wie bei Siuge-
tieren auch — speziesbedingt unter-
schiedliche Reaktionsweisen vor-
kommen kénnen.

Zusammenfassend ist zu betonen,
daB anhand des Testsystems ,,Friihe
Entwicklungsstadien des bebriiteten
Hiihnereies® zahlreiche experimen-
telle Befunde und Daten zu unter-
schiedlichen Endpunkten erhoben
werden kénnen.

Das Modell sollte deshalb mog-
lichst weitgehend bei toxikologi-
schen Fragestellungen. der Herz-
Kreislauf-Forschung  oder  der
Tumor-Biologie eingesetzt werden.

Jedoch ist kaum zu erwarten, dal}
durch die vermehrte Anwendung
dieses Modells die nur auf in vitro
Daten basierende ,,Zukiinftige Stra-
tegie fiir toxikologische Tests” in
naher Zukuft realisiert wird (Frazier
und Goldberg, 1990).

Abschlieliend ist als weitere be-
deutende Verwendungsmoglichkeit
dieses Modells die Lehre zu nennen,
z.B. in den Studiengiingen Biologie,
Medizin, Tiermedizin oder auch in
den Oberstufenjahrgéingen des Gym-
nasiums.

Bei selbstindigen experimentellen
Arbeiten von Studenten oder unter
Verwendung einer Video-Anlage
konnen in den Fichern Physiologie,
Pharmakologie, Toxikologie und Pa-
thologie sehr einfach und sehr gut
die Wirkungen von Pharmaka oder
Schadstoffen sowie die Reaktionen
des Testsystems anschaulich demon-
striert werden.
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