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KURZREFERAT:

In der vorliegenden Arbeit sollten molekulare Signalzentren untersucht werden, die im
Kaninchenembryo bei der Etablierung der Kérperachsen und bei der Bildung des Mesoderms als
dem ersten der drei Keimblatter wahrend der Gastrulation beteiligt sind. Insbesondere sollte die
Bedeutung des Hypoblasten, die ventrale Schicht der zweiblattrigen Keimscheibe, hinsichtlich
seiner modulierenden Eigenschaften auf die Mesodermbildung im Epiblasten, der dorsalen
Zellschicht, genauer untersucht werden. Als Modellorganismus wurde das Kaninchen aufgrund
seiner in diesen Entwicklungsstadien fir die experimentelle Analyse vorteilhaften Morphologie
und einer etablierten Stadieneinteilung gewahit.

Im ersten Teil der Untersuchungen wurde ein Kulturmodell fir Keimscheiben des Kaninchens
entwickelt, in dem der Hypoblast von Embryonen unterschiedlicher Entwicklungsstadien in toto
reseziert und die Genexpression des Mesodermmarkers Brachyury nach Inkubation in vitro
ermittelt werden kann: Wahrend das Gen in kultivierten, hypoblastresezierten Embryonen in
Stadien bis 24 Stunden vor Beginn der Primitivstreifenbildung von prinzipiell allen Epiblastzellen
exprimiert wurde, trat diese experimentelle Brachyury-Expression in spateren Stadien nur
innerhalb eines posterioren Areals der Keimscheibe auf, das zwar der physiologischen
Expressionsdomane entsprach, jedoch im Vergleich zur Kontrollgruppe wesentlich verbreitert
war. Im Hypoblasten existiert somit ein Signalzentrum, das hemmend auf mesoderminduzierende
Faktoren wirkt, wobei der Epiblast nur in einem engen stadienspezifischen Zeitfenster reagiert.

Um die Natur der vom Hypoblasten ausgehenden Signale genauer zu untersuchen, wurden
durch in situ Hybridisierungen an ganzen Keimscheiben unterschiedlicher Entwicklungsstadien
MRNA-Expressionsmuster von Genen untersucht, die an diesen Musterungsprozessen beteiligt
sind. Die Expression der Gap junction-Proteine Cx32 und Cx43 ist auf den Hypoblasten bzw.
Epiblasten beschrankt und zeigt damit eine strenge konstitutive Trennung der interzellularen
Kommunikation in der Keimscheibe auf; dariiber hinaus bildet Cx32 schon in undifferenzierten
Entwicklungsstadien im Hypoblasten eine anterior-posterior polarisierte Expressionsdomane. Das
Signalmolekil Wnt3 und der nachgeschaltete Transkriptionsfaktor Lef7 werden verstarkt in einem
Areal exprimiert, in dem sich spater der Primitivstreifen ausbildet; p-Catenin, das Wnt-Signale
vom Zytoplasma in den Zellkern weiterleiten kann, wird erst zu Beginn der Primitivstreifenbildung
verstarkt in Mesodermzellen exprimiert. Das Signalmolekil Cerberus-related1, ein Inhibitor
Mesoderm induzierender Faktoren, zeigt zunachst eine dynamische Expression im anterioren
Hypoblasten und findet sich spater im anterioren Abschnitt des Primitivstreifens.

Die Kulturexperimente und die Genexpressionsanalysen definieren damit neue Signalzentren, die
an der Etablierung der Korperachsen beteiligt sind, und bilden die Grundlage fir ein
hypothetisches Modell, das geeignet ist, die initiale Entwicklung der Achsenpolaritat im
Saugerembryo zu beschreiben.

Idkowiak, Jan: Untersuchungen zu Signalzentren der Achsenbildung wédhrend der
Gastrulation im Kaninchen.

Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2006
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Einleitung

1 EINLEITUNG

Jeder vielzellige Organismus ist aus einer einzigen Zelle hervorgegangen, der befruchteten
Eizelle (Zygote). Diese enthdlt die gesamte Information fir seine Entwicklung, die
Embryogenese. Die Komplexizitdt z.B. eines Wirbeltieres erfordert eine fein abgestimmte
Koordination und Regulation von Entwicklungsprozessen wie Zellteilung, Forméanderung,
Zelldifferenzierung, Musterbildung und Wachstum. Diese Entwicklungsprozesse bis ins
molekulare Detail aufzuklaren, ist die Aufgabe der aktuellen entwicklungsbiologischen
Forschung.

Die Interpretation der in der Zygote enthaltenen Entwicklungsinformationen erfolgt generativ: Sie
enthalt eher eine ,Bauanleitung” im Sinne eines Programms, das aus einer Abfolge von
Entwicklungsschritten besteht. Der Sitz dieses Programms ist das Genom, zunachst der Zygote
und schlieBlich der aus ihr hervorgegangenen Zellen, wobei die Aktivierung oder Inaktivierung
bestimmter Gene Ablaufe in Gang setzt, die zu tiefgreifenden Veranderungen fihren. Bei
zunehmender Komplexizitdt des Organismus ist zwischen dem Entwicklungsprogramm des
Embryos und einer Zelle oder Zellgruppe zu unterscheiden, wobei Zellen ein bestimmtes
Entwicklungsschicksal einschlagen. Beispielsweise differenziert sich in der frihen
Saugerentwicklung aus Zellen, die prinzipiell jedes Entwicklungsschicksal annehmen kénnen
(,omnipotente® Zellen), eine Subpopulation von Zellen, welche die Plazenta bildet. Dieses eigene
Entwicklungsprogramm ergibt sich aus unterschiedlichen Genaktivitdtsmustern, das aus
Wechselwirkungen zwischen den Zellen hervorgerufen wird. Die Zellinteraktion findet auf
unterschiedlichem Wege statt: (1) auf parakrinem Weg, (2) durch direkten Kontakt (ber
Oberflachenmolekiile und (3) durch kanalvermittelte Kommunikation via Gap junctions.

Ein grundlegendes Konzept der Entwicklungsbiologie, das auf Zell-Zell-Interaktion beruht, ist die
Induktion. Dabei beeinflusst ein Gewebe das Entwicklungsschicksal benachbarter Zellen. Der
experimentelle Beweis dieses Konzeptes gelang Hans Spemann und Hilde Mangold (1924), die
nach Verpflanzung eines kleinen Teils des Molchembryos im Wirtsembryo im Bereich des
Transplantates die Ausbildung einer kompletten Kérperachse beobachteten. Sie nannten den
Bereich, aus dem das Transplantat entstammte, Organisator. Man vermutet bei der Entwicklung
unterschiedlichster Strukturen wahrend der Embryogenese Zellpopulationen, die ahnlich dem
Organisator deren Ausbildung induzieren und als Signalzentren bezeichnet werden kdnnen.

Spemann und Mangold entnahmen das Organisatorgewebe aus Entwicklungsstadien, in denen
sich der zukilinftige Aufbau des Organismus, insbesondere die Ausbildung der Kérperachsen und
die Anlage der Organe, bereits abzeichnet. Die Phase, in der diese Prozesse stattfinden, wird als
Gastrulation bezeichnet. Wahrend der Gastrulation wandern die Zellen an vorbestimmte
Abschnitte des Embryos, verlassen zum Teil einen dichten Zellverband und nehmen dabei
grundlegend neue Formen an. Dass sich durch diese Zellbewegungen auch die aullere Gestalt
des Embryos dramatisch andert, hat schon der deutsche Arzt und Naturforscher Ernst Haeckel
(1843-1919) beschrieben und pragte damit den Begriff der Gastrulation. Bei vergleichenden
anatomischen Untersuchungen verschiedener Invertebraten (u.a. Kalkschwamme, Seeigel und
Lanzettfische) fand er ein einfach strukturiertes Stadium in Form einer hohlen Kugel. In der
Erwartung, dass damit die Entwicklung der Darmanlage vorgezeichnet war, bezeichnete er
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dieses Stadium in Anlehnung an den griechischen Begriff fir Magen als Gastrea (Haeckel 1872;
1874). In Folge der evolutiondren Anpassung verschiedener Spezies hat schon Haeckel
bedeutende Unterschiede nachgewiesen, die Grundmuster der Gastrulation sind jedoch bis zu
einem gewissen Grad bei allen Metazoa (,Gewebetiere®) ahnlich. Als gemeinsames Element der
Gastrulation lassen sich drei Hauptziele in dieser frihen Entwicklungsphase unterscheiden:

(1) Durch Bildung der drei Keimblatter Mesoderm, Endoderm und Ektoderm wird das interne
Milieu des Embryos geschaffen.

(2) Nahezu gleichzeitig werden zu der bereits etablierten dorso-ventralen (Ricken-Bauch) Achse
die weiteren Kdorperachsen des Embryos festgelegt, wobei sich eine anterio-posteriore (Kopf-
Schwanz) und daraus resultierend eine Rechts-links-Achse ausbildet.

(3) Entlang dieser neuen Korperachsen wird der zukinftige Koérperbauplan sichtbar an den
ersten, z.T vorlaufigen Organanlagen (wie zum Bespiel die Riickensaite, die Chorda dorsalis)
festgelegt.

1.1 Gastrulationsformen verschiedener Wirbeltiere

Die Erforschung entwicklungsbiologischer Vorgange erfordert geeignete Modellorganismen. Fur
die Embryogenese des Wirbeltieres sind die etablierten Spezies hautsachlich der Zebrabarbling
Brachydanio rerio, der Krallenfrosch Xenopus laevis, das Huhn Gallus gallus und die Maus Mus
musculus. Hinter den morphologischen Veranderungen, die man bei anatomischen
Betrachtungen unterschiedlicher Tierarten wahrend der Gastrulation fand, konnten als einer der
Grundmechanismen Zellwanderungsbewegungen entdeckt werden, die bisher im Krallenfrosch
und im Huhn am umfassendsten verstanden werden.

1.1.1  Krallenfrosch (Xenopus laevis)

Zu Beginn der Gastrulation besteht der Froschembryo, der in diesem Stadium nach Abschlufd der
Furchungsteilungen als ,Blastula“ bezeichnet wird, aus mehreren tausend Zellen und besitzt die
Form einer Kugel, deren Durchmesser von etwa 2 mm sich nicht wesentlich vom unbefruchteten
Ei unterscheidet (s. Abb. 1 A). Es lasst sich ein dunkelpigmentierter animaler Pol von einem
blassen dotterreichen vegetativen Pol unterscheiden, die sich etwa in der Aquatorialebene des
Embryos voneinander abgrenzen. In der spaten Blastula befinden sich die Zellen, die das spatere
Ektoderm bilden, am animalen Pol und grenzen an eine fliissigkeitsgefiillte Hohle (Blastocoel; s.
Abb. 1 A). Zellen des zukiinftigen Mesoderms befinden sich in der Aquatorialebene (also an
Randbereichen des Ektoderms), die deshalb auch als Marginalzone bezeichnet wird. Zellen, die
sich zu Endoderm differenzieren werden, bilden dabei die duRerste Schicht der Marginalzone
und bedecken die zukiinftigen Mesodermzellen. Die Gastrulation beginnt jedoch mit der Bildung
von Mesodermzellen: An einer Stelle der Dorsalseite der Blastula, zwischen Marginalzone und
vegetativem Pol, bildet sich zunachst eine kleine Delle oder Furche, die als Urmund oder Blasto-
porus bezeichnet wird. Die Zellen dieser Region spielen eine bedeutende Rolle bei der Orga-
nisation des Gastrulationsgeschehens. Die duferen Zellen der Marginalzone wandern um den
Urmund herum in das Innere des Embryos ein (Involution). Als Resultat der Involution entstehen
zunnachst Mesoderm- und anschlieRend Endodermzellen. Diese konvergieren unter der Ekto-
dermschicht und dehnen sich aus, wahrend das Ektoderm sich ebenfalls ausbreitet und nach und
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nach die Kappe des dotterreichen vegetativen Pols Uberdeckt (Epibolie) (s. Abb. 1 A). Das
Resultat dieser komplexen morphogenetischen Prozesse ist die Entstehung eines dreischichtigen
Embryos mit einer aufleren Ektoderm-, einer mittleren Mesoderm- und einer inneren
Endodermschicht. Als Fortsetzung des Urmundes bildet sich zwischen zwei Endodermblattern
der Urdarm (Archenteron). Der Urmund selber wird sich spater zum Anus entwickeln, und so wird
im Embryo mit der Bildung des Blastoporus die anterio-posteriore Achse festgelegt.

A Marginal- 1
J

Blastocoel

zone

] konvergentey
- Dotter- Ausdehnung
vegetativer Pol zellen

B

posteriore Marginalzone Epiblast

Primitiv-
___ streifen

SUITI R

X ’ (&
Hypoblast

Mesoderm

[Epiblast/ Ektoderm
[TIMesoderm
[ IHypoblast/ Endoderm

Abb. 1: Schematische Darstellung des Froschembryos (A) und der Keimscheibe des Huhnes (B) unmittelbar vor
(links) und zu Beginn (rechts) der Gastrulation. (C) und (D) zeigen eine rasterelektronischenmikroskopische
Aufnahme des Frosch- (C) und Hihnermebryos (D) in Gastrulationsstadien. (A) und (B) entnommen aus: Lewis
Wolpert, Entwicklungsbiologie, Spektrum Verlag, Heidelberg, 1999; (C) aus Bard, 1995; (D) aus Bottger, 1997.

1.1.2 Huhn (Gallus gallus)

Der Hihnerembryo besitzt zum Zeitpunkt der Gastrulation eine zum Frosch vergleichsweise
einfache Morphologie in Form einer Keimscheibe. Sie liegt als mit dem bloRen Auge erkennbarer,
wenige Millimeter grof3er Fleck der groflen Dottermasse des Hihnereies auf. Die Keimscheibe ist
zunachst kreisrund, zweischichtig und besteht kurz vor der Gastrulation aus ca. 60.000 durch
Furchungsteilungen entstandenen Epiblastzellen, welche die obere der beiden Zellschichten
bilden. Der darunter liegende Hypoblast ist in Stadien vor Beginn der Gastrulation aus
einwandernden Epiblastzellen hervorgegangen, wobei sich zunachst ein primarer Hypoblast
ausbildet. Dieser wird vom sekundaren Hypoblasten, der von posterior gelegenen Epiblastzellen
der sogenannten posterioren Marginalzone entstammt, nach anterior verdrangt. Ebenfalls
ausgehend vom posterioren Pol des Embryos und unter dem steuernden Einfluss der posterioren
Marginalzone entsteht zu Beginn der Gastrulation der Primitivstreifen. Der Primitivstreifen ist
Ausdruck einer lokal erhéhten  Zelldichte als Folge von  Proliferation und
Wanderungsbewegungen von Epiblastzellen. Medial gelegene Epiblastzellen des
Primitivstreifens befinden sich in einem Transformationsprozess, der auch als epithelio-
mesenchymale Transformation (EMT) bezeichnet wird: Epiblastzellen, die einen geordneten
epithelialen Zellverband bilden, runden sich basalwarts ab und verjingen ihr apikales
Zellkompartiment, wodurch sie (ahnlich der Mesodermbildung des Frosches) eine Flaschenform
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ausbilden (s. Abb. 1 B). Diese Zellen durchbrechen die Basalmembran des Epiblasten und
wandern als Mesodermzellen zwischen Epiblast und Hypoblast ein. Hat der Primitivstreifen seine
langste Ausdehnung erreicht, bildet sich an seiner anterioren Spitze als Ausdruck einer lokalen
Zellverdichtung der sogenannte Primitvknoten oder Hensensche Knoten (Hensen 1876). Die
Zellen des Primitivknotens haben eine wichtige Funktion bei der Organisation weiterer Ent-
wicklungsprozesse wie z.B. der Neurulation und sind den Zellen der dorsalen Urmundlippe der
Amphibien aquivalent (Stern 2000). Als zweites Keimblatt bildet sich das definitive Endoderm,
das sich aus Epiblastzellen der Primtivknotenregion entwickelt und den Hypoblasten nach lateral
verdrangt. Die zurlickbleibenden Epiblastzellen differenzieren sich schliefdlich zu Ektodermzellen.

1.1.3 Sauger (Mammalia)

Wie die meisten Saugerspezies besitzt der menschliche Embryo zu Beginn der Gastrulation eine
plane Morphologie in Form einer Keimscheibe und &hnelt in mancher Hinsicht dem
Huhnerembryo. Die Entwicklung der Keimscheibe im Sauger unterscheidet sich jedoch zu der
des Huhnes. Die Eutheria als zahlenmallig Uberragende Gruppe der Saugetiere bilden eine
Plazenta zur Erndhrung des Embryos und sind nicht auf ein Dotterreservoir angewiesen, weshalb
die Grofle des ,Eies“ um etwa 60.000fach kleiner ist. Nach den ersten sechs bis sieben
Zellteilungen der befruchteten Eizelle erreicht der menschliche Embryo etwa am flinften Tag
nach der Befruchtung das sogenannte Blastozystenstadium, welches der Blastula der Amphibien
entspricht. Die Blastozyste ist eine flissigkeitsgefillte Kugel, in der sich zwei Zellpopulationen
unterscheiden lassen: Der Trophoblast, welcher die Blastozystenwand bildet, und die innere
Zellmasse, die als prominente Zellverdichtung dem Trophoblasten anhaftet. Aus der inneren
Zellmasse entwickeln sich zu Beginn der zweiten Woche nach der Befruchtung die beiden
Gewebeschichten der Keimscheibe, die wie im Huhn als Epiblast (dufRere Zellschicht) und
Hypoblast (innere Zellschicht) bezeichnet werden. Im Gegensatz zum Huhn geht der Hypoblast
jedoch aus jenen Zellen der inneren Zellmasse hervor, die an die Blastozystenhohle grenzen und
entwickelt sich nicht aus Epiblastzellen. Weitere Gemeinsamkeiten mit der Entwicklung des
Huhnes zeigen sich zu Beginn der Gastrulation in der dritten Entwicklungswoche: Im posterioren
Teil der menschlichen Keimscheibe bildet sich der Primitivstreifen als Ausdruck der EMT von
Epiblastzellen. Die sich bildenden Mesodermzellen wandern dabei ebenso zwischen Epiblast und
Hypoblast ein und bilden das erste der drei Keimblatter.

Zwischen Embryonen des Menschen und des Kaninchens finden sich Ahnlichkeiten sowohl
hinsichtlich der Entwicklung der embryonalen und extraembryonalen Gewebe als auch der
Morphologie der Keimscheibe wahrend der Gastrulation (Viebahn 1999). Wegen der planen
Morphologie, der spaten Implantation der Blastozysten in die Gebarmutterschleimhaut und der
damit verbundenen einfachen Gewinnung eignet sich das Kaninchen gut zur Untersuchung der
Gastrulation im Sauger (vgl. z.B.: Kolliker 1882; Viebahn et al. 1995a; Weisheit 2002; Viebahn et
al. 2002). Eine auf morphologischen Merkmalen gegriindete Stadieneinteilung der frihen
Gastrulationsphase (Viebahn 2004), ermdglicht die Grundlage der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen.
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Keimscheiben des Kaninchens bilden in der Aufsichtsbetrachtung vor der Bildung des
Primitivstreifens transiente Strukturen, die sich mittels einer Osmiumfixierung (OsO4; Viebahn
1995) besonders gut darstellen lassen (s. Abb. 2).

A
Stadium 0 Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3 Stadium 4
5,5 dpc 6,0 dpc 6,2 dpc 6,5 dpc 7,0 dpc
" {3 )
Vorderer posteriore
Randbogen Gastrulaextension Primitivstreifen
(VRB) (PGE) Primitivknoten

Abb. 2: (A) Dorsale Aufsichten OsOgy-fixierter Kaninchenkeimscheiben der Stadien 0 bis 4 und (B) schematische
Darstellung der entsprechenden Stadien. Stadium 1 ist durch den Vorderen Randbogen (VRB), Stadium 2 durch
die Posteriore Gastrulaextension (PGE), Stadium 3 durch den Primitivstreifen und Stadium 4 durch den
Primitivknoten gekennzeichnet. Unter den Stadien ist das durchschnittliche Entwicklungsalter in Tagen nach der
Befruchtung angegeben (dies post conceptionem, dpc).

Wie bei allen Saugerembryonen ist die Keimscheibe des Kaninchens zunachst zweischichtig,
bestehend aus einer oberen Epiblast- und einer unteren Hypoblastschicht. Der Rand der
Keimscheibe ist im Stadium 0 unregelmafig mit dem extraembryonalen Gewebe verzahnt und
zeigt keine Polarisierung. Im geometrischen Sinne ist der Embryo punktsymmetrisch. Als erstes
Zeichen einer anterior-posterioren Differenzierung bildet sich der Vordere Randbogen (VRB) mit
einem Entwicklungsalter von etwa sechs Tagen nach der Befruchtung (dies post conceptionen,
dpc): ein Abschnitt des Keimscheibenrandes, glattet sich und zeichnet sich scharf vom
extraembryonalen Gewebe ab. Der VRB liegt dem sich spater ausbildenden Primitivstreifen
gegenuber und charakterisiert das Stadium 1. Wenige Stunden vor der Primitivstreifenbildung
entwickelt sich etwa 6,2 dpc die sogenannte Posteriore Gastrulaextension (PGE) und definiert
das Stadium 2. Die PGE ist Ausdruck einer Elongation der Keimscheibe; sie ist in der
Aufsichtsbetrachtung als sichelférmiger Bereich mit geringerer Zelldichte als in anterioren
Regionen des Embryos charakterisiert. Aufgrund der Position des VRB und der PGE ist es
moglich, eine axiale Orientierung noch vor der Primitivstreifenbildung als erstes definitives
Zeichen der anterio-posterioren Achse vorzunehmen. Im Stadium 3 bildet sich der Primitivstreifen
etwa 6,5 dpc innerhalb der PGE. Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen der EMT
im Kaninchen zeigen Ahnlichkeiten im Vergleich zu Frosch und Huhn: Nach einer intitialen Phase
der apikalen Verjingung von Epiblastzellen mit Ausbildung einer Flaschenform verlassen die
Zellen in einer zweiten Phase den epithelialen Verband des Epiblasten und durchbrechen die
Basalmembran, um schlieRlich als Mesodermzellen in den Raum zwischen Epi- und Hypoblast
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einzuwandern (Viebahn 1995). Auf zellularer Ebene ist die Mesodermentstehung im Rahmen der
EMT ein gemeinsames und konserviertes Element der Gastrulation von Amphibien bis zum
Sauger. Nach der vollen Ausdehnung des Primitivstreifens bildet sich im Stadium 4 an dessen
vorderer Spitze der Primitivknoten, der von seinem Entdecker Victor Hensen im Kaninchen
beschrieben wurde (Hensen 1876).

1.2 Molekulare Steuerung der Mesodermbildung

Das Mesoderm bildet das mittlere der drei Keimblatter. Aus ihm differenzieren sich eine Vielzahl
von Geweben wie Muskulatur, Blutzellen und Dermis. Da sich das Mesoderm als erstes der drei
Keimblatter bildet, steht die Mesodermentwicklung am Anfang des eigentlichen
Gastrulationsprozesses.

Auf molekularer Ebene fanden sich zunachst sezernierte Signalmolekile der Transforming-
Growth-Factor-f (TGF-p)-Superfamilie (Slack et al. 1987) und des Fibroblast-Growth-Factor
(FGF) (Rosa et al. 1988) als Kandidaten der Mesoderminduktion. Ein weiterer Signalweg der
Mesodermbildung ist der kanonische Wnt-Signalweg, der Gber -Catenin die Informationen vom
Zytoplasma in den Zellkern weiterleitet. p-Catenin, bekannt als Komponente des Zytoskeletts,
fungiert zusatzlich als Botenstoff und diffundiert in den Zellkern, um Transkriptionsfaktoren zu
aktivieren (Moon et al. 2004). Im Frosch regulieren Wnt-Signale nur in Synergie mit anderen
Botenstoffen die Formation des Organisators, sind jedoch allein nicht in der Lage, Mesoderm zu
induzieren (Christian et al. 1992). Nach heutigem Erkenntnisstand sind somit die induzierenden
Faktoren der Mesodermentwicklung in allen Vertebraten Moleklle der Wnt-, TGFB- und FGF-
Familie, die in unterschiedlichen Bereichen der Blastula exprimiert werden und synergistisch
Mesodermzellen induzieren und spezifizieren.

TGFpB-Signalproteine der Nodal-Subfamilie, die im Frosch Xnrs (Xenopus nodal related proteins)
genannt werden, nehmen eine Schlisselposition ein: Xnrs werden in dorsalen (posterioren)
Bereichen der vegetativen Halfte der Xenopusblastula vermehrt exprimiert. Ein Xnrs-Gradient
wird durch ein Zusammenspiel des maternal in der vegetativen Halfte exprimierten
Transkriptionsfaktors VegT und des dorsal lokalisierten p-Catenins aktiviert (Agius et al. 2000;
Hyde und Old 2000). Das induzierte Mesoderm erhalt in Folge dieser Gradienten eine
Polarisierung in dorso-ventraler Richtung: dorsal exprimiertes g-Catenin aktiviert neben Xnrs
weitere Gene wie den Homeoboxtranskriptionsfaktor siamois, der mit Xnrs die Ausbildung des
Organisators am dorsalen Pol des Embryos induziert. FGFs spielen eine Rolle bei der
Aufrechterhaltung von Mesodermzellpopulationen. Sie regulieren die weitere Expression von
mesodermspezifischen Genen wie z.B. Brachyury (Amaya et al. 1993; Northrop und Kimelman
1994) und sind wichtig fir die terminale Spezialisierung von Mesodermzellen z.B. in Muskelzellen
(Standley et al. 2001).

Obwohl die Bedeutung des Organisators wahrend der Gastrulation seit den Transplantations-
experimenten von Spemann und Mangold (1924) bekannt war, forschte man ber 70 Jahre nach
dem ,Organisatormolekil®. SchlieBlich fand man in den Organisatorzellen neben
Transkriptionsfaktoren wie z.B. dem Homeoboxgen goosecoid (Cho et al. 1991) Signalmolekiile,
die Wachstumsfaktoren unter anderem der Mesodermkaskade antagonisieren. Zu diesen
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Faktoren gehdren z.B. die TGFp-Antagonisten Chordin und Noggin (Piccolo et al. 1996;
Zimmerman et al. 1996), die Wnt-Antagonisten Dickkopf1 (Glinka et al. 1998) und Molekile der
.secreted frizzled-related-proteins“ (sFRPs) (Pera und De Robertis 2000) sowie den Antagonisten
Cerberus, der gleichzeitig Xnr-, BMP4- und Wnt8-Signale inhibiert (Piccolo et al. 1999). Durch die
Injektion von Cerberus mRNA in Froschembryonen werden sekundare Kopfanlagen induziert und
die Mesodermbildung in Rumpf- und Schwanzbereichen supprimiert (Bouwmeester et al. 1996;
Belo et al. 1997; Biben et al. 1998).

Im Huhn spielt bei der Mesoderminduktion wie im Frosch das TGFB-Molekil Nodal eine zentrale
Rolle, da es in der prospektiven Primitivstreifenregion exprimiert wird (Lawson et al. 2001) und
TGFB-Molekile Mesodermzellen induzieren kénnen (Mitrani et al. 1990). Die initiale Expression
von cNodal (chick Nodal) in der posterioren Marginalzone (s. Abb. 1 B) steht unter der
synergistischen Kontrolle des TGFB-Faktors Vg1 und Wnt/p-Catenin Signalen: Vg1 wird zeitlich
vor cNodal in der posterioren Region der Keimscheibe exprimiert (Seleiro et al. 1996), wahrend
sich cWnt8c Expression entlang des gesamten Keimscheibenrandes in Epiblastzellen findet
(Skromne und Stern 2001). Wenn Vg1 innerhalb der cWnt8c Domane misexprimiert wird, kommt
es zur Bildung eines ektopen Primitivstreifens (Skromne und Stern 2001).

Eine wichtige Funktion Gbernimmt im Sauger ebenfalls Nodal, das in der Maus entdeckt wurde
(Zhou et al. 1993): homozygote Nodal”~ Knockout-Mause entwickeln keinen Primitivstreifen und
nur wenige Mesodermzellen (Conlon et al. 1994). Ein weiteres Schllsselgen der
Mesoderminduktion im Sauger ist Wnt3: Die Knockout-Maus bildet kein Mesoderm und exprimiert
kein Nodal, weshalb Wnt3 zur Initiation und Aufrechterhaltung der Nodal-Expression wahrend der
Primitivstreifenbildung benétigt wird (Liu et al. 1999). Auch die Uberexpression eines Wnt-
Molekils des Huhns (cWnt8c) fuhrt zur Bildung von ektopen Primitivstreifen in der Maus (Popperl
et al. 1997). Ferner vermutet man Signale aus extraembryonalen Geweben, die zeitlich vor Nodal
in der Mesodermkaskade wirken (Lu et al. 2001). Anders als im Frosch und im Huhn werden die
sogenannten Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), eine Subfamilie der TGFp-Molekile, im
Sauger zur Mesoderminduktion bendtigt und kénnten die Nodal Expression induzieren: BMP4
wird extraembryonal exprimiert (Lawson et al. 1999); die BMP4" Knockout-Maus zeigt keine
Expression des Mesodermmarkers Brachyury und bildet nur wenige Mesodermzellen (Winnier et
al. 1995). Allerdings konnten bislang keine direkten Zielgene von BMP4 gefunden werden.

1.3 Form und Funktion des Hypoblasten

Untersuchungen im Sauger und im Huhn zeigen, dass der Hypoblast eine wichtige Rolle bei der
Achsenbildung und Initiierung des Gastrulationsprozesses spielt (Beddington und Robertson
1999; Foley et al. 2000). Der Hypoblast des Saugers differenziert sich nicht zu den definitiven
Organen des Organismus; er zahlt zu den extraembryonalen Geweben (Gardner und Rossant
1979), wurde jedoch vor Gardners Experimenten als Vorlaufer des Endoderms angesehen.

1.3.1 Morphologische und molekulare Polarisierung des Hypoblasten

Der Hypoblast besitzt eine friihe morphologische Differenzierung, wahrend der Epiblast noch
morphologisch undifferenziert erscheint. Eine friihe axiale Differenzierung des Saugerembryos ist
schon vor uber 100 Jahren beobachtet worden. Der als erstes Zeichen einer Kérperachse schon
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erwahnte Vordere Randbogen (VRB; s. Abb. 2) ist im Kaninchen urspriinglich von Albert Kolliker
(1847-1903) beschrieben worden (Kdlliker 1882). Im Kaninchen wurde der VRB noch vor der
Primitivstreifenbildung nachgewiesen (Rabl 1915). Eine vergleichende, phylogenetische
Untersuchung des VRB in den unterschiedlichen Spezies ergab, dass sowohl Epiblast als auch
Hypoblast eine anteriore Differenzierung zeigen, die morphologischen Charakteristika des
Hypoblasten jedoch den prominentesten Bestandteil des VRB ausmachen (Viebahn 1999).

Im Mausembryo zeigte sich eine molekulare Differenzierung von Zellen, die sich innerhalb eines
umschriebenen Bereiches des Hypoblasten (auch als ,viszerales Endoderm, VE" bezeichnet)
befinden (Rosenquist und Martin 1995). Der Mausembryo dieser Stadien ist im Vergleich zur
saugertypischen Keimscheibe im Zentrum stark nach ventral vorgewolbt und bildet so eine
Becherform: Der Epiblast kleidet dabei das Innere des Bechers aus, wahrend das VE den Becher
von aufden bedeckt (s. Abb. 3). Dieser sogenannte ,Eizylinder erhalt dadurch neben der dorso-
ventralen Achse eine proximal-distale Achse, wobei sich der Boden des Bechers distal und der
Rand proximal befindet (s. Abb. 3). Eine distal gelegene Zellpopulation des VE unterscheidet sich
etwa 12 Stunden vor der Primitivstreifenbildung molekular von Zellen des ubrigen VE und
exprimiert Transkriptionsfaktoren wie Otx2 (Ang et al. 1994), Hesx1 (Thomas und Beddington
1996), Hex (Thomas et al. 1998) oder das Signalmolekil Cerberus-related-1 (Belo et al. 1997).
Diese Zellen wandern an einer Seite des Eizylinders nach proximal, und zwar der Seite
gegenuber liegend, an der sich in der weiteren Entwicklung der Primitivstreifen ausbilden wird
(Thomas et al. 1998). Aufgrund dieser frihen molekularen Differenzierung und seiner Lage im
zukiinftigen anterioren Bereich des Embryos wurde diese Subpopulation des VE als anteriores
VE (AVE) bezeichnet (s. Abb. 3).

proximal

rechts |

links

anterior

distal

Abb. 3: Schematische Zeichnung des Mausembryos zu Beginn der Gastrulation (etwa 6,5 dpc). Der Embryo hat
eine becherformige Morphologie, wobei sich der Epiblast (blau) innen und das viszerale Endoderm (VE, gelb)
aulen befindet. Am posterioren Pol entwickelt sich der Primitivstreifen (PS) und weitet sich nach distal aus
(schwarzer Pfeil). Mesoderm (rot) breitet sich zwischen Epiblast- und Hypoblastschicht aus. Neben den
Hauptkorperachsen besitzt der Embryo eine distal-proximale Achse, welche die Orientierung des Eizylinders
beschreibt. E: Epiblast; ve: viszerales endoderm; ave: anteriores viszerales Endoderm; pah: praamniotische
Hohle. Zur lllustrierung ist das viszerale Endoderm am posterioren Pol schematisch aufgerissen.

1.3.2 Vertikale Musterungsvermittiung

Nach der polarisierten Genexpression im Hypoblasten werden im dariiberliegenden Epiblasten
Musterungsprozesse ausgelost (vertikale Musterungsvermittlung); Folge ist die Polarisierung des
Embryos selbst und der Beginn der Gastrulation im engeren Sinne (Thomas und Beddington
1996; Rhinn et al. 1998; Knoetgen et al. 1999; Perea-Gomez et al. 2001b).
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Der Transkriptionsfaktor Hesx7 (Syn.: ANF fur Anterior Neural Fold), ein Marker fiir anteriore
Hirnstrukturen, wird vor der Gastrulation zunachst im AVE und wenige Stunden spater im
Epiblasten exprimiert (Thomas und Beddington 1996; Weisheit 2002). Mikrochirurgisches
Abtragen des AVE in diesen Stadien fiihrt zu einer Reduktion der Hesx7-Expression in
prospektiven Vorderhirngeweben und zur Ausbildung einer kleineren Neuralplatte (Thomas und
Beddington 1996). Umgekehrt induziert der anteriore Hypoblast des Kaninchens nach
Transplantation in einen Hihnerembryo die Expression von Vorderhirnmarkern wie Hesx7 und
Sox3 im Epiblasten und im Trophoblasten (Knoetgen et al. 1999). Brachyury, ein
Transkriptionsfaktor und Marker fir Mesodermvorlauferzellen (Papaioannou und Silver 1998),
wird zunachst im gesamten proximalen Epiblasten des Eizylinders exprimiert und verlagert sich
wahrend der Ausbildung des AVE in den posterioren Teil des Eizylinders, in dem sich der
Primitivstreifen entwickelt (Wilkinson et al. 1990). Als Ursache dieser Verlagerung der Brachyury
Expression in die prospektive Primitivstreifenregion wurden nach posterior gerichtete
Zellwanderungen im proximalen Epiblasten beobachtet (Lawson et al. 1991; Beddington und
Robertson 1999). Eine Kultivierung von Epiblastexplantaten von Mausembryonen vor und zu
Beginn der Gastrulation, denen das gesamte VE entfernt wurde, flhrte zu einer starken
Expression von Brachyury im gesamten Epiblasten. Durch eine Kokultivierung mit dem AVE
wurde die Brachyury-Expression im Epiblasten unterdrickt (Kimura et al. 2000; Perea-Gomez et
al. 2001b).

Als Kandidaten fir die Vermittlung von Signalen der vertikalen Musterungsvermittlung wurden
Signalproteine identifiziert, die auch im AVE exprimiert werden. Zu ihnen zahlen die TGF{-
Antagonisten Cerberus-related-1 (Cer1) und Lefty1 sowie der Wnt-Antagonist Dickkopf1 (Dkk1).
Cer1 gehort zur Can-Familie sezernierter Glykoproteine (Pearce et al. 1999) und zeigt
Verwandtschaft zum Xenopus-Protein Cerberus. Wahrend Cerberus im Frosch gleichzeitig BMP-,
Whnt- und Nodal-Signale inhibiert und ektope Kopfanlagen induziert (Bouwmeester et al. 1996;
Belo et al. 1997; Biben et al. 1998), ist das Maushomolog Cer1 nicht in der Lage, die Wirkung
von Cerberus zu imitieren und inhibiert in der Maus nur Nodal- und BMP-Proteine (Belo et al.
2000). Ferner zeigt die Knockout-Maus von Cer1 einen vollig unauffalligen Phanotypen (Belo et
al. 2000; Shawlot et al. 2000). Durch die Cer1'/';Lefty1'/'-Doppelmutante konnte gezeigt werden,
dass beide TGFp-Antagonisten synergistisch wirken und im Epiblasten mesoderminduzierende
Nodal-Signale in anterioren Bereichen des Embryos inhibieren (Perea-Gomez et al. 2002):
Neben vergrofRerten und ektop lokalisierten zusatzlichen Primitivstreifen wurden Brachyury und
Nodal sowie die Nodal-Zielgene goosecoid und Hex in breiteren Domanen exprimiert.

Somit hemmt das AVE in anterioren Bereichen des Embryos ,posteriorisierende® Signale des
Epiblasten und beschrankt deren Expression auf posteriore Abschnitte. Da Wnt-Signale in die
Primitivstreifenbildung eingebunden sind (Liu et al. 1999), spielt der Wnt-Inhibitor Dkk1 aufgrund
seiner Expression im AVE ebenfalls eine mogliche Rolle bei der Steuerung der
Mesodermbildung. Im Frosch induziert Dickkopf die Anlage sekundarer Kopfstrukturen und
inhibiert Wnt- und BMP-Molekiile (Glinka et al. 1998). Obwohl Dkk1"-Knockout-Mause keine
Hirnstrukturen rostral des Mittelhirns ausbilden, zeigten Untersuchungen an Chimaren, dass
Dkk1 im Epiblasten und nicht im AVE fir die Kopfinduktion in der Maus benétigt wird
(Mukhopadhyay et al. 2001).
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anterior posterior

i

Epiblast Trophoblast
Hypoblast Dottersackepithel
Mesoderm

Abb. 4: Schematische Darstellung der molekularen Mechanismen, die im Sauger zur posterioren Induktion von
mesodermspezifischen Genen filhren. Das Schema zeigt exemplarisch fir die Saugermorphologie einen
medialen sagittalen Schnitt durch eine Keimscheibe (anterior: links; posterior: rechts). Im anterioren Hypoblasten
exprimierte antagonisierende Signalmolekiile (Cer1, Dkk1 und Lefty1) inhibieren die mesoderminduzierende
Wirkung von Wnt-, BMP- und Nodal-Molekiilen. Der fehlende hemmende Einfluss dieser Molekile fuhrt anterior
zur Expression von Vorderhirnmarkern wie Hesx?1 wahrend posterior das Zielgen der Mesodermkaskade
Brachyury exprimiert wird. Nach Beddington und Robertson, 1999.

1.4 Fragestellung

Offensichtlich zeigen die vorgestellten Modellorganismen hinsichtlich der fur die Gastrulation
wesentlichen Musterungsprozesse mehr Gemeinsamkeiten als Unterschiede. Bei den Saugern
ist die genaue Topographie der Expression und des Zusammenspiels der bekannten Moleklile,
insbesondere bei den Prozessen, welche der Primitivstreifenbildung vorausgehen, aufgrund der
komplexen Morphologie des Eizylinders der Maus, die in der entwicklungsbiologischen
Forschung derzeit die dominierende Rolle einnimmt, weitgehend unbekannt.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte deshalb in Keimscheiben des Kaninchens, einem
moglicherweise fiir die Gastrulationsphase eher reprasentativen Modellorganismus, anhand von
Hypoblastresektionsexperimenten untersucht werden, ob der inhibierende Einfluss des
Hypoblasten auf die Mesodermbildung von der Maus in vitro reproduziert und inwieweit dieser
Einfluss abhangig vom Entwicklungsstadium des Embryos beobachtet werden kann.

Im zweiten Teil sollte die topographische Verteilung der Expressionen verschiedener Gene
untersucht werden, die an der Vermittlung dieser inhibierenden Wirkung oder der vertikalen
Musterungsvermittlung beteiligt sind. Zusammen mit den durchgefiihrten Hypoblastresektions-
Experimenten konnten dadurch neue Kompartimente der Keimscheibe aufgedeckt werden, die im
Sinne von Signalzentren eine entscheidende Rolle bei der Achsenbildung und
Mesodermentstehung wahrend der Gastrulation spielen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die experimentellen Arbeiten fiir die vorliegende Dissertationsschrift wurden im Institut fir
Anatomie und Zellbiologie der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, zum Teil auch im
Anatomischen Institut der Universitat Bonn und im Zentrum Anatomie (Abteilung Anatomie und
Embryologie) der Georg-August-Universitat Gottingen durchgefiihrt.

Folgende Verbrauchsmaterialen, Versuchsprotokolle und Gewebeproben kamen dabei zum

Einsatz:
2.1 Verbrauchsmaterial

Elektroporationskivetten
Kryogefale, Micro-Réhrchen, 2ml
Multiwell-Kulturplatten 4, 6, 12, 24 wells / Platte
Organkulturschalen
Pipettenspitzen mit Aerosol Filter
Petrischalen & 4cm, 6¢cm, 10cm
Reaktionsgefalie

0,2 ml (fir PCR)

0,5ml, 1,5ml, 2,0 ml

2.2 Allgemeine Laborchemikalien

Borsaure

Depc (Diethylpyrocarbonat)
EDTA

Isopropanol

Lithiumchlorid (LiCl)
Narcoren® (Pentobarbital-Na)
Paraformaldehyd

Receptal® (Buserilin)

Tris-Cl

Bio Rad, Wien (A)
Sarstedt, Nimbrecht
TPP, Trasadingen (CH)
Falcon, Heidelberg
Biozym, Hess. Oldendorf
TPP, Trasadingen (CH)

Biozym, Hess. Oldendorf
Eppendorf, Hamburg

Biomol, Hamburg
Sigma, Taufkirchen
Fluka, Seelze

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merial, Hallbergmoos
Merck, Darmstadt

Hoechst, Unterschleilfheim

Biomol, Hamburg

Alle weiteren hier nicht aufgelisteten Chemikalien waren vom Reinheitsgrad p.a. und wurden von

den Firmen Merck (Darmstadt), Fluka (Seelze) oder Sigma (Taufkirchen) bezogen.

2.3 Substanzen fiir die Molekularbiologie

Chloroform

Deoxynucleoside Triphosphate Set, PCR Grade
Ethidiumbromid

Gene Ruler 100bp DNA Ladder

6x Loading Dye Solution

Phenol (Rotiphenol equilibriert)

Seakem Agarose

Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim
Sigma, Minchen
Fermentas, St. Leon-Rot
Fermentas, St. Leon-Rot
Invitrogen, Karsruhe
Biozym, Oldendorf
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Substanzen fiir die in situ Hybridisierung

BM-Purple AP-Substrat
DIG-RNA-Labeling Mix

Glutaraldehyd
Mowiol 4-88

Phosphat buffered Saline (PBS) 10x (RNase frei)
Technovit 8100-System
Anti-DIG Antikorper (Fab Fragment)

2.3.2

MABT

W
W
A

NG

(2]

100mM Maleinsaure

150mM NaCl

0,1% Tween 20

in bidest. Wasser I6sen; pH=7,5

100mM TrisClI (pH 9,5)

100mM Natriumchlorid (NaCl)
50mM Magnesiumchlorid (MgCly)
2mM Levamisol

0,1% Tween 20

in bidest. Wasser I6sen

5g Boeringer Blocking Reagens
in 50 ml MAB (ohne Tween 20) I6sen

Normal Goat Serum (NGS)

Material und Methoden

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Serva, Heidelberg
Hoechst, Frankfurt
Roche, Mannheim
Heraeus Kulzer, Wehrheim
Roche, Mannheim

Puffer und Losungen fiir in situ Hybridisierung

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Fluka, Seelze

BioMol, Hamburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Fluka, Seelze

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

auftauen, bei 60°C im Wérmeschrank inaktivieren, bei -20°C lagern

Hybridisierungs-Mix

Proteinase K

50% Formamid

1,4x SSC (20x Stock)
0,5 mM EDTA
50ug/ml tRNA

0,2% Tween 20

0,5% CHAPS

50 ug/ml Heparin

100 mg Proteinase K

Fluka, Seelze
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Fluka, Seelze
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Roche, Mannheim

in 10ml DEPC-Wasser l6sen, bei -20°C lagern
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233

Primer

Material und Methoden

In der Tabelle sind rechts neben der Auflistung der Primer die in der nested-PCR erwarteten

AmplifikatgréRen der jeweiligen Primerkombinationen angegeben. Das Amplifikat der markierten

Primerkombination wurde kloniert. Zur Amplifizierung von Wnt-cDNAs wurde keine nested-PCR-

Technik (vgl. Abschnitt 2.9.5) eingesetzt. Die Primer wurden von Invitrogen, Karlsruhe, bezogen.

ACT CGA GCT CAA GC(Tx17)
TAG CGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCG A

GGT
AAY AC

TAY TC

TA

AYA

CA

G
GC
G

Primer fir 3’RACE

0, GAG GAC TCG AGC TCA AGC
0(0,0,dT,,) CCA GTG AGC AGA GTG ACG AGG
Q,/T, GGA TCC TAA TAC GAC TCA CTA
Connexin 32 (interne Sequenz und 3'RACE)

+01 GTG AAY CGG CAY TST ACW GCN A
+02 TGT CAT CTT CAT CTT YMG NAT HAT
+03 GAT GAG AAR TCY TCY TTC ATH TGY
-o01 CTA TGT CTT TCA GRG ANC CRT CYT
-02 AGC TTG TTG ATC TCA TTY TGY TTR
-03 GAG GTT AGG TGG RAG NKC NTT YC
3'+01 CTA TGT GAT CAG CGT GGT GTT CC
3’402 ATG GTG CGG CTG GTC AAG TG
3’403 GCA TCT GCA TCA TCC TCA ACG
Connexin 43 (interne Sequenz)

+01 AAT CTT CTK GAC AAR GTY CAR GCN
+02 TGC CTT TCG YTG TAA YAC NCA RCA
+03 CTG GTT GTG AAA ATG TYT GYT AYG
-01 GTT GTT CCA CRA TRG CTA RNG GYT
-02 CAT TTT GGT TRT CRT CRG GRT TRT
-03 GCC CAG TTT TGC TCR SWN GC

Wht (interne Sequenz)

+Wnt GGG GAA TTC CAR GAR TGY AAR TGY
—Wnt  AAA ATC TAG ARC ARC ACC ART GRA
B-Catenin (interne Sequenz)

+01 GCT GAT TTS ATG GAR YTN GAY ATG
+02 TAC MTC SCA AGT CCT KTA YGA RTG
+03 CCT GAT ACR YTR GAY GAR GGM ATG
-01 TGA AGR CGW ACK GCR TTY TGR GCC
-02 CTA CTG CCT CKA TRC CNC CMA CYT
-03 CCT TCC ATY CCY TCY TGY TTR GTY
-short GTG TTC TGC ATG GTG CGT ACG ATA
Lymphoid enhancer binding factor 1 (interne Sequenz und 3’RACE)
+01 YGC NAC NGA YGA RAT GAT HCC
+02 CCG AAG AGG ARG GYG AYY TWG C
+03 CAC GAC AAR GCY MGW GAR CAY CC
-01 TRT GTA GCT GTC TYT CYT TCC RYG
-02 TGC CMA GRA TYT GRT TKA TAG CTC
-03 TGT RCA CTC RGC WAC KAC RTT YGC
37401 TGC AGC TAT CAA CCA GAT CC
+Ex6 TGA AGA GGA AGG CGA CTT GG
-Ex6 GAG GCT TCA CGT GCA TTA GG
Cerberus-related-1 (interne Sequenz)

+01 CTT ATT TCA GCT GYT KGT WYT YYT
+02 TTG TTC TCT TGC CTY TRG GRA ARR
+03 GAT GGC YGC CAR ARY CAR RG

-01 CCG TCT TCA CYW TRC AYT GRC AYT
-02 CAC TGT CAC TCY TCY ACY WGC ATN
-03 GCA TSG TGG TGA AYT TNG YRG G

KCC

ACC

Cx32 +/-
-01
-02
-03

Cx323

9
Ou
Q0

Cx43 +/-
-01
-02
-03

BCat +/-
-01
-02
-03

-short

Lef1 +/-
-01
-02
-03

Cer1 +/-
-01
-02
-03

+01
745

3'+01
1080

+01

1060

+01
1400

[*)]
o
o

+01

+01
674

+02

658

3'-02

1000

+02

881

+02

1119

+02

816

+02

+03

559

3'-03

[o]
0]
o

+03

760

+03

850

+03

695

+03

547

13



Material und Methoden

2.4 Standardlosungen

DEPC-H,0O 1000ml bidest. Wasser

1000p! Diethylpyrocarbonat Sigma, Taufkirchen

bei Raumtemperatur unter dem Abzug fiir 2h inkubieren; mind. 40 min. bei 121°C autoklavieren

PBS (10x) 10mM KH,PO4 Merck, Darmstadt
0,1 M NaH,PO4 Merck, Darmstadt
1,37 M NaCl Merck, Darmstadt
27mM KCI Merck, Darmstadt
in bidest. Wasser I6sen

PBT Tween 20 Fluka, Seelze
0,1%ig in PBS I6sen

PFA (4%) Paraformaldehyd Merck, Darmstadt
4%ig in DEPC-PBS I6sen; pH=7,4

TBE-Puffer 890 mM Tris-ClI Merck, Darmstadt
890 mM Borsaure Merck, Darmstadt
20mM EDTA Sigma, Taufkirchen

in bidest. Wasser I6sen; pH=8,3

2.5 Nahrmedien und Zusatze

Ampicillin Serva, Heidelberg
Bacto Agar Difco Laboratories, Detroit (USA)
fotales Kalberserum (FKS) Biochrom, Berlin
HAM’s F10-Medium Biochrom, Berlin
IPTG Sigma, Minchen
LB-Fliissigmedium (11)

10g NaCl Sigma, Minchen

5g Hefeextrakt Oxoid, Basingstoke (UK)

10g Tryptone Difco Laboratories, Detriot (USA)
mit bidest. Wasser ansetzen und 30min bei 120°C autoklavieren
SOC-Medium Invitrogen, Karlsruhe
X-Gal Sigma, Miinchen

2.6 Gewinnung von Embryonen und Gewebepraparationen

Embryonen wurden von ca. drei Monate alten Kaninchen (Weile Neuseeldnder, Lammers,
Euskirchen) durch natirliche Besamung (,Natursprung®) gewonnen. Um die Konzeptionsrate zu
verbessern, wurden drei Wochen vor der Befruchtung einmalig 0,2 ml Receptal® (entspricht 0.004
mg Buserilin) intramuskuléar injiziert. Gravide Uteri wurden nach intravendser Applikation einer
Uberdosis Pentobarbital (320 mg/kg Kérpergewicht) zu verschiedenen Zeitpunkten der
embryonalen Entwicklung durch Kaiserschnitt in toto reseziert. Die Entwicklungszeiten der
Embryonen lagen zwischen 5,5 bis 11,0 Tage nach der Befruchtung (dies post conceptionem,
dpc). Bis zu einer Tragezeit von ca. 6,5 dpc konnten die Blastozysten mit 37°C warmem PBS aus
den an ihrem proximalen und distalen Enden erdéffneten Uterushérnern mittels einer 10ml Spritze
ausgespult werden. Ab 6,5 dpc waren die Blastozysten bereits an der Uterusschleimhaut
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angeheftet und mussten durch longitudinale Eréffnung der Uteruswand freiprapariert werden.
Sollten in situ Hybridisierungen durchgefiihrt werden, wurden die Blastozysten eine Stunde lang
in 4% PFA (in PBS geldst) fixiert. Bei den noch nicht implantierten Embryonen wurde die
Proteinhiille, welche die Blastozysten umgibt, mit Hilfe einer Wolframnadel abgeldst. Schlieflich
wurde die Keimscheibe mit Iridektomiescheren kreisrund ausgeschnitten, wobei ein breiter Saum
extraembryonalen Gewebes belassen wurde. Die Keimscheiben wurden in einer aufsteigenden
Methanolreihe (25%, 50%, 75%, 100% in PBS) entwassert und gegebenenfalls bei —20°C in
Methanol gelagert. Embryonen zur Gewinnung von RNA wurden unmittelbar nach der
Praparation in flissigem Stickstoff gefroren und bei -80°C gelagert. Embryonen fir
Kultivierungsexperimente (Flachkulturen) wurden nach Abschnitt 2.7 prapariert und kultiviert.

2.7 Flachkulturtechnik und in vitro Manipulation an Keimscheiben

Mit der Kulturtechnik nach New (1955) ist es mdglich, Hihnerembryonen Uber einen begrenzten
Zeitraum zu kultivieren und mikrochirurgische Manipulationen vorzunehmen. Diese Technik
wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit in folgender Weise fiir die ebenfalls flachen, jedoch im
Vergleich mit der Keimscheibe des Huhnes erheblich kleineren Keimscheiben des Kaninchens
modifiziert (sog. "Flachkultur"):

Die Blastozysten wurden wie unter 2.6 beschrieben dem Uterus entnommen und zweimal in
sterilem PBS gewaschen. Aufgrund der langeren Praparationszeiten wurden die Blastozysten bis
zur Praparation im Nahrmedium (Ham’s F10 mit 20% fétalem Kalberserum, FCS) im Brutschrank
bei 37°C und 5% CO, bis zu 4 Stunden aufbewahrt, ohne dass eine Beeintrachtigung der
Entwicklungspotenz beobachtet werden konnte. Aus jeder Blastozyste wurde mit einer
Iridoektomieschere die Keimscheibe nach Entfernung der Proteinhille herausgeschnitten. Dabei
wurde ein Saum extraembryonales Gewebe um die Keimscheibe herum belassen, der in seiner
Breite etwa dem Keimscheibendurchmesser entspricht. Die ausgeschnittenen Keimscheiben
wurden nun auf Agarosehigeln in Organkulturschalen ausgebreitet. Dazu wurden 70 ul erhitzte
Agarose (ca. 70°C; BioRad, Wien, Osterreich) in die Mitte der Schale pipettiert. Nachdem sich
dieser Tropfen ausgebreitet hatte und abgekihlt war, wurden weitere 20 ul auf den ersten
Tropfen aufgesetzt, um eine kleinere, starker gekrimmte Oberflache als Matrix fir die Kultur der
Keimscheiben zu erzeugen. Schlie3lich wurde Nahrmedium in die Schale gefillt, bis der gesamte
Tropfen bedeckt war. Nachdem man die praparierten Keimscheiben mit einer stumpfen
Pasteurpipette in die Kulturschale tberfuhrt hatte, wurde sie mit Wolframnadeln mit der Seite des
Hypoblasten nach oben tber den mit Medium bedeckten Agarosehtigel gezogen und entfaltet. In
dieser Position wurde das Medium mit einer diinn ausgezogenen Glaspipette soweit langsam
abgezogen, bis sich die Keimscheibe auf dem Agarosehtigel vollstandig ausgebreitet hatte und
die Rander des Praparates nicht mehr mit dem Medium in Beriihrung waren. Um ein
Abschwimmen der Keimscheibe wahrend der Kultur zu vermeiden, sollte sich die Keimscheibe
dabei genau in der Mitte des Hulgels befinden. Durch wiederholte Zugabe und Abnahme von
Medium konnte die Position der Keimscheibe korrigiert werden.

Unter der Stereolupe konnten nun an der Keimscheibe mikrochirurgische Manipulationen
vorgenommen werden, wobei sich am besten kontrastierte Hellfeldbeleuchtung (Mittelstellung
zwischen Hell- und Dunkelfeldbeleuchtung) eignete, da hier der Hypoblast durch den wesentlich
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groReren Zelldurchmesser sicher vom Epiblast unterschieden werden konnte. Bei
Totalresektionen des Hypoblasten wurde am Rande der Keimscheibe mit einer spitzen
abgeflammten Wolframnadel der leicht verschiebliche Hypoblast aufgenommen, wobei sich
schnell ein kleines Loch bildete. Hier konnte mit der Nadel der Spalt zwischen Epiblast und
Hypoblast sondiert werden und der Hypoblast durch vorsichtige Zieh- und Reillbewegungen
langsam abgetragen werden. Fir Kontrolloperationen wurde der Hypoblast mit den Nadeln
vorsichtig am Randbereich geldst und gemaR der urspriinglichen Position wieder an die gleiche
Stelle gelegt. Im Anschluss an die Praparation und Manipulation wurden die Keimscheiben im
Brutschrank (37°C, 5% CO.) bis zu 16 Stunden inkubiert

Im Anschluss an die Kultur wurden die Keimscheiben in 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Dazu
wurde das Medium aus der Organkulturschale abgesaugt und anschlieRend durch langsame
Zugabe von PFA die Keimscheiben vom Agarosehiigel aufgeschwemmt. Nach 30 Minuten wurde
die auf der Oberflache des Fixans schwimmende Keimscheibe durch Tropfengabe mit einer
Pasteurpipette untergetaucht und fir weitere 30 Minuten fixiert. AbschlieRend wurde die
Keimscheibe zweimal in PBT gewaschen. Nach Entwasserung in Methanol konnten in situ
Hybridisierungen durchgeflihrt werden oder die Praparate wurden bei -20°C gelagert.

2.8 Histologie

2.8.1 Einbettung der Keimscheiben zur Aufsichtbetrachtung

Um die Intensitdt und Verteilung der Genexpression nach in situ Hybridisierung auf der
gesamten Keimscheibe bei hoher Auflésung und ohne Uberlagerungen beurteilen und
fotografieren zu kénnen, wurden die Praparate auf Objekttrager in einer viskdsen Lésung, die
den Polyvinylalkohol Mowiol 4-88 (Hoechst, Frankfurt) enthalt, eingedeckt und ausgebreitet. Die
Losung wurde nach Osborn und Weber (1982) zubereitet. Die Keimscheibe wurde nach
Beendigung der Farbreaktion zwei mal funf Minuten im NTMT Puffer gewaschen und in PBS
Uberfihrt (vgl. Abschnitt 2.10). Mit einer stumpfen Glaspipette wurde der Embryo mit moglichst
wenig PBS in einen Tropfen mowiolhaltiger Lésung (20 ul), der auf einem Objekttrager
vorbereitet worden war, Uberfiihrt. Mit Hilfe von Wolframnadeln wurde der Tropfen auf dem
Objekttrager ausgebreitet und die Keimscheibe konnte glatt gezogen werden. Dabei wurde die
Keimscheibe stets so ausgebreitet, dass die dorsale Seite (Epiblast) nach oben orientiert war.
Nun lie3 man das Deckglas vorsichtig Uber das Praparat fallen, wodurch sich die viskése Losung
vollstandig zwischen Deckglas und Objekttrager ausbreitete und den Embryo umschloss. Unter
einer Stereolupe wurden die Praparate betrachtet und mit einer Digitalkamera fotografiert.

2.8.2 Einbettung der Keimscheiben in Technovit® und Anfertigung von
Semidiinnschnitten
Um die Expressionsmuster den zellularen Schichten des Embryos zuordnen zu kénnen, wurden

die gefarbten Keimscheiben nach ISH in Technovit 8100° eingebettet und mit einem
Ultramikrotom 5 ym dicke Schnitte angefertigt.

Die Faltung der Embryonen konnte weitgehend vermieden werden, indem die Keimscheiben
zunachst nach Abschnitt 2.8.1 auf Objekttrager eingebettet und so in 90%igem Methanol eine
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Stunde dehydriert wurden. AnschlieRend wurde das Deckglas mit zwei Skalpellen entfernt und
die Keimscheiben fur weitere 5 Minuten in 100% Methanol gelegt. Die entwasserten Embryonen
wurden 2 Stunden im Infiltrationsmedium (50 ml Technovit 8100 und 0,3g ,Harter I¥) inkubiert und
anschlieBend in einer Mischung aus Infiltrationslésung und Harter Il im Verhaltnis 30:1 in
Tablettenhillen (Bayer, Leverkusen) eingebettet. Dabei wurden die Embryonen unter einer
Stereolupe mit Wolframnadeln ausgerichtet. Die Tablettenhille wurde bis zum Rand mit dem
Polymerisat aufgefullt und durch zwei Kunststoffstreifen Iuftblasenfrei abgedichtet. Durch
Inkubation Uber Nacht auf einem Kalteblock (4°C) wurde das Gemisch fest und konnte am
nachsten Tag aus der Hille entnommen werden. Mit Rasierklingen wurde das im Wasserbad auf
etwa 70°C erwarmte Praparat zugetrimmt und mit den Glasmessern des Ultramikrotoms
geschnitten. Die Schnitte wurden mit einer Pinzette aufgenommen und in einen Tropfen 70%
Ethanol auf Objekttrager gelegt. Bis zu 5 Schnitte fanden auf einem Objekttrager Platz und
wurden zum Trocknen auf eine Heizplatte (37°C) gelegt.

Die Schnitte wurden mit differentiellem Interphasenkontrast (DIC) am Mikroskop beurteilt.
Dadurch ist eine morphologische Beurteilung der Praparate erleichtert wie z.B. die
Differenzierung der Gewebsschichten (Epiblast, Hypoblast, etc.) oder die Begrenzungen der
Keimscheibe. Die Farbreaktion kann somit deutlicher morphologischen Strukturen zugeordnet
werden. Bei schwacher Farbeintensitat wurden die Schnitte in ausgewahlten Fallen unter
normalen Hellfeldbedingungen untersucht.

2.9 Herstellung von cRNA-Sonden fiir in situ Hybridisierungen

291 RNA-Praparationen

RNAsen sind stabile und ubiquitdr vorkommende Enzyme (z.B. im Schweild oder Speichel), die
RNA innerhalb kirzester Zeit und nahezu ohne Kofaktoren abbauen kénnen. Bei Arbeiten mit
RNA wurden daher besondere VorsichtsmalRnamen getroffen (Arbeiten mit Hanschuhen und auf
Eis, bei 240°C trockensterilisierte Gefalle, Verwendung von p.a. Chemikalien, Verwendung von
DEPC-Wasser).

Die Gewinnung von Gesamt-RNA (gRNA) erfolgte mit Trizol®. Dem Protokoll des Herstellers
folgend wurden zu 100 mg Gewebe (frisch oder bei —80°C gelagert) 1000 ul Trizol® gegeben.
Das Gewebe wurde mit einer 26G Kanule und einer 1ml Insulinspritze durch mehrmaliges
Durchpressen aufgeschlossen und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bis keine
Gewebereste mehr sichtbar waren. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform und kraftigem Schitteln
wurde das Zwei-Phasen-Gemisch auf zwei Phase-Lock® Gel Reaktionsgefale (Eppendorf,
Hamburg) verteilt und die wassrige Phase durch finf minitige Zentrifugation (13.000g)
abgetrennt. Nach deren Vereinigung in einem neuen Reaktionsgefald wurde die RNA ausgefallt:
dazu wurden der RNA-haltigen Losung 0,6-0,8 Volumen Isopropanol hinzugegeben, durch
einmaliges Schwenken des Gefaltes durchmischt und (ber Nacht bei -20°C inkubiert.
Anschliefend wurde die LOsung mindestens 30 Minuten bei 13.000g (4°C) in einer
Kiihlzentrifuge zentrifugiert. Mit einer Pipette wurde der Uberstand ohne das entstandene Pellet
zu berthren abgesaugt und dieses bei Raumtemperatur getrocknet. Durch Zugabe von 70%igem
Ethanol (-20°C, in der Menge, die dem Gesamtvolumen vor dem Absaugen entsprach) und
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anschlieBender 30mindtiger Zentrifugation (13.000g) wurde das Pellet gewaschen und nach dem
erneuten Trocknen in 50 yl DEPC-Wasser aufgenommen.

Mit einem Photometer wurde anschlief3end absorptionsspektrometrisch die Menge der gRNA
bestimmt. Die Konzentration wurde mittels der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von
260nm bestimmt. Zur Bestimmung des Nullwertes diente DEPC-Wasser. Mithilfe folgender
Formel wurde die RNA-Konzentration ¢ berechnet:

¢ (ug/ml) = OD2gonm XV X F

(V = Verdinnungfaktor; F = Multiplikationsfaktor: 40 flir RNA und einzelstrangige (ss) DNA, 50 fir
doppelstrangige (ds) DNA)

Zur Qualitatskontrolle wurde mit 1 pl der erhaltenen Lésung eine Agarosegelelektrophorese
durchgefihrt (vgl. Abschnitt 2.9.4), wobei die Banden fur die 28S-, 18S- und 5,8/5S ribosomale
RNA deutlich zu erkennen sein sollten. RNA Extraktionen wurden mit zwei Gewebeproben vom
Kaninchen (Hoden adult und 11 Tage alte Embryonen) durchgefiihrt; 6,2 dpc gRNA stand aus
anderen Experimenten zur Verfigung (freundliches Geschenk von B. Pischel, Géttingen). Aus
den folgenden Geweben wurden die in dieser Arbeit beschriebenen Genfragmente isoliert (s.
Tabelle 1).

Gewebe zur RNA-Extraktion Klonierte Kaninchengenfragmente
Kaninchen Hoden, adult Cx32, Cx43

Kaninchen Embryo, 6,2 dpc Lef1

Kaninchen Embryo, 11,0 dpc Cer1, B-Catenin, Lef125°" Wnt3

Tabelle 1: Ursprungsgewebe der daraus klonierten Entwicklungsgene

2.9.2 Reverse Transkription fiir cDONA-Synthese

Die Reverse-Transkriptase-Reaktion (RT-Reaktion) wurde mit dem Kit Superscript™ Il RT
(Invitrogen, Karlsruhe) durchgefiihrt, wobei pro Ansatz in der Regel 5 ug gRNA eingesetzt
wurden. Als Primer diente ein Oligo-dT-Primer (Qr; vgl. Abschnitt 2.3.3), der am Poly-A-Schwanz
der mRNA bindet und Bindungsstellen fir Primer bei Amplifizierungen des 3'UTRs (sog. 3’RACE)
beinhaltet (vgl. Weisheit, 2002). Alle nachfolgenden Reaktionen wurden in einem Reaktionsgefafd
(0,2 ml) im ,Thermal Cycler durchgefiihrt.

Die RNA wurde 10 Minuten bei 70°C mit dem Oligo-dT-Primer inkubiert und das Protokoll des
Herstellers befolgt, wobei in zwei Schritten von insgesamt 90 Minuten Dauer bei 42°C nach
Zugabe des Enzyms die RT-Reaktion durchgefihrt wurde. Nach der Transkription wurde die RNA
durch Zugabe von RNAse H degradiert. Der cDNA enthaltende Ansatz wurde bei —20°C gelagert
und konnte ohne weitere Aufreinigung in PCR Reaktionen eingesetzt werden.

2.9.3 Ableitung von degenerierten Primern

Um die jeweiligen Gensequenzen des Kaninchens mittels PCR zu amplifizieren wurden die dazu
bendtigten Primer aus Sequenzvergleichen der cDNA- und Proteinsequenzen von Mensch,
Maus, Huhn und soweit vorhanden Ratte abgeleitet. Bei bekannter hoher Homologie wurden
zusatzlich die Sequenzen von Krallenfrosch und Zebrafisch herangezogen. Als Quelle der
Protein- und DNA Sequenzen diente die Sequenzdatenbank des National Center for
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Biotechnology Information (NCBI; http://www.ncbi.nim.nih.gov). Die Vergleiche wurden mit Hilfe
des Computerprogramms ,GeneRunner * (http://www.generunner.com) durchgefihrt.

Im ersten Schritt wurden die Proteinsequenzen der einzelnen Spezies verglichen und eine
Konsens-Proteinsequenz ermittelt, die anschlieend in eine degenerierte DNA-Sequenz
Ubersetzt wurde. Diese wiederum wurde mit den bekannten DNA-Sequenzen der Spezies
verglichen. Daraus ergab sich eine ebenfalls degenerierte Konsens-DNA-Sequenz. Aus
Bereichen hoher Homologie dieser Sequenz wurden Primer abgeleitet, die neben definierten
Nukleotiden (z.B. T fir Thymidin) an nicht einheitlich definierten Positionen der
Ausgangssequenz Nukleotidgemische enthielten (z.B. steht bei der Beschreibung der Primer in
Abschnitt 2.3.3 ,,W* fiir den Einbau von Thymidin oder Adenin). Bei der Primererstellung wurden
vom Hersteller an diesen Positionen statistisch die angegebenen Nukleotide eingebaut, so dass
man Primergemische erhielt. Um trotzdem eine zuverlassige Amplifikation zu gewahrleisten,
wurde Uber eine 128fache Degeneration nicht hinausgegangen und die nested-PCR-Technik
unter Toch-Down Bedingungen (vgl. Abschnitt 2.9.5) verwendet.

2.9.4 Polymerasekettenreaktion (PCR) und Agarosegelelektrophorese

Zur Amplifikation fur Klonierungen wurde ein Enzymmix aus Tag- und Pwo-DNA-Polymerase aus
dem ,Expand™High Fidelity PCR System* verwendet. Durch die korrekturlesende Funktion des
Pwo-Polymerase-Anteils (3’-5’-Exonukleaseaktivitat) wird eine 18fach hdhere Sequenz-
genauigkeit der erhaltenen Amplifikate erreicht als bei alleinigem Einsatz der Tag-Polymerase.

Der Standardansatz der PCR ist in Tabelle 2 aufgeflhrt. Zur weiteren Optimierung der
Reaktionsbedingungen wurden ,Hot-Start“- und ,, Touch-Down“-Bedingungen (s.u.) eingesetzt.

1-2ul DNA-Template (0,5-50ng)
5ul 10x dNTP-L6sung (jeweils 2,5mM pro Nukleotid)
5ul 10x PCR-Puffer
1-1,5pl forward-Primer, (+)-Primer * Bei degenerierten
* Primergemischen wurden
(10 bzw. 50pmol/pl*) 50pmol/ul, bei gen-
1-1,5ul reverse-Primer, (-)-Primer spezifischen Primern

10pmol/ul verwendet.
(10 bzw. 50pmol/pl*)

0,5ul Taq- oder Taq/Pwo DNA-Polymerase

Mit steril filtriertem bidest. Wasser auf 50ul auffiillen
Tabelle 2 : Standardprotokoll fiir eine PCR.

Die Reaktionen wurden im ,Thermal-Cycler PTC-200“ (MJ Research) mit beheiztem Deckel
durchgefuhrt. Es wurden in der Regel 32 Zyklen der folgenden drei sich wiederholenden Phasen
durchgefihrt:

1. Denaturierung: 1 Minute bei 94°C
2. Anlagerung der Primer: 30 Sekunden bei ca. 5°C unterhalb der berechneten

Schmelztemperatur der Primer
3. Elongation: ca. 60 Sekunden fir 1000 Basenpaare Amplifikatlange bei 72°C

Die theoretische Schmelztemperatur (T,,) der Primer wurde durch das Programm ,GeneRunner®™
berechnet. Ty, kann auch naherungsweise durch folgende Formel ermittelt werden: T = {4x
(Anzahl G bzw. C) + 2x (Anzahl T bzw. A)}°C. Die Elongationszeit wurde nach der erwarteten
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Lange des zu amplifizierenden Fragmentes bestimmt bei bekannter Syntheserate des
~-expand™High Fidelity PCR Systems“ von 1000 Bp pro Minute.

Die Ansatze wurden direkt in den auf 94°C vorgeheizten Thermal Cycler gestellt, um ein falsches
Anlagern der Primer und Fehlamplifikate wahrend des ersten Zyklus zu verhindern (,Hot Start®).
Nach erfolgter PCR-Amplifizierung wurden die DNA-Fragmente durch Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt. In der Regel wurde ein 1%iges Gel eingesetzt. Dazu wurden in 50ml TBE-Puffer
0,5g Agarose durch kurzes Aufkochen in der Mikrowelle gelést. Nach dem Aufkochen wurde die
Losung mehrmals zur Durchmischung geschwenkt und anschlieend gewartet, bis sie handwarm
(ca. 40-50°C) temperiert war. Schlief8lich wurde unter einem Laborabzug Ethidiumbromid (EtBr)
im Verhaltnis 1:10.000 (v/v) aus einer EtBr-Stammldsung (10mg/ml) zugesetzt. Zur Vermeidung
einer Kontamination mit dem hochtoxischen und kanzerogenen EtBr wurden alle Arbeiten in
einem gesonderten und gekennzeichneten Bereich des Labors (Gelkammerplatz mit
Geldokumentationssystem) durchgefiihrt und spezielle EtBr undurchlassige Nitril-Handschuhe
getragen. Die Agaroseldésung wurde anschlieBend in eine Gelkammer luftblasenfrei gegossen
und ein Auftragskamm eingesetzt. Nach dem Abkuhlen wurde das Gel mit 1xTBE-Puffer
Uberschichtet und der Kamm entfernt. Pro Tasche wurden 20 ng bis 1 ug DNA aufgetragen, die
mit einem Sechstel ihres Volumens 6xLadepuffer versetzt wurden. Zur Auftrennung der DNA
wurde eine konstante Spannung angelegt (100-120V), bis die Bromphenolbande des Ladepuffers
die Gelfront erreicht hatte. Die Gele wurden mit einer Digitalkamera fotografiert, wobei die
Banden durch UV-Licht von 302 nm Wellenlange sichtbar gemacht wurden.

2.9.5 Verschachtelte PCR (Nested PCR)

Die Nested-PCR eignet sich zur Amplifikation bei geringen Ausgangsmengen cDNA und fir
PCRs mit degenerierten Primern, bei denen eine Bindung an das Template und damit
zuverlassige Amplifikation erschwert ist.

Drei statt einem Primerpaar flankieren die zu amplifizierende Sequenz, wobei sich die GroRe des
Sequenzabschnittes vom ersten Primerpaar (+01/-01) zum dritten (+03/-03) verkleinert und diese
ineinander verschachtelt liegen. Fur die Reaktionsschritte wurden ,Touch-Down“-Bedingungen
gewahlt, da die Schmelztemperaturen fiir degenerierte Primer nicht exakt berechnet werden
kénnen: Wahrend der ersten zehn Zyklen der PCR wurde die Annealingtemperatur von einem
Ausgangswert (etwa 60 °C) pro Zyklus um ein Grad gesenkt. Die erste, ,aullere* PCR wurde mit
den Primern +01 und -01 bzw. Qo durchgefiihrt. Als Matrize wurde 1 pl cDNA aus dem Ansatz
der RT-Reaktion (vgl. Abschnitt 2.9.2) eingesetzt. Eine Verdinnung von 1 zu 2500 dieser
Reaktion diente als Matrize fir die erste verschachtelte (,1st nested) PCR, die mit dem
Primerpaar +02 und -02/Qpy durchgefihrt wurde. Dessen Produkt wiederum diente in einer
1:2500-Verdinnung als Template fur die innere (,2nd nested“) PCR mit dem Primerpaar +03 und
—03/Q,. Die Sequenzlange, um die das Amplifikat bei jeder ,Verschachtelung® verkirzt wurde,
wurde in der Gelelektrophorese abgeschatzt. Fir die Ligation eines cDNA-Fragmentes in ein
Plasmid wurden die langsten Amplifikate gewahlt, sofern eine ausreichende Menge DNA zur
Verfligung stand.
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2.9.6 PCR-Strategie zur Amplifizierung verschiedener Wnt-cDNAs

Eine PCR-Strategie, mit der bei der Maus mittels eines einzigen degenerierten Primerpaares
verschiedene neue Wnt-Molekile amplifiziert werden konnten, wurde in der vorliegenden Arbeit
auch beim Kaninchenembryo angewandt (Gavin et al. 1990). Durch den Vergleich von
Aminosauresequenzen verschiedener Wnt-Proteine (Wnt1, Wnt2) und verschiedener Spezies
(Maus, Mensch, Fruchtfliege, Krallenfrosch) wurden einige hoch konservierte Sequenzabschnitte
ermittelt, die in einer groBen Anzahl von Wnt-Genen konserviert sind. Von diesen
Sequenzabschnitten wurden degenerierte Primer abgeleitet. Dies fihrte zu einem Plus-Primer,
der dem Aminosauremotiv ,QECKCH* und eine Minus-Primer, der dem Motiv ,FHWCC*
entspricht (vgl. Abschnitt 2.3.3). Die zu erwartenden AmplifikatgréRen (ausgehend von den
bekannten Maus Sequenzen) liegen zwischen 408 Bp (136 AS) bei Wnt1 und 378 Bp (126 AS)
bei Wnt 5a/b und Wnt6. Die PCR wurde wie unter Abschnitt 2.9.4 beschrieben mit Tag-
Polymerase (MBI Fermentas, St. Leon Rot) und Zugabe von 1,5 pl Primer (50pmol/pl in DEPC-
Wasser geldst) unter Standardbedingungen durchgefiihrt. Als Matrize diente fetale gesamt cDNA
aus 11,0 Tage alten Kaninchenembryonen (vgl. Abschnitt 2.9.1). Zur Erhéhung der Ausbeute
wurden die Amplifikate aus 10 PCR-Ansatzen vereinigt und fir die Klonierung mit dem Kit
.Nucleo Spin Extract (Macherey und Nagel, Diren) aufgereinigt. Die erhaltenen Amplifikate
wiesen eine Lange zwischen 300 und 450 Bp auf (nicht gezeigt) und wurden nach Abschnitt 2.9.7
kloniert und sequenziert.

29.7 Ligation und Klonierung von cDNA-Fragmenten

Die amplifizierten cDNA-Fragmente wurden in den Vektor pBlueskript SK(-) der Firma Stratagene
eingefligt (Ligation), um nach Vermehrung des Vektors in Bakterien eine ausreichende Menge
des gleichen cDNA-Fragmentes zu erhalten.

Die Technik der Ligation der cDNA in den Vektor ist in der Dissertationarbeit von G. Weisheit
detailliert beschrieben (Weisheit 2002). Die Vektor-cDNA, in den das Amplifitkat ligiert wurde, ist
durch Elektrotransformation in E.coli-Bakterien (DH5a, Clonetech, Heidelberg) transferiert
worden; die Bakterien wurden danach eine Stunde in S.0.C.-Medium inkubiert und anschlief3end
auf Agar-Platten ausgestrichen (vgl. Weisheit 2002). Nach Inkubation der Platten im
Warmeschrank (37°C uber Nacht) wurden mehrere Kolonien aufgenommen, jeweils in 3 ml LB-
Medium Uberfihrt und die Vektor-DNA mit dem Kit ,PlasmidMini“ der Firma Qiagen freiprapariert
und aufgereinigt. Durch eine PCR, die als Matrize DNA von Bakterienkolonien enthielt, konnte
vorher bestimmt werden, ob der Klon das gewilnschte Amplifikat enthielt (,Colony-PCR*; vgl.
Weisheit 2002). Die Sequenzierungen der klonierten Sequenzen wurden von der Firma SeqlLab
(Gottingen) durchgefihrt.

Die Arbeiten mit Bakterienkulturen wurden nach dem Sicherheitsrichtlinien des
Gentechnikgesetzes vom 16. Dezember 1993 unter der Sicherheitsstufe ,S1“ durchgefihrt (vgl.
§7(1) GenTG). Alle mit gentechnisch veranderten Bakterien in Berihrung gekommenen
Verbrauchsmaterialien, sowie Lésungen, die Bakterien beinhalteten, wurden getrennt gesammelt
und nach Hitzesterilisation bei 121°C im Autoklaven entsorgt.
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2.9.8 in vitro Transkription zur cRNA-Synthese

Zur Sondenherstellung wurde vom isolierten und gereinigten Plasmid eine PCR unter
Standardbedingungen (vgl. Abschnitt 2.9.4) mit Hybridprimern durchgefihrt, die neben der
genspezifischen Sequenz zur Bindung an das Plasmid auch die T3 bzw. T7 Promotorsequenz
der RNA-Polymerase beinhalteten. Die Amplifikate dieser Reaktion wurden mit dem Kit ,Nucleo
Spin Extract” (Macherey und Nagel, Duren) aufgereinigt und dienten als Matrizen fur die in vitro
Transkription.

Fir eine in vitro Transkription wurden folgende Komponenten zusammengegeben:

X Ml 200 ng PCR Produkt

2,0ul DIG-RNA labelling mix

2,0ul 10x Transkriptionspuffer

2,0ul RNA-Polymerase (T3 oder T7)

mit DEPC-Wasser auf 20ul auffiillen

Der Reaktionsansatz wurde gemischt und fir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlieflend
wurde der Ansatz durch Zugabe von 1ul ,Dig-RNA labelling mix®, 1yl 10x Transkriptionspuffer,
1ul RNA-Polymerase und 7yl DEPC Wasser auf 30pl vergréRert und nochmals fir eine Stunde
bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1,5ul 0,4M EDTA gestoppt und die
RNA-Transkripte wurden unter Zugabe von 2yl Lithiumchlorid (4M) und 60ul Ethanol (-20°C) fir 2
Stunden bei -20°C gefallt und bei 13.000g in der Kihlzentrifuge (4°C) pelettiert. Das
luftgetrocknete Pellet wurde in 25ul DEPC-Wasser geldst. Die Qualitat der cRNA-Sonden wurde
durch Gelelektrophorese Uberprift. Die RNA wurde bei -20°C gelagert.

2.10 in situ Hybridisierung an ganzen Keimscheiben

Um die Genexpressionen in ihrer Verteilung auf verschiedene Abschnitte des Embryos zu
beurteilen, wurden in situ Hybridisierungen an ganzen Kaninchenkeimscheiben (sog. Whole-
Mount-Praparate) durchgefiihrt. Dabei wurden verschieden Protokolle kombiniert (Lowe und
Kuehn 2000; Weisheit et al. 2002) und die sog. Kérbchentechnik verwendet, bei der das Gewebe
in einem Kunststoffkdrbchen in die jeweiligen Lésungen umgesetzt wurde. Das Kérbchen wurde
aus Kryogefallen (2ml; Sarstedt, Numbrecht) hergestellt, indem der Boden entfernt und
stattdessen ein feinmaschiges Kunststoffnetz angebracht wurde (Weisheit et al. 2002). Die
Gewinnung und Dehydrierung der Embryonen in Methanol ist in Abschnitt 2.6 beschrieben. Bis
zu sechs Embryonen wurden maximal in ein Kérbchen gegeben.

Das Protokoll der ISH erstreckt sich Uber drei Tage (s. Tabelle 3). Am ersten Tag wurde das
fixierte Gewebe angedaut, nachfixiert und mit der Digoxigenin-markierten cRNA-Sonde (ber
Nacht bei 70°C hybridisiert. Damit so hohe Hybridisierungtemperaturen erreicht werden konnten,
ohne dass sich die Hybridisierungsbedingungen durch unkontrollierte Verdunstung wahrend der
mehrstiindigen Hybridisierungsreaktion verandern, wurden die Kérbchen in 7ml Bijou-Gefalle aus
Polystyren (Dunn, Ansbach) Uberfihrt, die mit einem Schraubdeckel verschlossen wurden. Am
folgenden Tag wurde die Sonde ausgewaschen; anschlieRend wurden mit BBR (Boehringer
Blocking Reagent) und Ziegenserum (Natural Goat Serum, NGS) unspezifische
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Antikoérperbindungsstellen blockiert und mit dem Anti-Digoxigenin Antikdrper Uber Nacht im

Kihlschrank inkubiert. Am dritten Tag wurde der nichtgebundene Antikérper ausgewaschen und

zum Start der Farbreaktion die Embryonen in 2ml des Digoxigeninsubstrates BM-Purple gelegt.

Die Inkubation im BM-Purple dauerte je nach eingesetzter Sonde zwischen 4 Stunden und 3

Tagen unter Lichtausschluss.

Tag1
75%, 50%, 25% Methanol/PBT

2x PBT waschen

10 mg/ml Proteinase K

2x PBT waschen

0,2 % Glutaraldehyd in PBT (v/v)

2x PBT waschen

50% Hybridisierungsmix in PBT (v/v)
Hybridisierungsmix
Hybridisierungsmix

+0,4 ug DIG-cRNA-Sonde

Tag 2

3x in Hybridisierungsmix waschen
50% Hybridisierungsmix in MABT (v/v)
3x MABT

2x MABT

2% BBR in MABT (v/v)

2% BBR, 20% NGS in MABT (v/v)

2 % BBR, 20% NGS + Anti-DIG-Ak 1:2000
in MABT

Tag3

3 x MABT

7 x in MABT

4x in NTMT

BM-Purple

je 5 Min.

je 5 Min.

2 bis 10 Min.
je 5 Min.

20 Min.

je 5 Min.

5 Min.

5 Min.

60 Min.
Uber Nacht

je 30 Min.
15 Min.

je 10 Sek.
je 30 Min.
60 Min.

60 Min.
Uber Nacht

je 10 Sek.
je 60 Min.
je 10 Min.
4 h bis 3 Tage

Tabelle 3: Protokoll der in situ Hybridisierung an ganzen Embryonen.

Auf Eis

Bei Raumtemperatur (RT)
>auf Schaukel

Bei 70°C
im Heizblock

Bei 70°C im Heizblock

>Bei RT
auf Schaukel

4 Im Kiihlschrank

tiber Nacht

ei RT
auf Schaukel

Bei RT unter Lichtausschluss
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3 ERGEBNISSE

Im folgenden Kapitel werden zunachst die Kulturexperimente beschrieben, bei denen in vitro der
Effekt einer Totalresektion des Hypoblasten auf die Expression von Brachyury, dem Markergen
fur die Mesodermbildung, bestimmt wurde. Im zweiten Teil folgen die Beschreibung der hier
isolierten cDNA-Sequenzen und die Ergebnisse der fiir diese cDNAs durchgefihrten
Genexpressionsuntersuchen (in situ Hybridisierungen): Zunachst fir die konstitutiven Proteine
Connexin32 und Connexin43, die am Aufbau von Gap junctions beteiligt sind, danach fir drei
Faktoren der kanonischen Wnt-Signalkaskade (Wnt3 als sezerniertes Signalprotein, p-Catenin
als intrazellularer Mediator, und Lef1 als Wnt-abhangiger Transkriptionsfaktor) und schlieBlich fiir
Cer1, der als Antagonist von TGF-ahnlichen Signalmolekulen wirkt.

3.1 Hypoblastresektionsexperimente

3.1.1 Morphologische Entwicklung der Flachkulturen

Bereits unmittelbar nach Beginn einer Flachkultur lieBen sich interne Strukturen der
Keimscheiben, wie z.B. der Vordere Randbogen (VRB) oder die Posteriore Gastrulaextension
(PGE), die an unversehrten Keimscheiben zur Bestimmung des Stadiums 1 und 2 herangezogen
werden, nicht ohne weiteres erkennen. Um das Wachstum der Keimscheiben ausgehend von
den Stadien 1 und 2 nach der Kultur beurteilen zu kénnen, wurden Veranderungen in der Kontur
der Keimscheibe als Wachstumsparameter gewahlt. Ausgehend vom kreisrunden Stadium 1
wurde eine langs-ovale Elongation in anterior-posteriorer Richtung als Merkmal fir ein erreichtes
Stadium 2 angesehen, und ausgehend vom Stadium 2 die Ausbildung der spitz zulaufenden,
dreiecksformigen Keimscheibenkontur am posterioren Pol als Zeichen flr ein erreichtes Stadium
3. Bei einer Keimscheibe, die zu Beginn der Kultur im Stadium 3 ist, kommt es auller einer
GréRenzunahme zu keiner wesentlichen Anderung der Kontur der Keimscheibe, dafiir konnte
jedoch der Primitivknoten als Zeichen eines erreichten Stadiums 4 und ein kurzer Chordafortsatz
als Entwicklungsmerkmal fiir ein erreichtes Stadium 5 herangezogen werden.

Stadium vor Kultur Anzahl | Erkennbare Struktur nach Kultur Tapelle 4: Ubersicht tiber

. alle inkubierten
Elongation Keimscheiben und deren

Stadium 1 (VRB) 6,0 dpc 47 5 morphologische
Entwicklung unter
Hypoblast entfernt 27 S Flachkulturbedingungen.
Kontroll-OP 10 nicht bestimmt Ausgehend vom Stadium
1 wurden eine Elongation
Kontrolle 10 0 in anterio-posteriorer
spitz zulaufender post. Pol Richtung, vom Stadium 2
— die Entwicklung einer
Stadium 2 (PGE) 6,2 de 22 18 spitz zulaufenden
Keimscheibenkontur und
Hypoblast entfernt 16 13 vom Stadium 3 die
Kontrolle 6 5 Ausbildung von
— Primitivknoten und
Primitivknoten (+Chordaforsatz) Chordafortsatz als
Stadium 3 (PS) 6,5 dpc 25 9 (5) morphologische
ickl
Hypoblast entfernt 18 4(1) ngﬁlt_ungs‘)arameter
Kontrolle 7 5(4)
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Von insgesamt 47 kultivierten Keimscheiben im Stadium 1 (6,0 dpc) entwickelten flinf Embryonen
eine langs-ovale Form, wobei 32 Keimscheiben eine kreisrunde Form beibehielten. Bei allen
Embryonen, die eine langs-ovale Kontur ausbildeten, war der Hypoblast entfernt worden,
wahrend bei Keimscheiben aus der Kontrollgruppe keine Elongation beobachtet wurde (0/10). 18
von 22 Embryonen, die sich zu Beginn der Kultur im Stadium 2 (6,2 dpc) befanden, entwickelten
eine fur Primitivstreifenstadien typische spitz zulaufende Kontur am posterioren Pol. Bei 13 dieser
Embryonen war der Hypoblast entfernt worden, wahrend finf dieser Embryonen aus der
Kontrollgruppe stammten. Neun von insgesamt 25 kultivierten Embryonen im Stadium 3
entwickelten einen Primitivknoten, finf dieser Embryonen bildeten zusatzlich einen
Chordafortsatz aus. Bei allen Embryonen im Stadium 3 zeigte sich eine symmetrische und der
physiologischen Form entsprechende Grélienzunahme.

3.1.2 Hypoblastresektion

43 der 61 Embryonen, bei denen der Hypoblast entfernt worden war, zeigten nach der
16stindigen Kulturdauer eine Brachyury-Expression sowohl in einer gréReren orthotopen
Domane als auch in ektopen Bereichen der Keimscheibe. Die Groe und Form der
Expressionsdomanen unterscheidet sich jedoch in Abhangigkeit vom Stadium zu Beginn der
Kultur (s. Abb. 5 bis 9)

Entwicklungsalter Brachyury-Expression Abb. 5: Schematische Zusammen-
vor Kultur nach 16 Stunden Kultur Ste"ung der BraChyUry'
Expressionsmuster kultivierter
Keimscheiben nach Hypo-
blastresektion, bzw. nach Schein-
Kokrachisiben it operationen und bei Kontrollen
Stadium 1 3127 4127 1027 10/27 entferntem Hypoblasten (reChte Spalte), geordnet nach
i iBon mitsdhsi dem  Entwicklungsstadium  vor
1516 e oA  one Egér:zﬁzabs;prgglzg:rzn Kulturbeginn (I?n ke Spalte).
Keimscheiben ohne Dunkelblaue Bereiche zeigen die
1919 b 0710 0M0  Hypobiastresckion orthotope Domane der physio-
logischen  Brachyury-Expression,
m wahrend hellblaue Bereiche eine
A ektope Expression anzeigen. In
‘g’ o der linken Spalte ist schematisch
. 3/16 616 7M6  oniyebesen  das  physiologische  Brachyury-
Shdiom 2 Commedoben o Expressionsmuster gezeigt
6/6 0/6 0/6 Hypoblastresektion (Viebahn etal. 2002)
Stadium 3 12118 6/18 Pe(r?tlfrgrsnctr:ibﬁl}n/prglkt)lasten
" o7 Rk

3.1.3  Brachyury-Expression nach Hypoblastresektion im Stadium 1

Embryonen im Stadium 1 vor Kultur exprimierten nach totaler Hypoblastresektion und
anschlieBender 16stindiger Inkubation das Brachyury-Gen in 24 von 27 Fallen (s. Abb. 5 und
Abb. 6). Da Brachyury im Stadium 2 physiologischerweise innerhalb der posterioren
Gastrulaextension (PGE), spater in Zellen des Primitivstreifens und des umgebenden Mesoderms
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exprimiert wird (Viebahn et al. 2002), wurde eine Expression im posterioren Quadranten des
Embryos als ,orthotop“ bezeichnet. Eine Expression aulerhalb dieser Doméane wurde im

Vergleich dazu ,ektop“ genannt.

Abb. 6: Brachyury-Expression von Keimscheiben im Stadium 1 (vor Kultur) ohne Hypoblasteresektion (A, E),
Scheinoperation des Hypoblasten (B und F) und mit totaler Hypoblastresektion (C, D, G-l). Die Linien und
Buchstaben der Aufsichten (A-D) geben die Position der Schnitte in E-J an. Die gepunktete Umrandung in A, B
und D markiert den Keimscheibenrand. Der wei3e Doppelpfeil in D gibt die Ausdehnung des Primitivstreifens an.
H zeigt einen Semidiinnschnitt der Keimscheibe in D (durch die schwarze Linie in D angedeutet). Sternchen in H
markieren den Keimscheibenrand; der Schnitt ist mit dem anterioren Pol nach links ausgerichtet. Zwischen den
schwarzen Pfeilen in H befindet sich eine Region im Bereich des anterioren Primitivstreifens mit geringerer
Expressionsintensitat. Die schwarzen Rechtecke in H geben die Bereiche des Schnittes an, die in | und J
vergrofiert dargestellt sind. WeilRe Pfeilkdpfe in B deuten auf schwach Brachyury exprimierende Zellen. E:
Epiblast, h, schwarze Pfeilkdpfe: Hypoblast; +: Mesoderm. Mafistabsbalken: 150 ym in A-D, 10 ym E-G, 50 ym in
H, 20 ymin I und J.

Entsprechend dieser Kriterien exprimierten 14 Embryonen mit reseziertem Hypoblast Brachyury
in einer orthotopen Doméane, wahrend zehn Keimscheiben eine ektope Brachyury-Doméne
aufwiesen ohne gleichzeitige orthotope Expression (s. Abb. 5). Vier dieser zehn Embryonen
exprimierten Brachyury innerhalb der gesamten Keimscheibe (s. Abb. 6 C), wahrend die
verbleibenden sechs eine scheibenférmige Expression in zentralen Bereichen aufwiesen ohne
den Keimscheibenrand zu erreichen (nicht gezeigt). Semidinnschnitte dieser Embryonen
zeigten, dass innerhalb der Brachyury-Expressionsdomane spindelformige flache Zellen
Uberwogen, die morphologisch Mesodermzellen ahnelten (s. Abb. 6 G). Zehn Embryonen
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exprimierten Brachyury sowohl innerhalb der orthotopen Domane als auch in ektopen Bereichen.
Die Expressionsstarke der orthotopen Doméane war dabei generell intensiver als in der ektopen
(s. Abb. 6 D). In Semidinnschnitten zeigten sich in der orthotopen Domé&ne mehrschichtige
mesodermahnliche Zellen und stark apikal gefarbte Epiblastzellen. In der ektopen Domane waren
Uuberwiegend grofRe kubische Epiblastzellen, welche das Gen weniger stark und in apikalen
Zellkompartimenten exprimierten. Zwischen der orthotopen und ektopen Domane fanden sich in
einer mehrschichtigen Anordnung Mesodermzellen, die Brachyury schwach exprimierten (s. Abb.
6 D, H-J). Solche Mesodermzellen waren in einem primitivstreifenahnlichen Bereich zu finden,
der sich vom posterioren Rand der Keimscheibe bis in die anteriore Halfte der Keimscheibe
erstreckte (weilRer Doppelpfeil Abb. 6 D).

Keiner der zehn Kontrollembryonen mit intaktem Hypoblasten entwickelte eine sichelférmige
orthotope Domane oder eine ektope Doméane mit Brachyury-Expression (s. Abb. 6 A). Der
Embryo blieb zweischichtig mit einer saulenférmigen Epiblastschicht und einer schmalen
Hypoblastschicht. (s. Abb. 6 E). Um einen Einfluss der Manipulation des Hypoblasten auf die
Brachyuryexpression auszuschliefen, wurden Scheinoperationen durchgefihrt. Dabei wurde der
Hypoblast komplett abgehoben und anschlieend unmittelbar wieder repositioniert (vgl. Abschnitt
2.7). Nach der Inkubation variierte die Brachyury-Expression und zeigte negative Reaktionen
(6/16), gleichmaRig Gber der Keimscheibe verteilte schwach-positive Rektionen (7/16) als auch
einige einzelne schwach-positive ektope Zellen (2/16; weil3e Pfeilspitzen in Abb. 6 B). In einem
Fall fand sich eine starke Brachyury-Expression innerhalb der orthotopen Doméane. In allen Fallen
war die Expression jedoch sehr schwach, und es konnte keine eigenstandige ektope Domane
differenziert werden. Der Embryo blieb zweischichtig, wobei die Hypoblastzellen eine kubische
Form hatten (s. Abb. 6 F).

3.1.4  Brachyury-Expression nach Hypoblastresektion im Stadium 2

Embryonen im Stadium 2 vor Kultur exprimierten nach Hypoblastentfernung in 13 von 16 Fallen
das Brachyury-Gen (s. Abb. 7) in einer vergroRerten orthotopen, dem wahrend der Kultur
entstandenen Primitivstreifen entsprechenden Domane; die orthotope Domane galt dabei als
vergroRert, wenn der vordere Rand der Domane iber den ,Aquator‘ der Keimscheibe
hinausging. Bei sieben dieser 13 Embryonen fanden sich zusatzlich spangenférmige Auslaufer
Brachyury exprimierender Zellen entlang des vorderen und seitlichen Umfanges der Keimscheibe
(s. Abb. 7 B und C). Eine vergrofRerte orthotope Domane, die Uber das anteriore Ende der
Primitivstreifenregion hinausgeht, fand sich in keiner der sechs Kontrollen. Es zeigte sich ein
rautenformiges Brachyury-Expressionsmuster innerhalb der posterioren Elongation der
Keimscheibe. In Schnitten zeigten sich hier die normal konfigurierten Epiblast- und
Mesodermzellen der Primitivstreifenregion (s. Abb. 7 A und E). Sowohl in der orthotopen als auch
in der ektopen Domane exprimierten Epiblast- und Mesodermzellen das Brachyury-Gen; in der
Primitivstreifenregion fanden sich mehrere Schichten spindelférmiger Mesodermzellen (s. Abb. 7
H). In der spangenférmigen anterior-lateralen Domane fanden sich Brachyury exprimierende
Zellen in der Mesodermschicht. Die dartber liegende Epiblastschicht exprimierte nicht oder nur
sehr schwach Brachyury (s. Abb. 7 1). In den Randbereichen, jedoch nicht im Keimscheiben-
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zentrum, wurden Zellen gefunden, welche der Lage nach als Hypoblastzellen angesehen werden
mussen und kein Brachyury exprimierten (s. schwarze Pfeilspitzen in Abb. 7 G und H).

Abb. 7: Brachyury Expression in kultivierten Embryonen des Stadiums 2. A-C: Aufsichten von Keimscheiben ohne
(A) und mit Hypoblastresektion (B und C). Buchstaben und Linien in A-C verweisen auf die Position der Schnitte
in D-J. Die weiRen Doppelpfeile in A und C zeigen die Ausdehnung des Primitivstreifens. Hypoblastzellen fanden
sich am Rand (Pfeilkopfe in G und H), aber nicht in zentralen Bereichen der Keimscheibe (Pfeile in G und H).
Sternchen in D und F markieren den Keimscheibenrand. Die Boxen in D und F umranden die
AusschnittvergréRerung in E, G und H. E: Epiblast; h: Hypoblast; +: Mesoderm. MaRstab: 150 ym in A-C, 60 pm
inDundF, 10 ymin E, Gund H, 7 um in J.

3.1.5 Brachyury-Expression nach Hypoblastresektion im Stadium 3

Im Primitivstreifenstadium (Stadium 3) flhrte die Hypoblastresektion in sechs von 18 kultivierten
Keimscheiben zu einer ektopen Brachyury-Expression; diese fand sich anterior zur orthotopen
Doméne, in 2 spangenférmigen Expressionsdomanen entlang dem anterior-lateralen
Keimscheibenrand (s. Abb. 8 B).
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Abb. 8: Brachyury Expression in kultivierten Keimscheiben (Stadium 3 zu Beginn der Inkubation): Aufsichten von
Keimscheiben ohne (A, Kontrolle) und mit totaler Hypoblastresektion (B und C). Buchstaben und Linien deuten
die Position der Schnitte in D-H an, Rechtecke umranden den Bereich der AusschnittvergréfRerungen. Sternchen
befinden sich am Keimscheibenrand. E: Epiblast; h und schwarze Pfeilkdpfe: Hypoblast; +: Mesodermzellen.
MaRstabsbalken: 200um in A-C; 50um in D und F; 20um in E, G und H.

Die Morphologie des Primitivknotens unterschied sich sowohl makro- als auch mikroskopisch
nicht zwischen den Kontrollen und den Embryonen mit entferntem Hypoblasten (s. Abb. 8 A, B
und D-G). Zwischen dem Primitivknoten bzw. dem sich in Kultur entwickeltem Chordafortsatz und
der ektopen Expressionsdomane fand sich keine Brachyuryexpression im paraxialen Mesoderm.
Die orthotope Domane hatte sich in Keimscheiben nach lateral, aber nicht nach anterior
vergroRert. Die Domane war schmal (bestehend aus 2-6 nebeneinander liegenden
Mesodermzellen) und im Vergleich zur ektopen Doméane im Stadium 2 meist schmaler und
kirzer. Die Zellen dieser Domane waren regelmafig geschichtet mit apikal gelegenen kubischen
Epiblastzellen und einer diskreten Schicht von basal gelegenen Hypoblast- oder Endodermzellen
(s. Abb. 8 H).
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3.2 Isolierung, Charakterisierung und Expression von Connexin
32 (Cx32) und Connexin 43 (Cx43)

3.21 cDNA und Aminosauresequenzen

Mit den fir Cx32 ausgewahlten Primern wurden in der PCR zwei sich iberlappende Bereiche, die
den Groldteil des offenen Leserasters (ORF) und den kompletten 3’-Bereich umfassen,
amplifiziert. Im Fall von Cx43 umfasst die amplifizierte cDNA einen grof3en Bereich innerhalb des
OREF (s. Abb. 9). Die Gensequenzen sind in der Genbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) archiviert (Cx32 Accession Number: AY576038; Cx43 Accession Number:
AY576039).

Cx32 T 177770 907 Bp

Abb. 9: Schematische Darstellung der cDNA von Cx32 (oben) und Cx43 (unten). Der ORF ist durch ein Rechteck
dargestellt, der 5’ und 3’ UTR als schmale Linien. Als graue Blocke sind die Bereiche hervorgehoben, die vier
transmembranadre Doméanen der Connexin-Proteine kodieren. Die klonierten Abschnitte sind grin (interne
Sequenz) bzw. rot (interne Sequenz und 3’'UTR) umrandet.

Die amplifizierte interne Sequenz der Cx32-cDNA vom Kaninchen umfasst 652 Bp (217 AS); dies
entspricht 76 % des ORF der Konsensussequenz von Maus, Mensch und Huhn. Die Sequenz,
welche den 3'UTR beinhaltet, umfasst 907 Bp. Durch einen Vergleich dieser beiden Abschnitte
wurde eine 1406 Bp lange Sequenz ermittelt, die 750 Bp (250 As) des ORF (87% des ORF der
Konsensussequenz) und den gesamten 3'UTR mit 656 Bp beinhaltet. Die klonierte interne
Sequenz von Cx43 ist 1038 Bp (346 Aminosauren) lang und umfasst 91% des ORF der
Konsensussequenz. Die cDNA-Sequenzen und die daraus abgeleiteten Proteinsequenzen der
amplifizierten cDNA-Fragmente von Cx32 und Cx43 sind stark homolog zu den bekannten
Sequenzen von Maus, Mensch und Huhn (s. Tabelle 5).

Cx32 Cx43
cDNA ORF
(+ 3UTR) hs |mm |gg hs mm g9
Protein
oc 92,9% | 90,7% | 80,1% | 93,4% | 89,7% | 81,7%
(86,2%) | (86,2%) | (74,4%)
97,6% | 98,4% | 73,9% | 97,9% | 98,5% | 93,1%

Tabelle 5: Homologievergleiche der cDNA- und Aminosauresequenzen von Cx32 und Cx43 verschiedener
Spezies. Beim Vergleich wurden die Sequenzen auf die Lange der Kaninchensequenz gekirzt. Bei den cDNA-
Sequenzen von Cx32 sind in Klammern zuséatzlich die Homologien des 3'UTR mit angegeben. oc: oryctolagus
cuniculus (Kaninchen), hs: homo sapiens (Accession Number Cx32: NM_000166 Cx43: NM_000165), mm: mus
musculus (Accession Number Cx32: NM_008124 Cx43: BC006894), gg: gallus gallus (Accession Number Cx32:
NM_204371 Cx43: NM_204586).
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3.2.2 Expressionsmuster von Connexin 32

In einer ersten in situ Hybridisierungsserie ergaben die cRNA-Sonden von beiden oben
beschriebenen Cx32-Fragmenten in verschiedenen Stadien jeweils identische Ergebnisse. Dabei
zeigte die cRNA-Sonde, welche den 3'UTR beinhaltet (,Cx32 3’“), eine schnellere Farbreaktion in
der Substratlosung ,BM-Purple” (vgl. Abschnitt 2.10). Die Farbreaktion dauerte bei Verwendung
von ,Cx32 3™ bis zur endgiiltigen Farbung des Praparates bei einem Stadium-2-Embryo etwa 4-6
Stunden, wahrend die Sonde des internen Fragmentes (,Cx32 int.“) daflir etwa 12 bis 16 Stunden
brauchte. Fir die Beschreibung der Expression in einer vollstindigen Serie von
Entwicklungsstadien wurde deshalb nur noch die ,,Cx32 3’“-Sonde verwendet.

In den jungsten hier untersuchten Stadien ist die Expression der Cx32-mRNA, im
mikroskopischen Hellfeld erkennbar an einer dunkelblauen Markierung auf einer hellblauen
Hintergrundsfarbung, zunachst gleichmaRig-flachig mit einzelnen starker gefarbten Zellen und
nahezu vollstandig auf den Bereich der Keimscheibe beschrankt (s. Abb. 10 A-C).

Abb. 10: Expression von Cx32
im Stadium 0. A-l zeigen
dorsale Aufsichten. Den
Hellfeldaufnahmen (C, F und I)
sind zur Beurteilung der
Morphologie die
Dunkelfeldaufnahmen (B, E und
H) und Aufnahmen der
Keimscheiben unmittelbar vor
der Fixierung (A, D und G)
gegenibergestellt. Bei A-C
handelt es sich um ein frihes,
bei G-I um ein spates Stadium
0. Die Keimscheiben in D-F und
G-l wurden nach in situ Hybridi-
sierung sagittal geschnitten;
median gelegene Schnitte sind
in J und M gezeigt. K und L
bzw. N und O zeigen
AusschnittvergréRerungen des
anterioren bzw. posterioren
Randes, angedeutet durch die
Umrandungen in J und M. Die
Sternchen markieren die
Begrenzung der Keimscheibe;
schwarze Pfeilkdpfe deuten auf
Cx32 exprimierende
Hypoblastzellen, weille auf
ungefarbte Hypoblastzellen. e:
Epiblast; h: Hypoblast.
MaRstabsbalken: 180 um in A-l,
45 yminJund M, 9 ym in K, L,
N und O.
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N als diese jingsten

untersuchten Stadien haben, ragt die Expressionsdomane geringfligig Uber den Rand der
Keimscheibe in den extraembryonalen Bereich und bildet einen Ring mit ungleichmaRig stark
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markierten Zellen, der um einen exzentrisch gelegenen zentralen Bereich mit nur wenigen
schwach markierten oder nicht markierten Zellen angeordnet ist (s. Abb. 10 F).

Der exzentrischen Lage dieses zentralen Bereiches entspricht, dass der Ring mit starker
markierten Zellen einseitig breiter und an der anderen, diesem breiteren Bereich
gegenuberliegenden Seite, schmaler ist (zwischen den Pfeilen in Abb. 10 F). Der
gegentuberliegende breite Teil des Ringes nimmt dabei etwa die Halfte der Keimscheibenlange
ein (s. Abb. 10 E und F). Die eindeutige Zuordnung dieser Expressionsmuster, besonders die
exzentrische Lage des beschriebenen zentralen Bereiches, zur Morphologie der Keimscheibe
gelingt durch den Vergleich des Hellfeldbildes (s. Abb. 10 linke Spalte) mit dem Dunkelfeldbild
derselben Keimscheibe nach der in situ Hybridisierung (s. Abb. 10 mittlere Spalte). Dass die
Keimscheiben des Stadiums 0 in der Aufsicht tatsdchlich keine morphologisch definierbare
Achsendifferenzierung haben und deshalb zum Stadium O gerechnet werden miissen, ist an den
zu untersuchenden Keimscheiben unmittelbar vor der Fixierung stereomikroskopisch
festzustellen (s. Abb. 10 rechte Spalte).

Die unsymmetrische Ringform der Cx32 exprimierenden Doméne, besonders der schmale
anteriore Saum (zwischen den Pfeilen in Abb. 10 I) und das zentral eingeschlossene Cx32-freie,
nun langsovale Areal zeichnen sich im spaten Stadium 0 (Stadium 0+) deutlicher ab (s. Abb. 10
). In spateren Stadien, die eine axiale Zuordnung erlauben, findet sich dieses Cx32-freie Areal im
anterioren Bereich des Embryos (s.u., s. Abb. 11); deswegen kann dieser Bereich fehlender oder
reduzierter Cx32-Expression bereits im Stadium 0 als anterior bezeichnet werden.

Histologische Schnitte zeigen, in welcher Schicht der Blastozyste die markierten Zellen liegen:
Cx32 wird im Bereich der Keimscheibe von Zellen des Hypoblasten und auflerhalb der
Keimscheibe von Dottersackepithelzellen exprimiert (s. Abb. 10 J-O), wobei die
Expressionsintensitat im Hypoblasten deutlich starker ist. Mediane Semidiinnschnitte zeigen
Cx32 exprimierende Hypoblastzellen, die mit dem Keimscheibenrand des anterioren Pols
abschlieRen. Die Domane mit reduzierter Cx32-Expression schlief3t sich direkt den Cx32
exprimierenden Zellen des anterioren Pols an und umfasst im Stadium 0 etwa sechs bis neun
Hypoblastzellreihen (zwischen den Pfeilen in Abb. 10 J und M). Wahrend sich die Cx32
exprimierenden Hypoblastzellen im ,glatten® Stadium O innerhalb der Keimscheibe
morphologisch nicht voneinander unterscheiden und im Gegensatz zu den kubischen
Epiblastzellen eine flache Zellform aufweisen (s. Abb. 10 J, K, L), zeigen im Stadium 0+ die
Hypoblastzellen unterschiedliche Formen: Die Zellen des anterioren Pols zeigen eine gewdlbte,
spindelfdrmige Morphologie und unterscheiden sich darin von den eher flachen Hypoblastzellen
des Keimscheibenzentrums oder des posterioren Keimscheibenrandes (s. Abb. 10 M, N und O).

Im Stadium 1, das durch die Ausbildung des Vorderen Randbogens (VRB) charakterisiert ist (s.
Abb. 2 in Abschnitt 1.1.3), lasst sich der schmale Saum der ringférmigen Expressionsdomane
dem anterioren, im Dunkelfeld peripher scharfer gezeichneten Pol der Keimscheibe eindeutig
zuordnen und nimmt etwa ein Drittel des Keimscheibenumfanges ein (s. Abb. 11 A und F). Die
exzentrische Domane mit reduzierter Cx32-Expression findet sich wie im Stadium 0 in anterioren
Bereichen der Keimscheibe; dabei finden sich hier im Vergleich zum Stadium 0 weniger Cx32
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exprimierende Zellen, wodurch sich dieser Bereich scharfer vom anterioren Saum starker Cx32-
Expression abgrenzt (s. Abb. 11 F).
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Abb. 11: Expression von Cx32 in den Stadien 1 bis 4, jeweils im Dunkelfeld (A-E) und im Hellfeld (F-J) von dorsal
aufgenommen. K zeigt einen Semidiinnschnitt durch den Vorderen Randbogen der Keimscheibe in A/F (durch die
weile Linie in F angedeutet). L zeigt eine AusschnittvergréfRerung aus | (innerhalb des schwarzen Kastens in ).
Die Keimscheibe in D bzw. | wurde sagittal geschnitten (M-O); die Schnittebene ist durch die schwarze Linie in |
angedeutet. Alle Semidiinnschnitte sind mit dem Epiblasten nach oben und dem vorderen Rand nach links
orientiert gezeigt; M und N zeigen AusschnittvergroRerungen aus L (angedeutet durch die schwarzen Rechtecke).
Sternchen deuten auf die Begrenzung der Keimscheibe; schwarze Pfeilspitzen deuten auf Cx32 exprimierende
Hypoblastzellen, weifle auf Hypoblastzellen des Vorderen Randbogens ohne Cx32-Expression. h: Hypoblast; e:
Epiblast. Maf3stab: A-J 400 um, K 20 ym, L 80 um, M 100 pm, N-O 20 pym.

Die Expressionsintensitat des anterioren Saumes der ringférmigen Expressionsdomane ist im
Vergleich zum breiten posterioren Saum starker. Die Cx32-Expression ist im Stadium 1 nicht auf
die Keimscheibe begrenzt, wobei sich der Keimscheibenrand unscharf demarkiert (s. Abb. 11 A
und F). In sagittalen Semidinnschnitten durch den anterioren Pol der Keimscheibe findet man 6-
10 nebeneinander liegende Cx32 exprimierende Hypoblastzellreihen, die bis an den
Keimscheibenrand heranreichen. Hier finden sich Unterschiede der Expressionsstarke, wobei
Hypoblastzellen, die an das Dottersackepithel angrenzen, schwéacher Cx32 exprimieren als
zentral gelegene Hypoblastzellen (schwarzer Pfeil Abb. 11 K). Mit der weiteren embryonalen
Entwicklung im Stadium 2, in welchem der posteriore Teil der Keimscheibe langer wird und sich
eine sichelférmige Zone geringer Zelldichte herausbildet (Posteriore Gastrulaextension, PGE; s.
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Abb. 2), wird der anteriore Teil des Ringes Cx32 exprimierender Hypoblastzellen erneut schmaler
und weitet sich auf Uber die Halfte des Keimscheibenumfanges aus (s. Abb. 11 B, C und G, H).
Die Cx32-freie Zone grenzt sich nun durch einen besonders glatten Verlauf der Trennlinie
zwischen dem (anterioren) positiven Bereich und dem (zentralen) negativen Bereich noch
deutlicher ab als im Stadium 1. Auch im Stadium 2 ist die Expressionsintensitat im breiten Teil
der ringférmigen Domane schwacher als im schmalen Saum des anterioren Randes. Die
Expression erstreckt sich auch in extraembryonale Bereiche und ist auch (weniger intensiv) im
Dottersackepithel zu finden (Schnitte nicht gezeigt). Im spaten Stadium 2 schwacht sich im
posterioren Teil der Keimscheibe die Expressionsintensitdt im Vergleich zur kompakten
Anordnung stark Cx32 exprimierender Zellen entlang des anterioren Randes weiter ab: Die
Kontinuitat der ringférmigen Expressionsdomane schwindet posterior, wahrend sie sich anterior
verstarkt (s. Abb. 11 C und H). Die exzentrisch liegende Domane mit schwacher Expression
grenzt sich nun noch deutlicher am anterioren Rand der Keimscheibe ab und wird posterior von
den verstreut liegenden schwach Cx32 exprimierenden Hypoblastzellen durchsetzt.

Zu Beginn des Primitivstreifenstadiums (Stadium 3) wird die Ringstruktur des Expressions-
musters im posterioren Bereich aufgebrochen, in welchem die Cx32 exprimierenden Zellen
unregelmaig verteilt zwischen ungefarbten Zellen liegen (s. Abb. 11 D und I). Von medial
gelegenen Bereichen ausgehend vom Primitivstreifen bilden sich ferner einreihige Ketten von
Zellen, die sich zentrifugal ausbreiten (s. Abb. 11 | und Ausschnittvergroflerung in L); diese
Zellreihen setzen sich im extraembryonalen Gewebe fort. Die exzentrisch liegende Domaéane
grenzt sich anterior weiterhin scharf vom stark gefarbten Randsaum ab und wird posterior von
den Ketten Cx32 exprimierender Zellen durchzogen (s. Abb. 11 I). Ferner findet man im Stadium
3 im Bereich des posterioren Primitivstreifens eine Anhaufung stark Cx32 exprimierender
Hypoblastzellen (schwarzer Pfeil in Abb. 11 ). In Semidinnschnitten erkennt man die kubischen,
stark angefarbten Hypoblastzellen des Vorderen Randbogens, die zwei bis drei Zellreihen
umfassen und vom Keimscheibenrand durch ein bis zwei Reihen Hypoblastzellen getrennt sind,
die kein Cx32 exprimieren (weil3er Pfeil in Abb. 11 N). Die Expression von Cx32 ist auf den
Hypoblasten und das Dottersackepithel beschrankt; Zellen mit starker Expression treten
lickenhaft auf und liegen in unmittelbarer Nachbarschaft von ungefarbten Zellen (s. Abb. 11 M
und O). Im Stadium 4 (Ausbildung des Primitivknotens) zeigt sich keine wesentliche Anderung
des Expressionsmusters, wobei sich im Vergleich zum Stadium 3 keine lokale Anhaufung Cx32
exprimierender Zellen im Bereich des Primitivstreifens findet (s. Abb. 11 E und J).

3.2.3 Expressionsmuster von Connexin 43

Bereits im frihen Stadium 0 wird Cx43 innerhalb der gesamten Keimscheibe exprimiert, wobei
sich ein aufgelockertes, lickenhaftes Expressionsmuster findet; im extraembryonalen Gewebe
wird kein Cx43 exprimiert (s. Abb. 12 A und G). Die Expression der Cx43-mRNA ist auf den
Epiblasten beschrankt (Semidiinnschnitte nicht gezeigt). Im Stadium 1 findet sich bei fur dieses
Stadium typischer regelmaRiger Randkontur eine lickenlose Expression von Cx43 innerhalb der
Keimscheibe (s. Abb. 12 B und H).
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Y >
Abb. 12: Dorsale Aufsichten von Kaninchenkeimscheiben der Stadien 0 bis 4 nach in situ Hybridisierung mit Cx43
im Hellfeld (A-F) und Dunkelfeld (G-L). Die Keimscheiben in D/J und F/L wurden sagittal bzw. transversal
geschnitten (Linie in J und L) und in M-O mit dem anterioren Pol nach links orientiert gezeigt. N, O und Q zeigen
AusschnittvergréRerungen aus M und P (durch die schwarzen Rechtecke angedeutet). Sternchen markieren den
Keimscheibenrand. Die Pfeilspitzen zeigen auf Hypoblastzellen. e: Epiblast; e: flaschenférmige Epiblastzellen
wahrend mesenchymaler Transformation; +: Mesodermzellen; h: Hypoblast. MaRstabsbalken: A-J 400 um, M und
P:90 um, N, O und Q: 20 um.

Ab dem Stadium 2 schwacht sich am posterioren Rand des Embryos in einem Bereich, welcher
der PGE entspricht, die Expressionsintensitat ab (s. Abb. 12 1). Auch in den spateren
untersuchten Stadien wird Cx43 in diesem Bereich schwacher exprimiert. Wie sich auch bei der
morphologischen Betrachtung die PGE vom anterioren Teil der Keimscheibe hervorhebt, grenzt
sich dieser Bereich unscharf von dem anterior gelegenen Bereich dichter Cx43-Expression ab.
Somit entstehen innerhalb des Epiblasten zwei Areale unterschiedlicher Expressionsintensitat,
wobei das anteriore Areal dichter Cx43-Expression eine kreisrunde bis leicht querovale Kontur
beibehalt (s. Abb. 12 C-F und I-L). Semidinnschnitte zeigen, dass die Farbung auch in diesen
Stadien auf den Epiblasten beschrankt bleibt und im apikalen Bereich der Zellen zu finden ist. Im
anterioren Areal ist die Cx43-Expression starker als in Epiblastzellen des posterioren Areals.
Mesodermzellen zeigen ebenfalls eine schwache Expressionsintensitat (s. Abb. 12 C und |, M
und N, O). AusschnittvergroRerungen des anterioren Pols zeigen stark gefarbte Epiblastzellen
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bei fehlender Expression der spindelformigen Hypoblastzellen des Vorderen Randbogens (s.
Abb. 12 N).

Im spateren Stadium 3 tritt der nach anterior verlangerte Primitivstreifen aufgrund einer
schwachen Expressionsintensitat innerhalb des anterioren Areals hoher Expressionsintensitat
hervor (s. Abb. 12 K). Im Stadium 4 finden sich innerhalb des voll ausgebildeten Primitivstreifens
Unterschiede der Expressionsintensitat (s. Abb. 12 L): Im anterioren Teil des Primitivstreifens, der
sich innerhalb des Areals starker Cx43-Expression befindet, erscheint die Expressionsintensitat
schwacher als im posterioren Teil, der sich in den Bereich schwacherer Expression in der PGE
erstreckt. Epiblastzellen des Primitivknotens exprimieren kein Cx43 oder nur schwach im
apikalen Kompartiment (s. Abb. 12 P und Q). Die im Primitivstreifen entstehenden nach lateral
auswandernden Mesodermzellen zeigen ebenfalls keine Cx43-Expression. Die den
Primitivknoten umgebenen Epiblastzellen sind dagegen stark apikal gefarbt (s. Abb. 12 P und Q).

3.3 Isolierung, Charakterisierung und Expression von Wnt3, §-

Catenin und Lymphoid enhancer binding factor 1 (Lef1)

3.31 Klonierung verschiedener Wnt-cDNAs

Mittels der degenerierten Primer, die nach der Methode von Gavin et al. (1990) aus
hochkonservierten Sequenzabschnitten von Wnt-Molekilen abgeleitet waren (vgl. Abschnitt
2.9.6), wurden insgesamt 42 partielle cDNA-Abschnitte von den in Tabelle 6 dargestellten sechs
verschiedenen Wnt-Proteinen des Kaninchens kloniert. Da unter diesen Wnt-cDNAs Whnt3 das
einzige Molekil ist, von dem bei einem Sauger bekannt ist, dass es eine unmittelbare Rolle im
Gastrulationsprozess und bei der Achsenbildung spielt (Liu et al. 1999), wurde die Sequenz von
Wnt3 genauer analysiert und das Expressionsmuster dieses Gens an den fur diese
Untersuchung ausgewahlten Stadien 0 bis 4 der Gastrulation des Kaninchens untersucht.

Wnt-cDNA Anzahl Plasmid aus Klon #

Wnt2 14 1,2,4,10, 11,12, 13, 14, 19, 23, 24, 36, 59, 62
Wnt2b 10 3,15, 29, 32, 39, 41, 42, 43, 53, 55

Wnt3 2 18, 51

Whntba 7 44,46, 52, 54, 56, 57, 58

Wnt5b 5 33, 37, 48, 49, 63

Wnt7a 4 6, 21, 26, 50

Tabelle 6 : Zusammenstellung der im Kaninchen gefundenen Wnt-cDNAs.

3.3.2 cDNA, Aminosauresequenz und Expressionsmuster von Wnt3

Der klonierte Bereich von Wnt3 ist 372 Bp (124 AS) lang, was 35 % des offenen Leserasters der
Konsensus-cDNA von Maus, Mensch und Huhn entspricht. Er befindet sich in der fir alle Wnt-
Proteine charakteristischen Cysteinreichen Domane (CRD), in der 23 bis 24 Cysteine hoch-
konserviert sind, wovon er neun konservierte Cystein-Residuen enthalt, und sich zwischen AS
214 bis AS 336 der Konsensusproteinsequenz befindet (s. Abb. 13; NCBI Accession Number
DQ786778).

36



Ergebnisse
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Abb. 13: Schematische Darstellung der Wnt3-cDNA; der kodierende Bereich ist als Rechteck, die untranslatierten
Bereiche als waagerechte Linien dargestellt. Die cysteinreiche Domane (CRD) ist hellgrau, die Signalsequenz (S)
dunkelgrau hervorgehoben. Der klonierte cDNA-Abschnitt des Kaninchens umfasst 372 Bp und befindet sich
innerhalb des griin markierten Bereiches.

Das klonierte cDNA-Fragment und die daraus abgeleitete Aminosauresequenz von Wnt3 zeigt

starke Homologien zu den bekannten Sequenzen von Mensch, Maus und Huhn (s. Tabelle 8)

cDNA ‘hs ‘mm ‘gg ‘xl

Protein

oc ‘91,9% 93,2% ‘85,7% 74,8%
98,3% |99,1% [98,3% |90,2%

Tabelle 7: Homologien der cDNA- und daraus abgeleiteten Aminosauresequenzen von Whnt3 des Kaninchens zu
denen unterschiedlicher Spezies. oc: oryctolagus cuniculus (Kaninchen), hs: homo sapiens (Mensch), mm: mus
musculus (Maus), gg: gallus gallus (Huhn), xI: Xenopus laevis (Krallenfrosch).

Im Stadium 1 zeigt sich eine gleichmalRige, flachige Expression von Whnt3 ohne
Intensitatsunterschiede innerhalb der gesamten Keimscheibe; im extraembryonalen Gewebe sind
nur einige wenige einzeln liegende Zellen gefarbt, so dass die Begrenzung des
Keimscheibenrandes deutlich erkannt wird (s. Abb. 14 A und G). Diese homogene, intensive
Wnt3-Expression wurde neben dem in Abb. 14 A und G gezeigten Praparat noch in zwei
weiteren Embryonen des Stadium 1 beobachtet (nicht gezeigt). Im Stadium 2 zeigt sich in einem
posterioren sichelformigen Areal des Embryos eine starke Wnt3-Expression, wahrend Wnt3 in
zentralen Bereichen nicht mehr exprimiert wird (s. Abb. 14 B und H). Die posteriore
Expressionsdomane setzt sich entlang der Keimscheibenrander nach anterior fort und bildet am
Rand der Keimscheibe zwei Auslaufer, welche die zentrale expressionsfreie Domane zu etwa
drei Viertel umranden (s. Abb. 14 [). Im spaten Stadium 2 vergrélert sich die posteriore
Expressionsdomane und es finden sich Wnt3-mRNA Transkripte in der gesamten posterioren
Halfte der Keimscheibe, wobei die Expressionsintensitat am posterioren Rand am starksten ist
und mit reduzierter Intensitat bis etwa zur Mitte der Keimscheibe reicht. Die lateralen Spangen
dieser Expressionsdomane erstrecken sich nun mit abnehmender Expressionsintensitat entlang
des anterio-lateralen Keimscheibenrandes, ohne jedoch den anterioren Pol ganz zu erreichen.
Dabei umfassen sie nahezu vollstandig das Areal Wnt3-freier Expression, das nun in der
anterioren Keimscheibenhalfte liegt (s. Abb. 14 C und I). In Semidinnschnitten zeigt sich, dass
Epiblast- und Hypoblastzellen in der posterioren Keimscheibenhalfte Wnt3 exprimieren (s. Abb.
14 M und N). Die Expressionsintensitat ist im posterioren Drittel des Embyros am starksten und
schwacht sich nach anterior bis etwa zur Mitte der Keimscheibe gleichmaRig ab (Klammer in Abb.
14 M). Das Zytoplasma der Epiblast- und Hypoblastzellen ist gleichmaRig gefarbt (s. Abb. 14 N).
Im Stadium 3 findet sich eine verstarkte Wnt3-Expression im Bereich des Primitivstreifens mit
einer Verbreiterung der Expressionsdomane am posterioren Rand der Keimscheibe. Im Vergleich
zum Stadium 2+ ist das Areal starker Expressionsintensitat innerhalb der Whnt3-Domane im
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Stadium 3 allerdings weniger flachig und auf ein rautenférmiges Areal des posterioren
Primitivstreifens beschrankt (s. Abb. 14 D und J).

Abb. 14: Expressionsmuster von Wnt3 in den Stadien 1 bis 4. Aufsichten von dorsal im Dunkelfeld (A-F) und
Hellfeld (G-L). M zeigt einen medianen Sagittalschnitt durch die Keimscheibe in | (schwarze Linie). Der Schnitt ist
mit dem anterioren Pol zur linken Seite orientiert gezeigt; Sternchen markieren den Keimscheibenrand. Die
Klammer in M deutet auf die anteriore Begrenzung der Wnt3-Expressionsdoméane. Eine AusschnittvergrofRerung
aus M (schwarze Umrandung) ist in N gezeigt. O bis Q zeigen drei Transversalschnitte durch die Keimscheibe in
F/L; die Lage der Schnitte ist durch die waagerechten Linien in L angedeutet. e: Epiblast, h: Hypoblast, +:
Mesoderm; pg: Primitivgrube; pr: Primitivrinne. Pfeilspitzen deuten auf Hypoblastzellen (schwarz: mit Wnit3-
Expression; weild: ohne Wnt3-Expression). MaRstabsbalken: A bis L 240 um, M 50 ypm, N 10um, O-Q 15um.

Der anteriore Teil des Primitivstreifens, der in diesem Stadium fast die Mitte der Keimscheibe
erreicht, exprimiert weniger stark Wnt3, und es zeigt sich eine gleichmaRige Abschwachung der
Wnt3-Expressionsintensitat von posterior nach anterior. Die Whnt3-exprimierenden Zellen entlang
des Keimscheibenrandes bilden im Stadium 3 einen geschlossenen Ring, der in diesem Stadium
kurzzeitig bis an den anterioren Pol der Keimscheibe heranreicht (s. Abb. 14 D und J). Allerdings
ist dieser Ring nicht in allen untersuchten Embryonen des Stadiums 3 vollstadndig geschlossen
wie in der Keimscheibe in Abb. 14 D/J. Auch in den Stadien 3+ und 4 wird Wht3 stark im
posterioren und schwacher im anterioren Abschnitt des Primitivstreifens exprimiert, wobei sich
das rautenformige posteriore Areal starker Expression durch eine leichte Verbreiterung entlang
des Keimscheibenrandes hervorhebt (s. Abb. 14 E, F und K, L). Im mittleren Drittel des anterioren
Primitivstreifens wird Wnt3 zunachst in einem kleinen Bereich schwacher exprimiert (weilRer Pfeil
in Abb. 14 K). Im Stadium 4 weitet sich dieser Bereich aus und markiert die Primitivrinne
(zwischen den weiRen Pfeilen in Abb. 14 L). Wahrend sich im Stadium 3 Wnt3-mRNA teilweise
entlang des gesamten Keimscheibenrandes findet (s. Abb. 14 K), wird im Stadium 3+ entlang des
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anterioren Randes weniger Wnt3 exprimiert und im Stadium 4 nur noch in zwei kurzen Auslaufern
am Keimscheibenrand in der posterioren Halfte der Keimscheibe (s. Abb. 14 L).

Im Bereich des Primitivknotens exprimieren medial gelegene Epiblastzellen schwach Whi3 in
basalen Zellkompartimenten (s. Abb. 14 O). Apikal sowie in Epiblastzellen lateral des
Primitivknotens findet sich keine Whni3-Expression. Mesodermzellen exprimieren Wnt3 im
gesamten Zellkompartiment. Wie der Epiblast zeigt die in diesem Bereich ventral liegende
Zellschicht, wobei es sich schon um definitive Endodermzellen handeln kénnte, in medialen
Bereichen eine schwache Wnt3 Expression (schwarze Pfeilspitzen in Abb. 14 O). Lateral davon
gelegene Zellen exprimieren kein Wnt3 (weil’e Pfeilspitzen in Abb. 14 O). Im anterioren Teil des
Primitivstreifens findet sich Wnt3 im gesamten Zellkompartiment von Epiblastzellen, wobei 2-3
medial gelegene Epiblastzellreihen, welche die Primitivrinne umgeben (s. Abb. 14 P), schwéacher
Wnt3 exprimieren als laterale Epiblastzellen. Mesodermzellen (+) sowie die ventrale Zellschicht
(schwarze Pfeilspitze in Abb. 14 P) exprimieren schwach Wnt3. Im posterioren Teil des
Primitivstreifens  exprimieren ebenfalls alle drei Zellschichten Whnt3, wobei die
Expressionsintensitat insgesamt starker ist als im anterioren Teil (s. Abb. 14 Q). Epiblastzellen
sind dabei starker gefarbt als Mesodermzellen oder die Zellen der am weitesten ventral liegenden
Schicht.

3.3.3 cDNA, Aminosauresequenz und Expressionsmuster von g-Catenin

Mit Hilfe der degenerierten Primer (vgl. Abschnitt 2.3.3) wurde ein 1451 Bp langes Fragment
kloniert, welches der zu erwartenden Fragmentgrofie der eingesetzten Primerkombination ,fCat
+/- 01“ in der nested-PCR entspricht. Das Fragment und die daraus abgeleitete Proteinsequenz
zeigt starke Homologien zu den Sequenzen von Mensch, Maus, Huhn und Frosch (s. Tabelle 8;
NCBI Accession Number: DQ786778).

cDNA ‘hs ‘mm ‘gg ‘xl

Protein

oc 94% ‘88,9% ‘83,3% 81,2%
99,5% |99,5% [99,3% |98,5%

Tabelle 8: Homologien des im Kaninchen amplifizierten cDNA-Fragmentes von p-Catenin und der daraus
abgeleiteten Aminosduresequenzen zu Sequenzen unterschiedlicher Spezies. oc: oryctolagus cuniculus
(Kaninchen), hs: homo sapiens (Mensch), mm: mus musculus (Maus), gg: gallus gallus (Huhn); xI: xenopus laevis
(Krallenfrosch). Accession Numbers: mus musculus NM_007614, homo sapiens X87838, gallus gallus
NM_225081, xenopus laevis M77013

r 11451 Bp

armadiillo

Abb. 15: Schematische Darstellung der cDNA von pg-Catenin. Der kodierende Bereich ist als Rechteck
dargestellt, die untranslatierten Bereiche der 5’- und 3’-Region als waagerechte Linien. Der Bereich des offenen
Leserasters der fiir eine ,Multiple Phosphorlation Site* (MPhS) kodiert, ist griin, der fiir die zwdlf Armadillo-Motive
(arm) kodiert gelb und derjenige, der fiir eine Transkriptionsaktivierungsdomane kodiert (TAD), blau
hervorgehoben. Die 1451 Bp umfassende klonierte Sequenz des Kaninchens ist mit dem griin gestrichelten
Kasten umrandet. Das 601 Bp lange Fragment (rote Umrandung) wurde zur Generierung der cRNA-Sonde fiir die
in situ Hybridisierung verwendet.
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Initiale in situ Hybridisierungsexperimente mit einer cRNA-Sonde, die aus der gesamten im
Kaninchen amplifizierten p-Catenin-Sequenz transkribiert wurde, zeigte auch bei sehr langen
Inkubationszeiten in der Substratlésung nur sehr schwache Farbreaktionen. In der Annahme,
dass diese Sonde mit 1450 Bp zu lang sein kénnte, um die Membranbarriere zu Gberwinden und
in das Zytoplasma der Zellen zu gelangen, wurde mit Hilfe eines genspezifischen Primers (,fCat
short®, vgl. Abschnitt 2.3.3) eine cRNA-Sonde generiert, die mit 601 Bp um mehr als die Halfte
kirzer ist (s. roter Kasten in Abb. 15). In situ Experimente mit dieser cRNA-Sonde zeigten nach
wenigen Stunden eine ausreichende Farbreaktion und so wurde diese Sonde zur Aufklarung des
pB-Catenin-Expressionsmuster eingesetzt.

Im Stadium 0 finden sich S-Catenin-Transkripte innerhalb der gesamten Keimscheibe und eine
schwache Expression im extraembryonalen Gewebe. Die Keimscheibe grenzt sich dadurch in der
Hellfeldbetrachtung mit einer fir das friihe Stadium 0 charakteristischen unregelmaRigen
Randkontur scharf ab (s. Abb. 16 A und G).

v TY A= Y ™ N

Abb. 16: Expression von S-Catenin in den Stadien 0 bis 3+. Aufsichten von dorsal im Dunkelfeld (A-F) und
Hellfeld (G-L). M, O und P zeigen sagittale Semidliinnschnitte der Keimscheiben in I, J und L (durch die
schwarzen Linien angedeutet). In N, Q und R sind AusschnittvergréBerungen aus M und P gezeigt (im Bereich
der schwarzen Umrandungen). Der Pfeil in J deutet auf eine Zunahme der Expressionsintensitat in einem langs-
ovalen Areal des sich bildenen Primitivstreifens. e: Epiblast, h: Hypoblast, +: Mesoderm; Pfeilspitzen: g-Catenin
exprimierende Hypoblastzellen. MaRstabsbalken: 300 ym in A-L, 40 ym in M, 12 ym in N und O, 50 pym in P und
20 ymin Qund R.
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Das Expressionsmuster ist llickenhaft und inhomogen, wobei sich nur wenige stark g-Catenin
exprimierende Zellen finden lassen. Die Expressionsintensitat ist insgesamt im Vergleich zu
spateren Stadien geringer. Im Stadium 1 findet sich ringférmig eine starkere pg-Catenin-
Expression mit etwas intensiverer Farbung entlang des anterio-lateralen Keimscheibenrandes
und in der posterioren Keimscheibenhalfte (s. Abb. 16 B und H). Im Zentrum der Keimscheibe
hebt sich dadurch ein Bereich mit geringerer Expressionsintensitat ab, der von diesem Ring
starkerer Expression umgeben ist. Dieses Muster bleibt im Stadium 2 erhalten, allerdings nimmt
der Ring nun eine querovale Form an und liegt im anterioren Drittel der Keimscheibe (s. Abb.
16 C und I). In einem am posterioren Rand gelegenen sichelférmigen Areal wird g-Catenin
schwacher exprimiert. In Semidinnschnitten zeigen sich Epiblast- und Hypoblastzellen, die g-
Catenin exprimieren. Die Expressionsintensitat ist in beiden Zellschichten gleich stark (s. Abb.
16 M und N). Extraembryonal ist im Trophoblasten und Dottersackepithel nur eine geringe g-
Catenin Expression nachweisbar (nicht gezeigt).

Im frGhen Stadium 3 exprimieren wenige Zellen innerhalb des posterioren Areals schwacher
Expressionsintensitat verstarkt g-Catenin. Diese befinden sich in einer medial gelegenen quer-
ovalen Domane am posterioren Keimscheibenrand (s. schwarzer Pfeil in Abb. 16 J).
Semidinnschnitte dieser Region zeigen neben einer schwachen Expressionsintensitat im Epi-
und Hypoblasten eine zum Teil verstarkte Expression auch in Mesodermzellen (s. Abb. 16 O).
Diese Doméane verstarkter p-Catenin-Expression vergrofiert sich mit der Verlangerung des
Primitivstreifens im Stadium 3 (s. Abb. 16 E und K). Im spaten Stadium 3 reicht die Domane mit
verstarkter p-Catenin-Expression bis in zentrale Bereiche der Keimscheibe, wobei die
Expressionsintensitat in der Nahe des posterioren Randes am starksten ist und sich nach anterior
abschwacht. Weiterhin findet sich eine starke Expression entlang des vorderen
Keimscheibenrandes mit reduzierter Expression im Zentrum der anterioren Keimscheibenhalfte
(s. Abb. 16 E/F und K/L). In Semidiinnschnitten finden sich pg-Catenin-mRNA-Transkripte in
Epiblast-, Mesoderm- und Hypoblastzellen (s. Abb. 16 P-Q) sowie in geringerem Umfang auch im
Dottersackepithel und Trophoblastzellen (nicht gezeigt), wobei p-Catenin in den drei
Zellschichten der Keimscheibe gleich intensiv exprimiert wird. In den ebenfalls untersuchten
Stadien 4 und 5 zeigt sich keine wesentliche Abweichung von diesem Muster; Zellen des
Primitivknotens und des Chordafortsatzes zeigen eine schwache g-Catenin-Expression und damit
keinen Unterschied der Expressionsintensitat im Vergleich zu den umliegenden Zellen (nicht
gezeigt).

3.3.4 cDNA, Aminosauresequenz und Expressionsmuster von Lef1

Mit Hilfe degenerierter Primer (vgl. Abschnitt 2.3.3) wurde ein Fragment innerhalb des ORF von
Lef1 und ein zweites Fragment, das den Anfang des 3'UTR beinhaltet, amplifiziert.

Das interne Fragment ist 929 Bp (309 As) lang (s. griines Rechteck in Abb. 17); das Fragment,
das auch den 3'UTR beinhaltet, ist 354 Bp lang und umfasst 125 Bp des ORF und die ersten 129
Bp des 3'UTR (s. rot umrandeter Bereich in Abb. 17). Durch einen Vergleich der beiden cDNA-
Sequenzen ergibt sich eine 1264 Bp lange Konsensussequenz (NCBI Accession Number:
DQ786779). Die Sequenz umfasst tUber 90% des ORF und ist stark homolog zu den Sequenzen
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von Mensch, Maus und Huhn (Accession Number: homo sapiens NM_016269; mus musculus
BC057543; gallus gallus NM_205013).

cDNA ‘ hs ‘ mm ‘gg

Protein

oc 94,8% [90,9% |78,8%
98,1% |96,5% |87,0%

Tabelle 9: Homologien der cDNA- und daraus abgeleiteten Aminosauresequenzen von Lef1 des Kaninchens zu
denen unterschiedlicher Spezies. Beim Vergleich der Kaninchensequenzen mit denen anderer Spezies wurden
die Sequenzen auf die Léange der Kaninchensequenz gekiirzt. oc: oryctolagus cuniculus (Kaninchen), hs: homo
sapiens (Mensch), mm: mus musculus (Maus), gg: gallus gallus (Huhn)

Ein detaillierter Vergleich der oben genannten cDNAs zeigt, dass das klonierte Fragment des
Kaninchens eine Licke von 84 Bp aufweist und dies exakt dem Exon 6 der genomischen
Sequenz des menschlichen Lef1 Gens entspricht (Hovanes et al. 2000). Die Liicke beginnt nach
dem 576igsten Basenpaar (AS 192) der klonierten Kaninchensequenz und erstreckt sich von Bp
651 bis 734 (AS 214 bis 241) der Lef1-Sequenz des Menschen, zu welcher die Sequenz die
starksten Homologien aufweist (vgl. Abschnitt 4.3.7). Dies sind typische Merkmale einer
Spleilvariante des Lef1 Gens.

v

O
0
O
>

Ex 6

Abb. 17: Schematische Darstellung der cDNA von Lef1. Der kodierende Bereich ist als Box dargestellt, die
untranslatierten Bereiche der 5- und 3’-Region als waagerechte Linien. Die 929 Bp umfassende klonierte
Sequenz des Kaninchens ist mit dem griin gestrichelten Kasten umrandet. Die farblich hervorgehobenen
Bereiche kodieren fiur funktionelle Domanen des Proteins: SCatBD: B-Catenin Bindungsdomane; CDA:
Kontextabhangige Aktivierungsdoméane; HMG DNA BD: HMG (,high mobility group®) DNA-Bindungsdomane; N:
N-Variante des carboxyterminalen Endes. Die Position des Exon 6 ist innerhalb des violetten Rechteckes markiert
(vgl. Hovanes et al. 2000).

Um zu Gberprifen ob diese SpleiRvariante (nachfolgend als Lef125*°"® bezeichnet) auch in den
untersuchten jingeren Entwicklungsstadien des Kaninchens exprimiert wird, wurde die Lef7
cDNA aus 6,2 Tage alten Kaninchenembryonen amplifiziert und auf einem Agarosegel analysiert
(vgl. Abschnitt 2.9.3). Es wurde ein (+)Primer im Bereich des ersten Exons und ein (-)Primer am
Ende des siebten Exons der genomischen Sequenz der cDNA gelegt (vgl. Primer in Abschnitt
2.3.3.). Nach der PCR (Standard PCR-Bedingungen, 35 Zyklen; vgl. Abschnitt 2.9.4) wurden zwei

Amplifikate gefunden: eine breitere Bande, welche der Spleilvariante Lef12F*"8

entspricht (,2“ in
Abbildung Abb. 18) und eine um ca. 50-100 Bp gréfRere im Vergleich zu ,2“ schmalere Bande, die
der Lef1 cDNA mit ungespleilstem Exon 6 entspricht (,1“ in Abbildung Abb. 18).

Abb. 18: Agarosegelelektrophorese zur Analyse der Lef? Spleilvarianten, die aus 100 ng

I Gesamt-cDNA eines 6,2 Tage alten Kaninchenembryos amplifiziert wurden. Ein Zehntel
— des PCR-Reaktionsansatzes wurde auf einem 1%igen TBE Agarosegel analysiert (rechte

e 1 — Bande). Es fanden sich zwei Fragmente: (1) Lef! mit Exon 6 (theoretisch erwartete

790 2\ FragmentgroRe von 720 Bp) und (2) Lef1“5°" ¢ (theoretisch erwartete FragmentgréRe von

600 640 Bp). Linke Bande: 100 Bp Marker (Fermentas).

500 Aus Lef1*®°"® wurde Digoxigenin-markierte cRNA zur Aufklarung des

Expressionsmusters transkribiert und das Expressionsmuster in den Stadien
1 bis 4 untersucht. Kontrollexperimente mit der ungesplei3ten Variante
(Lef1) zeigten keinen Unterschied der Expressionsmuster, die mit der Sonde
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von Lef1AExn® durchgefihrt wurden. Der Versuch eine Sonde zu generieren, die spezifisch an

ungespleilte Lef1-Transkripte bindet, die das Exon 6 enthalten, gelang aufgrund der Kirze des
alternativ gesplei3ten Exons (84 Bp) nicht.

Die Expression von Lef1 beginnt erst kurz vor der Primitivstreifenbildung im Stadium 2; in
frGheren untersuchten Stadien (Stadium 0 und 1) konnte unter den hier angewandten
Bedlngungen keine Lef1-mRNA- Transkrlpte nachgeW|esen werden (s. Abb. 19 A und F).

Abb. 19: Expression von Lef1 in den Stadien 1 bis 4. Aufsichten von dorsal im Dunkelfeld (A-E) und Hellfeld (F-J).
K und L zeigen sagittale Semidlinnschnitte (5 pym) der Keimscheiben in G und H (angedeutet durch die
schwarzen Linien); die Schnitte sind mit dem anterioren Pol des Embryos nach links orientiert gezeigt, Sternchen
markieren den Keimscheibenrand. M und N zeigen AusschnittvergréfRerungen aus K und L (angedeutet durch die
schwarzen Rechtecke). O bis R zeigen transversale Schnitte der Keimscheibe in E/J; die Positionen der Schnitte
sind durch die waagerechten Linien in J angedeutet: O: Primitivknoten; P: anteriorer Primtivstreifen; Q: posteriorer
Primitivstreifen; R: extraembryonal am posterioren Keimscheibenpol. e: Epiblast; h: Hypoblast; +:
Mesodermzellen; Pfeilkopfe: Hypoblastzellen (weifl: Wnt3-exprimierend; schwarz: ohne Wnit3-Expression); pk:
Primitivknoten; pg: Primitivgrube; pr: Primitivrinne; tr: Trophoblast; ds: Dottersackepithel. MaRstabsbalken: A-J
350 ym, Kund L 50 ym, M-R 15 ym.
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Lef1 mRNA-Transkripte finden sich im Stadium 2 in der posterioren Halfte der Keimscheibe (s.
Abb. 19 B und G). Die Expressionsintensitat ist in einem querovalen Areal am posterioren
Keimscheibenrand am starksten: hier liegen einzelne stark Leff exprimierende Zellen innerhalb
eines halbkreisférmigen Bereichs mit schwacher Lef1-Expressionsintensitat, der etwa dem
posterioren Drittel der KS entspricht. Die Expression in der anterioren Halfte der Keimscheibe
erscheint aufgelockert und ist von expressionsfreien Licken durchzogen. Von posterior nach
anterior schwacht sich die Expressionsintensitat kontinuierlich ab (s. Abb. 19 B und G). In
Semidlnnschnitten findet sich die Lef1 Expression in Epiblastzellen, wobei deren gesamtes
Zytoplasma angefarbt ist; Hypoblastzellen in posterioren Bereichen der Keimscheibe exprimieren
Lef1 nur schwach (s. Abb. 19 K und M). Im frihen Stadium 3 vergréfert sich die posteriore
Expressionsdomane und es finden sich stark Lef7 exprimierende Zellen innerhalb der gesamten
PGE und entlang des sich bildenden Primitivstreifens (s. Abb. 19 C und H). Die
Expressionsdomane erscheint weniger lickenhaft als im Stadium 2 und bildet medial in der
Verlangerung des Primitivstreifens und beidseits lateral entlang des Keimscheibenrandes kurze
Auslaufer. In der anterioren Halfte wird kein Lef7 exprimiert. Im spaten Stadium 3 finden sich
Lef1-Transkripte in Zellen, welche die posteriore Halfte des Primitivstreifens umgeben (s. Abb. 19
D und I). Die Expressionsdomane ist kleiner als in den vorangehenden Stadien, die Intensitat
jedoch starker mit weniger expressionsfreien Licken. In Schnitten zeigen sich stark Lef?
exprimierende Mesodermzellen und Epiblastzellen; in manchen Zellen ist im basalen
Zellkompartiment Lef1 starker exprimiert als apikal; der Hypoblast exprimiert Lef7 nur schwach
oder berhaupt nicht (s. Abb. 19 L und N).

Im Stadium 4 exprimieren Zellen, welche den gesamten Primitivstreifen sowie den Primtivknoten
lateral begrenzen, Lef1 (s. Abb. 19 E und J). Innerhalb eines schmalen midsagittal gelegenen
Bandes entlang der vorderen drei Viertel des Primitivstreifens, welches der Primitivrinne
entspricht, findet sich eine reduzierte Expression von Lef1 (s. weiler Pfeil in Abb. 19 J). Die
Expressionsintensitat ist am posterioren Pol des Embryos am starksten und schwacht sich
kontinuierlich nach anterior ab. Im Bereich des Primitivknotens findet sich eine sehr schwache
Lef1-Expression. Entlang des Randes des posterioren Keimscheibendrittels finden sich ebenfalls
Lef1 exprimierende Zellen. Transversale Semidinnschnitte in verschiedenen Bereichen des
Primtivstreifens zeigen Lef1 exprimierende Epiblast- und Mesodermzellen; der Hypoblast
exprimiert kein Lefl (s. Abb. 19 O-Q). Die Expressionsstarke ist in Epiblastzellen des
Primitivknoten sowie in Mesodermzellen, die den Primtivknoten umgeben, sehr schwach (s. Abb.
19 O). Im Bereich des Primitivstreifens findet sich eine starke Expression von Lef1 in medial
gelegenen Epiblast- und Mesodermzellen. Im Bereich des anterioren Primitivstreifens umfasst die
Lef1-Expressionsdoméane etwa ein Drittel bis die Halfte der Keimscheibenbreite, wahrend im
posterioren Drittel des Primitivstreifens Zellen entlang der gesamten Keimscheibenbreite Lef1
exprimieren. Schwache Leff-Expression findet sich ebenfalls in extraembryonalen
Mesodermzellen, welche die posteriore Keimscheibenhalfte umgeben (s. Abb. 19 J und R).
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3.4 Isolierung, Charakterisierung und Expression von Cerberus-
related1 (Cer1)

3.41 cDNA, Aminosauresequenz und Expressionsmuster

Durch einen Sequenzvergleich der bekannten Cer1 cDNA-Sequenzen von Mensch und Maus
wurden degenerierte Primer abgeleitet, mit denen ein 695 Bp umfassender Bereich innerhalb des
ORF von Cer1 aus dem Kaninchen amplifiziert wurde (s. Abb. 20; NCBI Accession Number
AY570542).

Abb. 20: Schematische Darstellung der cDNA von Cer1. Das offene Leseraster (ORF) ist als Kasten dargestellt,
die untranslatierten Bereiche am 5’- bzw- 3’-Ende als diinne waagerechte Striche. Innerhalb des ORF ist der
Bereich, der fir die Signalsequenz (schwarz) und die cysteinreiche Region (Can-Doméane, grau) kodieren
hervorgehoben. Der im Kaninchen klonierte 695 Bp umfassende Bereich ist griin umrandet.

Der klonierte Bereich von Cer? umfasst Uber 80% der Sequenzlange des offenen Leserasters der
Konsensus cDNA-Sequenz (ORF mus musculus: 816 Bp, homo sapiens: 804 Bp, gallus gallus:
816 Bp; Cerberus xenopus laevis: 810 Bp). Die daraus abgeleitete Aminosauresequenz ist 231
Aminosauren lang, wovon sich der C-terminale Teil innerhalb einer Region mit neun
hochkonservierten Cysteinen befindet (die sogenannte Can-Domane), von denen sieben
Cysteine auch in der klonierten Sequenz des Kaninchens enthalten sind. Der amplifizierte cDNA-
Abschnitt und die abgeleitete Aminosauresequenz zeigt Homologien zu den bekannten Cer1-
Sequenzen von Mensch und Maus, sowie zu den Cerberus-Sequenzen von Huhn und Frosch (s.
Tabelle 10).

cDNA ‘ hs ‘ mm ‘ ag ‘ x|
Protein
ocC 83,0% | 77.0%

49,7% ‘ 41,6%
76,4% 68,5% 38,0% 28,0%

Tabelle 10: Ubereinstimmungen der Cer1-Sequenz des Kaninchens auf cDNA und Proteinebene zu den Cer1
bzw. Cerberus-Sequenzen verschiedener Spezies. Beim Vergleich wurden die Sequenzen auf die
Kaninchensequenz gekirzt. Oc: oryctolagus cuniculus (Kaninchen), hs: homo sapiens (Mensch, Accession
Number: NP_005445;), mm: mus musculus (Maus Accession Number: NM_009887), gg: gallus gallus (Huhn
Accession Number: AF139721), xI: xenopus laevis (Frosch Accession Number: U64831).

Im frihen Stadium 0 exprimieren wenige einzeln liegende Zellen im Zentrum der Keimscheibe
Cer1 (s. Abb. 21 A und F). Im spaten Stadium 0 bei gréRerem Durchmesser der Keimscheibe
vergroRert sich die zentrale Cer1 exprimierende Domane auf etwa 20-30 Zellen; es zeigt sich
keine polarisierte Struktur dieser Domane oder besondere Verteilung der Cer? exprimierenden
Zellen (s. Abb. 21 A/F, B/G). In allen untersuchten Stadien bildet die Cer7-Domane kein flachig-
homogenes, sondern ein aufgelockertes Muster mit expressionsfreien Licken. Zu Beginn der
morphologischen Differenzierung im Stadium 1 findet sich die Domane in anterioren Bereichen
der Keimscheibe zwischen Keimscheibenzentrum und vorderem Rand (s. Abb. 21 C und H). Mit
Zunahme des Keimscheibendurchmessers vergroRert sich die Domane und bildet ein
pilzférmiges Muster, dessen Stiel mit dem Zentrum in Verbindung steht (s. Abb. 21 D-E, I-J). Die
Pilzform entsteht durch zwei ,Schultern nicht Cer? exprimierender Zellen und einem
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stielférmigen Areal starker Expression. In Semidiinnschnitten zeigt sich, dass ausschlielich
Hypoblastzellen Cer1 exprimieren (s. Abb. 21 Kund L).

2
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Abb. 21: Expression von Cer7 in jungen Kaninchenkeimscheiben der Stadien 0 und 1; Aufsichten von dorsal im
Dunkelfeld (A-E) und Hellfeld (F-J). Ein Semidinnschnitt des Eymbryos in | (angedeutet durch die Linie in I) ist in
K gezeigt. Der vordere Rand dieses Schnittes ist in L vergrofRert dargestellt (s. schwarze Umrandung in K).
Sternchen markieren den Keimscheibenrand. In L sind mit e Epiblastzellen und mit Pfeilspitzen Hypoblastzellen
gekennzeichnet, die zwischen der Expressiondoméne und dem Keimscheibenrand liegen. Mafistabsbalken: A-J
200 ym, K80 pym, L 20 ym.

Die Cer1-Domane im Hypoblasten reicht nicht ganz an den Keimscheibenrand heran und wird
von ihm durch einen expressionsfreien Saum von 2-3 Hypoblastzellreihen getrennt (s. weille
Pfeile in Abb. 21 L). Sowohl die Cer?1 exprimierenden Zellen als auch die Zellen des
expressionsfreien Saumes zeigen eine spindelférmige bis kubische Morphologie und
entsprechen damit den Hypoblastzellen des Vorderen Randbogens (s. Abb. 21 L). In der Aufsicht
wirken die Hypoblastzellen, welche die Expressionsdomane nach anterior begrenzen, dichter
gedrangt und bilden einen Bogen homogener Ceri-Expression innerhalb der aufgelockerten
Domane (s. Abb. 21 D+l).

Im spaten Stadium 1 und im Stadium 2 bleibt diese Domane, die in zentralen und anterioren
Regionen der Keimscheibe zu finden ist, erhalten und nimmt an Gréf3e zu (s. Abb. 22 A und F).
Im Stadium 3 entsteht im anterioren Primitivstreifen eine neue Domane Cerf exprimierender
Zellen; die Cer1-Domane des Hypoblasten findet sich nun ausschlieRlich in anterioren Bereichen
der Keimscheibe und zeigt eine geringere Expressionsintensitat (s. Abb. 22 B/C und G/H). Schon
im spaten Stadium 2, deutlicher aber im Primitivstreifenstadium zeigt sich eine links/rechts-
asymmetrische Verteilung der Cer1-Expressionsdomane im Hypoblasten (s. Abb. 22 G/H), wobei
in den bislang untersuchten 13 Embryonen keine Praferenz firr eine auf der rechten oder linken
Seite starkeren oder groferen Expression zu erkennen ist: in vier Embryonen ist die Cer7-
Domane links groRer ausgepragt, in sechs findet sich eine rechtslastige Cer71-Expression, wobei
in drei Keimscheiben Cer1-Expressionsdomanen symmetrisch ausgebildet sind. In sagittalen
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Semidinnschnitten finden sich Cer7-Transkripte in der Primitivstreifenregion sowohl in Epiblast-
als auch in Mesodermzellen (s. Abb. 22 K und L). Die Expression ist in Mesodermzellen
schwacher, jedoch starker in apikalen Zellkompartimenten von Epiblastzellen, zwischen denen
expressionsfreie Licken auftreten (s. Abb. 22 L). Der Hypoblast exprimiert in diesem Bereich kein
Cer1 (weile Pfeilspitzen in Abb. 22 L).

G S

Abb. 22: Cer1-Expressionsmuster der Stadien 2 bis 5 in dorsalen Aufsichten (A-E Dunkelfeld, F-J Hellfeld). K
zeigt einen Semidiinnschnitt (5um) durch die Keimscheibe in H (Schnittrichtung durch die Linie angedeutet),
wovon der vordere Teil des Primitivstreifens in L vergrofRert dargestellt ist (schwarze Umrandung in K). M und N
zeigen Details aus der Keimscheibe in J mit Sagittalschnitten durch den Primitivknoten (M, der Pfeil deutet auf
den Primitivknoten) und durch die anterior-laterale Expressionsdomane (N); die Lage der Schnitte sind durch die
schwarzen Linien in J angedeutet. Die Sternchen markieren den Keimscheibenrand; weile Pfeilkdpfe deuten auf
Hypoblastzellen; mit Pluszeichen sind Cer? exprimierende Mesodermzellen gekennzeichnet. e: epiblast; h:
hypoblast. Maf3stab: A-J 200 ym, K 80 um, L-N 20 uym.

Im Stadium 4 und 5 finden sich Cer1 exprimierende Zellen in anterioren und lateralen Bereichen
der Keimscheibe und bilden ein rund-ovales Expressionsmuster. Der vordere Abschnitt des
Primitivstreifens  tritt im  Zentrum dieser neuen Doméane aufgrund der dichten
Expressionsintensitat hervor, wahrend das Expressionsmuster in der Peripherie aufgelockert und
inhomogen ist (s. Abb. 22 D/l und E/J). Im Stadium 5 exprimieren die Zellen des
Chordafortsatzes kein Cer? und dieser setzt sich von den umliegenden Cer1 exprimierenden
Zellen ab (s. Abb. 22 E und J). In Semidinnschnitten der anterior-lateralen Expressionsdoméane
exprimieren Mesodermzellen Cer1 wahrend Hypoblast und Epiblast kein Cer? exprimieren (s.
Abb. 22 N). Im Sagittalschnitt durch den Primitivknoten findet sich keine Cer7-Expression in
Epiblastzellen (Pfeil in Abb. 22 M) oder im Hypoblasten wahrend Mesodermzellen Cer1 schwach
exprimieren.
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4 DISKUSSION

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde der globale Einfluss des Hypoblasten auf Musterungsprozesse
im Epiblasten untersucht. Hypoblast-Resektionsexperimente an definierten Pragastrulations-
stadien flihrten zu einer =zeitlich und raumlich definierbaren ektopen Induktion des
Mesodermmarkers Brachyury im Epiblasten: Epiblastzellen aus anterioren und zentralen
Bereichen der Keimscheibe im Stadium 1, die nach Hypoblastresektion das Brachyury-Gen
exprimieren, verlieren diese Kompetenz bereits im Stadium 2. Auch die orthotope Brachyury-
Expression (im Primitivstreifen) wird mit zunehmendem Entwicklungsalter unabhangiger vom
inhibierenden Einfluss des Hypoblasten.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden individuelle Signalzentren anhand von Expressionsmustern
solcher Gene definiert, die eine Rolle bei den Musterungsprozessen wahrend der Gastrulation
spielen: Cx32 wird in frihen Stadien innerhalb eines zentral-anterioren Bereiches mit geringerer
Starke exprimiert als in Randbereichen der ventralen Schicht; die polarisierte Expression von
Cx32 geht damit der morphologischen (anterior-posterioren) Polarisierung des Embryos voraus.
Cx43 wird zunachst im gesamten Epiblasten, anschlieffend jedoch innerhalb der PGE und im
sich bildenden Primitivstreifen mit geringerer Intensitat exprimiert. Auch die Wnt3-Expression
findet sich in frihen Stadien im gesamten Epiblasten, wird im Stadium 2 jedoch nur innerhalb der
PGE und entlang des Randbereiches exprimiert, wobei ein zentral-anteriorer Bereich des
Epiblasten ausgespart bleibt. Auch mRNA-Transkripte des Wnt-abhangigen Transkriptionsfaktors
Lef1 finden sich innerhalb der PGE und im Primitvstreifen, wobei die Expression erst im Stadium
2 beginnt. Die Expression von -Catenin spiegelt zunachst das ubiquitdre Vorkommen dieses
Proteins in seiner konstitutiven Eigenschaft in Zellkontakten zwischen Hypo- bzw. Epiblastzellen
wider. Erst im Stadium 3 findet sich eine verstarkte Expressionsintensitat in neu gebildeten
Mesodermzellen, die auf die drtliche Verwendung von -Catenin als intrazellulares Signalmolekl
zurtckgefiihrt werden kann. Das Signalmolekil Cer? bildet eine Expressionsdomane im
Hypoblasten, die im Stadium 1 in zentral-anterioren Bereichen der Keimscheibe zu finden ist. Im
Stadium 3 exprimieren ferner Epiblast- und Mesodermzellen des anterioren Primitivstreifens das
Cer1-Gen.

4.1 Methodisches

411 Modellorganismus

Viele Pioniere der Embryologie nutzten das Kaninchen seinerzeit als entwicklungsbiologischen
Modellorganismus (z.B. Hensen 1876; Rauber 1876; van Beneden 1880; Kolliker 1882). Die
Entdeckung des Primitivknotens durch Viktor Hensen in Kaninchenembryonen (Hensen 1876;
Viebahn 2001) steuerte z.B. das morphologische Element fir die Entdeckung des sogennanten
Organisatorprinzips beim Sauger bei (Spemann und Mangold 1924; Waddington 1934), das
zahlreiche Forscher bis in die heutige Zeit fasziniert (z.B. Blum et al. 1992; Niehrs 1999; Foley et
al. 2000; Knoetgen et al. 2000). Seit dieser Zeit wurde das Kaninchen mehrere Male aufgrund
seiner Vorteile bei Untersuchungen zur Gastrulation und Neurulation ,wiederbelebt” (Rabl 1915;
Aasar 1931; Waterman 1943; Viebahn 1995; Viebahn et al. 1995a): In den Gastrulationsstadien
ist der flache Kaninchenembryo dem becherférmigen Mausembryo hinsichtlich Ubersichtlichkeit
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und experimentellem Zugang Uberlegen. Die hier vorgestellten Untersuchungen belegen, dass im
Kaninchen aufgrund der planen Morphologie die Domanen der Genexpressionen einfach
bestimmt und morphologischen Strukturen der Keimscheibe zugeordnet werden kénnen. Die
Kulturexperimente zeigen, dass es mdglich ist, die Keimscheiben in ahnlicher Weise wie beim
Huhn zu kultivieren und aufgrund des leichten Zuganges Manipulationen vorzunehmen (vgl. auch
Fischer et al. 2002). Die Blastozysten lassen sich durch Aussplilen der zuvor frei praparierten
Uteri leicht gewinnen und sind zu Beginn der Gastrulation (etwa 6,5 dpc) noch nicht in die
Gebarmutterschleimhaut implantiert (Viebahn 1999). Die Ausbeute an Embryonen liegt pro Wurf
bei etwa 6-15 und kann durch hormonelle Stimulation (Superovulation) deutlich erhéht werden
(A. Navarette-Santos und C. Viebahn, pers. Mitteilung). Jedoch wurde in dieser Arbeit auf eine
Superovulation verzichtet, da es dadurch in Folge der erzeugten hohen Anzahl an Blastozysten
zu einer starken Abweichung der gewinschten Stadien kommen kann (C. Viebahn, pers.
Mitteilung).

Ein weiterer Vorteil des Kaninchens ergibt sich aus der im Vergleich zu den Nagetieren héheren
phylogenetischen Verwandschaft der Lagomorpha, zu denen das Kaninchen gehért, zu den
Primaten einschliellich des Menschen (Graur et al. 1996).

Die Nachteile sind verbunden mit den vergleichsweise teuren Haltungskosten in Folge der Grofke
der Tiere und dem dadurch benétigten Platz. Obwohl das Kaninchen schon in den 20iger und
30iger Jahren des letzten Jahrhunderts ein bevorzugtes Tier flr genetische Untersuchungen war
(Castle und Sawin 1941), sind aufgrund seiner im Vergleich zur Maus langen Generationsdauer
(sechs Monate) moderne molekulargenetische Techniken wie die Generierung transgener Tiere
erschwert. Ebenso sind viele molekularbiologische Methoden, wie sie in anderen
Modellorganismen etwa der Maus, dem Krallenfrosch oder dem Zebrafisch angewendet werden
(z.B. in vitro Gewebe-Rekombinationsassays, RNA-Injektionen oder posttranskriptionelles ,Gene-
Silencing” durch RNA-Interferenz) im Kaninchen noch nicht etabliert und kénnen auch nicht ohne
weiteres Ubertragen werden.

4.1.2 Flachkulturtechnik

Die in dieser Arbeit angewandte Technik zur Kultivierung der Embryonen basiert auf einer im
Huhnchen entwickelten Methode (New 1955): der Embryo wird mit Hilfe eines Glasringes flach
aufgespannt, welcher die Vitellinmembranen unter Spannung halt; der Glasring wird auf ein mit
Albumen gefiilltes Uhrenglas gelegt und der Embryo so kultiviert (Flachkultur). Dadurch wurde es
moglich, Embryonen auferhalb des Eies (iber einen langeren Zeitraum zu kultivieren und
Manipulationen vorzunehmen (vgl. Chapman et al. 2001).

Diese Methode wurde stark modifiziert, um den Besonderheiten der in friihen Stadien kleineren
und damit empfindlicheren Saugerembryonen gerecht zu werden (vgl. Abschnitt 2.7). Da es sich
um unphysiologische Wachstumsbedingungen handelt (fehlender Blastozysteninnendruck,
gasformiges Umgebungsmedium im Inkubator mit hohem Sauerstoffpartialdruck, Kontakt des
extraembryonalen Gewebes mit dem Kulturmedium an der Phasengrenze, fehlendes maternales
Milieu), ist eine Abweichung von der normalen Entwicklung unter in vivo Bedingungen
unvermeidbar. Allerdings zeigte sich in der Mehrzahl der inkubierten Embryonen ein korrektes
Fortschreiten der embryonalen Entwicklung im Sinne der Ausbildung morphologischer
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Entwicklungsmerkmale (vgl. Abschnitt 3.1.1): Nur selten wurde eine Degeneration der
Keimscheibe oder ein asymmetrisches Wachstum im Sinne einer Fehlbildung beobachtet;
vielmehr zeigten Epiblast und Hypoblast der Kontrollgruppe eine korrekte Schichtung und
regelrechte Morphologie (s. Abb. 6 E und F). Allerdings erschienen die inkubierten Keimscheiben
regelmafig dicker und plumper als die von frisch gewonnenen und fixierten Blastozysten.

Aus den Kulturexperimenten geht hervor, dass (1) junge, morphologisch wenig differenzierte
Stadien unter den Kulturbedingungen schlechter gedeihen; (2) die Resektion des Hypoblasten in
diesen Stadien einen mdglichen entwicklungsbeschleunigenden Effekt hat und (3) die
Hypoblastresektion in Embryonen des Stadium 3 eher hemmend auf die weitere Differenzierung
im Vergleich zu den Embryonen der Kontrollgruppe wirkt. In kultivierten Keimscheiben des
Stadium 1 wurde allerdings in der Halfte aller Falle (14/27) eine orthotope Brachyury-
Expressionsdomane gefunden, wie sie physiologischerweise in der PGE auftritt. Dies deutet auf
molekularer Ebene auf die Ausbildung dieser morphologisch definierten Struktur hin.
Kaninchenembryonen in Neurulationsstadien, die Uber 4-24 Stunden unter den gleichen
Bedingungen kultiviert worden waren, entwickelten sich ebenfalls gut und zeigten ein
regelrechtes Fortschreiten der embryonalen Entwicklung (Fischer et al. 2002).

Wie in allen Kulturmodellen handelt es sich um den Versuch, die in vivo Bedingungen fir die
jeweiligen Zellen moglichst genau zu imitieren. Das hier vorgestellte Kulturmodell entspricht in
folgenden Punkten nicht den physiologischen Gegebenheiten, wodurch wiederum eine
Abweichung von der normalen embryonalen Entwicklung hervorgerufen werden kénnte: (1)
Keimscheiben der in dieser Arbeit untersuchten Stadien entwickeln sich unter in vivo
Bedingungen in einer Blastozyste, welche dem Gewebe eine bestimmten Spannung verleiht
sowie einen komplexen Stoffwechsel besitzt (Jung et al. 1987; Fischer 1988). (2) Blastozysten
sind von einer Mukoproteinschicht umgeben, die Einfluss auf die embryonale Entwicklung nimmt
(Kane 1974). (3) Maternale Faktoren (Uterusschleimhaut, Uterussekret, Hormone,
Sauerstoffpartialdruck und Temperaturverhaltnisse im Uterus; vgl. Fischer 1988) kdnnen in
diesem Modell nicht genau imitiert werden. (4) Ferner wird den Blastozysten durch die Spiilung
aus dem Uterus, dem Transfer und die Manipulation Stress in Form von
Temperaturschwankungen, Anderungen der Sauerstoff-/Kohlendioxidpartialdriicke sowie
mechanische Irritation zugeflihrt. (6) SchlieRlich konnten aufgrund des Kontaktes der
Epiblastzellen mit dem relativ festen Agarosesubstrat Zellwanderungsbewegungen in dieser
Schicht gestort werden, die eine wichtige Rolle insbesondere wahrend der Primitivstreifenbildung
spielen (Viebahn et al. 2002).

Aufgrund des nur kurzen Inkubationszeitraumes (16h), der gewahlten ZielgroRe (Ort der
Brachyury-Expression) sowie der zu diesem Zeitpunkt der Entwicklung Ubersichtlichen
Morphologie des Embryos reicht das Kulturmodell jedoch aus, die Fragestellung dieses Teils der
Arbeit, namlich den Effekt des Hypoblasten auf die Gen-Expression im Epiblasten, zu
untersuchen (vgl. Abschnitt 1.4).
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41.3 cDNA-Gewinnung, in situ Hybridisierung und Histologie

Die cDNAs der hier untersuchten Gene wurden aus gRNA amplifiziert, die entweder aus adultem
Kaninchenhoden (Cx32 und Cx43), aus 11,0 Tage alten (Wnt3, p-Catenin, Lef1°"® und Cer1)
oder aus 6,2 Tage alten Kaninchenembryonen (Lef?) stammt.

Ein 11,0 Tage alter Kaninchenembryo entspricht in seinem Entwicklungsstand etwa einem 9,5
Tage alten Embryo der Maus (vgl. Kaufmann 1992), bei dem zu diesem Zeitpunkt der
Entwicklung viele Entwicklungsgene auf Grund der zahlreichen parallel statt findenden
Differenzierungsprozesse (z.B. Neurogenese, Myogenese, Extremitaten- und Organentwicklung)
transkribiert werden, darunter z.B. auch die in dieser Arbeit untersuchten Vertreter der Wnt-
Signalmolekiilklasse (Gavin et al. 1990). Aufgrund der Grélie eines 11,0 Tage alten Embryos im
Vergleich zu den Entwicklungsstadien, die in dieser Arbeit untersucht wurden, bot sich dieses
altere Stadium zur Gewinnung ausreichender Mengen von gRNA an, da sonst sehr viele
Embryonen friherer Stadien bendtigt worden waren. Alle cDNAs der hier untersuchten
Entwicklungsgene konnten so aus gRNA eines einzigen Embryos kloniert werden. Ausnahmen
bildeten Lef1, da das Spliceverhalten in 6,2 dpc Keimscheiben Uberprift werden sollte (vgl.
Abschnitt 3.3.4), sowie die Connexin-Gene, die bekannterweise im Kaninchenhoden exprimiert
werden (Risley et al. 1992).

Zur Aufklarung der Expressionsmuster wurden digoxigeninmarkierte cRNA-Sonden eingesetzt.
Trotz einer groéleren Gefahr der raschen Degradierung der RNA durch die ubiquitar
vorkommenden RNAsen und hoherer Kosten in der Herstellung durch die verhaltnismafig teure
in vitro Transkription (vgl. Abschnitt 2.9.8), ist der Einsatz von RNA-Sonden aufgrund der
spezifischeren und stabileren Bindung an mRNA-Transkripte im Vergleich zu DNA-Sonden im
fixierten Gewebe von groRem Vorteil. Dies ist besonders in frihembryonalen Entwicklungsstadien
notwendig, da in sehr jungen Embryonen aufgrund weniger Zellen verhaltnismaRig wenig mRNA
vorliegt und die Embryonen molekular sowohl zellular als auch subzelluldr bereits stark
differenziert sind. Zur Sichtbarmachung der Genexpressionen wurde ein nicht-radioaktives in situ
Hybridisierungsverfahren fir Hautchenpraparate (sog. whole-mounts) angewandt, das auf der
Korbchen-Technik beruht (,whole mount in situ hybridisation“, WMISH). Dieses Verfahren wurde
zuerst fur in situ Hybridisierungen in der Fruchtfliege entwickelt (Tautz und Pfeifle 1989) und den
Gegebenheiten des Saugerembryos angepasst (Lowe und Kuehn 2000; Viebahn et al. 2002).
Der entscheidende Schritt, die Hybridisierung selbst, wird in einem luftdicht verschlossenen
Gefald durchgefiihrt und dadurch bei hohen Hybridsierungstemperaturen (70°C) eine konstante
Salz- und Formamidkonzentration der Hybridisierungslésung gewahrleistet. Durch die hohen
Hybridierungstemperaturen werden unspezifische Bindungen der cRNA-Sonde minimiert. Das
Protokoll erlaubt durch die Behandlung der Keimscheiben mit verschiedenen Detergenzien
(Tween20, CHAPS und Proteinase K) vor und wahrend der Hybridisierung ein tiefes Eindringen
der Sonden in das Gewebe. Die Korbchen-Technik, bei der das Gewebe in einem mit einem
Kunststoffnetz verschlossenem Kryorohrchen durch die Reaktionsldsungen gefihrt wird,
erleichtert Handhabung wund férdert die Gewebeschonung bei den zahlreichen
Inkubationsschritten und ware auch in automatischen Systemen einsetzbar (vgl. Plickert et al.
1997). Durch die Einbettung der gefarbten Keimscheiben in Technovit® und der sich
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anschlieBenden Anfertigung von 5um dicken Semidlinnschnitten konnte eine Verteilung der
Genexpression auch auf zellularer und subzellularer Ebene dargestellt werden.

4.2 Hypoblastresektionen

Die Ergebnisse der in Flachkulturtechnik inkubierten Keimscheiben bestatigen die vornehmlich in
der Maus erbrachten Beobachtungen (vgl. Abschnitt 1.3), dass der Hypoblast eine wichtige
regulatorische Funktion bei der Mesodermbildung im Kaninchenembryo einnimmt. Keimscheiben
in den hier untersuchten Stadien mit intaktem Hypoblasten exprimieren Brachyury nicht in
ektopen Bereichen: Der Hypoblast verhindert die Expression von Brachyury in anterioren
Bereichen, wahrend das Gen physiologischerweise im posterioren Teil des Epiblasten exprimiert
wird. Die plane Morphologie der Kaninchenkeimscheiben und die Méglichkeit, zwei Stadien mit
axialer Polaritat vor der Primitivstreifenbildung zu unterscheiden, ermdglicht es, innerhalb des
Epiblasten Kompartimente mit unterschiedlichem mesodermbildenden Potential ausfindig zu
machen. Die Ergebnisse zeigen ferner, dass Mesoderm innerhalb eines schmalen Zeitfensters
induziert wird.

Zu Beginn der morphologischen Differenzierung im Stadium 1 sind prinzipiell alle Epiblastzellen
in der Lage, sich zu Mesodermzellen zu differenzieren. Als eindricklichstes Ergebnis nach
reseziertem Hypoblasten exprimieren Embryonen dieses Stadiums das Brachyury-Gen innerhalb
der gesamten Keimscheibe; es finden sich spindelférmige Zellen, welche der Morphologie nach
Mesodermzellen entsprechen. Die Tatsache, dass nur 4 von 27 Keimscheiben mit entferntem
Hypoblasten dieses Ergebnis zeigen, kénnte methodische Griinde haben: (1) der Hypoblast
kénnte ungewollt nicht vollstdndig entfernt worden sein oder (2) von der Risskante zum
Dottersackepithel wahrend der Kultivierung nachgewachsen sein. (3) Ferner reagieren
Keimscheiben junger Entwicklungsstadien im Kulturmodell anders im Vergleich zu alteren
Embryonen. Da Hypoblastzellen ein gut ausgebildetes Zytoskelett von Intermediarfilamenten
besitzen und untereinander mit starken desmosomartigen Interzellularkontakten verbunden sind
(Viebahn et al. 1995b), ist der Hypoblast ein koharentes, leicht zu manipulierendes Gewebe, und
so scheint die erste Mdglichkeit als wenig wahrscheinlich. Ferner lasst sich die Vollstandigkeit der
Resektion stereomikroskopisch durch Betrachtung vor und nach der Operation leicht beurteilen.
Die zweite Mdglichkeit wird durch den histologischen Nachweis flacher Zellen der unteren
Gewebsschicht gestiutzt (s. Abb. 6 |, Abb. 7 G-I, Abb. 8 H), allerdings verhindern diese Zellen
nicht den Effekt des Fehlens des Hypoblasten unmittelbar nach der Resektion; wenn tberhaupt
kénnte die Mesodermbildung, die sich unmittelbar der Brachyury-Expression anschlieft,
verzogert werden, was z.B. in der ektopen Doméane anterior des Primitivstreifens beobachtet
wurde (s. Abb. 6 I).

Kaninchenembryonen junger Stadien entwickeln sich in diesem Kulturmodell morphologisch
langsamer als altere, insbesondere in der Kontrollgruppe (vgl. Abschnitt 3.1.1). Aus den in situ
Hybridisierungen geht jedoch hervor, dass sich Epiblastzellen im Stadium 1 von Embryonen mit
entferntem Hypoblasten weiterdifferenzieren und in 24 von 27 Fallen das Brachyury-Gen
angeschaltet wird. Die Heterogenitdt des Genexpressionsmusters liegt weniger in den
Kulturbedingungen begriindet, da alle 27 Embryonen auf die gleiche Art und Weise kultiviert
wurden und so die Voraussetzungen fiir die Epiblastzellen sich weiter zu differenzieren sehr
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ahnlich sein missten. Folglich sind wahrscheinlichere Griinde fiir die unterschiedliche Reaktion
des Epiblasten nach Hypoblastresektion zum einen eine generell unterschiedliche Kompetenz
innerhalb des Epiblasten (starker im Zentrum und schwacher in der Peripherie) und zum anderen
ein enges Zeitfenster der Mesoderminduzierbarkeit in Epiblastzellen: die kultivierten
Keimscheiben waren méglicherweise, obwohl sie optisch alle einem Stadium 1 entsprachen, zum
Zeitpunkt der Hypoblastresektion nicht exakt im gleichen Entwicklungsstadium. Der Ubergang
vom Stadium 1 bis zur Ausbildung der PGE im Stadium 2 ist eine transiente Entwicklung von
etwa sechs Stunden Dauer. Die Ansprechbarkeit der Epiblastzellen konnte moéglicherweise nur
ein bis zwei Stunden dauern und Epiblastzellen im spaten Stadium 1 lieRen sich nicht mehr
vollstandig auf mesoderminduzierende Signale transformieren. Diese ,Epiblastkompetenz®
kénnte anhand eines Morphogengradienten ausgehend vom extraembryonalen Gewebe
(Dottersackepithel oder Trophoblast) kontrolliert werden, zumal die Ansprechbarkeit des
Epiblasten auf mesoderminduzierende Signale in der Peripherie schwacher zu sein scheint als im
Zentrum der Keimscheibe.

Kein Embryo der Kontrollgruppe und nur ein Embryo mit scheinoperiertem Hypoblasten
entwickelte die orthotope Brachyury-Expressionsdomane; folglich sind Keimscheiben in vitro mit
Hypoblasten nicht in der Lage, Brachyury innerhalb der PGE zu exprimieren und das Mesoderm-
programm zu starten. Das kénnte ein Ausdruck einer gestérten Zellwanderung im Epiblasten
sein, der sich im Kulturmodell auf dem Agarosesubstrat befindet. Vor Ausbildung der PGE
wurden Zellwanderungen im Epiblasten aus anterioren und zentralen Bereichen nach posterior
beobachtet (Viebahn et al. 2002). Als ein wichtiger Schritt der Mesodermformation im Sauger
wird die Reduktion der Proliferationsrate in Epiblastzellen der PGE angesehen (Viebahn et al.
2002), ein mdoglicherweise konservierter Mechanismus, der auch der Gastrulation in der
Fruchtfliege und im Krallenfrosch vorausgeht (Seher und Leptin 2000; Kurth 2005). Die
Entfernung des Hypoblasten kénnte die Proliferationsrate im Epiblasten vermindern und so das
Brachyury-Gen, als den ,Hauptschalter des Mesodermprogramms, induzieren. Die raumliche
Verteilung der Kompetenz des Epiblasten, Brachyury zu induzieren, kénnte die lokale Verteilung
des Proliferationszustandes im Epiblasten zu Beginn der Kultur widerspiegeln.

In kultivierten Embryonen des Stadium 2 mit entferntem Hypoblasten entwickeln die meisten
Keimscheiben eine vergroRRerte orthotope Brachyury-Domane mit vergroRertem Primitivstreifen.
Desweiteren wird Brachyury von Mesodermzellen entlang des lateralen und anterioren
Keimscheibenrandes exprimiert, die mit der posterioren orthotopen Domane in Verbindung
stehen. Dies konnte Ausdruck von Mesodermzellen sein, die nach anterior auswandern und das
Brachyury-Gen nicht -wie unter physiologischen Bedingungen- ,abschalten®. Im Stadium 2, in
dem die Primitivstreifenentwicklung durch Ausbildung der PGE vorgegeben ist, scheint der
Hypoblast folglich die EMT im Sinne einer Feinregulation zu modulieren.

Im Stadium 3 ist der Effekt der Hypoblastresektion auf die Brachyury-Expression geringer und die
orthotope Doméane der Primitivstreifenregion ist im Vergleich zu den Kontrollen bzw. zu der
VergroRerung dieser Doméane der Keimscheiben des Stadium 2 mit entferntem Hypoblasten nicht
wesentlich vergroRert. Die Kompetenz des Epiblasten im Primitivstreifenstadium schwindet;
moglicherweise ist das Entwicklungsschicksal anteriorer Epiblastzellen zur weiteren
Differenzierung in Neuroektoderm oder in epidermales Ektoderm festgelegt.
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Der Effekt des Hypoblasten auf die Mesodermbildung wurde bislang auch in anderen
entwicklungsbiologischen Modellorganismen (Huhn und Maus) untersucht. Dabei ergeben sich
im Vergleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede. Im
Huhn induziert der Hypoblast nach Rotation um 90° einen zusatzlichen Primitivstreifen
ausgehend von der neuen Position des posterioren Hypoblastabschnittes (Waddington 1933).
Dabei beeinflusst der Hypoblast Zellwanderungen im Epiblasten und nicht das Schicksal der
Epiblastzellen z.B. im Sinne einer direkten Anderung von Genexpressionen (Foley et al. 2000).
Nach kompletter Entfernung des Hypoblasten in Stadien, in denen sich noch kein Primitivstreifen
ausgebildet hat, entwickeln sich mehrere Primitivstreifen und folglich mehrere Achsen nach
24stindiger Inkubation. Die Antagonisierung von Nodal durch das Signalprotein Cerberus, das
auch im Huhn im Hypoblasten exprimiert wird, verhindert die Ausbildung von zusatzlichen
ektopen Primitivstreifen im Hihnerembryo; jedoch wurde weder eine ektope Expression von
Mesodermmarkern auf’erhalb der Primitivstreifenregion noch eine VergroRerung der
Primitivstreifendomanen mit einer Gberschissigen Mesodermbildung beobachtet (Bertocchini und
Stern 2002). Diese Unterschiede spiegeln die unterschiedliche Entwicklung des Hypoblasten
beim Sauger und bei Vogeln wider (vgl. Abschnitt 1.1.2) und suggerieren, dass der Epiblast des
Huhnes im wesentlichen durch Autoregulation seine Mesodermbildungskompetenz organisiert,
wahrend der Epiblast beim Sé&uger unter der direkten Kontrolle eines benachbarten,
extraembryonalen Gewebsabschnittes, des Hypoblasten, steht.

Aufgrund der komplexen Morphologie des Eizylinders der Maus sind Manipulationen schwerer
durchfliihrbar als im Kaninchen oder Huhn; dariiber hinaus ist eine zufriedenstellende Beurteilung
der resultierenden Expressionsmuster erschwert (vgl. Abschnitt 1.3). Aus diesem Grund wurden
Experimente durch Rekombinations-Assays durchgeflihrt, in denen das induktive Potential des
Hypoblasten der Maus untersucht wurde (Kimura et al. 2000; Perea-Gomez et al. 2001b):
Hypoblast-Explantate hemmen die Expression der Mesodermmarker Brachyury und Cripto im
Epiblasten der Mausgastrula (Kimura et al. 2000). Die Cer1'/'/Lefty'/' Doppelmutante entwickelt
ektope Primitivstreifen, so dass im Sauger Nodal zur Primitivstreifenbildung bendtigt und durch
Cer1 und Lefty?l antagonisiert wird; dariber hinaus ist die korrekte Expression von
Primitivstreifengenen wie z.B. Brachyury, Cripto oder goosecoid in den Doppelmutanten gestort,
so dass Lefty? und Cer1 in der Maus eine regulatorische Funktion bei der Musterung des
Primitivstreifens besitzen (Perea-Gomez et al. 2002). Nodal induziert im Hypoblasten der Maus
nach anterior gerichtete Zellwanderungsbewegungen; dadurch wird anterior durch die Expression
von Lefty1 und Cer1 im Hypoblasten die mesoderminduzierende Wirkung von Nodal gehemmt,
jedoch posterior die Primitivstreifenbildung initiiert und schlieBlich die anterio-posteriore Achse
ausgebildet (Yamamoto et al. 2004). Ob diese Zellwanderungsbewegungen im Hyoblasten der
Maus durch die Eizylinderform bedingt oder ein generelles Phanomen der Saugerentwicklung
sind, wird die Analyse der Zellwanderungsbewegungen des Hypoblasten des Kaninchens zeigen.
Nicht zuletzt kann man die Zellbewegungen dann auch mit denen der unteren Zellschicht im
Hihnerembryo vergleichen (Bertocchini und Stern 2002).

Obwohl tber die molekulare Natur der Primitivstreifenbildung in Huhn und Maus viel bekannt ist,
ist die Lokalisation der Molekille wahrend der epithelio-mesenchymalen Transformation des
Saugers noch weitgehend ungeklart (Rivera-Perez et al. 2003; Perea-Gomez et al. 2004). Aus
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den Ergebnissen der Hypoblastresektionen im Kaninchen geht nun hervor, dass mit der
Ausbildung der PGE im Stadium 2 die Primitivstreifenbildung im posterioren Teil der Keimscheibe
unwiderruflich festgelegt wird und die anterio-posteriore Achse des Embryos feststeht. Im
Stadium 1 sind dagegen prinzipiell noch alle Epiblastzellen in der Lage, zu Mesodermzellen
transformiert zu werden; in diesem Stadium ist die anterio-posteriore Achse durch den VRB zwar
vorgegeben, muss jedoch noch (durch den Einfluss des Hypoblasten) fixiert werden.

4.3 Sequenzanalysen und Expressionsmuster

Die in dieser Arbeit untersuchten Gene zeigen zum Teil sehr dynamische Expressionsmuster.
Durch die flache Morphologie der Keimscheibe und die definierte Stadieneinteilung des
Kaninchens lassen sich Genexpressionen in einem raumlichen und zeitlichen Muster
beschreiben, indem die Genexpression bereits in der Aufsicht der Keimscheibe spezifischen
Domanen und in der histologischen Analyse der jeweiligen Zellschicht zugeordnet werden
konnte. Eine Ubersicht der klonierten Gene mit Angabe der Sequenzhomologien und Zuordnung
der Genexpressionen zu den Gewebsschichten ist in Tabelle 11 dargestellt.

Gen Homologien | Stadium 0 | Stadium 1 | Stadium 2 | Stadium 3 > Stadium 4
hs; mm (%) | (5,5 dpc) (6,0 dpc) (6,2 dpc) (6,5 dpc) (7,0 dpc)
Cx32 92,9; 90,7 Hyp Hyp Hyp Hyp Hyp
Cx43 93,4; 89,7 Epi Epi Epi Epi/Mes Epi/Mes
Wnt3 96,2; 97,7 n.u. Epi Epi Epi/Mes Epi/Mes
pCat 95,3; 89,3 Epi/Hyp Epi/Hyp Epi/Hyp Epi/Mes/Hyp | Epi/Mes/Hyp
Lef1 94,8; 90,9 _ Epi Epi/Mes/Hyp | Epi/Mes/Hyp
Cer1 83,0; 77,0 Hyp Hyp* Hyp* Hyp*/Epi/Mes | Hyp*/Epi/(Mes)

Tabelle 11: Ubersicht der in dieser Arbeit untersuchten Gene und deren stadienabhéngige Expression in den
Gewebsschichten der Keimscheibe. Die Homologien der jeweiligen cDNAs zur menschlichen (hs) und murinen
(mm) Sequenz sind in der zweiten Spalte angegeben. Die grauschraffierten Felder geben an, ob eine
Polarisierung entlang der anterior-posterioren Achse anhand des Expressionsmusters sichtbar ist. Epi: Epiblast,
Hyp: Hypoblast; Mes: Mesoderm. n.u.: nicht untersucht. *: nur in anterioren Abschnitten des Hypoblasten

Durch die Zuordnung der Gene zu den Gewebsschichten der Keimscheibe lassen sich zum einen
Hypoblast und Epiblast im Hinblick auf Signalemission und -verarbeitung klar voneinander
unterscheiden, zum anderen werden alle untersuchten Gene bereits vor der Primitivstreifen-
entwicklung polarisiert exprimiert. Die Expressionsmuster von Cx32 und Cer1 zeigen, dass der
Hypoblast im Kaninchen eine friihe Polarisierung entlang der antero-posterioren Achse aufweist,
welche der molekularen Musterung im Epiblasten und der morphologischen Differenzierung der
gesamten Keimscheibe vorausgeht. Diese Ergebnisse stlitzen damit friihere Untersuchungen
Uber differentielle Genexpressionen im Hypoblasten (Rosenquist und Martin 1995; Thomas und
Beddington 1996; Weisheit 2002).

4.3.1 Sequenzanalysen von Connexin 32 (Cx32) und Connexin 43 (Cx43)

Connexine sind an der Bildung und Regulation von Gap junctions beteiligt. Bis heute sind im
Genom der Maus 20 und im Menschen 21 Connexine identifiziert worden (Sohl und Willecke
2003). Innerhalb verschiedener Spezies finden sich fir die jeweiligen Connexine sowohl auf
cDNA- als auch auf Proteinebene sehr starke Homologien (Beyer und Willecke 2000). Diese
Beobachtungen haben sich auch fir die im Kaninchen klonierten Connexine bestatigt (s. Tabelle
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5). Die Rate identischer Nukleotide reichte bei Cx32 und Cx43 von 93% im Vergleich zur
menschlichen cDNA bis etwa 80% im Vergleich zu der des Huhnes; auf Proteinebene zeigten
sich bei beiden Connexinen Homologien bis zu 98% zu den Saugerspezies, jedoch ist Cx43 im
Vergleich zum Huhn mit Gber 90% deutlich starker konserviert, wahrend die Homologien fir Cx32
hier nur etwa 74% betragen. Dieser Unterschied zwischen den beiden Connexinen zeigt sich
ebenfalls beim Vergleich der Maus- und Menschsequenz zum Huhn (nicht gezeigt). Die N-
terminalen Bereiche unterschiedlicher Cx32-Proteinssequenzen verschiedener Spezies sind
stark, wahrend die (zytoplasmatischen) C-terminalen Doméanen nur schwach konserviert sind (s.
Abb. 23; vgl. auch Beyer und Willecke 2000).

Cx32 (1) - ——————————————————— MVLVVAAESVWGDEKSSFICNTLOPGCNSVCY-HFFPIS
Cx43 (1) VQAYSTAGGKVWLSVLFIFRILLLGTAVESAWGDERSAFRCNTQOPGCENVCYDKSEPIS
S R Y YA NA Ay, £l
Cx32 (46) HVRLWSLOLILVSTPALLVAMHVAHQOHIEKKMLRLEG-—-——-—————————— HVDPLQLE
Cx43 (61) HVRFWVLOITFVSVPTLLYLAHVEFYVMRKEEKLNKKEEELKVAQTDGVNVEMHLKQIEIK
111 Im2] 111777 Tz
Cx32 (92) EVEKR----- HEKVHISGTLWWITYVISVVFRLLFEAVEMYVEYLLYPGYAMVRLVKCEAYPC
Cx43 (121) KFKYGIEEHGKVKMRGGLLRTYITISILFKSVFEVAFLLIQWYIY-GFSLSAVYTCKRDPC

T J11111171M3/711111/ E2
Cx32 (147) PNTVDCEVSRPTEKTVETVEMLAASGICIILNVAENVVYLIIRACARRAQRRSN-—————-
Cx43 (180) PHQVDCFLSRPTEKTIFIIFMLVVSLVSLALNIIELFYVFFKGVKDRVKGKSDPYHATTG
/111111 MAL] 1)) 12
Cx32 (200) f-=-P-=—=—=——————————————— PSRKGSGFGHRLSPEYKQNE----INKLLSEQDGSL
Cx43 (240) PLSPSKDCGSPKYAYFNGCSSPTAPLSPMSPPGYKLVTGDRNNSSCRNYNKQASEONWAN]
I3

Cx32 (233) KDILRRSPGTGAGLAEKSDRCSAC*
Cx43 (300) YSAEQNRMGQAGSTISNSHAQPFDFPDDNQONSKKLAAGHELQPLAIVE (-)
I3

Abb. 23: Vergleich der von der cDNA abgeleiteten Proteinsequenzen von Cx32 und Cx43 im Kaninchen.
Ubereinstimmungen der Sequenzen sind rot, Ahnlichkeiten blau hervorgehoben. Innerhalb der beiden schwarzen
Umrandungen liegen die Abschnitte der Sequenzen, welche die schwach konservierten intrazellularen Schleifen
der Proteine bilden. M1-M4 bezeichnet die 4 Transmembrandomanen, |1 und 12 die intrazelluldren Schleifen, E1
und E2 die extrazellularen Schleifen, in denen je 3 Cysteinresiduen (fett) hochkonserviert sind. * = Stoppcodon.

Die Homologie der abgeleiteten Proteinsequenzen von Cx32 und Cx43 des Kaninchens

zueinander betragt 40%. Sie ist in den Bereichen am geringsten, die fiir die zytoplasmatischen
Regionen kodieren (schwarze Umrandungen in Abb. 23). Hohe Homologien findet man hingegen
innerhalb der transmembrandren Domanen (M1-M4) und der extrazellularen Schleifen (E1 und
E2), die wiederum jeweils drei hochkonservierte Cysteinresiduen enthalten, die an der Bildung
von Gap junctions wesentlich beteiligt sind (Dahl et al. 1992). Man vermutet, dass die stark
konservierten transmembranaren und extrazellularen Bereiche fir das Erkennen und Andocken
an die gleichen Domanen ihrer Gegenspieler verantwortlich sind, wahrend die schwach
konservierten zytoplasmatischen Doméanen die fir die jeweiligen Connexine typischen
regulativen Funktionen Ubernehmen. Dazu zahlen z.B. Regulation der Leitfahigkeit der Kanale
uber cAMP-abhéngige Phosporylierung (Saez et al. 1998) oder ein direkter Einfluss auf
Zellproliferation unabhangig von der Kanalfunktion (Moorby und Patel 2001).

Anhand des Sequenzvergleichs von Cx32 und Cx43 wird ebenfalls deutlich, dass sich ihr
unterschiedliches Molekulargewicht im Wesentlichen aus den verschieden langen
zytoplasmatischen Domanen ergibt: So ist die Proteinsequenz von Cx32 in der ersten
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zytoplasmatischen Schleife um 19 AS und in der C-terminalen Domane um 57 AS kirzer als
Cx43 (mit den in der Cx43 Kaninchensequenz nicht enthaltenen 23 AS ist Cx32 somit insgesamt
um 80 AS kirzer).

4.3.2 Expressionsmuster von Connexin 32 (Cx32) und Connexin 43 (Cx43)

Die mRNA-Expressionsmuster von Cx32 und Cx43 zeigen Gemeinsamkeiten mit der bekannten
Proteinexpression und bestéatigen die Beobachtung, dass Cx32 und Cx43 eigenstandige
Kommunikationskompartimente im Kaninchenembryo definieren (Liptau und Viebahn 1999). Da
Gap junction-Semikanale, die sich aus den Connexinen 32 und 43 aufbauen, sich in vitro nicht
anlagern um einen vollstandigen Kanal zu formen (Elfgang et al. 1995), kann man die Connexin-
Kommunikationskompartimente im Epiblasten bzw. in der ventralen Zellschicht als funktionell
getrennt betrachten. Innerhalb des Cx32- und Cx43-Hauptkompartimentes finden sich
desweiteren Subkompartimente in Folge unterschiedlicher Expressionsintensitaten. Ein
ringférmiges Subkompartiment mit stérkerer Cx32-Intensitat findet sich in allen untersuchten
Stadien entlang des Keimscheibenrandes, das einen zentral liegenden Bereich mit geringer oder
fehlender Expression umschliel3t. Dieses ringférmige Subkompartiment ist entlang des vorderen
Randes schmaler als posterior, wodurch sich der anteriore Pol der Keimscheibe anhand des
Cx32-Expressionsmusters auch im Stadium 0, das noch keine morphologische Differenzierung
zeigt, molekular definieren lasst. Die frihe Polarisierung der Cx32-Expression im Hypoblasten
erganzt molekulare Untersuchungen des Hypoblasten, bei denen eine differentielle
Genexpression vor dem Auftreten einer morphologischen Differenzierung und vor einer
molekularen Polarisierung im Epiblasten gefunden wurden (Weisheit 2002). Die intensive
Expression von Cx32 entlang des anterioren Randes wiirde somit auf molekularer Ebene die sich
ausbildende (morphologische) Differenzierung des VRB im Stadium 1 ,anklindigen®, der durch
eine glatte Begrenzung des anterioren Keimscheibenrandes gekennzeichnet ist (Liebke 1996;
vgl. Einleitung). Das Stadium 0, dessen Kontur nach der morphologischen Stadieneinteilung
unscharf mit dem extraembryonalen Gewebe verzahnt ist, wiirde somit durch die molekulare
Differenzierung weiter unterteilt werden kénnen, wobei die polarisierte mRNA-Expression des
konstitutiven Proteins Cx32 einen ersten Schritt darstellen kénnte.

Auf Proteinebene wurde entlang des Keimscheibenrandes im Hypoblasten ebenfalls ein
ringférmiges Cx32-Subkompartiment beschrieben, wobei die Untersuchungen mit der
morphologischen Differenzierung im Stadium 1 begannen und bis zu Primitivknotenstadien
reichten. Allerdings Uberlappte die Proteinexpression den durch die Epiblast-Trophoblast-Grenze
definierten Keimscheibenrand (Liptau und Viebahn 1999). Uber die Prozession von Connexinen
ist bekannt, dass diese sehr schnell transkribiert werden, das Protein jedoch nicht unmittelbar in
die Plasmamembran eingebaut wird (De Sousa et al. 1993). Eine mogliche Erklarung dieser
Unterschiede zwischen der Protein- und mRNA-Expression ware somit durch die beobachteten
zentripetalen Wanderungsbewegungen von Hypoblastzellen begrindet (C. Viebahn, pers.
Mitteilung), wobei Uber den Keimscheibenrand auswandernde Hypoblastzellen erst an ihrer
definitiven Position das Cx32-Gen in die Plasmamembran integrieren und Gap-Junction-Kanale
aufbauen. Die Aufklarung des Cx32-Proteinexpressionsmusters in friiheren Stadien wirde die
Licke zwischen der polarisierten Cx32-mRNA-Expression (diese Arbeit) und der (,endgiiltigen®)
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morphologischen Differenzierung im Stadium 1 (Viebahn et al. 1995a; Liebke 1996) schlielRen
und zeigen, in welcher Phase des Stadiums 0 die anterio-posteriore Achse zum ersten Mal
definiert wird.

Das ringférmige Cx32-Kommunikationskompartiment markiert eine Domane geringerer Cx32-
Expression im zentral-anterioren Bereich der Keimscheibe, die sich schon im Stadium O
abzeichnet. Die Lage dieser Domane ,isolierter* Hypoblastzellen unterlegt die Region des
Epiblasten, aus der sich spater Neuroektoderm und die Kopfanlage differenzieren. Die
Lokalisation erinnert ferner an Expressionsmuster von Genen, die in die Kopfindunktion des
Saugers involviert sind und in frihen Entwicklungsstadien des Kaninchens (Stadium 0 und 1)
differentiell exprimiert werden: Die Transkriptionsfaktoren Otx2, Lim1 und Anf werden initial
innerhalb eines querovalen Expressionsmusters im Hypoblasten exprimiert (Weisheit 2002). Ein
solches quer-ovales Muster im anterioren Keimscheibendrittel ist jedoch nur bei Kaninchen
bekannt und dagegen bei der Maus offensichtlich nicht eindeutig feststellbar (vgl. Perea-Gomez
et al. 2001a). Auch die Signalmolekiile Dkk1 (Weisheit 2002) und Cer1 (Abschnitt 3.4.1) werden
innerhalb des Cx32-freien Areals exprimiert. Gene der Wnt-Kaskade wie Wnt3 oder $-Catenin,
die direkt in die Primitivstreifenbildung eingebunden sind, werden allerdings nur schwach in der
zentralen Cx32-freien Domane exprimiert, finden sich allerdings wie Cx32 mit starkerer
Expressionsintensitat entlang des Keimscheibenrandes (vgl. Abschnitt 3.3).

Da Gap-Junction-Kanale insbesondere bei der frihen Entwicklung und Kompaktion des
Saugerembryos eine Rolle spielen (Becker und Davies 1995), wurden verschiedene Connexine
und ihre Expression in frihen embryonalen Stadien charakterisiert. Dabei fand sich eine starke
Expression von Cx43 auf Protein- und cDNA-Ebene vom Zweizellstadium bis zur spaten
Blastozyste in Maus und Mensch (Maus: Dahl et al. 1996; Davies et al. 1996. Mensch: Hardy et
al. 1996; Bloor et al. 2004). Cx32 wurde auf mRNA-Ebene in beiden Spezies nicht
nachgewiesen, allerdings gelegentlich in schwacher Intensitat auf Proteinebene, so dass die
Expression von Cx32 in diesen Stadien maternal reguliert sein kénnte (Barron et al. 1989; Hardy
et al. 1996). In der Maus werden in Gastrulationsstadien die Connexine 31 und 43 exprimiert;
Cx32 Protein und mRNA konnten nicht nachgewiesen werden (Dahl et al. 1996), so dass die
Expression von Cx32 Protein im Kaninchen einen Unterschied zum Nager darstellt. Des Weiteren
wird Cx43 in der Maus in der inneren Zellmasse der Blastozyste und den sich daraus
entwickelnden Geweben exprimiert (Ruangvoravat und Lo 1992; Dahl et al. 1996); somit
exprimiert auch das viszerale Endoderm (VE) der Maus im Gegensatz zum Kaninchen Cx43. Es
bildet sich so ein Kommunikationskompartment aus Cx43 basierenden Gap junction-Kanalen im
gesamten Eizylinder der Maus. Dieser isoliert sich vom Cx31 exprimierenden extraembryonalen
Gewebe (Dahl et al. 1996). Wahrend im Kaninchen die Cx43 Expression nur auf den Epiblasten
beschrankt bleibt, ist in der Maus somit der Hypoblast -als extraembryonales Gewebe- in das
Cx43-vermittelte Kommunikationskompartiment einbezogen.

4.3.3 Sequenzanalyse von Wnt3

Die amplifizierte partielle Wnt3-cDNA-Sequenz des Kaninchens umfasst ca. 35% des
kodierenden Bereiches der Konsensussequenz von Mensch und Maus. Die cDNA und die

58



Diskussion

abgeleitete Proteinsequenz zeigen starke Homologien zu den bekannten Sequenzen von
Mensch, Maus, Huhn und Frosch.

Die hohe Konservierung von Wnt3 mit Homologieraten Uber 90% zwischen Sauger und
Amphibien auf Proteinebene (s. Tabelle 13) ist auRergewohnlich fiir ein Signalmolekil und stitzt
die Beobachtung, dass Wnt-Signale im evolutiondren Kontext eine zentrale Rolle in der
embryonalen Entwicklung von Vertebraten spielen (z.B. Wodarz und Nusse 1998).

*

cDNA | hg mm |gg XI*

Protein
oc* 91,9% |93,2% [85,7% |74,8%
98,3% [99,17% |98,3% |90,2%

hs 92,4% |85,3% |74,2%
98,8% 98,6% |91,7%

mm 83,8% |76,8%
98,6% |90,9%

* 76,3%
99 92,4%

Tabelle 12: Homologien der cDNA- und daraus abgeleiteten Aminosauresequenzen von Wht3 unterschiedlicher
Spezies. oc: oryctolagus cuniculus (Kaninchen), hs: homo sapiens (Mensch), mm: mus musculus (Maus), gg:
gallus gallus (Huhn), xI: xenopus laevis (Krallenfrosch). *: da nur partielle cDNA Abschnitte bekannt sind, wurden
beim Vergleich die anderen Sequenzen gekurzt.

Alle Signalproteine der Wnt-Familie besitzen eine dhnliche Molekilmasse (zwischen 39 kDa und
46 kDa) und zeigen ein hochkonserviertes Muster von 23 bis 24 Cysteinresiduen, die den
gleichen Abstand zueinander aufweisen. Wegen der geringen Ldslichkeit von Wnt-Proteinen ist
bislang nur wenig Uber die Proteinstruktur bekannt: Die N-terminale Region bindet an den
Rezeptor, die Aktivierung des Rezeptors erfolgt durch die C-terminale Domane des Proteins (Du
et al. 1995; Hoppler et al. 1996).

4.3.4 Expressionsmuster von Wnt 3

Wnt3 wird in den friihen untersuchten Stadien innerhalb der gesamten Keimscheibe und ab dem
Stadium 2 im posterioren Bereich des Embryos bzw. im Bereich des Primitivstreifens exprimiert
(s. Abb. 14). Hypoblast-, Epiblast- und Mesodermzellen exprimieren Wnt3.

Verglichen mit dem Whnit3-Expressionsmuster der Maus (Liu et al. 1999) bestehen neben
Gemeinsamkeiten auch deutliche Unterschiede:

(1) Whnt3-mRNA-Transkripte finden sich in der Maus etwa 6 Stunden vor der
Primitivstreifenbildung (6,25 dpc) im Bereich des posterioren proximalen Epiblasten an der
Grenze zum Trophoblasten des Eizylinders. Wirde man den Eizylinder zu einer Scheibe
ausbreiten (vgl. Yamaguchi 2001; Tam und Gad 2004) entsprache diese murine Wnt3-
Expressionsdomane dem sichelformigen Areal der PGE des Stadium 2 im Kaninchen. In friheren
Stadien der Maus fanden Liu und Mitarbeiter keine Wnt3-Expression in in situ Hybridisierungs-
Experimenten (Liu et al. 1999); durch quantitative Methoden (,real-time“-PCR) konnten in
friheren Stadien nur geringe Mengen an Wnt3-mRNA im 5,5dpc-Embryo sowie in der
Blastozyste nachgewiesen werden (Kemp et al. 2005). Die starke Expression von Wnt3 im
Stadium 1 des Kaninchens (s. Abb. 14 G) stellt somit einen Unterschied zur Maus dar. Die
Polarisierung des Expressionsmusters im Stadium 2 ist Ausdruck der Spezifizierung
unterschiedlicher Zellpopulationen innerhalb der Keimscheibe und weist auf einen
Differenzierungsprozess des Epiblasten hin; auch andere Gene wie Nodal und sein Kofaktor
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Cripto werden nach einer initialen Expression im gesamten Epiblasten und kurz vor Beginn der
Primitivstreifenbildung posterior polarisiert exprimiert (Conlon et al. 1994). Ferner wird in einem
der Wnit3-Expressionsdoméane ahnlichen Areal Brachyury exprimiert, ein Zielgen des Wnt/p-
Catenin-Signalweges (Arnold et al. 2000; Galceran et al. 2001). Die in der PGE exprimierten
Gene, die eine zentrale Rolle bei der Mesoderminduktion einnehmen, weisen auf eine wichtige
Rolle dieser Struktur hin, in dem die Primitivstreifenbildung vorbereitet wird (vgl. Viebahn et al.,
2002).

Da sich in friiheren Entwicklungsstadien der Maus keine oder nur sehr wenige Wnt3-Transkripte
finden, konnten bei der groRen Vielfalt der Wnt-Molekile (19 murine Wnt-Gene) andere Vertreter
der Wnt-Familie alternativ exprimiert werden. Ein mdglicher Kandidat in der Maus ware Whnt3a,
das schon im Blastozystenstadium exprimiert wird (Kemp et al. 2005). Da es sich bei der in situ
Hybridisierung um ein eher qualitatives Verfahren des mRNA-Nachweises handelt, kénnten auch
methodische Fehlerquellen vorliegen; die Menge der mRNA im Gewebe muss hierbei nicht mit
der Intensitat der Farbreaktion Uber die Zeit korrelieren. Neben dem Praparat in Abb. 14 G wurde
eine starke, homogene Farbung der Keimscheibe jedoch noch in zwei weiteren Embryonen des
Stadium 1 beobachtet (nicht gezeigt), die mit gleich langer Inkubationsdauer in der BM-PurpIe®-
Lésung inkubiert wurden. Mit quantitativen Methoden (z.B. Real-Time-PCR) wirde sich die Wnt3-
mRNA-Konzentration zu unterschiedlichen Entwicklungszeitpunkten eindeutig bestimmen lassen
kénnen.

(2) Im Kaninchen wird Wnt3 entlang des Keimscheibenrandes verstarkt exprimiert, so dass im
Stadium 3 die gesamte Keimscheibe und insbesondere ein zentrales Areal ohne Wnt3-
Expression umschlossen wird (s. Abb. 14 G-L). Innerhalb dieser anterio-zentralen Domane
werden - wie bereits in Abschnitt 4.3.2 erwahnt - Signalmolekiile wie Dkk1 (Weisheit 2002) oder
Cer1 (vgl. Abschnitt 3.4) exprimiert, die mesoderminduzierende Signale von Wnt- oder Nodal-
Molekilen antagonisieren. Da sich die jeweiligen anterioren Expressionsdomanen von Dkk1 und
Cer1 im Hypoblasten schon in friihren Entwicklungstadien finden (Dkk1: St.0, Cer?: St.1), kdnnte
die nach posterior verlagerte Wnt3-Expression im Epiblasten Folge der anterioren Etablierung
der Expressionsdomanen der Antagonisten sein. Neben der bekannten Inhibierung der Nodal-
und Wnt-Signale durch Dkk1 und Cer1 (Piccolo et al. 1999; Mao et al. 2001) konnte bislang nicht
gezeigt werden, dass Wnt-Gene durch diese Signalmolekile herunterreguliert werden.

Ein Kandidat fur die Regulation des Wnt3-Gens (,upstream“-Regulation) ist der Transkriptions-
faktor Otx2, der eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung der anterior-posterioren Achse im
Sauger spielt und im Kaninchen innerhalb der anterioren Keimscheibe exprimiert wird (Weisheit
2002): Otx2”-Mausmutanten entwickeln einen unpolarisierten Eizylinder mit distal verbliebenem
AVE (Ang et al. 1996); Dkk1 wird in den Mutanten nicht exprimiert, ist aber in der Lage, einen
normalen Phanotyp wiederherzustellen (Kimura-Yoshida et al. 2005).

Eine fortsatzartige Whnt3-Expression entlang des Keimscheibenrandes lasst sich in den beschrie-
benen Expressionsmustern der Maus schwer erkennen (vgl. Liu et al. 1999). Im Kaninchen ist sie
stadienabhangig unterschiedlich ausgebildet: Wahrend die Fortsatze im Stadium 2 nur bis in das
anteriore Drittel der Keimscheibe ragen, umschlieRen sie im Stadium 3 den gesamten Rand und
bilden sich im spaten Stadium 3 wieder zuriick (s. Abb. 14 H-L). Diese stadienspezifische Wnt3-
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Expression erinnert an die im Huhn beschriebenen zyklisch-oszillierenden Genexpressionen im
Rahmen der Somitenbildung (z.B. Pourquie 2003; Maroto et al. 2005), wobei gezeigt werden
konnte, dass kanonische Wnt-Signale eine zentrale Steuerungsfunktion in der Spezifizierung des
prasomitischen Mesoderms im Rahmen der Somitogenese tibernehmen (Aulehla et al. 2003).

(3) Wahrend die Expression in der Maus auf den posterioren Teil des Primitivstreifens beschrankt
bleibt (Liu et al. 1999), exprimieren im Kaninchen auch Zellen in anterioren Abschnitten des
Primitivstreifens sowie im Primitivknoten Wnt3 (s. Abb. 14 J-L). Die Expressionsintensitat nimmt
gradientenartig von posterior nach anterior ab. Die Etablierung eines solchen Wnt-
Signalgradienten entlang des Primitivstreifens im Huhn ist im Rahmen der weiteren
Spezialisierung mesodermaler Zellen insbesondere der Kardiogenese notwenig (Yamaguchi
2001): Ein starkes kanonisches Wnt-Signal induziert posterior die Differenzierung von paraxialen
Mesodermzellen zu Blutzellen; bei abgeschwéachtem Wnt-Signal werden im anterioren lateralen
Mesoderm zusammen mit BMP-Signalmolekilen Herz-Vorlauferzellen gebildet. Eine
Uberexpression von Wnt8c — das als ein starkes Wnt-Signal angesehen wird (Hume und Dodd
1993) - hemmt die Kardiogenese (Popperl et al. 1997). Ferner wird im Huhn eine Feinregulation
der Wnt-Aktivitat durch im Hypoblasten sezernierte Antagonisten wie Dkk1 oder Crescent
vorgenommen (Marvin et al. 2001). Obwohl von Crescent im S&duger noch kein Aquivalent
gefunden werden konnte, lasst die Expression von Dkk1 im Kaninchen, deren Domane im
Hypoblasten sich spangenférmig Uber dem anterior-lateralen Mesoderm befindet (Weisheit
2002), auf einen ahnlichen Mechanismus schliel3en. Ferner wird Dkk1 in der posterioren Halfte
des Primitivstreifens exprimiert, was auf einen modulierenden Einfluss wahrend der
Mesodermdifferenzierung, moglicherweise auch der Kardiogenese, hindeutet.

4.3.5 Sequenzanalyse von S-Catenin

Die Homolgien der p-Cateninsequenzen innerhalb der verschiedenen Spezies sind sehr hoch,
und die abgeleitete Kaninchen-Porteinsequenz weist zwischen 99,5% identische Aminosauren
zum Menschen und 98,5% identische Aminosauren zum Frosch auf (s. Tabelle 8). Das
Proteinprodukt des Segmentpolaritatsgens Armadillo der Fruchtfliege, dem Homolog zu g-
Catenin, ist mit 76% identischer Aminosauren ebenfalls stark konserviert. Insbesondere die
Armadillo-Doméanen, wovon in der abgeleiteten g-Catenin-Sequenz des Kaninchens die ersten
acht von zwdlf enthalten sind, zeigen ein stark konserviertes Muster aus 42 Aminosauren.
Funktionell interagieren die Armadillo-Domanen mit anderen Proteinen, z.B. mit E-Cadherin und
Zytoskelettkomponenten wie Fascin oder Axin oder dem Tumorsuppressor APC, ebenfalls ein
Protein der Armadillo-Superfamilie (Hulsken et al. 1994; Rubinfeld et al. 1995). Auch die
Interaktion mit Transkriptionsfaktoren der Tcf/Lef-Familie findet Gber die Armadillo-Motive von f3-
Catenin statt (Huber et al. 1997). Armadillo-Motive bilden eine kompakte Einheit und sind nicht
perlenkettenartig angeordnet. Sie treten nicht einzeln sondern mindestens zu sechst auf. Eine
Armadillo-Doméane mit 42 Aminosauren besteht aus 3 a-Helices, die durch eine kurze Schleife
verbunden sind und das Polypeptid um 90° drehen. Die Gesamtstruktur ist somit eine Serie von
a-Helices, die eine starre, rechtsgedrehte Superhelix bilden. Das B-Catenin-Protein ahnelt daher

in seiner Gesamtstruktur einer Hantel, deren mittlere stabférmige Armadillo-Repeat-Domanen
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jeweils von der carboxyterminalen Transaktivierungdomane und einer N-terminalen
Phosphorylierungsdoméane flankiert werden (Huber et al. 1997; Willert und Nusse 1998). Die
Phosphorylierungsdomane, die mehrere phosphorylierbare Serin- und Threoninreste enthalt,
tragt wesentlich zur Stabilitat des Molekdls bei: durch Phosphorylierung durch die Proteinkinasen
Zw3/GSK3 und CK1a im Wnt-Signalweg wird das Protein markiert und durch den Ubiquitin-Weg
im Proteasom der Zelle abgebaut. Bei dieser zentralen Funktion des Armadillo-Motivs fir p-

Catenin ist die auch beim Kaninchen gefundene ausgepragte Konservierung verstandlich.

4.3.6 Expressionsmuster von g-Catenin

Aufgrund der dualen Funktion von -Catenin zum einen als Strukturprotein, das beim Aufbau von
Cadherin-basierten Zellkontakten beteiligt ist, und zum anderen als zytoplasmatisches
Signalprotein im Whnt-Signalweg, ist seine Expression in vielen Zelltypen, insbesondere im
epithelialen Zellverband, zu erwarten (Butz und Larue 1995; Huelsken et al. 2000). So spiegelt
die Expressionsintensitdt von p-Catenin in den Aufsichtsbetrachtungen der Kaninchen-
keimscheiben zunachst pauschal die morphologisch-anatomischen Strukturen der Embryonen
gemal ihrer Zelldichte wider. Desweiteren dhnelt jedoch das Expressionsmuster von g-Catenin
den in Kaninchenkeimscheiben dieser Stadien beschriebenen lokalen Proliferationsmustern, wie
sie durch BrdU-Inkorporation ermittelt wurden (Viebahn et al. 2002). Bei zunachst schwacher
Expression im frihen Stadium O findet sich ab dem Stadium 1 eine erhdhte Expressionsintensitat
entlang des Keimscheibenrandes als Ausdruck der lokal erhéhten Zelldichte- und Zellproliferation
im VRB (s. Abb. 16 B, H, P und Q). Dementsprechend ist im Stadium 2 die Expressionsintensitat
innerhalb der PGE bei entsprechend niedriger Zelldichte und geringerer Proliferation geringer (s.
Abb. 16 C und I).

Im Gegensatz zu Wnt3, das im Stadium 2 wie Brachyury innerhalb der PGE exprimiert wird und
zusammen mit -Catenin zu den Mesoderm induzierenden Faktoren zahlt (Huelsken et al. 2000),
zeigt sich am posterioren Pol des Embryos Uberraschenderweise keine erhdhte p-Catenin-
Expression vor der Primitivstreifenbildung. Es findet sich erst im friihen Stadium 3 eine lokale
Zunahme der Expressionsintensitat innerhalb der PGE, die mit der Vermehrung der
einwandernden Mesodermzellen zusammenfallt (s. Abb. 16 J und O). Einige dieser
Mesodermzellen der Transformationszone zeigen eine zum Teil starkere Expressionsintensitat
als z.B. daruiber liegende Epiblastzellen (s. Abb. 16 O). Hier kdnnte der Wnt-Signalweg trotzdem
aktiviert sein, da in diesen Zellen aufgrund ihrer Loslésung aus dem epithelialen Zellverband kein
p-Catenin zur Zell-Zell-Adhasion gebildet werden muss. Auch im Eizylinder der Maus werden
Catenine in neu generierten Mesodermzellen stark exprimiert, bei verminderter Expression von
Cadherinen (Butz und Larue 1995).

Im Mausembryo wird sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Proteinebene p-Catenin in allen
embryonalen Keimblattern gleichmafig exprimiert (Butz und Larue 1995; Huelsken et al. 2000).
Mit Hilfe eines Antikérpers, der gegen das nicht-phosphorylierte und somit Wnt-Signale
vermittelnde p-Catenin-Molekiile gerichtet ist (van Noort et al. 2002), konnte wenige Stunden vor

Beginn der Primitivstreifenbildung eine Akkumulation des nicht-phosphorylierten pg-Catenins im

62



Diskussion

zukiinftigen posterioren Bereich des Eizylinders nachgewiesen werden (Mohamed et al. 2004).
Ahnliche Untersuchungen im Kaninchen mit Antikdrpern, die zwischen zytoskelettassoziiertem
und als Botenstoff fungierendem p-Catenin unterscheiden, waren sinnvoll, um in den definierten
Stadien vor der Gastrulation kanonische Whnt-Aktivitdt nachzuweisen und somit Domanen zu
benennen, in denen p-Catenin-Signale aktiv sind.

In der Maus spielt p-Catenin eine zentrale Rolle bei der Bildung des Primitivstreifens: die (-
Catenin”-Mutante entwickelt kein Mesoderm oder Kopfstrukturen und entwickelt sich nicht Gber
den siebten Tag nach der Befruchtung weiter (Huelsken et al. 2000). Das VE verbleibt am
distalen Pol des Eizylinders im Gegensatz zur Wnt3"-Maus, bei der sich trotz dhnlich schwerer
Gastrulationsdefekte das AVE ausbildet (Liu et al. 1999). Obwohl s-Catenin ein Zielgen von Wnt3
ist, scheint es mdglicherweise Uber einen weiteren Signalweg und zu einem friiheren Zeitpunkt
der Entwicklung ein p-Catenin abhangiges Signal zu geben, wodurch sich der AVE ausbildet.
Mégliche Kandidaten waren die in der Maus in Gastrulationsstadien exprimierten kanonischen
Wnt-Molekile Wnt1, Wnt2b, Wnt6 und Wnt8a (Kemp et al. 2005). Die Knock-Out-Mutanten
dieser Wnt-Molekiile zeigen allerdings keine Gastrulations- oder Achsendefekte, so dass hier von
einer Redundanz ausgegangen werden muss. Hinsichtlich einer Aktivierung von -Catenin von

Molekilen auRerhalb des kanonischen Wnt-Signalweges ist bislang noch nichts bekannt.

4.3.7 Sequenzanalyse von Lymphoid enhancer binding factor 1 (Lef1)

Die amplifizierten cDNA Sequenzen des Transkriptionsfaktors Leff umfassen insgesamt 95 %
des kodierenden Bereiches (ORF) der Konsensussequenz von Mensch, Maus und Huhn, in dem
der 3'-terminale Bereich des ORF enthalten ist. Die 3'-UTR ist aufgrund eines Abbruchs der
Sequenzierungsreaktion 129 Bp nach dem Stopp-Kodon nicht vollstandig sequenziert worden.
Die aus der cDNA abgeleitete Proteinsequenz beginnt 22 Aminosauren nach dem Startmethionin
der Konsensussequenz und ihr Beginn liegt innerhalb der Proteinuntereinheit, an die g-Catenin
zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors bindet (s. Abb. 17). Die starksten Homologien zeigt Lef1
zur menschlichen Sequenz, sowohl auf cDNA- als auch auf Proteinebene. Insgesamt ist das Gen
innerhalb der Spezies Kaninchen, Mensch, Maus und Huhn (s. Tabelle 9) und auch zu anderen
Saugern wie Nerz, Ratte oder Frettchen (vgl. Cordray und Satterwhite 2005) mit mehr als 95%
identischen Aminoséauren innerhalb der Sdugerspezies stark konserviert.

Bei der Sequenz des Leff-Amplifikates aus 11,0 dpc Gesamt-cDNA handelt es sich um eine

Splicevariante (Lef12F"6

). Alternatives Splicing und die Expression multipler Isoformen sind bei
Transkriptionsfaktoren der Lef/Tcf-Familie und insbesondere von Leff ein haufig beobachtetes
Phanomen (Hovanes et al. 2000; Cordray und Satterwhite 2005). Die genomische Organisation
des Lef1-Gens des Menschen umfasst 12 Exons und einen Bereich von 52 Kilobasen auf dem
langen Arm von Chromosom 4. Durch ein Screening verschiedener menschlicher cDNA-
Bibliotheken wurden Lef7-Isoformen gefunden, die im Bereich des 2., 3., 6. und 12. Exons
alternativ gesplict wurden (Hovanes et al. 2000). Die diesen Exons zu Grunde liegende Sequenz
kodiert flr Abschnitte der sogenannten CDA-Domane (,context dependent activation“; Exon 2, 3

und 6) sowie flir das C-terminale Ende der Proteinsequenz (Exon 12; vgl. Hovanes et al. 2000
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und Abb. 24). In Bereichen mit hoher Konservierung wie der 3-Catenin Bindungsdomane am N-
terminalen Ende oder der HMG-DNA-Bindungsdomane fanden sich keine alternativen Lef1-
Isoformen. In 6,2 dpc Kaninchenembryonen wird neben dem ungesplicten Lef7-Genprodukt nur

die Splicevariante Lef125°"®

exprimiert. Die haufig beobachteten Lef1-Isoformen mit Verlust des
zweiten und dritten Exons (Cordray und Satterwhite 2005), die um ca. 120 Bp kirzer als

ungesplictes Lef1 sind, wurden in der Agarosegelelektrophorese nicht gefunden.

Das Exon 6 der genomischen Lef1-Sequenz kodiert einen Bereich des Proteins, welcher die
letzten sechs der 120 AS umfassenden CDA-Domaéne enthalt (s. Abb. 24). Die CDA-Doméane
aktiviert den T-Zell-spezifischen TCR-a-Enhancer in T-Lymphozyten (Carlsson et al. 1993; Giese
und Grosschedl 1993). Die Rolle der CDA-Domane in epithelialen Zellen ist jedoch noch unklar;
eine verstarkte Stimulation von Enhancer-Molekilen durch die CDA-Doméane bzw. eine
Drosselung der Lef1-Transkriptionsaktivitat durch Verlust (auch von kurzen Abschnitten) der
CDA-Domane ware zu erwarten, wobei die Bindungspartner in diesem Zusammenhang nicht
bekannt sind.

(1) *rxxkkdkrxxhkkrrxxk*x**MIPFKDEGDPQKEKIFVEISHPEEEGDLADIKSSLVNE

[T 777777777777777777707707777777777
——————————— ><-----Exon2---------><--------————————-Exon3----

(159) KQGMSRHPAAPDIPTFYPLSPGGVGQITPPLGWQGQPVYPISGGFRQPYPSSLSVDTSMS

(219) RFSHHMIPGPPGPHTTGIPHPAIVTPQVKQEHPHTDSDLMHVKPQHEQRKEQEPKRPHIK
>>>>

(279) KPLNAFMLYMKEMRANVVAECTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYELARKERQLHM
SESS5SS5SS55S55555555555555S55S55S555S5555S555555555>55>>>

——————————— ><--Exonl0------><-Exonl2-->
(339) OLYPGWSARDNYGKKKKRKREKLQESTSGTGPRMTAAYI*
SOOOOO555555555555>5>> N-tail

Abb. 24: Aminosauresequenz von Lef1 des Kaninchens (abgeleitet von den amplifizierten cDNA-Sequenzen). Die
konservierten AS (aus dem Vergleich zu Mensch und Maus) sind rot auf grauem Grund dargestellt, die
nichtkonservierten schwarz. Die Exon-Abschnitte sind oberhalb und funktionelle Bereiche des Lef7-Proteins
unterhalb der Sequenz markiert. ///: p-Catenin Bindungsdomane; ===: CDA-Domane; >>>: HMG-DNA-
Bindungsdomane (vgl. Abb. 17). Die AS-Sequenz des Exon 6 ist fett hervorgehoben.

4.3.8 Expressionsmuster von Lymphoid enhancer binding factor 1 (Lef1)

Die Expression des Transkriptionsfaktors Lef1 beginnt im Stadium 2 innerhalb der PGE und
findet sich auch in folgenden Stadien in posterioren Bereichen der Keimscheibe in Zellen, die den
Primitivstreifen bilden und umgeben. Da Lef1 kurz vor Beginn der Mesodermbildung - ahnlich wie
der Mesdermmarker Brachyury - exprimiert wird, scheint er eine Rolle bei der Initiation der
Gastrulation zu spielen. Lef1 und auch andere Transkriptionsfaktoren der Lef/Tcf-Familie werden
im Eizylinder der Maus nicht exprimiert (Oosterwegel et al. 1993; Galceran et al. 1999). Durch
einen TOP-Gal-Reporter, der Lef/Tcf-p-Catenin-Signale in der Maus nachweist, zeigte sich erst

zu Beginn der Primitivstreifenbildung (E 6,5) ein Signal im extraembryonalen Gewebe (Merrill et
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al. 2004). Die Expression von Leff1 in Kaninchenkeimscheiben des Stadium 2 ist somit der
bislang friheste Nachweis eines Transkriptionsfaktors der Lef/Tcf-Familie im Sauger.

Bislang konnte jedoch noch nicht gezeigt werden, dass Transkriptionsfaktoren der Lef/Tcf-Familie
(neben Lef1 sind noch Tcf1, Tcf3 und Tcf4 bekannt) im Sauger eine mesoderminduzierende
Funktion haben. Die murine Lef1-Knock-Out-Mutante zeigt keine Defekte der Mesodermbildung,
so dass von einer Redundanz ausgegangen werden muss (van Genderen et al. 1994). Auch die
Mutanten von Tcf1, Tcf3 und Tcf4 zeigen zu Beginn der Gastrulation und zum Zeitpunkt der
Mesoderminduktion einen unauffalligen Phanotyp (Verbeek et al. 1995; Korinek et al. 1998;
Merrill et al. 2004). Die Lef1’Tcf1"-Doppelmutante allerdings zeigt Defekte des paraxialen
Mesoderms und entwickelt mehrere Neuralrohre, was dem Phanotyp der Whnt3a-Knockout-
Mutante ahnelt (Galceran et al. 1999). Durch Expressions- und Bindungsstudien konnte ferner
gezeigt werden, dass Lef7 in der Maus nicht zur Induktion, jedoch zur Aufrechterhaltung der
Expression des Mesoderminduktors Brachyury benétigt wird (Galceran et al. 2001). Vor dem
Hintergrund, dass in der Wnt3- und -Catenin-Mutante kein Mesoderm gebildet wird (s.o.), ware
es moglich, dass p-Catenin (1) unabhangig von den Transkriptionsfaktoren der Tcf/Lef-Familie
mesoderminduzierende Gene aktiviert oder (2) weitere Transkriptionsfaktoren der Tcf/Lef-Familie
existieren, die noch nicht gefunden wurden (vgl. Merrill et al. 2004).

4.3.9 Sequenzanalyse von Cerberus-related-1 (Cer1)

Die im Kaninchen klonierte cDNA-Sequenz des Signalmolekils Cer?1 umfasst ca. 80 % des
offenen Leserasters der Konsensussequenz von Mensch, Maus, Huhn und Frosch. Die daraus
abgeleitete Proteinsequenz beginnt 10 AS nach dem Startmethionin und endet 3 AS vor dem
Ende einer in allen Spezies hochkonservierten cystinreichen Doméane (CRD), die gleichzeitig
charakteristisch fur die sog. Can-Familie ist und auch Can-Doméane genannt wird (Pearce et al.
1999). Die Kaninchensequenz ist zu den Saugerspezies Mensch und Maus auf cDNA- und
Proteinebene am starksten homolog, wobei das Gen insgesamt nicht stark konserviert ist (s.
Tabelle 10). Die héchsten Homologien zeigt es zu der menschlichen Sequenz, schwache zu der
Cerberus-Sequenz von Huhn und Frosch, wobei der 80 AS umfassende Bereich der Can-
Domane deutlich hoher konserviert ist (Kaninchen vs. Frosch: 58,4 %; Mensch vs. Frosch:
60,0%, s. Abb. 25).

oc € (x,3) CEEVVLONNLCEFGKCGSVHFPEAVPHLHTFCSHC SPARSTTMHLQENCTGV PPV I KVVMOVEE - - -
hs (€ (X;3) CEKVVVONNLCEGKCGSVHFPGAAQHSHTSCSHCLPAKFTTMHLPLNCTELSSVIKVVMLVEECQC
x1 € (X;3;) CDRMVIONNLCFGKCISLHVPNO-QODRRNTCSHCLPSKFILNHLTLNCTGSKNVVRVVMMVEECTC
con C(X;3) CE-VV-QNNLCFGKC-S-HFP--—--- HT-CSHCLP-KFTTMHL-LNCT----V-KVVM-VEEC-C

Abb. 25: Vergleich der Aminosauresequenzen der Can-Doméanen von Kaninchen und Mensch (Cer7) sowie vom
Frosch (Cerberus). Die Position der Cysteine (in der Konsensussequenz unterstrichen) ist in allen Sequenzen
hoch konserviert. Die beiden Cysteinknotenmotive, die an der Bildung der Ringstruktur des Proteins beteiligt sind,
sind fett hervorgehoben. Oc: Oryctolagus cuniculus, hs: homo sapiens, xI: xenopus laevis, con:
Konsensussequenz.

In der Kaninchensequenz sind die ersten sieben der neun konservierten Cysteinresiduen
enthalten, die den gleichen Abstand zueinander aufweisen und ein besonderes Merkmal der
Can-Domane sind (Belo et al. 1997; Pearce et al. 1999; s. Abb. 25). Das Cysteinmuster der Can-
Domane lautet: C-X;3-C-Xg/10-C-X-G-X-C-X,-C-X43-C-Xn-C-X-C. Die Cerberus- bzw. Ceri-
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Sequenzen besitzen dariber hinaus an Position 218 der Konsensussequenz ein weiteres
Cystein, das nicht in allen Proteinen der Can-Familie zu finden ist. Die Cysteine dieser Domane
bilden ein sog. Cysteinknotenmotiv und geben den Proteinen der Can-Familie eine typische
ringférmige Tertiarstruktur, wie sie auch in einigen Proteinen der TGFp-Superfamile,
insbesondere der BMPs, gefunden werden (Avsian-Kretchmer und Hsueh 2004).

4.3.10 Expressionsmuster von Cerberus-related-1 (Cer1)

In Entwicklungsstadien vor der Primitivstreifenbildung finden sich Cer7-Transkripte im
Hypoblasten der Keimscheibe. Schon im friihen Stadium 0 exprimieren einzelne Hypoblastzellen
Cer1 im Zentrum der Keimscheibe. Diese Domane, die initial nur wenige Zellen umfasst, weitet
sich aus und findet sich zu Beginn der morphologischen Differenzierung in anterioren Bereichen
des Embryos; sie bildet ein pilzférmiges Muster, das mit dem Keimscheibenzentrum in
Verbindung steht (s. Abb. 21).

Die raschen Veranderungen des Cerf-Expressionsmusters der Stadien 0-1, wie in Abb. 21
dargestellt, suggerieren dynamische Prozesse im Hypoblasten, die am ehesten Zellwanderungen
in dieser Gewebsschicht entsprechen kdnnten. Wie in der Maus finden sich die ersten Cer7-
exprimierenden Hypoblastzellen innerhalb einer kleinen Zellpopulation im Zentrum der
Keimscheibe; entprechend der Architektur des Eizylinders sind diese dort distal gelegen (Belo et
al. 1997; Shawlot et al. 1998; Stanley et al. 2000) und beféanden sich bei einer Ausfaltung des
Eizylinders im Zentrum des Embryos. Diese Zellen unterscheiden sich molekular (Beddington
und Robertson 1999) und morphologisch (Rivera-Perez et al. 2003) von den (brigen
Hypoblastzellen des friihen Mausembryos. Durch Farbstoff- (Thomas et al. 1998) und GFP-
Markierung (Rivera-Perez et al. 2003) wurden nach anterior gerichtete Wanderungsbewegungen
im Hypoblasten nachgewiesen, wodurch sich schlieRlich das sogenannte anteriore viszerale
Endoderm (AVE) der Maus ausbildet (vgl. Abschnitt 1.3.1). Ahnliche Wanderungsbewegungen
kénnten im Hypoblasten des Kaninchens auch auftreten, um eine dem AVE entsprechende
Hypoblastzellpopulation auszubilden. Ein hypothetisches Modell der morphogenetischen
Prozesse im Hypoblasten ist in Abschnitt 4.4 dargestellt.

Ferner wird Cer1 im Hypoblasten asymmetrisch exprimiert (s. z.B. Abb. 22 H). In den in dieser
Arbeit untersuchten Expressionsmustern konnte jedoch keine Seitenlastigkeit der anterioren
Cer1-Domane gefunden werden, und so waren weitere Analysen im Hinblick auf eine funktionelle
Rolle von Cer1 im Rahmen der Ausbildung der Rechts-links-Achse in diesen frihen Stadien
héchst interessant, zumal Cerberus im Huhn in spateren Entwicklungsstadien die Rechts-links-
Asymmetrie von Kopf- und Herzstrukturen reguliert (Zhu et al. 1999).

Die Kontur der Cer1-Expressionsdomane dieser Stadien markiert einen Bereich der
Keimscheibe, aus dem sich spater im Epiblasten Kopf- und Vorderhirnstrukturen ableiten und
u.a. neurale Marker wie das Homeoboxgen ANF oder der Transkriptionsfaktor Ofx2 exprimiert
werden (Weisheit 2002). Ferner zeigen die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Hypoblastresektionen, dass diese zentrale anteriore Expressionsdoméane unterhalb eines
Bereiches des Epiblasten liegt, die nach Hypoblastresektion am friihesten einer epithelio-
mesenchymalen Transfomation nicht mehr zuganglich ist (vgl. Abschnitt 3.1.3). Obwohl der
Phanotyp der Cer?” Mausmutante unauffallig ist und insbesondere wahrend der Gastrulation
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keine Defekte aufweist (Simpson et al. 1999; Shawlot et al. 2000), konnte in Xenopus-Essays
gezeigt werden, dass mCer? Neuralmarker wie N-CAM, Sox-2 und Otx2 induziert (Belo et al.
1997). In der Cer?”/Lefty’” Doppelmutante, die neben ektopen Primitivstreifen und
Achsenduplikationen auch eine verminderte Expression von Otx2 zeiget, fand man in dem TGF-
B-Antagonisten Lefty1 das zu Cer? redundante Gen (Perea-Gomez et al. 2002). Ein weiterer
Faktor, der innerhalb der anterioren Keimscheibenhélfte von Hypoblastzellen des Kaninchens
exprimiert wird, aber ein zu Cer1 komplementares Expressionsmuster aufweist, ist der Wnt-
Antagonist Dkk1 (Glinka et al. 1998; Weisheit 2002): schon im Stadium 0 wird Dkk1 innerhalb
einer spangenférmigen, am anterioren und lateralen Keimscheibenrand gelegenen Domane
exprimiert, der die Cer7-exprimierenden Hypoblastzellen umschlie®t. Dabei finden sich in
lateralen Bereichen Uberschneidungen der Expressionsmuster und einige Zellen exprimieren
sowohl Dkk1 als auch Cer1. Diese Expressionsmuster suggerieren eine komplementare Rolle
von Hypoblastkompartimenten bei der Induktion von Kopfstrukturen bzw. Mesoderminhibition.
Méglicherweise schirmt die spangenformige Dkk1-Domane die zentrale Cer7-Doméane von
Signalen aus dem extraembryonalen Gewebe ab, welches in der Maus Quelle von Faktoren ist,
die einen modulierenden Einfluss auf die Mesodermentwicklung haben (Rodriguez et al. 2005;
Georgiades und Rossant 2006; Richardson et al. 2006; vgl. Abschnitt 4.4). Im Stadium 3 beginnt
sich die anteriore Cer7-Domane im Hypoblasten zurlickzubilden und ist in Primitivknotenstadien
nicht mehr zu finden (s. Abb. 22). Die mesoderminhibierende Wirkung von Cer1 scheint zu
Beginn der Gastrulation entbehrlich zu sein und die Epiblastzellen im Bereich der Cer7-
Expressionsdomane sind nicht mehr ,anfallig® fir mesoderminduzierende Signale. Dies wird
durch die Flachkulturexperimente dieser Arbeit gestitzt. In kultivierten Keimscheiben des
Stadium 3 mit reseziertem Hypoblasten wird in zentral-anterioren Bereichen des Embryos keine
ektope Brachyury-Expression mehr gefunden (vgl. Abschnitt 4.2). Das Zeitfenster, in dem Cer1
seine Wirkung entfaltet und einen direkten Einfluss auf Musterungsprozesse im Epiblasten
nimmt, ist demnach im Stadium 1 bzw. friihen Stadium 2 gelegen.

Die Expression von Cerberus im frihen Hidhnerembryo ist vergleichbar mit den
Expressionsmustern des Kaninchens, jedoch wird Cerberus initial im posterioren Teil des
Hypoblasten exprimiert (Foley et al. 2000), was sicher auf die unterschiedliche
Entwicklungsgeschichte des Hypoblasten bei Végeln und bei Saugern zurlckzufihren ist (vgl.
Abschnitt 1.1.2). Die Verdrangung des Hypoblasten durch den Endoblasten im Huhn und damit
die Verlegung der Cerberus-Expressionsdomane nach anterior verhindert die Ausbildung
zusatzlicher Primitivstreifen und ermdglicht die Entwicklung von Kopfstrukturen (Bertocchini und
Stern 2002).

Zu Beginn der Mesodermbildung wird Cer? auflerdem in den apikalen Zellkompartimenten von
Epiblastzellen des vorderen Primitivstreifens exprimiert (s. Abb. 22). Eine solche Cer7-Expression
im Primitivstreifen der Maus ist nicht beschrieben (Belo et al. 1997; Stanley et al. 2000), jedoch
wird Cerberus auch im anterioren Primitivstreifen des Huhns exprimiert (Foley et al. 2000;
Chapman et al. 2002). Trotz der zwischen Kaninchen und Maus engeren phylogenetischen
Verwandtschaft scheint hier ein Mechanismus der Primitivstreifenmodulation konserviert zu sein,
der sich auch im Huhn etabliert hat und auf den die Maus zu verzichten scheint. Dabei kdnnte es
sich um einen autoinhibitorischen Mechanismus handeln, wodurch eine Uberschissige
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Mesodermbildung im anterioren Primitivstreifen supprimiert wiirde. Die im Eizylinder der Maus
"beengte" Primitivstreifenbildung und die schnelle Embryonalentwicklung kénnte in der Maus
diesen autoinhibitorischen Mechanismus entbehrlich machen. Eine dhnliche Rolle im Sinne einer
Feinregulation der Mesodermgenerierung scheint der Wnt-Inhibitor Dkk1 zu spielen, der wie Cer1
im Primitivstreifen von Kaninchen und Huhn jedoch nicht in der Maus exprimiert wird (Foley et al.
2000; Perea-Gomez et al. 2001a; Weisheit 2002). Wie im Kaninchen wird Cer? jedoch in der
Maus stark in Mesodermzellen exprimiert die nach anterior aus dem Primitivstreifen auswandern
und an der Bildung von Kopfmesoderm beteiligt sind (Stanley et al. 2000).

44 Zusammenfassung: Signalzentren und Achsenbildung

Tragt man die in dieser Arbeit erhobenen Expressionsmuster zusammen und erganzt die Daten
mit weiteren bekannte Genexpressionen, lassen sich im frihen Saugerembryo Doménen
topographisch beschreiben, die im Sinne von Signalzentren Musterungsprozesse steuern (s.
Abb. 26).

Neben Cer1 werden im Hypoblasten friiherer Embryonalstadien des Kaninchens weitere Gene
wie der Nodal-Antagonist Lefty1, der Transkriptionsfaktor Hex oder der Wnt-Antagonist Dickkopf1
(Dkk1) polarisiert exprimiert (Weisheit 2002; J. Plitzner, Manuskript in Vorbereitung). Dabei
etablieren sich die im Stadium 0 zentral liegenden Expressionsdomanen von Cer? und Lefty1 im
Laufe des Stadium 1 in anterioren Bereichen im Hypoblasten, wahrend Dkk71 schon im Stadium O
in einem spangenférmigen, asymmetrischen Muster exprimiert wird (Weisheit 2002). Da es sich
hierbei um inhibitorische Faktoren der Mesodermkaskade handelt (vgl. Abschnitt 1.3.2), dient das
Expressionsareal dieser Gene als Ursprung von Signalen, die im Epiblasten Musterungsprozesse
auslosen (vertikale Musterungsvermittlung). Da der Hypoblast entgegen alten Vorstellungen nicht
zum Endoderm umgewandelt wird, sondern als extraembryonales, mit dem Dottersackepithel eng
verwandtes Gewebe angesehen wird, kann dieses Areal als anteriores extraembryonales
Signalzentrum (AXS) bezeichnet werden (s. Abb. 26). Aufgrund der im AXS exprimierten Gene
entspricht es dem anterioren viszeralen Endoderm (AVE) der Maus (vgl. Abschnitt 1.3;
Beddington und Robertson 1999).

Das AXS ist in der anterioren Keimscheibenhalfte gelegen, wobei der Rand der Keimscheibe
nicht erreicht wird. Die einzelnen Expressionsmuster der im AXS exprimierten Gene markieren
eigenstandige Domanen und sind teilweise komplementar zueinander, so dass das AXS
wiederum in weitere Subkompartimente unterteilt werden kann: Die zentral gelegenen
Expressionsmuster von Cer1, Leftyl und Hex werden durch das spangenférmige
Expressionsmuster von Dkk1 umrandet (s. Abb. 26).

Vom AXS gehen Signale aus, welche die Mesodermbildung in anterioren Bereichen des
Epiblasten unterdriicken und die Primitivstreifenbildung posterior ermdéglichen (vgl. Abschnitt 3.1).
Die Komplementaritat der im AXS exprimierten Genexpressionsmuster suggeriert, dass das AXS
neben seiner ,globalen®, mesoderminhibierenden Funktion auch eine Feinabstimmung der
anterioren Musterung des Epiblasten (z.B. fir die Neuralinduktion) vornimmt. Auch wenn in
frihen Gastrulationsstadien noch keine differentielle Genexpression im anterioren Epiblasten
beobachtet wurde, zeigen sich lokale Unterschiede des Proliferationsmusters: die Proliferations-
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rate ist im Epiblasten innerhalb eines ringférmigen, anterior gelegenen Areals hoéher als in
zentralen Bereichen (Viebahn et al. 2002). Des Weiteren kénnte die spangenférmige Dkk1-
Domaéne zentral-anteriore Bereiche des Epiblasten von mesoderminduzierenden Signalen, die
aus dem extraembryonalen Gewebe stammen, abschirmen (vgl. Abschnitt 1.3.2 und Abb. 4).

A a B C D

o &

_JAxs BB PES _I Primitivstreifen

Abb. 26: Schematische Darstellung der Signalzentren wahrend der frlhen Embryonalentwicklung des
Kaninchens. (A) Stadium 1, (B) Stadium 2, (C) Stadium 3, (D) Stadium 4. Die Kontur des AXS (anteriores
extraembryonales Signalzentrum) wurde durch das Ubereinanderlegen der bekannten Genexpressionen (Cer7,
Dkk1, Lefty1 und Hex) abgeleitet. Die Eigensténdigkeit unterschiedlicher Doméanen innerhalb des AXS ist anhand
von Dkk1 (dunkelrosa) gezeigt, dessen Expressionsmuster eine spangenférmige Doméane demarkiert. PES:
posteriores embryonales Signalzentrum.

Die physikalische Ablation des AXS protrahiert die Expression des Mesodermmarkers Brachyury
(vgl. Abschnitt 3.1). Der Mesoderm antagonisierende Effekt des AXS konnte dadurch eindeutig
auch im Kaninchen gezeigt werden: Brachyury kann im Verlauf des Stadium 1 nicht mehr von
allen Epiblastzellen nach Hypoblastresektion exprimiert werden bzw. anteriore Epiblastzellen
nehmen in Folge vertikaler Musterungsvermittiung vor dem Stadium 2 unterschiedliche
Entwicklungsschicksale ein. Ausdruck dieser unterschiedlichen Entwicklungsschicksale im
Epiblasten ist die Bildung des VRB und der PGE sowie der damit einhergehenden differentiellen
Genexpression: die mesoderminduzierenden Faktoren Wnt3, Lef1 und (als Zielgen) Brachyury
werden im Stadium 2 innerhalb der PGE exprimiert. Wahrend die Expression von Lef1 und
Brachyury erst im Stadium 2 beginnt, wird die Wnt3-Epression nach posterior verlagert,
vermutlich als Folge der Etablierung und VergroRerung des AXS im anterioren Hypoblasten.
Innerhalb der PGE bildet sich somit im Epiblasten des Stadium 2 ein weiteres Signalzentrum, das
posteriore embryonale Signalzentrum (PES). Signale aus dem PES induzieren in Epiblastzellen
den epithelio-mesenchymalen Transformationsprozess. Sie beeinflussen méglicherweise Uber
das Stadium 3 hinaus die Musterung des Primitivstreifens entlang der anterio-posterioren Achse,
worauf die von posterior nach anterior abfallende Expressionsintensitat der im PES exprimierten
Gene hindeuten kénnte (s. Abb. 14, Abb. 19). Epiblastzellen des anterioren Primitivstreifens
exprimieren Wnt3, Lef1 und Brachyury nur sehr schwach. Allerdings werden im anterioren
Abschnitt des Primitivstreifens ,Organisatorgene® wie Nodal (Conlon et al. 1994), goosecoid
(Blum et al. 1992) und Cer1 (vgl. Abschnitt 3.4) exprimiert, so dass sich der Primitivstreifen in
weitere (Signal-)Kompartimente einteilen lasst (Abb. 26 C und D). Dkk1 hingegen wird im
Stadium 3 innerhalb des posterioren Primitivstreifens exprimiert. Der Gradient der im PES
exprimierten Gene suggeriert, dass Epiblastzellen des Primitivstreifens aufgrund des
Morphogengradienten unterschiedliche Genexpressionen annehmen kdnnten.

Mit der Bildung des AXS und des PES ist der Embryo zu seiner vollen Polaritat gelangt und die
Korperachsen sind im Stadium 1 bereits angelegt. Die Aufgabe der Signalzentren ist die
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Umsetzung der Polaritat durch (vertikale) Musterungsvermittiung. Das eigentliche symmetrie-
brechende Ereignis, wodurch die Kérperachsen initial spezifiziert werden, ist mit der Bildung des
AXS verbunden und findet zeitlich zwischen dem Stadium 0 und dem Stadium 1 statt.

Im Folgenden soll dazu ein zum Teil auf den Ergebnissen dieser Arbeit begriindetes, noch zu
verifizierendes Modell vorgestellt werden, das die Entwicklung der axialen Polaritdt im
Saugerembryo beschreibt, wodurch die Primitivstreifenentwicklung als erstes eindeutiges
Zeichen einer Hauptkdrperachse vorbereitet wird:

Im geometrischen Sinn kann das Stadium 0 als punktsymmetrisch betrachtet werden (s. Abb. 27
A): Die dorso-ventrale Achse ist aufgrund der Separierung der embryonalen Zellmasse wahrend
der Blastozystenbildung bereits angelegt, wobei der kreisformige Embryo keine Polarisierung
entlang der beiden anderen Koérperachsen (anterior-posterior und rechts-links) aufweist. Im
Stadium 1 bildet sich der VRB am anterioren Keimscheibenrand. Da die dorso-ventrale Achse
fixiert ist, ist neben der nun sichtbaren anterior-posterioren Achse zwangslaufig die Rechts-links-
Achse angelegt, allerdings nicht im Sinne einer morphologischen oder molekularen
Differenzierung ausgestattet. Dass das extraembryonale Gewebe, insbesondere der Hypoblast,
die Bildung der Korperachsen steuert, wird durch folgende Beobachtungen gleichfalls
untermauert; (1) Hypoblastzellen der Maus wandern zielgerichtet zum prospektiven anterioren
Pol des Embryos bevor sich der Primitivstreifen ausbildet (Thomas und Beddington 1996; Kimura
et al. 2000; Rivera-Perez et al. 2003). (2) Cx32 wird in einem ringférmigen, exzentrischen Muster
und Dkk1 spangenférmig und asymmetrisch im Stadium 0 des Hypoblasten im Kaninchens
exprimiert (vgl. Abschnitt 3.2.2, Weisheit 2002). (3) der Trophoblast der Maus (das sog.
extraembryonale Ektoderm) nimmt Einfluss auf die Achsenbildung durch Bildung sezernierter
Wachstumsfaktoren (BMP4: Lawson et al. 1999; Gdf3: Chen et al. 2006; vgl. auch Rodriguez et
al. 2005; Richardson et al. 2006).

Zellbewegungen im Hypoblasten, die zur Ausbildung des VRB fuhren, kénnten im friihen Stadium
0 polonaiseartig beginnen, einer Form der Zellbewegung, wie sie urspringlicherweise im
Epiblasten von Hihnerembryonen beschrieben wurde (z.B. Graper 1929; Pasteels 1943). Das
Dkk1-Expressionsmuster sowie Zellmarkierungsuntersuchungen im Hypoblasten der Maus
(Perea-Gomez et al. 2001a) suggerieren, dass eine Gruppe von Zellen mit einer zirkularen,
konzentrischen Ausrichtung wandert, wobei die Zellen des Zentrums der Gruppe sich langsamer
bewegen als die der Peripherie (s. Abb. 27 A).

Sobald das geometrische Zentrum dieser zirkularen Zellbewegung im Hypoblasten auch nur
leicht in Richtung der Peripherie verschoben wird, kommen peripher liegen Zellen der ,Polanaise®
in Kontakt mit extraembryonal produzierten Faktoren, deren Konzentration in der Peripherie
héher ist als im Keimscheibenzentrum (s. Abb. 27 B). Als Folge nehmen die peripheren Zellen
eine andere Genexpression an (z.B. Dkk1), bilden eine starkere Zelladhasion untereinander aus,
verlangsamen sich und bleiben schlieRlich an ihrem Platz, wodurch die Genexpressionsmuster
fixiert sind. Der ,Aufstau“ durch die nachkommenden Hypoblastzellen bewirkt morphometrische
Veranderungen wie erhohte Zelldichte und eine gewdlbt-kubische Zytomorphologie. Durch die
Ausweitung der morphometrischen Veranderungen auf nachkommende Zellen entsteht
schlieBlich die scharfe Begrenzung der Keimscheibe im Stadium 1 und die Struktur des VRB (s.
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Abb. 27 C und D). Die Verlagerung des Keimscheibenzentrums in Richtung der Peripherie ware
demzufolge das eigentliche symmetriebrechende Ereignis (violetter Pfeil in Abb. 27 B). Dazu
waren nur minimalste Krafte erforderlich, und diese Verlagerung konnte zuféllig stattfinden.
Neuere Untersuchungen legen nahe, dass Signale aus dem extraembryonalen Gewebe der
Maus, dem sog. extraembryonalen Ektoderm, das dem Trophoblasten anderer Sauger entspricht,
diesen (ersten) Polarisierungsschritt induzieren konnten (Rodriguez et al. 2005; Georgiades und
Rossant 2006; Richardson et al. 2006). Das siegelringformige Cx32-Expressionmuster im
Hypoblasten, deren Cx32-freies Zentrum sich wahrend des Stadium 0 herausbildet und nach
anterior ,verschoben® ist, kbnnte ein Ausdruck dieses Ereignisses sein (s. Abb. 10). Damit die
Begrenzung der Keimscheibe nach anterior durch den Aufstau der nachrickenden
Hypoblastzellen nicht durchbrochen werden kann, ist die Ausbildung von funktionellen
Interzellularkontakten wie Gap junctions entlang des Keimscheibenrandes notwendig, was die
randbetonte und sich friih ausbildende Cx32-Expression erklart (s. Abb. 10 und Abb. 11).
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Abb. 27: Hypothetisches Modell, das die Mechanismen der Etablierung der anterior-posterioren Achse beschreibt.
Das Modell basiert auf zirkularen Zellbewegungen von Hypoblastzellen (gelbe Pfeile) und einem von peripher
nach zentral reichenden Morphogengradienten, der extraembryonal seinen Ursprung hat (griin). (A) Das Stadium
der Punktsymmetrie wird durch die Verlagerung des geometrischen Zentrums (gelber Stern) in Richtung der
Peripherie durchbrochen (violetter Pfeil). (B) Dadurch kommen periphere Hypoblastzellen in Kontakt mit
unterschiedlichen Morhogengardienten, was (C) zu einer Zunahme und schlieBlich (D) zu einer breiten,
spezifischen Genexpression fiihrt (dunkelrosa). Diese Genexpression wird mit einer Zunahme der Zelladhasion
sowie einer Verlangsamung der Zellbewegungen begleitet, wodurch sich die morphologischen Eigenschaften von
Hypoblastzellen anteriorer Regionen andern. (D) Das Resultat dieser Ereignisse ist ein voll polarisierter Embryo
im Stadium 1 mit scharfer anteriorer Begrenzung, der vollen Ausbildung des VRB und einer polarisierten Rechts-
links-Achse. Das hellrosa Areal demarkiert ein zunachst zentral liegendes Areal spezifischer Genexpression im
Hypoblasten, das durch die Zellbewegungen nach anterior verlegt wird; die Gesamtheit der anterior exprimierten
Gene dieser Stadien kann im Hinblick auf ihre Funktion im Zusammenhang mit vertikaler Musterungsvermittlung
als anteriores extraembryonales Signalzentrum (AXS) bezeichnet werden.

Mit der Verlagerung der zirkularen Zellbewegung wird gleichzeitig ein zentral liegendes Areal,
etwa die Cer1 exprimierende Doméane bzw. das Areal des AXS, das sich im Stadium 0 noch
punktsymmetrisch im Keimscheibenzentrum befindet, exzentrisch verschoben. Die Zellen dieses
Areals gelangen in den ,Sog“ der Polonaisebewegung und das initial runde Kompartiment wird in
Richtung des zukiinftigen anterioren Poles gestreckt (s. Abb. 27 B). Das pilzférmige Muster der
Cer1-Expressionsdomane im Stadium 1 erklart sich durch die in der Peripherie starker wirkenden
Scherkrafte der zirkularen Zellbewegungen. Die Dynamik der Zellwanderungen kénnten die Form
der zentralen Doméane insbesondere in der Peripherie auseinanderzerren, was die haufig
beobachteten rechts- bzw. linkslastigen Expressionsmuster von Cer? erklaren konnte.

Lange Zeit galt die Bildung des Primitivstreifens als das erste Zeichen einer Kérperachse
wahrend der Saugerentwicklung und stellte den eigentlichen Beginn der Gastrulation dar. Die
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Entdeckung morphologisch sichtbarer ,Achsenorgane“ (VRB und PGE im Kaninchen, vgl.
Viebahn et al. 2002) sowie polarisierte Genexpressionen im Hypoblasten (Kaninchen: Weisheit
2002 und diese Arbeit; Maus: Beddington und Robertson 1999) legen nahe, dass die Anlage der
Kdrperachsen bereits deutlich vor Beginn der Primitivstreifenbildung erfolgt.

Anhand des vorgestellten Modells lasen sich drei Schritte der Achsenbildung unterscheiden:

(1) Im ersten Schritt, der auch Achsenspezifizierung genannt werden kann, wird die
Punktsymmetrie der Keimscheibe aufgebrochen und der Embryo erhalt - zufallig oder (ber
bislang unbekannte Faktoren gesteuert - seine molekulare Polaritdit im Sinne einer
asymmetrischen Genexpression im Hypoblasten durch die Etablierung des AXS.

(2) Durch die Achsendeterminierung, bei dem sich der VRB als erstes Zeichen der Kérperachse
ausbildet, erfolgt die morphologische Polarisierung. Die axiale Differenzierung der Epiblastzellen
steht unter dem Einfluss des AXS und im Verlauf des Stadium 1 erhalten Epiblastzellen ein
anteriores bzw. posteriores Entwicklungsschicksal.

(3) SchlieRlich erfolgt die Bildung weiterer Strukturen wie Primitivstreifen, Primitivknoten und
Chordafortsatz als Ausdruck einer axialen Musterung, die Uber das Stadium 3 hinaus unter dem
Einfluss des PES stehen kdénnte.

Vergleicht man einige entwicklungsbiologische Modellorganismen (vgl. Abschnitt 1.1), so
scheinen die verschiedenen Mechanismen der Achsenbildung, des Gastrulationsgeschehens und
der Ausbildung von Signalzentren in der unterschiedlichen Architektur der Embryonen begriindet
zu sein. Im Krallenfrosch missen die Signalzentren anders angeordnet sein, weil das dem
Hypoblast entsprechende Gewebe durch das Blastocoel vom Ektoderm (dem Aquivalent des
Epiblasten) weit getrennt liegt und so vertikale Musterungsvermittiung wenig wahrscheinlich
erscheint. Die Achsenbildung im Frosch wird initial von maternalen Faktoren und der
Eintrittsstelle des Spermiums festgelegt (ein Mechanismus, der allerdings auch im Sauger eine
Rolle spielen kénnte und kontrovers diskutiert wird; vgl. Zernicka-Goetz 2002). Im Huhn werden
die Kérperachsen durch die Eirotation im Uterus festgelegt. Der Hypoblast selbst hat eine andere
Entwicklungsgeschichte als der des Saugers (vgl. Abschnitt 1.1.2), und nur manche AXS-
typische Gene werden auch im Hypoblasten des Huhnes exprimiert (vgl. Chapmann et al. 2002).
Der Eizylinder der Maus erschwert die Erfassung der hier fir das Kaninchen beschriebenen
raumlich-zeitlichen Komplementaritat der Inhibitoren; vielmehr scheint es wahrscheinlich, dass
die Musterungsprozesse bei der Maus modifiziert sind, da der posteriore und anteriore Pol des
Mausembryos sich aufgrund der becherférmigen Morphologie naher kommen als bei allen
Saugern, die nicht zu den Nagern zahlen. Interessanterweise zeigt die Keimscheibe der
Gastrulationsstadien beim Menschen wie die des Kaninchens die fiir die meisten Sauger typische
flache Form und die gleiche Abfolge der friihen voriibergehenden Achsenorgane, so dass die
molekularen und funktionellen Mechanismen der Achsenbildung beim Menschen den hier fir das
Kaninchen beschriebenen Verhaltnissen sehr ahnlich sein durften.
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Durch die flache Morphologie der Kaninchenkeimscheibe in friihen Entwicklungsstadien
lassen sich Genexpressionen topographisch gut beurteilen und funktionelle Untersuchungen
durch Manipulationen unter gut kontrollierbaren Bedingungen durchfiihren.

Die Madoglichkeit, mehrere morphologisch begriindete Entwicklungsstadien vor der
Gastrulation im Kaninchen zu unterscheiden, erlaubt eine genaue Reihung sowie
stadienspezifische Zuordnung von gastrulationsrelevanten Expressionsmustern und
funktionellen Eigenschaften verschiedener Abschnitte des Keimes.

In einem an die Anforderungen des Kaninchenembryos angepassten Kulturmodell kann die
normale Entwicklung am Anfang der Gastrulation ber mehrere Stunden erfolgreich in vitro
verfolgt werden.

Gastrulationsnahe Entwicklungsstadien entwickeln sich in vitro besser als jingere Stadien;
jedoch erlaubt das Kulturmodell, den Einfluss von Manipulationen auf Genexpressionen am
Beginn der Gastrulation auch in den frihen Stadien zu bestimmen.

Die Ablation des Hypoblasten induziert im Epiblasten die Expression des Mesodermmarkers
Brachyury in einem zeitabhangigen und topographisch definiertem Muster.

24 Stunden vor der Primitivstreifenentwicklung sind alle Epiblastzellen in der Lage, Brachyury
zu exprimieren, wenn zuvor der Hypoblast reseziert wurde.

In alteren Stadien exprimieren anterior gelegene Epiblastzellen nach Hypoblastresektion kein
Brachyury, allerdings ist die posteriore, orthotope Expressionsdomane vergréf3ert.

Vom Hypoblasten sezernierte Signale unterdriicken im anterioren Bereich der Keimscheibe
die Mesoderminduktion.

Nach einer Phase, in welcher das Entwicklungsschicksal der Epiblastzellen hinsichtlich der
Mesodermdifferenzierung unter dem Einfluss des Hypoblasten festgelegt worden ist,
modulieren Signale des Hypoblasten die Mesodermbildung im Primitivstreifen.

Die mRNA-Expressionsmuster unterschiedlicher Entwicklungsgene zeigen verschiedene
topographisch definierte Signalzentren im Kaninchenembryo auf.

Die mRNA der Gap junction-Proteine Connexin 32 und Connexin 43 werden spezifisch in der
ventralen oder der dorsalen Gewebsschicht exprimiert und spiegeln damit konstitutive
Eigenschaften der Keimscheibe fiir die horizontale Signalausbreitung wider.

Connexin 32-mRNA wird in frihen Stadien polarisiert im Hypoblasten exprimiert; eine
molekulare Unterteilung von morphologisch undifferenzierten Stadien ist dadurch maglich.

mRNA von Wnt3 und Lef1, Faktoren des Wnt-Signalweges, werden sechs Stunden vor
Beginn der Primitivstreifenbildung im posterioren Epiblasten exprimiert und leiten damit die
Meseodermentwicklung ein.
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mRNA fir g-Catenin, das Wnt-Signale in den Zellkern weiterleitet, spiegelt zunachst die
konstitutiven Zelleigenschaften in der Keimscheibe wider; erst in Mesodermzellen findet sich
eine vermehrte Expression.

Der multivalente Antagonist Cerberus-related 1 ist ein direkter Kandidat fir die Supprimierung
mesoderminduzierender Signale im Epiblasten, da seine mRNA etwa 12 Stunden vor der
Primitivstreifenbildung im anterioren Hypoblasten exprimiert wird.

Die Genexpressionsmuster im Hypoblasten markieren ein Areal, das im Hinblick auf
Musterungsprozesse, die im Hypoblasten ihren Ursprung nehmen, als anteriores
extraembryonales Signalzentrum (AXS) bezeichnet werden kann.

Im posterioren Teil der Keimscheibe exprimierte Entwicklungsgene bilden im Hinblick auf ihre
mesoderminduzierende Funktion das posteriore embryonale Signalzentrum (PES), das sich
wenige Stunden vor der Primitivstreifenbildung etabliert und im weiteren Verlauf die Bildung
und Musterung des Primitivstreifens steuert.

Die Bildung des PES steht unter dem Einfluss des AXS.

Unter der Annahme, dass zirkulare Zellbewegungen im Hypoblasten auftreten und
extraembryonale Signale auf die Keimscheibe Einfluss nehmen, kénnte die Punktsymmetrie
der Keimscheibe durch minimale, zufallige exzentrische Bewegungen gebrochen werden und
sich daraufhin das AXS ausbilden.

Das AXS und das PES vermitteln die Etablierung der Kérperachsen im Embryo im Sinne der
Achsendeterminierung und einer nachfolgenden axialen Musterung.

Aufgrund der morphologischen Ahnlichkeiten zwischen Keimscheiben des Kaninchens und
des Menschen, konnten die hier beschriebenen Verhaltnisse auch auf den Menschen
Ubertragen werden.
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