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1 Einleitung

Ein wichtiges Merkmal des Vertebratenkdrpers ist sein segmentaler Aufbau, der sich im
adulten Kdorper in der Wirbelsdule, den segmentalen Anteilen der Rumpfmuskulatur und dem
peripheren Nervensystem widerspiegelt. Grundlage hierfiir ist die metamere Gliederung des
paraxialen Mesoderms in Form der Somiten. Fiir nahezu alle sie im Embryo umgebenden
Gewebe sind Wechselwirkungen und Einflussnahmen auf ihre Entwicklung beschrieben,
lediglich eine Struktur im intermedidren Mesoderm, der Wolffsche Gang, ist bisher
diesbeziiglich nur wenig untersucht (Pourquie et al., 1996). In dieser Arbeit soll
morphologisch und mit Hilfe von Genexpressionsmustern im Bereich der Somiten der

Einfluss des Wolffschen Ganges auf die Somitenentwicklung untersucht werden.

1.1 Gastrulation

Die in der friihen Ontogenese stattfindende Gastrulation beginnt beim Vogel mit der Eiablage.
Zu diesem Zeitpunkt liegt der Keimling als ein im zentralen Bereich einschichtiges
Blastoderm einer Subgerminalhoéhle auf, die ihrerseits an der Unterseite durch den Eidotter
begrenzt wird (New, 1956). Diese Region wird als Area pellucida bezeichnet. In der
Peripherie wird sie von der Area opaca begrenzt. Diese zeichnet sich durch fiinf bis sechs
iibereinander liegende Zellschichten aus und bildet die Kontaktzone zum Eidotter. Zwischen
den beiden Regionen liegt die schmale Marginalzone (Eyal-Giladi, 1997; Arendt and Niibler-
Jung, 1999).

Die Zellen der Area pellucida bilden den Epiblasten, der die Grundlage fiir alle drei
Keimblitter des Embryos darstellt. Nun kommt es aus der Region des Epiblasten zur
Auswanderung einzelner Zellen in die Subgerminalhéhle, die den primédren Hypoblasten in
Form von Polyinvaginationsinseln bilden. Diese erfahren Unterstiitzung durch ein vom
posterioren Rand des Blastoderms nach anterior auswachsendes Blatt, mit dem sie sich zum
sekundiren Hypoblasten verbinden, der die Basis fiir die Anlage der dueren
Embryonalhiillen wie Dottersack und Dottersackstiel darstellt. So liegt jetzt ein
zweischichtiges Blastoderm aus Epi- und Hypoblast mit dazwischenliegendem Blastozol vor,

das am Rand in der Area opaca miteinander verbunden ist (Gilbert, 2000).

Das Hauptstrukturmerkmal der Gastrulation ist der Primitivstreifen, der sich zunichst als
Verdickung des Epiblasten am posterioren Ende der Keimscheibe entwickelt (Spence et al.,

1996). Diese entsteht durch Einwanderung entodermaler Vorlduferzellen epiblastischen



Ursprungs ins Blastozdl und erfahrt Unterstiitzung durch Zellen aus der lateralen Region des
posterioren Epiblasten, die in Richtung Zentrum wandern. Der Primitivstreifen elongiert mit

Hilfe dieser einwandernden Zellen in die spitere Kopfregion (Gilbert, 2000).

Im Primitivstreifen bildet sich bald eine Einbuchtung, die so genannte Primitivrinne, die,
genau wie die Primitivgrube im Primitivknoten am anterioren Ende des Primitivstreifens, als
Eintrittspforte fiir ins Blastozdl einwandernde Zellen fungiert. Diese stammen aus dem
Epiblasten und bilden, je nach Eintrittsort, die Grundlage des entodermalen und
mesodermalen Keimblattes. So bilden durch den Primitivknoten einwandernde Zellen das
Kopfmesoderm, die kraniale Chorda und den Vorderdarm, wéhrend die meisten endo- und
mesodermalen Gewebe durch iiber den Primitivstreifen eingewanderte Zellen gebildet werden

(Schoenwolf et al., 1992).

Die fiir diese Studie interessanten mesodermalen Anteile sind Teil einer {iber die genannten
Strukturen einwandernden Zellpopulation, die sich in zwei Schichten aufteilt. Die untere
Schicht bildet, nachdem sie die Hypoblastzellen von der Mitte ausgehend zur Seite geschoben
hat, letztendlich die Organe entodermalen Ursprungs sowie den Hauptanteil der
extraembryonalen Hiillen. Der zweite Anteil der Zellpopulation verteilt sich locker zwischen
Epiblast und Entoderm und bildet die Grundlage der mesodermalen Gewebe. Die
Einwanderung der mesodermalen Zellen setzt sich noch bis zur vollstindigen Riickbildung
des Primitivstreifens in der Analregion fort. Zu diesem Zeitpunkt sind die drei Keimblétter
Ento-, Ekto- und Mesoderm dann vollstindig ausgebildet (Gilbert, 2000). Aufgrund des
vorhandenen anterio-posterioren Entwicklungsgradienten bedingt durch die Bildung der
Chorda und die Riickbildung des Primitivstreifens ist dieser Prozess aber immer nur

abschnittsweise zu beobachten (Darnell et al., 1999).

1.2 Entwicklung des Mesoderm

Das sich zwischen Ektoderm und Entoderm befindende Mesoderm stellt anfangs eine
morphologisch einheitlich erscheinende Platte dar, bevor sich seine Anteile bilateral-
symmetrisch weiterentwickeln. So formiert sich neben dem aus dem Ektoderm
hervorgehenden Neuralrohr und der darunterliegenden Chorda dorsalis beiderseits als breiter
Streifen das paraxiale Mesoderm (Gilbert, 2000) . An dieses schlief3t sich nach lateral das
intermedidre Mesoderm an, daneben kommt das laterale Mesoderm zu liegen. Damit ist die

Gastrulation mit der Bildung fiinf mesodermaler Derivate abgeschlossen: der Chorda, dem



paraxialen Mesoderm, dem intermedidren Mesoderm, dem Seitenplattenmesoderm und dem

praechordalen Kopfmesoderm (Brand-Saberi et al., 1996).

1.2.1 Paraxiales Mesoderm

Das paraxiale Mesoderm liegt in kraniokaudaler Ausrichtung zwischen dem intermediédren
Mesoderm und dem Neuralrohr und beriihrt mit ventromedialen Anteilen die Chorda (Brand-
Saberi et al., 1996). Es lésst sich entlang der cranio-kaudalen Korperachse in drei Anteile
diversifizieren: das paraxiale Kopfmesoderm, das keine Segmentierung erfahrt, die Somiten
und die kaudal anschlieBende Segmentplatte. Die Somiten werden in kranio-kaudaler Sequenz
in regelmafigen ca. 90-miniitigen Absténden {iber die Bildung von Somitomeren aus der
Segmentplatte abgegliedert (Stockdale et al., 2000; Christ und Wilting, 1992; Christ und
Ordahl, 1995; Denetclaw et al., 2000).

1.2.1.1 Somiten

Der Begriff ,,Somit* wurde 1881 durch Balfour gepragt. Die Entdeckung erfolgte aber bereits
durch Malpighi im 17. Jahrhundert (Balfour, 1881; Bothe et al., 2007).

Somiten sind sehr urspriingliche und charakteristische Strukturen des Vertebratenembryos.
Sie ermdglichen die Ausbildung eines durch stabilisierende und kontraktile Elemente
gekennzeichneten Achsenskeletts und liefern die Grundlage fiir die Benennung der
taxonomischen Gruppe der Vertebraten (Brand-Saberi et al., 1996). Hiihnerembryonen bilden

etwa 50 Somitenpaare aus.

Ihre Entstehung, die Fahigkeit zur sogenannten Segmentierung, ist ein rein intrinsisch
gesteuerter Vorgang. Die Befdhigung dazu wird moglicherweise durch die Passage der
mesodermalen Zellen durch den Primitivknoten erworben (Christ et al., 1998). Die weitere
Entwicklung jedoch erfolgt in Abhdngigkeit von vielen unterschiedlichen Faktoren wie BMP4
und Noggin, aber auch Wnt's, Notch, Eph und Shh aus den umgebenden Geweben entlang der
Korperachse (Takada et al., 1994; McMahon et al., 1998; Hrabe de Angelis et al., 1997;
Araujo und Nieto, 1997; Palmeirim et al., 1997; Spence et al., 1996; Ikeya et al., 1998).
Dieser Prozess ist damit stark extrinsisch gesteuert, wobei das durch Notch kontrollierte c-
hairy-Gen mit dem nachgeordneten Faktor Lunatic Fringe als Regulator der ,,segmentation
clock®, eines oszillierenden Prozesses zyklischer Genexpression, die Intervalle bestimmt
(McGrew et al., 1998; Aulehla et Johnson, 1999; Palmeirim et al., 1997). Hox-Gene sorgen
fiir die segmentale Identitéit (Burke, 2000; Kessel und Gruss, 1991).



Beim Huhn ist auch der Paired-Box-Transkriptionsfaktor Pax2 am rostralen Ende des
prasomitischen Mesoderm in den Segmentierungsprozess eingebunden. In dessen Verlauf
kommt es auch bei Pax2 zu einer zyklischen Verdnderung der Expressionsmuster. So wird es
immer zu Beginn der Segmentierung an der Segmentierungsgrenze exprimiert. Ein
synergistisches Zusammenwirken mit EphA4 und Lunatic Fringe ist ebenfalls beschrieben

(Suetsugo et al., 2002).

Somiten sind, wie in Abbildung 1.1 ersichtlich, epitheliale Kugeln mit zentralem
mesenchymalen Somitozdl und entstehen durch Kompaktierung und Epithelisierung von
Zellen aus dem hochproliferativen kranialen Ende des paraxialen Mesoderm bilateral entlang
der Korperachse (Schoenwolf, 2001; Dubrulle und Pourquoie, 2004; Brand-Saberi et al.,
1996). Sie sind von einer Basalmembran umgeben, die die Verbindung zu den umgebenden
Geweben wie Chorda, Neuralrohr, Ektoderm, der Aorta und dem Seitenplattenmesoderm
darstellt, aber auch eine stabilisierende Funktion fiir den Somiten hat (Jacob et al., 1982;
Christ et al., 1979). Der Kontakt zum intermedidren Mesoderm mit dem Wolffschen Gang
erfolgt tiber Zellkontakte (Christ et al., 1998). Somiten sind primér naiv, ihre Zellen in den
frithen Stadien multipotent (Christ et al., 2004; Jacob und Christ, 1974; Christ et al., 1992;
Aoyama, 1993).

1.2.1.2 Kompartimentierung der Somiten

Die Kompartimentierung der Somiten ist das erste Element der Regionalisierung der
somitischen Zellpopulationen und ermdglicht die nachfolgende Differenzierung. So kommt es
unter Signaleinfluss aus den umliegenden Geweben wie Chorda, Neuralrohr, Bodenplatte des
Neuralrohres, Ektoderm und Seitenplattenmesoderm zur Spezialisierung der pluripotenten
Zellen tiber unterschiedliche Zelllinien (Brand-Saberi et al., 1996; Brand-Saberi und Christ,
2000). Die entstehenden Gewebe, die Achsenbildung und auch die Beweglichkeit des
Vertebratenkorpers sind dadurch eine Konsequenz der durch die Somiten schon frith
gekennzeichneten Segmentierung (Goodrich, 1958; Christ et al., 1998; Christ et al., 1978;
Suetsugo et al., 2002).

In dieser Studie lag, bedingt durch die in einem relativ frithen Stadium untersuchten
Embryonen, das Hauptaugenmerk auf der frithen, dorso-ventralen Kompartimentierung. Diese
erfolgt durch die im ventralen Somiten stattfindende epithelio-mesenchymale Transition
(EMT) und die daraus folgende Bildung des Sklerotoms als Grundlage fiir das Achsenskelett
einerseits (Jacob et al., 1975). Andererseits bleibt im dorsalen Somiten (Abbildung 1.2) die



Abbildung 1.1: EM- und schematische Darstellung eines jungen, epithelialen Somiten,

modifiziert nach Christ et al. (2004)(EM) und Geetha-Loganathan et al. (2006)(Skizze);
W: Wolffscher Gang; S: Somit; N: Neuralrohr; C: Chorda dorsalis; A: Aorta
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Abbildung 1.2: Elektronenmikroskopische und schematische Darstellung eines
reifen, kompartimentierten Somiten, modifiziert nach Christ et al. (2004)(EM) und

Geetha-Laganathan et al. (2006)(Skizze); W: Wolffscher Gang; N: Neuralrohr;
S: Sklerotom; D: Dermomyotom; C: Chorda dorsalis; A: Aorta



epitheliale Struktur erhalten und das Gewebe wird, in Anlehnung an die daraus sich
entwickelnden Derivate, Dermomyotom genannt. Aus Anteilen des Dermomyotom entsteht
das Myotom, das sich zwischen Dermomyotom und Sklerotom einschiebt und die Grundlage

der Skelettmuskulatur des Rumpfes darstellt (Kaehn et al., 1988).

Steuerung der Kompartimentierung und Differenzierung

Die Spezifizierung und koordinierte Entwicklung der groen Variabilitit der Somitenderivate
ist von einem komplexen Zusammenspiel der umgebenden Stukturen abhédngig: in einem
morphogenetischen Feld ,,héngt das histologische Schicksal eines jeden Teils des Feldes von
seinem topografischen Verhiltnis zu anderen Teilen des Feldes ab* (Holtfreter und
Hamburger, 1955). Dieses wird interzellulér liber sezernierte Signalmolekiile und intrazellulér
iiber Transkriptionsfaktoren vermittelt und fiihrt zu der oben genannten Kompartimentierung,
die anhand von Expressionsmustern regulatorischer Gene, aber auch biochemisch auf Grund
von zellspezifischen Proteinen sowie histologisch anhand der Zellanordnung sichtbar gemacht
werden kann. Eine sehr grobe Ubersicht der Einfluss nehmenden Faktoren findet sich in

Abbildung 1.3.

Abbildung 1.3: Grobe Ubersicht der auf die Somitenentwicklung einflussnehmenden
Faktoren



1.2.1.3 Gene und Transkriptionsfaktoren

Schon vor der Knospung der einzelnen Somiten wird das basische Helix-Loop-Helix-Protein
(bHLH) Paraxis vom paraxialen Mesoderm exprimiert, das als Epithelisierungsfaktor dient
(Burgess et al., 1996; Wilson-Rawls et al., 1999). Seine Lokalisation ist im weiteren Verlauf
auf den dorsalen Somitenanteil, das Dermomyotom, beschrinkt und dient auch dem Erhalt der
Expression eines weiteren dermomyotomalen Markers, Pax3, im Dermomyotom und der
Expression des bHLH-Proteins MyoD im darunterliegenden Myotom (Burgess et al., 1996;
Wilson-Rawls et al., 1999).

Das zuvor erwidhnte Gen Pax3 gehort zu einer Familie von insgesamt neun ,,paired-box*
Genen, den sogenannten Pax-Genen. Diese sind Transkriptionsfaktoren und werden wéihrend
der Embryonalentwicklung, aber auch spater noch in charakteristischen Mustern exprimiert.
Ihre Gemeinsamkeit ist die paired-box, eine DNA-bindende Doméne mit 120 Aminoséuren
(Wallin et al., 1994; Balling et al., 1996; Suetsugo et al., 2002). Innerhalb dieser Familie gibt
es Molekiile, die synergistisch wirken. So ergénzen sich Pax/ und Pax9, Pax3 und Pax7
sowie Pax2 und Pax§ teilweise in ihrer Wirkung und dhneln sich auch im Aufbau stéirker. Fiir
verschiedene Pax-Gene ist ein Dosis-Wirkungszusammenhang beschrieben. Sie sind an einer
Vielzahl von Organ- und Strukturentwicklungen maf3geblich beteiligt (Torres et al., 1995;
Rothenpieler et al., 1993).

1.2.2 Sklerotombildung

Der Vorgang der Somitenreifung erfolgt in drei Achsen, der dorso-ventralen, der medio-
lateralen und der kranio-kaudalen Achse. Verdnderungen in der dorso-ventralen Achse sind
bereits vier bis fiinf Stunden nach Knospung der Somiten zu erkennen (Stockdale et al.,

2000).

Die ventralen 2/3 des Somiten entwickeln sich iiber epithelio-mesenchymale Tranformation
(EMT) zum Sklerotom. Einbezogen werden auch die mesenchymal gebliebenen Zellen des
Somitozol. Der Begriff "Sklerotom" wurde 1880 von Hatschek gepriagt und ist Hinweis auf
die aus diesem Anteil entstehenden Knorpel, Knochen und Rippen des Achsenskeletts
(Hatschek, 1880).

Die EMT im ventralen Somit geht einher mit einer Reduktion der apikalen Zell-Zell-
Verbindungen, einer Erweiterung des Extrazellularraumes, Ausbildung von Filopodien und
Einlagerung von Hyaluronsdure (Trelstad, 1977; Solursh et al., 1979), aber auch der
Reduktion des fiir die Zelladhdsion wichtigen Zell-Zell-Adhdsionsmolekiils N-cadherin (Hatta



et al., 1987; Duband et al., 1987; Takeichi 1988). So entsteht ein lockerer, mesenchymaler
Gewebszusammenhang, aus dem auch Zellen in den bisher zellfreien perichordalen Raum

einwandern.

1.2.2.1 Gene in der Bildung und Differenzierung des Sklerotom
Bei der Bildung und Entwicklung des Sklerotoms ist nach heutigem Kenntnisstand noch

einmal zwischen einem dorsalen und einen ventralen Anteil zu unterscheiden.

Initiator und verantwortlich fiir den Erhalt ist im ventralen Anteil Sonic hedgehog (Shh), ein
von der Chorda dorsalis ausgehendes und im weiteren Verlauf durch zusitzliche Expression
in der Bodenplatte des Neuralrohres verstarktes Signal, das mit Noggin, ebenfalls aus der
Chorda dorsalis, kooperiert und iiber Gli2 und Gli3 die Sklerotombildung induziert (Buttitta
et al., 2003; Brand-Saberi et al., 1996; Miiller et al., 1996; Fan und Tessier-Lavigne, 1994;
Johnson et al., 1994; Mc Mahon et al., 1998). Es fiihrt zum Anstieg der schon im epithelialen
Somiten nachweisbaren Pax/-Expression (Ebensperger et al., 1995; Balling et al., 1996,
Deutsch et al., 1988). Pax gehort, wie auch sein Synergist Pax9, zur Gruppe der "paired
box"-Gene. Beide unterschieden sich lediglich durch drei Aminoséuren in der "paired-box-
Doméne" und zeigen dhnliche Expressionsmuster (Peters et al., 1999; Balling et al., 1996).
Zudem haben sie in Geweben, in denen beide exprimiert werden, dhnliche Funktionen, wie
z.B. antiapoptotische Eigenschaften, die Kontrolle der Zellproliferation, Verbesserung der
Zelladhdsion und der mesenchymalen Kondensation in der frithen Sklerotomentwicklung und
sind wie alle Pax-Gene einer Dosis-Wirkungs-Beziehung unterworfen (Peters et al., 1999).
Beide sind sklerotomspezifische Markergene, die zur Untersuchung dieser Struktur
herangezogen werden konnen (Barnes et al., 1996). Allerdings beginnt die Expression von
Pax1 etwas frither und es ist, wie an Knockout-Mausen experimentell untersucht, in der Lage,
ein Fehlen von Pax9 vollstindig zu kompensieren, wihrend andersherum die Kompensation
eingeschréankt ist (Peters et al., 1999). Sichtbar zu machen ist die Expression von Pax/
zunichst im ganzen ventralen Somiten, konzentriert sich spéter jedoch auf den kaudalen
Anteil des Somiten, insbesondere dessen mediale Hélfte (Ebensperger et al., 1995; Monsoro-
Burq et Le Douarin, 2000). Die Expression von Pax9 wird erst nach der EMT nachweisbar
und beschrinkt sich zum o.g. Zeitpunkt auf den latero-posterioren Abschnitt des Somiten

(Balling et al., 1996; Miiller et al., 1996).

Die Entwicklung des dorsalen Sklerotoms erfolgt deutlich spéter, die Steuerung erfolgt hier

durch Signale aus dem Neuralrohr, der Nierenanlage und dem Seitenplattenmesoderm



(Monsoro-Burg et al., 1996). BMP4 sorgt in Wechselwirkung mit Shh fiir deutlich niedrigere
bis nicht vorhandene Pax/- und Pax9-Spiegel, so dass die Entwicklung des dorsalen
Sklerotoms unabhingig von diesen Faktoren zu sein scheint (Ebensperger et al., 1995;

Watanabe und Le Douarin, 1996).

1.2.2.2 Sklerotomderivate

Das Sklerotom liefert das Anlagematerial des Achsenskeletts. So entstehen aus dem zentralen
Sklerotom die ventralen Anteile der Neuralbdgen, die Pedikel und der proximale Anteil der
Rippen (Christ und Wilting, 1992; Brand-Saberi et al., 1996). Aus den Zellen des
perichordalen Raumes als ventralem Sklerotom entwickeln sich Wirbelkdrper und
Zwischenwirbelscheiben (Tondury, 1958; Brand-Saberi et al, 1996). Das dorsale Sklerotom
stellt die Grundlage der Dornfortsédtze sowie des dorsalen Anteils der Neuralbogen dar (Peters
et al., 1999; Monsoro-Burq et LeDouarin, 2000). Aus dem lateralen Sklerotom werden die
distalen Rippen und Anteile der Sehnen konfiguriert (Huang et al., 2000; Brent et al., 2003).
Bindegewebe in der Umgebung der Spinalganglien und Spinalnerven sowie Endo- und
Perineurium entstehen aus dem Neurotom genannten, kranialen Anteil des Sklerotom
(Rickman et al., 1985; Teillet et al., 1987; Halata et al., 1990). Auch die Meningen schlieBlich
sind sklerotomalen Ursprungs (Halata et al., 1990).

1.2.3 Dermomyotombildung

Wihrend der ventrale Anteil des Somiten sich durch EMT zum Sklerotom umwandelt, bleibt
die epitheliale Struktur im dorsalen Anteil erhalten. Diese Kompartimentierung des Somiten
und auch die folgende Regionalisierung ist nicht in-, sondern extrinsisch gesteuert. Die
wichtigsten Faktoren in diesem Prozess sind das dorsale Neuralrohr und das
Oberfliachenektoderm, deren Signale das Dermomyotom per Diffusion erreichen. (Christ et

al., 1992; Denetclaw et al, 2001).

1.2.3.1 Gene in der Bildung und Entwicklung des Dermomyotom

Die Spezifizierung des Dermomyotom erfolgt iiber sogenannte Wnt's, Glycoproteine, die als
lokale Mediatoren wirken, indem sie nach Diffusion durch Bindung an spezifische
Rezeptoren den B-Catenin-Gehalt im Zellinnern erhdhen und damit zur Aktivierung
spezifischer Zielgene flihren. Sie stammen aus dem dorsalen Neuralrohr und dem Ektoderm.
(Denetclaw und Ordahl, 2000; Bothe et al., 2007; Brent et Tabin, 2002; Dhoot et al., 2001).

Zusitzlich wird der ventralisierend wirkende Faktor Shh {iber das membrangebundene
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Glykoprotein Gasl geblockt , was zur Verhinderung der EMT im dorsalen Somiten beitragt.
(Lee et al., 2001).

Einer der wichtigsten Akteure in der Bildung und Entwicklung des Dermomyotom ist der
oben genannte Transkriptionsfaktor Paraxis. Dieser reguliert und erhélt die epithelialen
Eigenschaften im dorsalen Drittel des Somiten. Er wird bereits in der Segmentplatte, aber
auch in den neu gebildeten Somiten exprimiert, beschrinkt sich dann aber nach der
Kompartimentierung auf den Bereich des Dermomyotoms. Seine Expression wird durch
Signale aus dem dariiber liegenden Oberflichenektoderm induziert. Paraxis dient unter
anderem der Regulation der Migration, Spezifizierung und Organisation von
dermomyotomalen myogenen Vorlduferzellen, nicht aber deren Einwanderung ins Myotom.
Es reguliert als Mediator der Signale aus dem Oberfldchenektoderm die Expression von Pax3

im Dermomyotom und damit wahrscheinlich auch die Zellproliferation (Wilson-Rawls et al.,

1999).

Pax3 ist ein Transkriptionsfaktor aus der Familie der Pax-Gene. Es wirkt mitogen, reguliert
die Zellmigration liber einen Tyrosinkinaserezeptor und kann in dermomyotomalen Zellen

und in migrierenden Zellen nachgewiesen werden (Wilson-Rawls et al., 1999)

Seine Expression wird durch axiale Strukturen iiber Wnt's induziert und erhalten und ist in
geringer Menge schon in der Segmentplatte und in frithen Somiten vorhanden (Brand-Saberi
et al., 1996; Galli et al., 2008). Auch das Seitenplattenmesoderm erhélt iiber Bone
Morphogenetic Protein (BMP)4, einen Wachstumsfaktor, der iiber Bindung an spezifische
Membranrezeptoren zur Verdnderung von Genaktivitét flihrt, die Pax3-Expression aufrecht
(Wilson-Rawls et al., 1999). Im weiteren Verlauf der Somitenreifung beschrinkt sie sich dann
auf den dorsalen epithelialen Anteil des Somiten bzw. letztendlich auf die dorsomediale und
ventrolaterale Lippe des Dermomyotom und kann in diesem Sinne, so wie Paraxis, als
dermomyotomaler Marker genutzt werden (Brand-Saberi et al., 1996; Bothe et al., 2007,
Denetclaw und Ordahl, 2000).

1.2.3.2 Dermomyotomderivate

Das Dermomyotom stellt die Quelle der meisten mesodermalen Gewebe wie Muskulatur,
Bindegewebe und Endothel sowie von Anteilen an Haut und Knorpel dar (Christ et al., 1977,
Christ und Ordahl, 1995; Eloy-Trinquet et al., 2000; Psychoyos und Stern, 1996). Dies
geschieht tiber myogene, fibrogene und angiogene Zelllinien (Brand-Saberi et al., 1996).

11



Die Ausbildung von Lippen an den Seiten des Dermomyotoms fiihrt {iber ,,muscle
determination factors*(MDF) zur Ausbildung des Myotom. Dabei entwickeln sich MDF-
positive Zellen der dorsomedialen Lippe im thoracolumbalen Bereich zu epaxialen, die der
ventrolateralen Lippe zu hypaxialen Muskelfasern (Denetclaw et al., 2000; Gros et al., 2004;
Bothe et al., 2007). Das zentrale Dermomyotom ist Ursprung von Haut und Unterhautgewebe
des Riickens (Mauger, 1972), sowie des sekundéren, proliferativen Myotoms und der

Satellitenzellen (Gros et al., 2005).

1.2.4 Myotombildung

Die o.g. Lippenbildung fiihrt also letztendlich iiber Wachstum und Translokation der
myogenen Zellen zur Myotombildung. Dabei ist das mediale Dermomyotom die Quelle der

epaxialen myotomalen Zellen (Scaal und Christ, 2004).

So translozieren im dorsalen Dermomyotom Pax3-exprimierende Zellen nach ventral,
elongieren, erwerben eine kranio-kaudale Ausrichtung und entwickeln sich letztendlich zu

myotomalen Myocyten (Gros et al., 2004).

1.2.4.1 Gene in der Bildung und Entwicklung des Myotom

Die Myogenese ist abhdngig von MDF’s und beginnt, wenn Zellen anfangen, MyoD zu
exprimieren, den, beim Huhn, wichtigsten MDF (Denetclaw und Ordahl, 2000). Diese
wandern dann als Muskelvorlduferzellen unter das Dermomyotom (Denetclaw und Ordahl,
2000; Denetclaw et al., 2001; Scaal und Christ, 2004; Bothe et al, 2007). MyoD gehort zu
einer Familie basischer Helix-Loop-Helix-Proteine - zu der u.a. auch Myf5, Myf6 und
Myogenin gehdren - die die Skelettmuskeldifferenzierung und -spezifizierung koordiniert
(Tapscott und Weintraub, 1991; Tapscott, 2005). Es wurde 1979 erstmals entdeckt und 1987
als cDNA kloniert (Taylor und Jones, 1979; Davis et al., 1987). Mit dem Faktor Myf5
substituiert es sich partiell. Beide werden fiir die Bildung myogener Zelllinien bendtigt, wobei
MpyoD eine frithe Expression im hypaxialen Myotom aufweist, wihrend die von Myf5 im
frithen epaxialen Myotom zu finden ist (Wilson-Rawls et al., 1999; Sartorelli et al., 1997,
Kablar et al., 1998). MyoD kann muskelspezifische Gene aktivieren , das myogene Programm
starten und andere Zelltypen supprimieren (Tapscott und Weintraub, 1991). Seine

Expressionslevel fluktuieren wéhrend eines jeden Zellzyklus (Galli et al., 2008).

MyoD wird durch unterschiedliche Gene in einem sensiblen Gleichgewicht reguliert (Scaal et
Christ, 2004), dazu gehort Shh aus Chorda und Bodenplatte des Neuralrohres, das die MyoD-

Expression im epithelialen Somiten initiiert und damit die Proliferation und Verhinderung
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von Apoptose ermoglicht. Unterstiitzung erhélt es von BMP4 aus dem Seitenplattenmesoderm
(Brand-Saberi et al., 1996; Tapscott, 2005), wohingegen Notch die MyoD-Transkription und
-aktivitédt senkt (Kopan et al., 1994). Auch Wnt’s aus Neuralrohr und Ektoderm sind an der
Regulation von MyoD beteiligt (Cossu und Borello, 1999).

1.2.4.2 Myotomderivate

Das mediale Dermomyotom fiihrt {iber Myotombildung zur Entwicklung der epaxialen, also
der autochthonen Riickenmuskulatur, wihrend aus dem lateralen Dermomyotom {iber das
Myotom die hypaxiale Muskulatur entsteht, die die ventrolaterale Rumpfwandmuskulatur

sowie die Extremitdtenmuskulatur bildet (Bothe et al., 2007; Scaal undChrist, 2004).

1.2.5 Intermediares Mesoderm

Das intermedidre Mesoderm zeigt sich zu Beginn der Entwicklung als schmaler Streifen
undifferenzierten Mesoderms zwischen dem paraxialen und dem lateralen Mesoderm (Hiruma
und Nakamura, 2003). Aus ithm entsteht der Wolffsche oder (meso)nephrische Gang, der
essentiell ist fiir die Entwicklung von Niere und Ureter, aber auch der ménnlichen
Samenwege (Romanoff, 1960; Obara-Ishihara et al., 1999; Grote et al., 2005; Hannema und
Hughes, 2007).

1.2.5.1 Der Wolffsche Gang

Schon in frithen embryologischen Studien wird der Wolffsche Gang als aus dem
intermedidren Mesoderm hervorgehender solider Zellstrang beschrieben (Fiirbringer, 1878,
Mihalcovics, 1885, zitiert nach Romanoff, 1960). Der Zeitpunkt der Strangbildung wird in
dlteren Arbeiten um das 8-Somiten-Stadium beschrieben (Romanoff, 1960), Hiruma und
Nakamura stellten allerdings bereits bei einem 5-Somitenstadium (HH 8+) eine Anlage in

Form eines feinen Bandes tiber den Bereich dreier Somiten (6. bis 8.) fest (Hiruma und

Nakamura, 2003).

Dieser Zellstrang wird im Stadium HH 9 deutlicher, erstreckt sich aber noch iiber den
gleichen Abschnitt. Im Stadium HH 9+ wichst er spindelférmig nach kaudal aus und
verldngert sich deutlich, so dass er die Lange von 6 Somiten (6. bis 11.) iiberspannt. Er
erreicht im Stadium HH 10 das Ausmal} von 7 Somiten (6. bis 12.) und ist nun als Zellstrang
deutlicher erkennbar. Im Stadium HH 11 beginnt sich der Zellstrang in einen dorsalen und
einen ventralen Anteil zu separieren, wovon der dorsale als Wolffscher Gang verbleibt und in

Stadium HH 12 durch weiteres extensives Wachstum bereits den Bereich des noch zu
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bildenden 18. Somiten erreicht. Der ventrale Anteil beginnt sich im Stadium HH 14 zu Tubuli
umzubilden (Hiruma und Nakamura, 2003). Die Lumenbildung des Ganges beginnt im
Stadium HH 12, ab HH 13 existiert ein kontinuierliches Lumen im dorsalen Anteil und der

Wolffsche Gang verlagert sich ventrolateral neben die Aorta (Hiruma und Nakamura, 2003).

Der Wolffsche Gang wichst durch Mitose und Zellmigration nach kaudal aus. Er hat
letztendlich drei Anteile: den kanalisierten Bereich auf Somitenhohe, der eine mesenchymal-
epitheliale Transition (MET) durchgemacht hat und nun ein Rohr mit Basalmembran und
apikobasal polarisierten Zellen bildet, den Ubergangsbereich, der als solider Zellstrang gut
von der Umgebung abgrenzbar ist, aber keine Basalmembran hat, und die mesenchymale
Spitze. Hier sind die Zelllingsachsen kranio-kaudal angeordnet, eine Basalmembran ist nicht
vorhanden, dafiir aber filopodien- und lamellipodienartige Auswiichse der Zellen, die auf
Migrationsverhalten hinweisen (Jacob und Christ, 1978; Jacob et al, 1978; Jacob et al, 1991).
Auch weist die Spitze einen deutlich hoheren Mitoseindex auf (Jacob und Christ, 1978), was
in Kombination mit dem Migrationsverhalten der Zellen das schnelle Wachstum des
Wolffschen Ganges in Richtung der Kloake erklart. Bei Entfernung dieser Spitze stagniert das
Auswachsen des Wolffschen Ganges, jedoch sind theoretisch alle Anteile des Ganges zum
Wachstum beféhigt. Dies impliziert den Einfluss extrinsischer Faktoren auf die Elongation
des Wolffschen Ganges in Richtung der Kloake (Jacob und Christ, 1978). Einer dieser
Faktoren ist ein Glykoprotein der extrazelluldren Matrix, Fibronectin. Es findet sich auf der
Oberflache des unsegmentierten paraxialen Mesoderms, aber auch in den Basallaminae von
Somiten und Wolffschem Gang. Es stellt die Voraussetzung zum Auswachsen des
Wolffschen Ganges dar, bei Fehlen kommt es zur Stagnation. Unterstiitzend wirkt Laminin,
das eine richtungweisende Wirkung hat. So ist das Zusammenspiel der extrazelluldren Matrix
mit der Wachstumszone des Wolffschen Ganges fiir dessen gerichtetes Wachstum essentiell

(Jacob et al., 1991).

Steuerung der Entwicklung des Wolffschen Ganges
Interaktionen zwischen dem Seitenplattenmesoderm, dem Ektoderm, dem paraxialen
Mesoderm und dem intermedidren Mesoderm sind von grofer Bedeutung fiir die Bildung des

Wolffschen Ganges und initialisieren die Entwicklung des Urogenitaltraktes.

Die Entfernung des Ektoderms hat zwar keinen Einfluss auf die kaudale Migration von

Progenitorzellen und damit auf das Auswachsen des Wolffschen Ganges, wohl aber auf
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dessen Differenzierung: Tubulogenese und weitere Nephrogenese werden unterdriickt (Obara-

Ishihara et al., 1999).

Als ein vom Ektoderm ausgehendes Signal wurde BMP4 ermittelt. Durch BMP4-Expression
im Ektoderm kommt es im Seitenplattenmesoderm zu einem positiven Feedback und damit
verbunden dort ebenfalls zu einem Anstieg der BMP4-Produktion. Nachgeordnet reguliert
dann Pax2 die Entstehung und Differenzierung des Wolffschen Ganges. Ein friiher Initiator
dieses Vorgangs scheint das paraxiale Mesoderm zu sein (Mauch et al., 2000). Folgend
emigrieren Pax2-positive Zellen nach kaudal, worauf die Differenzierung in ein epitheliales

Rohr folgt (Obara-Ishihara et al., 1999).

Von Bodo Christ und Kollegen wurde eine ,,Wachstumszone* im Seitenplattenmesoderm auf
Hohe der Epithelisierungszone im paraxialen Mesoderm mit Einfluss auf die Entwicklung des

Wolffschen Ganges vermutet (Jacob et al., 1991).

1.2.5.2 Gene und Transkriptionsfaktoren

Wie schon in der Entwicklung der Somiten beschrieben, sind auch in der Differenzierung des
intermedidren Mesoderms Pax-Gene von entscheidender Bedeutung. Zu nennen sind die eng
verwandten Gene Pax2 und Pax§. Sie gehdren wie Paxl, Pax3, Pax7 und Pax9 zu einer
Familie morphogenetischer Regulationsgene, die fiir DNA-bindende Transkriptionsfaktoren
codieren (Rothenpieler et al., 1993). Sie sind essentiell fiir die Initiierung der Bildung von
Pro-und Mesonephros und der daraus folgenden Nierenentwicklung (Grote et al., 2005).
Gemeinsam regulieren sie Gata3, ein fiir die Proliferation, Morphogenese und das gerichtete
Auswachsen des Wolffschen Ganges bedeutsames Gen, bei dessen Fehlen es zur Bildung

multipler ungeordneter Giange mit ungerichtetem Wachstum kommt (Grote et al., 2005).

Vor allem Pax2 wird fiir viele Schritte in der Bildung (EMT) und Differenzierung aller
epithelialen Strukturen aus dem intermedidren Mesoderm bendtigt (Torres et al., 1995;
Rothenpieler et al., 1993). Es hat antiapoptotische Eigenschaften (Woolf und Welham, 2002),
wird im Wolffschen Gang und im nephrogenen Mesenchym exprimiert und stellt den
frithesten Regulator der Nierenentwicklung dar (Torres et al., 1995). Wahrscheinlich obliegt
ihm die Regulation von nachgeordneten Genen, die flir die Zellaggregation und -polarisierung
und damit fiir die Epithelbildung bendtigt werden (Rothenpieler et al., 1993). Ohne Pax?2 fehlt
die Anlage von Nieren, Ureteren und den aus dem intermedidren Mesoderm gebildeten

Anteilen der minnlichen Geschlechtsorgane (Joseph et al., 2009; Obara-Ishihara, 1999).
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Seinerseits erfahrt es Kontrolle durch das schon o.g. BMP4, aber auch Emx2 ist an der

Regulation beteiligt (Miyamoto et al., 1997).

Pax2 ist auBBerdem als eines der ersten Gene im metanephrischen Mesenchym von
entscheidender Bedeutung fiir die spétere Konversion und Differenzierung des
Nierenmesenchyms zu Epithel (Miyamoto et al., 1997). Hier kommt es zu einem
Zusammenspiel mit WT1, das fiir die Antwort des noch nicht induzierten metanephrischen
Mesenchyms verantwortlich ist: ohne WT1 wird keine Ureterknospe ausgebildet (Torres et

al., 1995).

Bei Sdugern wird Pax2 im Wolffschen und im Miillerschen Gang exprimiert (Torres et al.,
1995) und ist, auch beim Vogel, auBerdem an der Entwicklung von Auge, Ohr und Gehirn
beteiligt (Obara-Ishihara et al., 1999).

1.2.5.3 Derivate des Wolffschen Ganges

Aus dem Wolffschen Gang entstehen Teile der tubuldren epithelialen Gewebe von Niere und
ménnlichem Genitale: der Nebenhoden, der Samenleiter, die Ureteren und die Sammelrohre
der Niere (Obara-Ishihara et al., 1999, Romanoff, 1960). Der Nebenhoden entsteht aus dem
kranialen Anteil des Wolffschen Ganges und hat letztendlich fiinf Anteile: ein initiales
Segment, Caput, Corpus, Cauda und Vas deferens. In ihm erwerben die Spermatozoen die

Fahigkeit zur Ovotaxis und Befruchtung (Joseph et al., 2009).

1.3 Nomenklatur

Um die Entwicklung von Hithnerembryonen fiir Vergleichszwecke sinnvoll einteilen zu
konnen, wurde 1951 von Hamburger und Hamilton (HH ) ein Schema entwickelt, das die
Morphologie des Embryos und die Anzahl der gebildeten Somitenpaare
berticksichtigt(Hamburger und Hamilton, 1951). So ist, unabhéngig von Bebriitungsdauer,
Umgebungsbedingungen und dem Alter der Eier immer ein direkter Abgleich zwischen
mehreren untersuchten Embryonen gleichen Stadiums moglich. Diese Nomenklatur sieht eine
Einteilung in drei Klassen vor: die presomitischen Stadien von HH 1 bis HH 6 und einer
Bebriitungsdauer von ca. 24 Stunden, die somitischen Stadien von HH 7 bis HH 14 mit bis zu
53 Stunden Bebriitungszeit und die Stadien mit Kennzeichnung durch externe Strukturen, die
die Stadien HH 15 bis HH 46 betreffen, und den grof3ten Teil der Entwicklung bis zum
Schlupf abdecken.
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Die in dieser Studie zu Untersuchungszwecken herangezogenen Stadien sind also nach der
HH -Nomenklatur durch externe Strukturen gekennzeichnet. So ist fiir das Stadium HH 15 ein
spitzer Winkel zwischen Tel- und Diencephalon erkennbar, eine dritte Kiemenspalte zeichnet
sich ab, die Somitenanzahl betrigt 24 bis 27 Paare. Das Stadium HH 16 mit 26 bis 28
Somitenpaaren ist durch die sich bis zwischen dem 10. und 18. Somitenpaar ausdehnende
Amnionhiille geprigt. In Stadium HH 17 beginnt die Bildung der Extremitidtenknospen, der
Embryo hat 29 bis 32 Somitenpaare. Das (fast) geschlossene Amnion ist das wichtigste
Kriterium fiir das Stadium HH 18 mit 30 bis 36 Somitenpaaren. Im Stadium HH 19 mit 37 bis
40 Somitenpaaren tritt die vierte Kiemenspalte in Erscheinung, die Augen sind deutlich zu

sehen, aber noch unpigmentiert.

1.4 Wissenschaftliche Fragestellung

Die Interaktion der verschiedenen Keimblétter und ihrer Derivate in der Ontogenese ist schon
lange bekannt und schon seit Jahrzehnten Gegenstand intensiver Forschungsarbeiten.
Besonders die seit einigen Jahren zugingliche molekulare Ebene ermoglicht einen tiefen

Einblick in grundlegende Prozesse der Vertebratenentwicklung.

Es ist ein Einfluss nahezu aller umgebenden Gewebe auf die Entwicklung und Reifung der
Somiten bekannt. Lediglich das intermedidre Mesoderm ist im Hinblick auf diese
Fragestellung bisher nur unzulidnglich untersucht. In fritheren Daten aus unserer
Arbeitsgruppe (Kathrin Heim, Dissertation 2011) fiel jedoch im Bereich der ventralen
Somiten der kaudalen Rumpfabschnitte eine nach ventrolateral, also zum Wolffschen Gang
gerichtete, erste ,,Auflosung* der epithelialen Somiten und damit beginnende Bildung des

Sklerotoms auf.

So sollte in dieser Arbeit ein moglicher Einfluss des Wolffschen Ganges auf die
Somitenentwicklung untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde die Wachstumsknospe des
Wolffschen Ganges mikrochirurgisch entfernt und es wurden nach Reinkubation der
operierten Embryonen die Folgen dieses Eingriffs auf die Somitenentwicklung anhand von

Semidiinnschnitten und der Expression von Markergenen untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

Gegenstand der Untersuchung war das Thorakolumbalsegment, da nach der
zervikothorakalen Exstirpation des Wolffschen Ganges in diesem Abschnitt eine durch das
Fehlen des Wolffschen Ganges bedingte unmittelbare Auswirkung erwartet wurde. Als
Kontrolle wurde jeweils die bilateral-symmetrische nicht operierte Seite desselben Embryos
genutzt. Die unabhingige Entwicklung beider symmetrischer Hilften wird in der Literatur
beschrieben, wobei die Chorda als grenzgebendes Signal vermutet wird (Klessinger und

Christ, 1996).

Zur Darstellung der Zellmorphologie im Somiten wurden transversale Semidiinnschnitte
angefertigt. Der Nachweis des korrekten Vorgehens in der Operation wurde durch Pax2-
Expressionsmuster, die in diesem Bereich auf den Wolffschen Gang und das nephrogene
Mesenchym beschréinkt sind, mit Hilfe von Immunhistochemie und in sifu-Hybridisierung

dargestellt.

Die Darstellung der Wirkung des Fehlens des Wolffschen Ganges auf die einzelnen
Somitenkompartimente erfolgte mit dem Verfahren der in situ-Hybridisierung. So wurde der
Bereich des lateralen Sklerotom mit Hilfe der c-Pax9-Sonde sichtbar gemacht, der des
medialen durch c-Pax1. Mittels g-Pax3 und c-Paraxis erfolgte die Darstellung des
Dermomyotom und des Prozesses der Epithelialisierung. c-MyoD kennzeichnet das sich
daraus entwickelnde Myotom. Es wurden im Fall von Paraxis n=3 Embryonen untersucht.
Fiir Pax3, MyoD, Pax2 und Pax9 waren es jeweils n=4. Fiir Pax/ umfasst das Probenvolumen

n=5.

2.2 Embryonen

Befruchtete White Leghorn-Eier der Firma Produits agricoles Haas, Kaltenhouse, Frankreich
wurden bei 76% relativer Luftfeuchte und einer Temperatur von 37,8°C liegend bis zum
bendtigten Stadium bebriitet (Brutschrank der Firma Grumbach, Asslar). Die Stadien wurden
nach der Nomenklatur von Hamburger und Hamilton aus dem Jahre 1951, im Weiteren

HH genannt, klassifiziert. Die in dieser Arbeit untersuchten Embryonen hatten zum Zeitpunkt
der Operation ein Alter von 47,5 bis 58 Stunden erreicht und ein Nomenklaturstadium von
HH 8-9 bis HH 13. Zum Zeitpunkt der Untersuchung hatte eine weitere Bebriitung iiber 16,5
bis 21 Stunden stattgefunden und es waren Stadien von HH 15 — 16 bis HH 19 vorhanden.
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2.3 Mikrochirurgie

2.3.1 Vor-und Nachbereitung
Bei allen Manipulationen an Embryonen - Operation, Préparation, Fixierung, Einbettung,
in situ-Hybridisierung, Immunhistochemie - wurden industriesterile Einmalhandschuhe (Peha

Soft, Hartmann) verwendet.

Vor dem Eingriff erfolgte eine Reinigung des Arbeitsplatzes mit 0,1% SDS und eine
Desinfektion mit 70% Ethanol. Es wurden ausschlieBlich sterile Edelstahl-Instrumente oder
sterile Einmalartikel aus Kunststoff verwendet, die nach Gebrauch gereinigt und sterilisiert

bzw. verworfen wurden.

Vor der Operation wurde die Lokalisation der Keimscheibe im Ei mit Hilfe einer
Durchsichtlampe bestimmt und auf der Schale vermerkt. Danach wurde die Eierschale mit
70% Ethanol desinfiziert und das Ei in ein Nestchen aus einer mit Aluminium ummantelten
und mit einem Tupfer abgepolsterten Petrischale (Falcon) gesetzt. Nun erfolgte eine
Absaugung von ca. 2 ml Eiklar mittels 2ml-Spritze und Kaniile (Sterican, Braun) am
stumpfen Pol des Eis iiber die Luftkammer, um ein Absinken des Embryos zu erreichen. Mit
einer feinen Sdge wurde danach die Eischale bis zur Schalenhaut durchtrennt und ein
Fensterchen von 0,5 cm im Quadrat entfernt, dann mit einer stumpfen Pinzette die
Schalenhaut im Bereich des Fensterchens nach Aufbringen eines Tropfens Locke-Ldsung mit
Penicillin (Locke und Rosenheim, 1907), um den eventuell anhaftenden Embryo abzusenken
und Verletzungen zu vermeiden, penetriert und beseitigt. Der abgesenkte Embryo wurde

daraufhin mittels 2-3 ml Locke-Lésung auf das Niveau des Fensterchens angehoben.
Die Operationen wurden mit Hilfe eines Stereomikroskopes (Leica MZ 9,5) durchgefiihrt.

Zur Vorbereitung der Operation und Darstellung der Vitellinmembran wurde diese vorsichtig
mit einem Farbestift aus einem mit einer Mischung aus Agarose und Nilblau beschichteten
kugelformig ausgezogenen Glasrohrchen angefédrbt und mittels durch Elektrolyse geschirfter
Tungsten-Nadeln (Durchmesser 0,5 mm, Elektrolyse in 0,5 molarer KOH bei 12 Volt) iiber
dem gesamten Embryo vorsichtig durchtrennt und zur Seite prapariert. Die verwendeten
Nadeln wurden wihrend der Manipulation fortwéhrend mittels einer Ethanol-Flamme von

Eiweil- und anhdngenden Geweberesten befreit und sterilisiert.

Nach der Operation wurden 2 ml Eiklar mittels Kaniile und Spritze {iber die zuvor
geschaffene Offnung am stumpfen Eipol abgesaugt, um den Embryo wieder abzusenken, und

der Embryo zur Verhinderung der Austrocknung mit einigen Tropfen Locke-Losung
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betraufelt. Das Ei wurde hernach mittels medizinischem Klebeband (Ethibond 3 M, Ethicon)
verschlossen und bis zum Erreichen der untersuchten Stadien liegend mit nach oben

gerichtetem Fenster bei den oben genannten Bedingungen weiter bebriitet.

2.3.2 Operation

Es wurden Embryonen der Stadien HH 8+ bis HH 15, mit dem Hauptaugenmerk auf HH 10
bis HH 12 und HH 13, operiert, da in diesem Stadium die Knospe des Wolffschen Ganges am
Sichersten in toto entfernt werden konnte. Die Bestimmung des Stadiums und das Zéhlen der
Somitenpaare erfolgte nach einem ersten Anfarben des Embryos mit den oben genannten
Férbestiften, was eine Blaufarbung des Ektoderms und ein Durchschimmern der darunter

liegenden Strukturen zur Folge hatte.

Das Ektoderm wurde darauthin mithilfe einer geschérften Tungsten-Nadel parallel zur
Somitenreihe bzw. dem noch unsegmentierten paraxialen Mesoderm iiber die von Hiruma und
Nakamura, 2003 beschriebene benétigte Distanz mit geradem Schnitt durchtrennt und
vorsichtig ohne weitere Verletzung nach lateral prépariert. Ein erneuter Einsatz des
Farbestiftes machte die darunter liegenden Strukturen deutlicher sichtbar. Die so dargestellte
mesenchymale Spitze des Wolffschen Ganges wurde nun mittels gescharfter Tungsten-Nadel
vorsichtig aus dem umgebenden Gewebe unter Schonung der Gefdfle und des nephrogenen
Mesenchyms herausgelost und, wie im Abschnitt 2.3.7 in Anlehnung an Hiruma und
Nakamura, 2003 zusammengefasst, je nach Stadium iiber 1 bis zwei vollendete sowie 3 bis 5
noch zu formende Somiten entfernt. Der OP-Situs ist beispielhaft in den Abbildungen 2.1
und 2.2 dargestellt. Das zur Seite verlagerte Ektoderm wurde darauthin soweit moglich
replaziert und der Embryo nach Absenkung und Bedeckung mit Locke-Losung (s.o0.) fiir 16,5
bis 21 Stunden reinkubiert.

2.3.3 Praparation

Zum Zeitpunkt der Préparation hatten die Embryonen ein Alter von 2,5 bis 4 Tagen sowie je

nach Operationsstadium HH -Stadien von 14 bis 20 erreicht (s. a. Kapitel 2.3.8).

Vor der Offnung des Eis wurde der Embryo mit der o.g. Methode wieder vorsichtig
abgesenkt, um Verletzungen zu verhindern. Bei Eroffnung des Eis im Bereich des
abgeklebten Fensters mit Hilfe einer feinen Augenschere (Aesculap) wurde die sich darunter
befindende Keimscheibe mit dem zentral liegenden Embryo sichtbar. Diese wurde nun mittels

einer Iridektomieschere (Aesculap) aus dem Zusammenhang mit der Dotterkugel geldst und
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Abbildung 2.1: OP-Situs eines HH 9-Embryos; dicker Pfeil: nicht ablatierter
Wolffscher Gang auf der linken Seite; diinner Pfeil: fehlende Struktur des
Wolffschen Ganges auf der rechten Seite; Sternchen: Beginn der
Ablationsstelle. Auflichtmikroskop, Vergréfierung 15-fach



Abbildung 2.2: OP-Situs; Darstellung des intakten Wolffschen Ganges auf
der rechten Seite eines HH 14 Embryos. Das Ektoderm wurde

aufgeschnitten und zur Seite prdpariert. Auflichtmikroskop, VergréfSerung
12-fach
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mittels eines kleinen Siebloffels (Aesculap) in eine mit gekiihlter Waschlésung (PBS, 1%)
geflillte Petrischale (Falcon) iiberfiihrt. Nach vorsichtiger Reinigung von Dotterresten wurde
die saubere Keimscheibe nun in eine zweite Petrischale mit Waschlosung iibertragen. Die
Amnionhiille wurde mittels zweier scharfer Pinzetten (Dumont) er6ffnet und der Embryo mit
Hilfe einer feinen Iridektomieschere bzw. zweier Pinzetten aus der Keimscheibe sowie von
Resten der Amnion- und Vitellinmembran befreit. Nun erfolge die Zahlung der Somiten

sowie die Einordnung in die HH -Nomenklatur.

2.3.4 Fixierung und Einbettung

2.3.4.1 Fixierung fiir in situ--Hybridisierung

Die Fixierung der Embryonen fiir die in situ-Hybridisierung erfolgte am vorher mit 0,1% SDS
gereinigten Arbeitsplatz unter Verwendung von Einmalhandschuhen, um Kontamination mit
mRNasen zu verhindern. Die praparierten Embryonen wurden mittels steriler Einmalpipette
(Einmal-Pasteur-Pipette, Roth) in mit 4% RNase-freiem Paraformaldehyd (PfA) in PBST
gefiillte RNase-freie 1,5 bzw. 2 ml Self-Lock-Eppendorfgefalle (Eppendorf) iiberfiihrt und bei
4°C tiber Nacht fixiert und gekiihlt. Eine Langzeitfixierung erfolgte am folgenden Tag mittels
Dehydrierung durch eine RNase-freie aufsteigende Methanolreihe (25%, 50%, 75%, 100%)
und anschlieBende RNase-freie Aufbewahrung bei -20°C.

2.3.4.2 Fixierung und Einbettung fiir Inmunhistochemie

Zur Fixierung der Embryonen fiir die immunhistochemische Darstellung wurden die
préparierten Embryonen unter den oben genannten Bedingungen in mit Serra-Losung (Serra,
1946) gefiillte Eppendorfgefdfie gebracht und liber Nacht bei 4°C fixiert und gekiihlt. Am
nichsten Tag erfolgte eine Dehydrierung mittels ansteigender Ethanolreihe (70%, 80%, 90%,
95%, 100%) sowie 2-mal Rotihistol fiir jeweils eine Stunde.

Dieses wurde in mehreren Waschschritten mit Paraffin (65°C, 2-mal eine Stunde, dann iiber
Nacht) herausgeldst und die Embryonen wurden am darauf folgenden Tag mit Hilfe einer

Einbettungsmaschine (Leica EG 1150H) in Paraffin eingebettet.

2.3.4.3 Fixierung und Einbettung fiir Semidiinnschnitte
Die Fixierung der Embryonen fiir Semidiinnschnitte erfolgte wie fiir in situ-Hybridisierung in
4% PfA/PBST, eine Langzeitkonservierung in Methanol war moglich. Vor der weiteren

Aufarbeitung erfolgte allerdings eine Riickfithrung in PfA/PBS.
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Die isolierten und in PFA/PBS aufbewahrten Embryonen wurden in dicht schlieBende
GlasgefiBe tiberfiihrt und 4-mal 5 Minuten in PBS gewaschen. Nun wurde die Waschlosung
durch eine 0,5% Osmium/PBS-Losung ersetzt, welche 15 Minuten bei geschlossenem Deckel
belassen wurde, und zu einer leichten Braunfdarbung und damit besseren Darstellung des
Embryos und seiner Strukturen im Epoxidharz fiihrt. Nun folgten mehrere 10-mintitige
Waschschritte in Aqua bidest., um das Osmium herauszuwaschen. Eine aufsteigende
Ethanolreihe (50%, 60%, 70%) fiihrte zu einer allmdhlichen Dehydrierung. Die so
behandelten Embryonen wurden iiber Nacht bei 4 °C in dicht verschlossenen Geféallen

gelagert.

Am folgenden Tag wurde die Dehydrierung fortgesetzt (80%, 90%, 95%, 3 x 100%), und die
Embryonen wurden mit Propylenoxid (Polysciences) auf die Einbettung in Kunstharz
(Durcupan, Sigma) vorbereitet. Dazu erfolgte eine 2-mal 10-miniitige Waschung in reinem
Propylenoxid, bevor dieses im Verhéltnis 2:1 mit Durcupan vermischt zugesetzt wurde. Nach
einer Stunde wurde diese Mischung durch eine 1:2-Mischung Propylenoxid:Durcupan ersetzt,
nach einer weiteren Stunde wurde der Deckel entfernt, um das fliichtige Propylenoxid eine
weitere Stunde ausdampfen zu lassen. Der letzte Waschschritt erfolgte nun in reinem
Durcupan tiber Nacht, bevor am néchsten Tag die Einbettung erfolgen konnte. Hierzu wurden
die Embryonen in eine Blockschablone aus Silikonkautschuk (Fa. Plano) tiberfiihrt und mit
Durcupan bedeckt. Die Ausrichtung erfolgte unter dem Mikroskop mit Hilfe einer Pinzette.
Die Aushértung erfolgte im Ofen (Memmert) bei 56 °C iiber 3 volle Tage.

2.3.5 Histologische Techniken/Methoden

2.3.5.1 in situ--Hybridisierung

Die InSitu-Hybridisierung dient der Darstellung von mRNA in Gewebe und Zellen. Mit ihrer
Hilfe kann Genexpression rdumlich und zeitlich im vorher gut konservierten und dennoch
permeablen Gewebe dargestellt werden, ohne dieses aus seinem morphologischen
Zusammenhang zu entfernen. Das Prinzip beruht auf der Eigenschaft von Nucleinsdureketten,
an komplementédre Nucleinsdureketten zu binden. Der Nachweis der hier untersuchten RNA-
Molekiile erfolgt mit spezifischen RNA-Sonden iiber enzymatisch umgesetzte farbige

Prézipitate. Die Sensitivitdt dieser Methode ist gering, die Spezifitit dagegen sehr hoch.

Die Embryonen wurden in eine Mikrotiterplatte (2 ml, 24 Well, Corning, N.Y.) iiberfiihrt.
Eine Rehydrierung der in Methanol fixierten Embryonen erfolgte in einer absteigenden

Methanolreihe (75%, 50%, 25% Methanol in DEPC-PBST) sowie reinem DEPC-PBST fiir
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jeweils 10 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schwenktisch (Duomax1030, Heidolph).
Die darauf folgende Proteolyse wurde, ebenfalls bei Raumtemperatur, mit einer Proteinase-K-
Losung durchgefiihrt (20pg/ml), wobei pro Stadium der Hamburger-Hamilton-Nomenklatur
eine Minute Verdauzeit gerechnet wurde. Zur Postfixierung wurden die Embryonen 20
Minuten in einer 0,2%igen Glutardialdehydldsung auf Eis inkubiert, dann fiir weitere 10
Minuten in DEPC-PBST, ebenfalls auf Eis. Die Priahybridisierung erfolgte fiir zwei Stunden
in auf 68 °C vorgewarmter Hybridisierungslosung im ebenfalls 68 °C warmen Warmeschrank
(Shake 'n’Bake 136400, Boekel). Nach Ablauf dieser zwei Stunden wurde die Losung
gewechselt und die Embryonen wurden iiber Nacht bei gleich bleibender Temperatur weiter

inkubiert.

Zur Hybridisierung wurden die Embryonen mit den zu untersuchenden Sonden (1l
Digoxigenin-RNA-Sonde/ml Hybridisierungslosung) versehen und iiber Nacht bzw. {iber das
Wochenende weiterhin bei 68 °C inkubiert.

Auch das Posthybridisierungswaschen erfolgte bei 68 °C fiir 2-mal 30 Minuten mit
vorgewarmter Posthybridisierungslosung 1, gefolgt von weiterer Waschung bei
gleichbleibender Temperatur fiir ebenfalls 2-mal 30 Minuten mit ebenfalls vorgewarmter
Posthybridisierungslosung 2. Nun wurden die Embryonen 3-mal 10 Minuten in KTBT
gewaschen und dann zur Vorbereitung der Antikdrpermarkierung bei Raumtemperatur 4
Stunden in Lammserumldsung inkubiert. Die Antikorperinkubation erfolgte dann bei 4 °C
iiber Nacht mit Antikorperldsung (Anti-Digoxigenin-Antikdrper in Lammserumldsung

1:2000).

Am nichsten Tag wurde der Antikérper mit KTBT griindlich bei Raumtemperatur
ausgewaschen (3-mal 10 Minuten, dann 6-mal eine Stunde) und die Waschung iiber Nacht bei

4 °C fortgesetzt.

Mittels Alkalische-Phosphatase-Puffer fiir 3-mal 10 Minuten wurden die Embryonen auf die
Farbreaktion vorbereitet, dann erfolgte der Zusatz von BM-Purple mit 1 % 0,1 M Levamisol.
Die nun ablaufende Farbung fand unter Lichtausschluss statt. Es wurden lediglich zur
Kontrolle der Reaktion die Embryonen unter dem Stereomikroskop in regelméfBigen
Abstinden untersucht. Bei ausreichender Farbung wurde diese mit 1% Triton/PBS
abgestoppt, 2-mal in PBS gewaschen und dann erfolgte eine Lagerung der Embryonen bis zur

weiteren Bearbeitung bei 4 °C.

Die Darstellung im Schnitt erfolgte nach Einbettung in ein 5%iges Agarose-Medium.
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Hierzu wurde eine 5% Agarose-Losung hergestellt und von der noch fliissigen Losung ein
Boden in Glasformchen gegossen. Die zu untersuchenden Embryonen wurden mittels
Siebloffel auf den gegossenen Boden tiberfiihrt, mittels Pipettenspitze (1000ul, Eppendorf)
ausgerichtet und mit weiterer Agarose begossen. Nach Abkiihlen und damit verbundenem
Aushirten konnten die Blocke mittels Skalpellklinge zugetrimmt und mit einem Vibratom
(Leica VT 1000 S) in PBS mittels einer Rasierklinge (Wilkinson) in 50 Mikrometer dicke
Schnitte geteilt werden. Diese wurden mit Hilfe eines feinen Pinsels in Serie auf Objekttrager
aufgezogen und nach Trocknung mit Aquatex (Merck) eingedeckelt. Die Aushértung erfolgte

bei Raumtemperatur.

2.3.5.2 Immunhistochemie

Immunhistochemische Darstellungen bedienen sich der Eigenschaft von Antikorpern,
spezifisch an préisentierte antigene Strukturen in Geweben zu binden. Mit Hilfe von
sekundiren Antikorpern, die mit ihrem Fc-Fragment an den ersten Antikérper binden, also
Anti-Antikorper sind, und an deren Fab-Fragmente Enzyme oder Farbstoffe gekoppelt sind,
kann der primére Antikdrper und so dann auch seine spezifische Bindungsstelle detektiert

werden.

Die in Paraffin eingebetteten und mittels Mikrotom ( Reichert-Jung, Modell 2050) in 8 pm
dicke Scheiben geschnittenen und mittels Wasserbad (GFL Burgwedel, Typ 1052) auf
Objekttrager (Thermo Superfrost,Menzel) gezogenen Embryonen wurden nach Trocknung
(Wirmeplatte von Medax Nagel, 38 © C, mind. 12 h) mit 4 Waschschritten Rotihistol und 2
Waschschritten 100% Ethanol (jeweils 3 Minuten) sowie einer absteigenden Ethanolreihe
(95%, 90%, 80%, 70%; jeweils 2 Minuten) deparaffiniert und danach fiir 5 Minuten in PBS
gewaschen. Darauthin erfolgte die Antigen-Demaskierung in kochender Citratpufferldsung im
Dampfdrucktopf bei geschlossenem Deckel fiir 3-6 Minuten und ein vorsichtiges Abkiihlen
der Schnitte in der Losung auf Raumtemperatur. Die so behandelten Schnitte wurden nun fiir
mindestens 30 Minuten mit einer Losung aus 5% Ziegenserum in PBST bedeckt (jeweils 300
Mikroliter), um eine Blockierung von freiliegenden unspezifischen Bindungsstellen zu
erreichen. Das Austrocknen wurde durch Schaffung einer feuchten Kammer und Bedecken
der Schnitte mit Parafilm (Pechiney Plastic Packaging, Menasha, WI) verhindert. Nach der
Blockierung wurde die genannte Losung wieder entfernt, und die Schnitte wurden mit
Antikorperlosung (5%Ziegenserum/PBST plus Antikdrper1:600) bedeckt und iiber Nacht bei

4 °C in der feuchten Kammer inkubiert.
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Am darauf folgenden Tag wurden die Schnitte 3-mal 10 Minuten in PBS gewaschen, bevor
die Detektionslosung mit dem zweiten Antikorper (1:300) aufgebracht wurde. Dieser verblieb
mindestens 90 Minuten auf den Schnitten und die Reaktion fand, da die Antikorper
fluoreszent markiert waren, im Dunkeln statt. Nach der nun folgenden dreifachen Waschung
in PBS unter Lichtausschluss wurden die Schnitte mit DAPI/Fluoromount G (Southern
Biotech) eingedeckelt und wegen der mit der Zeit verblassenden fluoreszenten Férbung

zeitnah fotografiert.

2.3.5.3 Semidiinnschnitte

Semidiinnschnitte dienen der Darstellung des zu untersuchenden Gewebes in moglichst
diinnen Lagen, die eine zelluldre Auflosung der Gewebemorphologie erlauben. Mit ihrer Hilfe
kann die Gewebestruktur analysiert und auf Auffilligkeiten auf zelluldrer Ebene untersucht

werden.

Das ausgehirtete Kunstharz wurde unter dem Mikroskop mit Hilfe einer Rasierklinge
trapezformig auf die richtige Ebene zugetrimmt. Die Feinabstimmung erfolgte mittels eines
Glasmessers ( Plano) unter Auflicht bereits an der Schneidemaschine (Reichert, Ultracut S).
Schnitte wurden danach mittels eines Diamantmessers (Diatome, Drukker) in 0,5 pm Stéirke
angefertigt. Diese wurden mit einem Glasstdbchen auf Objekttréger liberfiihrt und auf einer
Wirmeplatte (Gerhardt) bei 68 °C getrocknet. Die Farbung der Schnitte erfolgte nach
Hitzefixierung iiber einem Bunsenbrenner (Propan/Butan, Usbeck Typ 1420) und Erhitzung
auf 100 °C. Aufgetragen wurden nun einige Tropfen Féarbeldsung (s.u.), ein Abwaschen der
Losung erfolgte nach 25 Sekunden mit Aqua bidest. Nach der anschlieBenden Trocknung
konnten die Schnitte unter dem Mikroskop untersucht werden. Die Konservierung erfolgte

mit Entellan (Merck) und Abdeckung durch ein Deckglischen.

2.3.6 Fotografie

Die Aufnahme der Schnitte erfolgte mit einer Kamera (Zeiss Axio Cam) auf einem
binokuldren Mikroskop (Nikon) in Axio Vision im Durchlicht bzw. im Fall der

Immunhistochemie unter Fluoreszenz (488 nm (Pax2) bzw. 400 nm (DAPI)).

Die Wholemount-Aufnahmen erfolgten mit einem Stereomikroskop (Leica MZ 16). Die
Bearbeitung der Bilder erfolgte in Photoshop Elements und Gimp.

28



2.3.7 Operationsfeld und Struktur des Wolffschen Ganges

OP-Stadium Somiten- Lange des WG Struktur des WG OP-Bereich | Stiick-
anzahl zahl
HH 8 6 (4) |[6.-8.Somit Diinner Streifen 1+2 Somiten n=1
HH 9 7 (7) |6.-8.Somit strangformig 1-2+3 Somiten |n=1
HH 9+ 8 6.-11.Somit spindelformig 1+3 Somiten n=1
HH 10 bis 10+ |10—-13 (10) |6.-12. Somit strangformig 1+3-4 Somiten |n=5
HH 11 10-15 (13) |6.-17. Somit strangformig 1+4-5 Somiten |n=4
HH 12 16 (16) [6.-19. Somit strangformig 1+3-4 Somiten |n=2
HH 12+ 17 -18 6.-19.(-22.) Somit  [Strang teilt sich in 1+3-5 Somiten |n=2
Spitze 14.-19.(-22.) |dorsalen und
Somit ventralen Anteil
HH 13 17-19 (19) [6.-22.(24.) Somit Beginn der Lumen- |1+3-5 Somiten |n=6
bildung im dorsalen
Anteil
HH 14 22 (22) |6.-26.(27.) Somit Kontinuierliches 1+4-5 Somiten |n=2
Lumen im dorsalen
Anteil
Erlduterungen:

 zwischen den einzelnen Stadien der HH -Nomenklatur gibt es Ubergangsformen bzw.

manche Embryonen sind nicht eindeutig zuzuordnen. So gibt hier die Somitenanzahl

in Klammern die in der HH -Nomenklatur den einzelnen Stadien eindeutig

zugeordnete Somitenzahl an, wihrend die Anzahl ohne Klammern den Rahmen der

eigenen Untersuchung umfasst

* die Liange des Wolffschen Ganges bezieht sich auf die in dieser Untersuchung

gewonnenen Ergebnisse und deckt sich nicht zu 100% mit denen von Hiruma und

Nakamura (2003)

* der OP-Bereich beschreibt die Strecke, iiber die die mesenchymale Spitze des

Wolffschen Ganges entfernt wurde. Diese betrug in der Regel einen vollendeten sowie

2 bis 5 noch zu bildende Somiten
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2.3.8 Embryonen zum Zeitpunkt der Untersuchung

Somiten- . Somiten- .
) . | Entwicklungs- . | Bebriitungs- | Embryonen
Sonden | OP-Stadium | anzahl bei . . anzahl bei
stadium bei US dauer -zahl (n)
opP us

c-Paraxis|HH 10 - 15+ |12 —ca. 27 HH 15-18 27 -38 69—-81h n=3

c-Paxl |HH8-14+ |6-—ca.23 HH 16 - 18 27 -29 64,5-81h n=5

c-Pax2 |HH10-13 |11-ca.18 |HH16-18 29-36 67-78,5h n=4
g-Pax3 |HH9-12+ |8-18 HH 16 - 18 29-34 67 -69 h n=4

c-Pax9 |HH 11-13+ |10-ca.21 |HH15-19 32-38 67,5-68,5h n=4
c-MyoD |HH11-14 |15- 22 HH 16 - 20 27-41 65 —85,5h n=4

2.3.9 Puffer, Proteine und Chemikalien

20x SSC pH7,0

3mM NaCl
0,3M Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Alkalische Phosphatase-Puffer

5M Nacl

1M MgCI2

1M Tris pH 9,5

Triton X-100 10%

ad 50 ml (Aq. bidest.)

Chaps 10 g Trockensubstanz

ad 100 ml Aqg. bidest.
Citratpuffer 15 ml Stammldsung A

100 ml Stammlésung B

ad 1000 ml mit Aqua bidest.
Durcupan 8 ml Epoxyharz

12 ml single component
0,3 ml Beschleuniger 960
0,1 ml Weichmacher

Farbeldsung Semidiinnschnitte

1g Azurlll

1g Methylenblau
1g Na-Tetraborat
ad 100 ml Aq. Dest.

Farbestifte:

170mg Agarose
10 ml H20
100 mg Nilblau

Glutardialdehyd-Losung

PfA 4% ; Glutardialdehyd 25%

Hybridisierungslosung

10mM Tris pH 7,5
600mM NacCl
1mM EDTA
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0,25% SDS

10% Dextransulfat

1x Denhardt’s

200 pg/mL Hefe-tRNA
50% Formamid

KTBT

50 mM Tris-Hel
150 mM NacCl
10mM Kcl

1% Triton X-100

Lammserumlosung(20%) KTBT
Lammserum

Locke-Losung 161mM NaCl
6mM Kcl
2mM CaCl2

0,05-0,1 mM PenicillinG

Osmium 350mOsmol, pH 7,4

1% Kaliumbichromat
1% Osmiumtetraxyd

0,85% NaCl
PBS pH 7,4 8mM Na2HPO4
1,8mM KH2PO4
137mM NaCl
2,7mM KClI
PBST PBS + 0,1 % Triton
Posthybridisierungslosung 1(SSC2%, 20x SSC
Chaps0,1%) Chaps 10%
DEPC-H20
Posthybridisierungslésung 2(SSC0,2%, 20x SSC
Chaps0,1%) Chaps 10%
DEPC-H20

Proteinase K-Lsg.

20 mg Proteinase K
1 ml PBT

StammldsungA

21,1 g Citronensauremonohydrat
ad 1000 ml Aqua dest.

StammldsungB

29,41 g Natriumcitratdihydrat
ad 1000 ml Aqua dest.

Serra-Losung

70ml EtOH 100%
30ml Formaldehyd 37%
10ml Eisessig

Tris-Puffer

121,1 g Tris
1000 ml Aq. bidest.
Einstellung auf pH mit HCI
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2.3.10 Primare Antikorper

Name Hersteller/Vertrieb |Quelle/Tierart Verdiinnung |[Katalognummer

Pax2 Covance Kaninchen 1zu 600 PRB-276P

Anti-Digoxigenin Roche Diagnostics 1 zu 2000 11093274910
2.3.11 Sekundare Antikorper

Name Hersteller/Vertrieb | Quelle/Tierart |Verdiinnung Katalognummer

GAR Alexa 488 (H+L) |Invitrogen Ziege 1 zu 3000 A11008
2.3.12 Enzyme

Name Hersteller/Vertrieb Katalognummer

Proteinase K Sigma 3115836001
2.3.13 Sonden/Plasmide

Name Herkunft

c-MyoD Bruce Paterson, Bethesda, CA

c-Paraxis Eric Olson, Dallas, TX

c-Pax1 1,5 kb insert cloned into pBluescriptll KS,

Ebensperger et al.(1995)

c-Pax2 Doris Herzlinger, NY

c-Pax9 1,1 kb full length, Miiller et al., 1996

g-Pax3 1543 bp insert cloned into pGEM72F, Marianne

Bonner-Fraser, Pasadena, CA

2.3.14 Andere Chemikalien

Name Hersteller/Vertrieb

Rotihistol Roth

Ethanol Riedel De Haeen

Methanol Riedel De Haeen

Paraffin Roth

BM-Purple Roche Diagnostics

Paraformaldehyd Sigma

Microscopy Aquatex Merck

DAPI/Fluoromount

Southern Biotech

Agarose

Sigma
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Nilblau

Merck

Osmiumtetraxyd

Plano

Propylenoxid

Serva Elektrophoresis, Heidelberg

Durcopan Fluka Chemie, Schweiz
Glutaraldehyd Sigma
DEPC Sigma
Triton X-100 Sigma
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3 Ergebnisse

Die im Folgenden beschriebenen Schnitte wurden nach den im Abschnitt ,,Material und
Methoden* beschriebenen Verfahren angefertigt und werden in kranio-kaudaler Abfolge
beschrieben. Untersuchungsgegenstand war, wie schon erwéihnt, das Rumpfsegment zwischen

den beiden Extremitdtenpaaren.

3.1 Ergebnisse Semidiinnschnitte

Die Semidiinnschnitte wurden zur Darstellung von Gewebsstruktur und Zelldichte angefertigt,
um auf dieser Ebene sowohl den Erfolg der Operation als auch deren unmittelbare

Auswirkungen auf die Somitenderivate und andere umgebende Gewebe aufzeigen zu konnen.

Bei der Betrachtung der Semidiinnschnitte fallt in Abbildung 3.1 eine weitgehende Symmetrie
der beiden Hilften des Embryos auf, wobei Chorda und Neuralrohr die Spiegelachse bilden.
Das epitheliale Dermomyotom liegt hoch dorsal unter einer geschlossenen ektodermalen
Decke und hat bereits seine dorsomediale und ventrolaterale Lippe ausgebildet. Im Bereich
des ventromedial davon gelegenen Sklerotom sieht man den deutlich lockereren
mesenchymalen Zellzusammenhang, der im perichordalen Raum noch einmal an Zelldichte
verliert. Die beiderseits ventrolateral des Sklerotoms gelegene endothelial ausgekleidete Aorta
ist noch nicht fusioniert, Chorda und Neuralrohr haben auf beiden Seiten eine einheitliche
Form. Deutlich sieht man auf der Kontrollseite, der linken Seite des Embryo die Struktur des
Wolffschen Ganges, der sich lateral des Sklerotoms und ventrolateral der ebenfalls
endothelial begrenzten Kardinalvene liegend, als Hohlorgan mit hochprismatischem Epithel
und randstdndigen Zellkernen darstellt. Auf der rechten Seite fehlt diese Struktur. Der Bereich

ist vollstdndig mit nephrogenem Mesenchym ausgefiillt.

Einzige Auffilligkeit im Seitenvergleich ist das auf der operierten Seite deutlich grofer
erscheinende Lumen der posterioren Kardinalvene und der ventral davon gelegene, etwas
ungeordneter und dichter erscheinende Bereich des nephrogenen Mesenchyms. Dessen Zellen
weisen auf der kontralateralen Seite bei intakter Struktur des Wolffschen Ganges eine eher

ventromedial-dorsolaterale Ausrichtung auf.

Im néchsten Schnitt, der Abbildung 3.2, liegt ebenso eine fast vollstindig symmetrische
Ausbildung der beiden Seiten des Embryos vor. Die Zelldichte im Sklerotom ist ebenfalls auf

beiden Seiten gleich. Zu bemerken ist allerdings hier die ungeordnete, grofer erscheinende
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Auf den Abbildungen 3.1 und 3.2 sind zwei Semidiinnschnitte in
horizontaler Ebene durch einen HH 15-Embryo im Bereich des kranialen
und im Ubergang zum mittleren Rumpf dargestellt (OP-Stadium HH 11+).
Pfeil: Struktur des Wolffschen Ganges; C: Chorda dorsalis; N: Neuralrohr;
D: Dermomyotom; S: Sklerotom; Lichtmikroskop, VergréfSerung 40-fach

Bk

'

Abildung 31 : Semid(]nnschnitt im krdnia/en Rumpf.

15

Abbildung 3.2: Semidiinnschnitt im Ubergang zum mittleren Rumpf
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Struktur des nephrogenen Mesenchyms sowie der schmalere Ubergang zum

Seitenplattenmesoderm. Die rechte Vene ist nur wenig grofer.

Zusammenfassung

Fasst man die durch histologische Darstellung gewonnenen Ergebnisse zusammen, sind keine
Veranderungen der Somitenmorphologie durch die Entfernung des Wolffschen Ganges
festzustellen. Auftillig sind im intermedidren Mesoderm die verdnderte Organisation der
Zellen der Region des nephrogenen Mesenchyms sowie das im kranialen Bereich deutlich

starkere Lumen der Vene auf der operierten Seite.

3.2 Ergebnisse Immunhistochemie

Ziel der Antikorperfarbung auf Paraffinschnitten war die Darstellung der Expression von
Pax2 auf Proteinebene im Vergleich zwischen der intakten Hélfte des Embryos und der
operierten Seite. Zudem sollte untersucht werden, ob eine vom Wolffschen Gang unabhéngige
Pax2-Expression im nephrogenen Mesenchym vorhanden ist. Zur besseren
Kenntlichmachung der Zellen wird im Bildmaterial nach der immunhistochemischen Farbung

der gleiche Schnitt mit Kernfarbung dargestellt.

In den immunhistochemisch behandelten und fluoreszent gefarbten Paraffinschnitten zeigt
sich eine auf den Bereich der Nierenanlage beschriankte Expression von Pax2. Deutlich zu
sehen ist dieses in den Abbildungen 3.3 und 3.4 im Bereich der randstidndig liegenden
Zellkerne des hochprismatischen Epithels des Wolffschen Ganges und in den medial davon
gelegenen Zellen des nephrogenen Mesenchyms, auch hier am deutlichsten im Bereich der
Zellkerne. Signifikant ist das deutlich stirkere Signal auf der nicht operierten, linken Seite,
wéhrend auf der rechten nur eine schwache, aber nachweisbare Expression im nephrogenen

Mesenchym vorhanden ist.

Ebenfalls bemerkenswert ist die Abnahme der Signalstdrke auf der nicht operierten Seite zur
Peripherie hin. So sind ausgehend von einem Zentrum mit starker Expression , das wenig
kleiner ist als der Durchmesser des Wolffschen Ganges noch einige wenige markierte Zellen

in medioventraler Richtung auszumachen.

Die Abbildungen 3.5 und 3.6 zeigen ein dhnliches Expressionsmuster, auffallig ist im
Vergleich zur vorangegangenen Abbildung die deutlich breitere Streuung der Expression auf
der intakten, nicht operierten Seite, die nun nicht mehr auf einen kleinen Bereich medial des

Wolffschen Ganges beschrinkt ist, sondern sich, von diesem mit breiter Basis ausgehend,
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Zwei immunfluoreszent markierte Darstellungen desselben Horizontalschnittes im kranialen
Rumpf eines HH 18-Embryos. OP-Stadium: HH 10. Verwendeter Antikérper: Pax2; Pfeil:

Wolffscher Gang; Stern: nephrogenes Mesenchym. Fluoreszenzmikroskop, 488 nm (Pax2) bzw.
400 nm (DAPI); Vergréfserung 40-fach

Abbildung 3.3: Pax2

Abbildung 3.4: DAPI




Zwei immunfluoreszent markierte Darstellung desselben Horizontalschnittes im Ubergang
zum kaudalen Rumpf eines HH 18-Embryos. OP-Stadium: HH 10. Verwendeter Antikérper:

Pax2; Pfeil: Wolffscher Gang; Stern: nephrogenes Mesenchym. Fluoreszenzmikroskop, 488 nm
(griin) bzw. 400 nm (blau); Vergréferung 40-fach

Abbildung 3.5: Pax2

Abbildung 3.6: DAPI
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nach ventromedial verjiingt. Auch die Signaldichte im Bereich medial des Wolffschen Ganges
hat nachgelassen und ist jetzt nahezu gleichformig verteilt iiber die gesamte Fléche, die sich
im Durchschnitt ungefahr verdoppelt hat. Unverindert ist hingegen die Expression in den
Zellen des Wolffschen Ganges. Auf der operierten Seite ist nun ein etwas stirkeres, jedoch im
Vergleich zur intakten Seite noch immer sehr schwaches Signal auszumachen, das aber nach
medioventral ebenfalls iiber eine deutlich groBere Flache ausgedehnt ist. Zu bemerken ist
auch, dass auf der intakten Seite zwischen den Pax2-positiven Zellen und der Aorta
sklerotomale Struktur erhalten ist, wihrend auf der operierten Seite die signalgebenden Zellen

unmittelbar lateral der Aorta liegen.

Zusammenfassung

Abschlielend betrachtet ist hier die zwar bedeutend schwéchere, aber dennoch deutlich
vorhandene Pax2-Expression im intermedidren Mesoderm bei Entfernung der Spitze des
Wolffschen Ganges zu bemerken, was eine zumindest teilweise autarke Entwicklung des
nephrogenen Mesenchyms vermuten ldsst. Auf beiden Seiten schreitet die Expressionsstarke
nach kaudal fort und dehnt sich zudem {iber einen gréBer werdenden Bereich aus. Wahrend
auf der intakten Seite eine deutliche sklerotomale Barriere das intermedidre Mesoderm auch
in der kaudalen Region von der Struktur der Aorta trennt, ndhert sich auf der operierten Seite

Gewebe mit Pax2-Expression eben dieser an.

3.3 Ergebnisse in situ-Hybridisierung

3.3.1 Wholemountdarstellung Pax2

Diese Wholemountabbildung ist eine Darstellung eines Teils des Thorakolumbalsegments
eines HH 16+-Embryos im Auflicht. Die Ausrichtung ist kranio-kaudal, der kraniale Anteil
weist nach oben. Ziel dieser Aufnahme war herauszufinden, ob im Wholemount ein
ersichtlicher Unterschied in der Pax2-Genexpression auf mRNA-Ebene nach einseitiger

operativer Entfernung des Wolffschen Ganges vorliegt.

Abbildung 3.7 zeigt das Expressionsmuster von Pax2, einem in diesem Bereich auf das
intermedidre Mesoderm beschriankten Transkriptionsfaktor. Deutlich zu sehen ist die auf der
intakten Seite kontinuierliche und gleichméafige Expression im intermedidren Mesoderm,
wihrend auf der operierten Seite einige Unterschiede zu bemerken sind. Hier fillt die auf den
Bereich kranial der Exstirpationsstelle des Wolffschen Ganges begrenzte stirkere Expression
auf. Kaudal davon zeigt sich eine deutlich schwichere Pax2-Expression im intermedidren

Mesoderm, die nach kaudal zudem zunehmend schwécher wird. Aus den in Abschnitt 3.2
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Abbildung 3.7: Wholemountdarstellung des
Rumpfes eines HH 16+-Embryos mit Ablation
des Wolffschen Ganges auf der rechten Seite
nach in situ- Hybridisierung

mit c-Pax2; Pfeil: Ablationsstelle

gezeigten Ergebnissen geht hervor, dass diese schwéchere Expressionsdoméne dem kaudal

der Exstirpationsstelle persistierenden, Pax2-positiven nephrogenen Mesenchym entspricht.

3.3.2 Schnittdarstellung Pax2

Die Studie mit dem Transkriptionsfaktor Pax2 dient einerseits dem Nachweis von Pax2 auf
mRNA-Ebene, andererseits konnen bei Hinzuziehung der immunhistologischen Darstellungen
zum Vergleich die Expressionsmuster auf mRNA- und Proteinebene direkt miteinander
verglichen werden. Pax?2 ist ein Marker des intermedidren Mesoderm. Die Schnittebenen
liegen in kaudo-kranialer Abfolge zwischen den Extremitdtenpaaren, untersucht wurden n=4

Embryonen.

Wenig kranial der Hinterextremititenanlage ist in Abb. 3.8 der Querschnitt der in dieser Serie
jingsten Somiten zu sehen. Thre Form ist annéhernd rund, zeigt aber auch zum intermedidren
Mesoderm hin Auflésungserscheinungen bzw. EMT. Sie sind bilateral symmetrisch, wobei
die Chorda und das Neuralrohr als Spiegelachse fungieren. Auf beiden Seiten zeigt sich
sowohl in den Somiten und der Chorda als auch im intermedidren Mesoderm eine schwache
Pax2-Expression, wobei die in der Chorda ein Farbungsartefakt darstellt. Eine starke
Expression ist auf die Struktur des Wolffschen Ganges beschrinkt. Weitere Auffalligkeiten

im Seitenvergleich gibt es nicht.

Die nichste Schnittebene, Abb. 3.9, zeigt ein fast kreisrundes Somitenpaar mit nach lateral,
zum intermedidren Mesoderm hin, gerichteten Auflosungserscheinungen der epithelialen

Struktur. Eine starke Pax2-Expression ist hier nur in der Struktur des Wolffschen Ganges
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wahrzunehmen, das nephrogene Mesenchym bzw. intermedidre Mesoderm zeigt auf beiden

Seiten nur ein schwaches Signal.

Abbildung 3.10 zeigt ein deutlich dlteres Somitenpaar, dessen epitheliale Randstruktur fast
noch geschlossen ist, sich allerdings im ventrolateralen Bereich bereits aufgelost hat. Deutlich
ist auch in dieser Ebene die Achsensymmetrie der Somiten, deren Form nun einem nach
lateral gewolbten Halbkreis gleicht. Der nahe unter dem Ektoderm liegende Wolffsche Gang
auf der linken Seite weist auch in diesem Schnitt wieder die stirkste Expression auf, die wie
bei allen Schnitten im Bereich des Lumen am deutlichsten wahrzunehmen ist. Die Expression
im nephrogenen Mesenchym ist in der Stirke auf der intakten Seite deutlicher als in der
vorangegangenen Aufnahme. Auf der operierten Seite dehnt sich in diesem Schnitt die Pax2-
Expression iiber das ganze intermedidre Mesoderm aus und ist im Seitenvergleich deutlich

schwiécher als auf der intakten Seite.

In Abbildung 3.11 geht die Form der Somiten von der Halbkreis- zur Keilform iiber. Die
epitheliale Struktur des sich bildenden Dermomyotoms setzt sich bilateral symmetrisch

entlang des Neuralrohres nach ventral fort.

Auf der operierten Seite fiillt eine sehr schwache, aber durchaus vorhandene Pax2-Expression
den Bereich des gesamten intermedidren Mesoderms aus, wihrend auf der intakten Seite eine
deutlich stirkere Expression ventromedial des Wolffschen Ganges festzustellen ist. Die
starkste Expression findet sich auch hier im Wolffschen Gang. Die Expression im
nephrogenen Mesenchym ist nach medioventral gerichtet und nimmt zur Peripherie hin ab,

wihrend sie auf der operierten Seite eher gleichméBig diffus verteilt ist.

Die nichste Abbildung, 3.12 zeigt etwas éltere, keilformige Somiten mit deutlich schmalerer
dermomyotomaler Struktur, die im Seitenvergleich vollkommen symmetrisch erscheinen.
Auch hier fallt die starke Pax2-Expression im Bereich des Wolffschen Ganges auf der
intakten Seite auf, das Signal im nephrogenen Mesenchym entspricht der Starke in den Zellen
des Wolffschen Ganges und erstreckt sich medioventral dieser Struktur. Auf der operierten
Seite zeigt sich die Expression deutlich schwicher und diffuser und fiillt nahezu den gesamten

Bereich des intermedidren Mesoderms aus.

Abbildung 3.13 zeigt einen Schnitt wenig kaudal der Fliigelknospen. Die Pax2-Expression ist
auf der intakten, linken Seite am Stédrksten luminal im Wolffschen Gang auszumachen, aber
auch im medioventral davon gelegenen nephrogenen Mesenchym ist eine deutliche

Expression zu sehen, die etwa ein 1,5-faches der Fliche des Wolffschen Ganges einnimmt.
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Horizontalschnitte durch den Rumpf eines HH 16+-Embryos nach in situ- Hybridisierung mit
c-Pax2; Lichtmikroskop, Vergréfserung 20-fach

I_/r@::

1

— B

A

Abbildung 3.8: bV X
Horizontalschnitt durch den \ \
kaudalen Rumpf eines : \ R
HH 16+-Embryos; X \\\
Schnittebene A; Pfeil:
Wolffscher Gang
Abbildung 3.9:
Horizontalschnitt durch den \_

kaudalen Rumpf eines
HH 16+-Embryos;
Schnittebene B; Pfeil:
Wolffscher Gang

Abbildung 3.10:
Horizontalschnitt durch den
mittleren Rumpf eines

HH 16+-Embryos;
Schnittebene C; Pfeil: .
Wolffscher Gang
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Horizontalschnitte durch den Rumpf eines HH 16+-Embryos nach in situ- Hybridisierung mit
c-Pax2; Lichtmikroskop, Vergréfserung 20-fach

"9‘

E

L

D

Abbildung 3.11:
Horizontalschnitt durch den
mittleren Rumpf eines HH 16+-
Embryos; Schnittebene D;
Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.12:
Horizontalschnitt durch den
kranialen Rumpf eines

" HH 16+-Embryos;

Schnittebene E; Pfeil:
Wolffscher Gang

Abbildung 3.13:
Horizontalschnitt durch den
kranialen Rumpf eines

HH 16+-Embryos;
Schnittebene F; Pfeil:
Wolffscher Gang
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Auf der operierten, rechten Seite fehlt die Struktur des Wolffschen Ganges, aber auch hier ist
eine deutliche Expression im nephrogenen intermedidren Mesoderm wahrzunehmen, wenn
auch etwas lokalisierter und schwicher. Sonstige Unterschiede bestehen im Seitenvergleich

nicht; der Somit ist beiderseits in etwa dreieckig, das Dermomyotom schmal.

Zusammenfassung

Abschlieflend ist hier festzustellen, dass eine starke Pax2-Expression im Wolffschen Gang
vorliegt und auch im gesamten untersuchten Abschnitt gleich zu sein scheint. Im medioventral
davon gelegenen nephrogenen Mesenchym ist eine schwéchere, aber ebenfalls deutliche
Expression wahrzunehmen, die von kranial nach kaudal abnimmt. Wird die Spitze des
Wolffschen Ganges entfernt und der Gang so am Auswachsen gehindert, ist im intermediéren
Mesoderm der operierten Seite trotzdem eine, wenn auch deutlich schwéchere, Pax2-
Expression vorhanden, die kranial im Bereich des nephrogenen Mesenchyms lokalisiert ist,
sich nach kaudal zunehmend diffus iiber das gesamte intermedidre Mesoderm verteilt, in der

Intensitét aber schwéacher wird.

3.3.3 Wholemountdarstellungen der untersuchten
Transkriptionsfaktoren

Die Wholemountdarstellungen zeigen, wie auch schon bei Pax2, einen Teil des

Thorakolumbalsegments im Auflicht. Die Ausrichtung ist ebenfalls kranio-kaudal, mit dem

kranialen Anteil nach oben. Ziel dieser Aufnahmen war die Untersuchung auf im

Wholemount ersichtliche Unterschiede in der somitischen Genexpression auf mRNA-Ebene

nach einseitiger operativer Entfernung des Wolffschen Ganges.

Abbildung 3.14 zeigt das Expressionsmuster von MyoD in der Aufsicht. MyoD wird zu

diesem Zeitpunkt in diesem Abschitt in myotomalen Zellen exprimiert.

Zentral in der Langsachse des Bildes liegt als erkennbare Struktur das Neuralrohr, an das sich
zu beiden Seiten die Somiten anschlieBen. Diese sind in der Aufsicht anndhernd rechteckig.
Das Expressionsmuster von MyoD ist auf beiden Seiten des Embryos gleich und reprisentiert

das unter dem Dermomyotom gelegene Myotom.

Die Expression des Epithelisierungsfaktors Paraxis in Abbildung 3.15 ist ebenfalls bilateral-
symmetrisch und entspricht dem Dermomyotom. Auch in dieser Aufnahme haben die
Somiten in der Aufsicht eine quadratische bis rechteckige Form. Auffillig ist hier eine
Verstirkung des Signals im apikalen Teil der epithelialen Zellen, also in Richtung des

Somitozols.
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Auch in Abbildung 3.16 sehen wir eine bilateral-symmetrische Expression. Als Sonde diente
hier Pax1, ein Marker des medialen Sklerotoms. Die sklerotomale Expression erscheint etwas
diffus aufgrund der tiefen Lage des Sklerotoms ventral des Dermomyotoms. Auftilligkeiten

und Unterschiede zwischen den beiden Seiten des Embryos sind nicht zu bemerken.

Die in Abb. 3.17 gezeigte Expression von Pax3, einem Marker des Dermomyotoms, ist
hingegen wieder von Symmetrie geprigt. Auf beiden Seiten des Neuralrohres, das im
kranialen Teil dieses Segments noch nicht ganz geschlossen ist, lassen sich die quadratisch bis
rechteckigen Dermomyotome erkennen. Die stirkste Pax3-Expression tritt am lateralen Rand

auf und markiert dort die ventrolaterale dermomyotomale Lippe.

Bei der Betrachtung von Abb. 3.18 , die das Expressionsmuster von Pax9, einem Marker des
lateralen Sklerotom darstellt, sind ebenfalls keinerlei Auffélligkeiten zu bemerken. Die

Expression ist gleichmaBig {iber die Sklerotome beider Kdrperhélften verteilt.

Zusammenfassung
Festzuhalten ist, dass die Entfernung des Wolffschen Ganges auf die Expression der
verschiedenen Transkriptionsfaktoren der Somitenentwicklung, soweit in der Aufsicht

beurteilbar, keinen direkten Einfluss nimmt.
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Die Abbildungen 3.14 bis 3.18 zeigen die Wholemountdarstellungen der

operierten Embryonen nach in situ- Hybridisierung mit unterschiedlichen Sonden;
Lichtmikroskop, VergréfSerung 12-fach

Abbildung 3.14: Wholemountdarstellung des
Rumpfes eines HH 19-Embryos mit Ablation
des Wolffschen Ganges auf der rechten Seite
nach in situ- Hybridisierung mit c-MyoD

Abbildung 3.15: Wholemountdarstellung des
Rumpfes eines HH 18-Embryos mit Ablation
des Wolffschen Ganges auf der rechten Seite
nach in situ- Hybridisierung mit c-Paraxis




Abbildung 3.16: Wholemountdarstellung des
Rumpfes eines HH 18-Embryos mit Ablation
des Wolffschen Ganges auf der rechten Seite
nach in situ- Hybridisierung mit c-Pax1

Abbildung 3.17: Wholemountdarstellung des
Rumpfes eines HH 16+-Embryos mit Ablation
des Wolffschen Ganges auf der rechten Seite
nach in situ- Hybridisierung

mit q-Pax3

Abbildung 3.18: Wholemountdarstellung des
Rumpfes eines HH 15+-Embryos mit Ablation
des Wolffschen Ganges auf der rechten Seite
nach in situ- Hybridisierung

mit c-Pax9
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3.3.4 Schnittdarstellungen

Die dargestellten Schnitte wurden im Bereich des Thorakolumbalsegmentes aus in situ-
hybridisierten Wholemount-Embryonen angefertigt. Die Schnittebene steht transversal zur
Korperlangsachse der Embryonen. Sie dienen wie die Wholemount-Bilder der Darstellung der
Genexpression auf mRNA-Ebene, verfeinern aber deren Aussage durch spezifischere
Darstellung der einzelnen embryonalen Strukturen und eindeutigere Lokalisation der
Expressionsmuster der einzelnen Gene. Wie schon bei den Semidiinnschnittbildern dienen
auch hier Neuralrohr und Chorda als Spiegelebene der beiden Seiten des Embryos. Die
Schnitte werden in Serien von kaudal nach kranial gezeigt, wobei die erste Abbildung den am
Weitesten kaudal, wenig kranial der Hinterextremitdtenanlage angefertigten Schnitt zeigt,
wihrend das letzte Bild eine Ansicht des kurz hinter der Vorderextremitétenalage

geschnittenen Embryos darstellt.

3.3.4.1 Paraxis
Der in den Abbildungen 3.19 bis 3.24 dargestellte Transkriptionsfaktor ist Paraxis. Es wurden
insgesamt n=3 Embryonen untersucht. Die Schnittebene von Abb. 3.19 liegt wenig kranial der

Hinterextremitétenanlage.

Die Somiten sind hier noch nahezu kugelférmig und in der Entwicklung relativ jung. Der
Wolffsche Gang liegt auf der intakten Seite fast direkt unter dem Ektoderm. Das
Expressionsmuster von Paraxis tritt bei diesen Somiten fast im gesamten epithelialen Somiten
auf, denn auch nach medial zum Neuralrohr hin zeigt sich eine feine, aber nicht ganz
durchgingige Linie. In dieser Abbildung ist die Expression am ventralen Rand des Somiten
genauso stark wie im zukiinftigen Dermomyotom. Die Somitozodlzellen zeigen hier nur eine
schwache Expression. Auffillig ist bei dieser Aufnahme die zum intermedidren Mesoderm
hin schwicher werdende Signalstérke. Sie ist auf der operierten Seite auch in Abwesenheit

des Wolffschen Ganges zu beobachten.

Die Somiten in Abb 3.20 sind etwas dlter als die vorangegangenen, die Schnittebene liegt
weiter kranial. Die Somiten haben hier im Querschnitt ungefdhr Keilform. Der Wolffsche
Gang liegt lateral der Somiten im intermedidren Mesoderm. Die stirkste Paraxis-Expression
ist hier im sich bildenden Dermomyotom zu bemerken, aber auch im entstehenden ventralen
Sklerotom ist eine starke Expression auszumachen. Ein nur schwaches Signal ist in diesem
Schnitt im Somitozdl sowie am Ubergang zum intermediéiren Mesoderm zu erkennen, wieder

gleichermalflen auf der Operierten und der Kontrollseite.
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Noch weiter kranial, in Abb. 3.21 prisentiert sich ein noch dlterer Somit. Hier ist die Form der
Somiten beiderseits ungefahr halbkreisformig mit der konvexen Seite nach ventro-lateral. Die
stirkste Paraxis-Expression ist auch hier im Bereich des sich gerade bildenden
Dermomyotoms zu sehen. Dieses ist noch nicht scharf abgegrenzt. Die in den vorherigen
Abbildungen wahrgenommene Expression von Paraxis im ventralen Bereich des Somiten ist
hier deutlich schwicher, im Ubergang zum intermediéiren Mesoderm ist die Intensitit der
Expression nochmals deutlich reduziert. Unterschiede im Seitenvergleich bestehen, bis auf die
nur links vorhandene Struktur des Wolffschen Ganges, die sich hier nach ventral verlagert,

nicht.

In Abbildung 3.22 ist die Somitenreifung weiter fortgeschritten. Die Somiten sind im
Querschnitt halbkreisformig. Auch hier dominieren im Seitenvergleich die Gemeinsamkeiten,
einziger Unterschied ist wiederum das Fehlen der Struktur des Wolffschen Ganges auf der
rechten Seite. In dieser Aufnahme ist nun die starke Expression von Paraxis in der
Hauptsache auf das Dermomyotom begrenzt, im ventralen Somiten zeigt sich nur mehr eine

sehr schwache Expression.

Abbildung 3.23, etwas weiter kranial geschnitten, zeigt ein dhnliches Bild. Der Somit hat nun
nahezu Keilform, die Expression von Paraxis ist auf den Bereich des Dermomyotoms
beschrinkt. Auch hier fehlt rechts der Wolffsche Gang. Das Expressionsmuster von Paraxis

ist jedoch auf beiden Seiten gleich.

Auch in Abb. 3.24 fehlt auf der rechten, operierten Seite die ringformige Struktur des
Wolffschen Ganges unter der lateroventral des Somiten gelegenen Kardinalvene. Die
Expression von Paraxis ist beiderseits auf den Bereich des Dermomyotoms beschrénkt.
Sowohl in Verteilung als auch Stérke besteht kein Unterschied in den Expressionsmustern auf
operierter und Kontrollseite. Der Somit hat hier insgesamt eine nahezu dreieckige Form und
hat mit der dorsoventralen Kompartimentalisierung und der EMT des Sklerotom bereits

abgeschlossen.

Zusammenfassung

Zusammenfassend ist hier also zu bemerken, dass das Expressionsmuster von Paraxis auch
noch nach Entfernung des Wolffschen Ganges auf beiden Seiten gleich ist. Es ist auf
epitheliale Bereiche beschriankt und verschwindet wahrend der EMT des Sklerotoms. Bei
fortschreitender Somitenreifung ist Paraxis-Expression nur noch im Bereich des

Dermomyotoms zu finden.
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Horizontalschnitte durch einen HH 15+-Embryo im Bereich des Rumpfes nach in situ-
Hybridisierung mit c-Paraxis, Lichtmikroskop, Vergréfierung 20-fach
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Abbildung 3.19: Horizontaler “ M v '
Schnitt durch den kaudalen /V :
Rumpf eines HH 15+-Embryos;
Schnittebene A; Pfeil:
Wolffscher Gang
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Abbildung 3.20: = - e -

Horizontalschnitt durch den
kaudalen Rumpf eines

HH 15+-Embryos;
Schnittebene B; Pfeil:
Wolffscher Gang
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Abbildung 3.21: 1
Horizontalschnitt durch den ke
mittleren Rumpf eines HH 15+-
Embryos; Schnittebene C;
Pfeil: Wolffscher Gang
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Horizontalschnitte durch einen HH 15+-Embryo im Bereich des Rumpfes nach in situ-
Hybridisierung mit c-Paraxis, Lichtmikroskop, Vergréfierung 20-fach
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Abbildung 3.22: Horizontaler
/ Schnitt durch einen HH 15-
Embryo im mittleren Rumpf;
Schnittebene D; Pfeil:
Wolffscher Gang

Abbildung 3.23: Horizontaler
Schnitt durch einen HH 15-
Embryo im kranialen Rumpf;
Schnittebene E; Pfeil:
Wolffscher Gang

Abbildung 3.24: Horizontaler
Schnitt durch einen HH 15-
Embryo im kranialen Rumpf;
g b, , .
Schnittebene F; Pfeil:
z Wolffscher Gang
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3.3.4.2 Pax3

Die Abbildungen 3.25 bis 3.30 zeigen das Expressionsmuster von Pax3, zur Untersuchung

kamen n=4 Embryonen.

Abb. 3.25, wenig kranial der Hinterextremititenanlage geschnitten, zeigt die in dieser Studie
jiingsten Somiten. Diese sind in ihrer Form im Querschnitt noch fast kreisférmig mit einer
Abflachung zum Neuralrohr hin. Der Wolffsche Gang liegt hier ventral des sich bildenden
Dermomyotoms, er weist noch fast kein Lumen auf. Expression zeigt sich in diesem Schnitt
im Bereich des sich bildenden Dermomyotoms, also im dorsolateralen Anteil des Somiten.
Das Somitoz6] und der ventromediale Anteil des sich bildenden Sklerotoms sind frei von
Signalen. Am stérksten ist die Pax3-Expression im ventromedialen zukiinftigen
Dermomyotom, am schwichsten, aber bereits vorhanden, im dorsalen Neuralrohr. In dieser
Aufnahme fillt eine Fortsetzung der epithelialen Struktur des Dermomyotoms entlang des
Neuralrohres auf, die sich bis neben die Chorda fortsetzt, aber frei von Expression ist.

Unterschiede im Seitenvergleich bestehen hier nicht.

In Abb. 3.26 hat der Somit beiderseits etwa Keilform. Der Wolffsche Gang, dessen Lumen
hier etwas weiter ist, liegt auf der intakten linken Seite ventral des Dermomyotoms. Die
Expression ist in dieser Abb. am Stérksten im ventromedialen Dermomyotom, im Bereich des
dorsomedialen Dermomyotoms und des dorsalen Neuralrohres ist sie relativ schwach. Eine
eindeutige Lippenbildung ist hier noch nicht zu sehen, jedoch setzt sich in der dorsomedialen
Ecke des Dermomyotoms das Epithel nach ventral fort, ohne allerdings eine Expression

aufzuweisen.

In Abb. 3.27 betrifft die Expression den Bereich des Dermomyotoms und des dorsalen
Neuralrohres, das stirkste Signal ist hier ventromedial im Dermomyotom auszumachen. Die
seitliche Ausdehnung des Dermomyotoms ist geringer als in der vorherigen Abbildung, es
wirkt etwas schmaler und liegt beiderseits wie eine nach medioventral offene Spange dem
Neuralrohr lateral an. Auch hier sind im Seitenvergleich keine Unterschiede zwischen der
operierten und der intakten Seite des Embryos auszumachen. Der Wolffsche Gang zeigt ein

zunehmend deutlicheres Lumen.

Abb. 3.28 zeigt einen im mittleren Rumpf angefertigten Schnitt. Die Pax3-Expression ist auf
den Bereich des Dermomyotoms und des dorsalen Neuralrohres beschriankt. Die Signalstirke
ist in der ventrolateralen Lippe am GroBten. Diese ist in diesem Schnitt weniger nach medial

eingerollt. Unterschiede im Expressionsmuster sind im Seitenvergleich nicht auszumachen.
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Wie auch in den vorangagangenen Abbildungen fehlt die operativ entfernte Struktur des
Wolffschen Ganges ventral der ventrolateralen dermomyotomalen Lippe auf der rechten
Seite. Der Somit als Ganzes ist etwas grofler, seine Struktur wirkt unverdndert. Lediglich die

Form des Dermomyotoms ist etwas flacher.

Auch in Abb. 3.29 die einen weiter kranial angefertigten Schnitt darstellt, ist die Pax3-
Expression auf den Bereich des Dermomyotoms und des dorsalen Neuralrohres beschrinkt,

und auch hier ist die Signalstérke in der ventrolateralen Lippe am GrofB3ten.

In Abb. 3.30 liegt die Schnittebene wenig kaudal der Anlage der Vorderextremitéten. Die
Expression von Pax3 erstreckt sich liber den Bereich des gesamten Dermomyotoms und des
dorsalen Neuralrohres, und scheint in der ventrolateralen Lippe beiderseits stirker zu sein.
Das Expressionsmuster ist jedoch auf beiden Seiten gleich. Deutlich ist auf der rechten Seite
ventral der ventrolateralen Lippe des Dermomyotom die Struktur des Wolffschen Ganges mit
Lumen zu sehen, die auf der linken Seite fehlt. Der Somit ist insgesamt im Querschnitt

dreieckig.

Zusammenfassung

AbschlieBend betrachtet hat die Ablation des Wolffschen Ganges auch auf die Expression von
Pax3 in den untersuchten Stadien keinen Einfluss. Sie ist auf den Anteil des Somiten
beschrinkt, der Dermomyotom ist bzw. wird, ist aber durchaus auch im dorsalen Neuralrohr
nachzuweisen. Zu Beginn der Somitenreifung scheint sie im ventromedialen Dermomyotom
am stédrksten zu sein, was sich aber mit zunehmendem Alter immer mehr auf den Bereich der
ventrolateralen Lippe konzentriert. Das Sklerotom zeigt keinerlei Pax3-Expression. Medial
gibt es im jungen Somiten Bereiche epithelialen Gewebes, die keine Expression aufweisen

und dem sich bildenden Sklerotom zugeordnet werden.
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Horizontalschnitte durch einen HH 16+-Embryo im Bereich des Rumpfes nach in situ-
Hybridisierung mit q-Pax3; Lichtmikroskop, VergréfSerung 20-fach

E)u
C
B
A
Abbildung 3.25:

Horizontalschnitt durch den a7
kaudalen Rumpf eines HH 16+
Embryos; Schnittebene A;
Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.26:
Horizontalschnitt durch den
kaudalen Rumpf eines

HH 16+-Embryos;
Schnittebene B; Pfeil:
Wolffscher Gang

Abbildung 3.27:
Horizontalschnitt durch den
mittleren Rumpf eines

HH 16+-Embryos;
Schnittebene C; Pfeil:
Wolffscher Gang
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Horizontalschnitte durch einen HH 16+-Embryo im Bereich des Rumpfes nach in situ-
Hybridisierung mit q-Pax3; Lichtmikroskop, VergréfSerung 20-fach

kranialen Rumpf eines
HH 16+-Embryos;
Schnittebene E; Pfeil:
& Wolffscher Gang

Horizontalschnitt durch den
kranialen Rumpf eines

HH 16+-Embryos;

- Schnittebene F; Pfeil:
Wolffscher Gang
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3.3.4.3 MyoD
Der nichste untersuchte Transkriptionsfaktor ist MyoD, ein Marker myotomaler Zellen. Auch
bei dieser Untersuchung wurden Schnittebenen zwischen den beiden Extremitétenpaaren

gewdhlt. Hier umfasst die Untersuchung n=4 Embryonen.

Abbildung 3.31 zeigt bilateral-symmetrisch junge Somiten mit nahezu geschlossener
epithelialer Randstruktur. Die Schnittebene liegt kranial der Hinterextremitétenanlage. Das
Zentrum zeigt sich mesenchymal. Die Form der Somiten ist im Querschnitt fast kreisrund mit
Abflachung zum Neuralrohr hin. Eine Expression von MyoD ist hier auf epitheliale myogene
Vorlauferzellen, die lateral des Neuralrohres liegen, begrenzt. Einziger Unterschied ist in

dieser Aufnahme die fehlende Struktur des Wolffschen Ganges auf der rechten Seite.

Im folgenden Schnitt, Abb. 3.32, ist die Expression auf einen epithelial erscheinenden Anteil
des reifenden Somiten lateral des Neuralrohres, etwas weiter dorsal als in der vorigen
Schnittebene, begrenzt. Das sich daran dorsal anschlieende sich bildende Dermomyotom ist
durch eine relativ breite epitheliale Struktur gekennzeichnet, die sich noch weit nach
ventromedial fortsetzt, dann eine Unterbrechung in Richtung des intermediéren Mesoderms
erfahrt, um im ventralen Somitenbereich wieder aufzutauchen. Der Somit als Ganzes
schmiegt sich so in D-Form mit der geraden Seite zum Neuralrohr an dasselbe an. Differenzen

in Expressionsmuster oder Form und Struktur der Somitenderivate sind hier nicht erkenntlich.

Der néchste Schnitt, Abb. 3.33 zeigt bei einem keilférmigen Somit ein noch etwas weiter
dorsal, im Bereich unmittelbar ventral der dorsomedialen Lippe angesetztes Signal. Die

Expression ist deutlich stérker als in der vorherigen Schnittebene.

In Abb. 3.34 beginnt sich die Expression von MyoD im sich bildenden Myotom unter dem
Dermomyotom nach lateral auszubreiten. Aufgrund der nicht vollstindig geraden
Schnittebene ist in diesem Bild die Expression von MyoD rechts schwécher als links. Ventral
des Ubergangs zum Seitenplattenmesoderm ist auch hier wieder die charakteristische Struktur

des Wolffschen Ganges auf der nicht operierten Seite zu sehen.

Die néchste Abbildung, Abb. 3.35, ist weiter kranial geschnitten. Auch hier findet eine
Expression nur ventral der dorsomedialen Lippe des Dermomyotoms sowie dessen Verlauf
wenig nach lateral folgend statt. Auch in diesem Bild gibt es keine Differenzen im Vergleich

der beiden Seiten.
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Abbildung 3.36 zeigt einen Schnitt im kranialen Rumpf wenig kaudal der Fliigelknospen.
Deutlich sichtbar ist, wie in den vorangegangenen Aufnahmen, das Fehlen des exstipierten
Wolffschen Ganges auf der rechten Seite, dessen Struktur auf der Linken deutlich ventral des
Uberganges zum Seitenplattenmesoderm auszumachen ist. Dorsal davon liegt die blutgefiillte
Kardinalvene, die auch auf der operierten Seite zu sehen ist. Die Expression von MyoD ist in
dieser Aufnahme bilateral-symmetrisch auf einen Bereich im Winkel der dorsomedialen
Lippe des Dermomyotom beschridnkt und dehnt sich von diesem ausgehend ein wenig unter
dem relativ schmalen Dermomyotom nach lateral aus. Sie markiert erste myotomale Zellen
des sich bildenden epaxialen Myotoms. Alle anderen Strukturen zeigen erwartungsgeméif

keine Expression. Unterschiede zwischen den beiden Halften sind nicht ersichtlich.

Zusammenfassung

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ldsst auch fiir MyoD keinen Riickschluss auf einen
Einfluss des Wolffschen Ganges auf die Expression zu. Diese ist bereits im noch epithelialen
Somiten lateral des Neuralrohres in einer beschrinkten Population myotomaler
Vorléduferzellen vorhanden und verlagert sich dann im Verlauf der Somitenreifung nach dorsal
in den Bereich der dorsomedialen Lippe des Dermomyotom, um von dort eine Ausbreitung in

lateroventraler Ausrichtung unter dem Dermomyotom zu erfahren.
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Horizontalschnitte durch einen HH 16-Embryo im Bereich des Rumpfes nach in situ-
Hybridisierung mit c-MyoD; Lichtmikroskop, Vergréfserung 20-fach
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Abbildung 3.31:

Horizontalschnitt durch den
kaudalen Rumpf eines HH 16-
Embryos; Schnittebene A;
Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.32:
Horizontalschnitt durch den
kaudalen Rumpf eines HH 16-
Embryos; Schnittebene B;
Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.33:
Horizontalschnitt durch den
mittleren Rumpf eines HH 16-
Embryos; Schnittebene C;
Pfeil: Wolffscher Gang
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Horizontalschnitte durch einen HH 16-Embryo im Bereich des Rumpfes nach in situ-
Hybridisierung mit c-MyoD; Lichtmikroskop, Vergréfserung 20-fach
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Abbildung 3.34:

Horizontalschnitt durch den
kranialen Rumpf eines HH 16-
Embryos; Schnittebene D;
Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.35:
Horizontalschnitt durch den
kranialen Rumpf eines HH 16-
Embryos; Schnittebene E;
Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.36:

\ Horizontalschnitt durch den
kranialen Rumpf eines HH 16-
Embryos; Schnittebene F;
Pfeil: Wolffscher Gang
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3.3.4.4 Pax1

Als Marker des medialen Sklerotoms wurde nun Pax/ untersucht. Auch hier liegen die
Schnittebenen zwischen den beiden Extremititenpaaren. Zur besseren Darstellung wurden

hier die Schnitte zweier Embryonen verwendet, insgesamt untersucht wurden n=5.

Die erste Schnittebene aus dem kaudalen Rumpf, Abb 3.37, wenig kranial der Anlage der
Hinterextremitdten zeigt die in dieser Serie jiingsten Somiten. Thre Form ist halbkreisférmig,
sie zeigen bis auf das ganz ventromediale Sklerotom, wo auch die Pax/-Expression lokalisiert
ist, noch eine fast geschlossene epitheliale Randstruktur. Die stirkste Expression ist im
Bereich des ventromedialen Sklerotoms zu finden. Sie setzt sich aber in abgeschwichter Form
noch in dorsolateraler Ausrichtung in den Bereich des zentralen Sklerotoms fort. Bei dieser
ansonsten bilateral-symmetrischen Aufnahme fehlt rechts der operativ entfernte Wolffsche

Gang.

Die kleinlumige Struktur des Wolffschen Ganges ist auch in Abb. 3.38 nur auf der intakten
Seite im intermedidren Mesoderm gut zu entdecken. Die bilateral-symmetrischen Somiten
haben beiderseits ungefdahr Halbkreisform mit der geraden Seite zum Neuralrohr. Die
Expression von Pax/ dehnt sich stirker als in der vorangegangenen Darstellung auf den
Bereich des zentralen Sklerotoms aus, die Pax/-positive Region ist deutlich grofer als in der
vorangegangenen Aufnahme. Auffillig ist aber auch hier das flammenformige, nach

dorsolateral schwicher werdende Ausstrahlen in Richtung des Dermomyotoms.

In Abb. 3.39 erfasst die Expression von Pax/ das ventromediale und Bereiche des zentralen
Sklerotom und strahlt zusétzlich flammenférmig nach dorsolateral in Richtung des
Dermomyotoms aus. Der Somit zeigt hier Keilform, das Dermomyotom liegt spangenformig
und relativ breit dem Neuralrohr lateral und nach medioventral offen an. Der Wolffsche Gang
liegt auf der intakten Seite ventral des Ubergangs zum Seitenplattenmesoderm. Die

Expression von Pax] ist auf beiden Seiten gleich stark.

Die aus dem mittleren Rumpf stammende Abb. 3.40 zeigt ein anderes Bild. Hier konzentriert
sich die Expression von Pax/ ventromedial des Dermomyotoms, ohne die Region der Lippen
zu betreffen. Expression im ventralen Sklerotom ist nicht mehr, im zentralen Sklerotom nur

wenig auszumachen. Die Achsensymmetrie ist erhalten. Deutlich féllt auf der linken Seite die

Struktur des Wolffschen Ganges ins Auge.

Der Schnitt in Abb. 3.41 stammt von etwas weiter kranial. Auch in dieser Aufnahme ist die

starkste Expression ventromedial des Dermomyotom zu finden. Der Bereich der Lippen ist
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wie in Abb. 3.40 frei von Expression, die in diesem Schnitt auch deutlich schwécher ausfillt,
dafiir aber keinen so abrupten Ubergang zum zentralen Sklerotom aufweist. Einzige
Auffilligkeit ist die im Seitenvergleich rechts fehlende Struktur des Wolffschen Ganges, die

Expressionsmuster zeigen sich beiderseits einheitlich.

Abbildung 3.42 zeigt die am weitesten kranial liegende Schnittebene unmittelbar kaudal der
Fliigelanlage. Gut zu erkennen ist hier die auf der rechten Seite fehlende, auf der linken Seite
unter dem Ubergang zum Seitenplattenmesoderm gelegene Struktur des Wolffschen Ganges
mit deutlichem Lumen. Die Form der Somiten beiderseits von Neuralrohr und Chorda ist in
etwa dreieckig. Expression von Pax/ lasst sich hier hoch dorsal im zentralen Sklerotom unter
dem zentralen Dermomyotom nachweisen, der Bereich unter der ventrolateralen und
dorsomedialen Lippe zeigt keinerlei Expression.Das Signal ist unmittelbar unter dem
Dermomyotom am Stérksten. Es nimmt dann im Richtung auf die Chorda relativ abrupt und
deutlich ab und ist im zentralen Sklerotom nur noch als Schatten wahrzunehmen.

Unterschiede im Seitenvergleich bestehen keine.

Zusammenfassung

Zusammenfassend ist hier festzustellen, dass die Entfernung des Wolffschen Ganges auch auf
die Expression des Transkriptionsfaktors Pax/ keinen Einfluss hat. Die Expression findet sich
bei relativ jungen Somiten im Bereich des bereits mesenchymalen ventromedialen Sklerotom,
um sich wihrend des Prozesses der Somitenreifung liber das zentrale Sklerotom letztendlich
in dessen dorsale Anteile ventromedial des Dermomyotom zu verlagern, ohne dessen Lippen

zu beriihren.
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Horizontalschnitte durch den Rumpf eines HH 17 Embryos nach in situ- Hybridisierung mit
c-Pax1; Lichtmikroskop, Vergréfserung 20-fach

A
o C

vs)

Abbildung 3.37:
Horizontalschnitt durch den
kaudalen Rumpf eines HH 17-
Embryos; Schnittebene A;
Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.38:
Horizontalschnitt durch den
kaudalen Rumpf eines HH 17-
Embryos; Schnittebene B;
Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.39:
Horizontalschnitt durch den

mittleren Rumpf eines HH 17- / _

Embryos; Schnittebene C;
Pfeil: Wolffscher Gang
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Horizontalschnitte durch den Rumpf eines HH 16-Embryos nach in situ- Hybridisierung mit
c-Pax1; Lichtmikroskop, Vergréfserung 20-fach

@,
' ¥
E
D
Abbildung 3.40:

Horizontalschnitt durch den
mittleren Rumpf eines HH 18-
Embryos; Schnittebene D;
Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.41:
Horizontalschnitt durch den
kranialen Rumpf eines HH 18-
- Embryos; Schnittebene E;

~ Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.42:
Horizontalschnitt durch den

- kranialen Rumpf eines HH 18-
- Embryos; Schnittebene F;
Pfeil: Wolffscher Gang
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3.3.4.5 Pax9

Zur weiteren Untersuchung des Sklerotoms wurde Pax9 eingesetzt. Auch in diesem Fall
erforderte eine gute Darstellung die Verwendung mehrerer, in diesem Falle dreier
Embryonen. Die Schnittebenen liegen wie schon mehrfach beschrieben zwischen den beiden

Extremitdtenknospen. Zur Untersuchung kamen n=4 Embryonen.

In Abb. 3.43, einem wenig kranial der Hinterextremitatenknospe angelegten Schnitt, sind die
Somiten halbkreisformig mit der geraden Seite zum Neuralrohr hin ausgerichtet. In diesen
noch relativ jungen Somiten ist die Struktur des sich bildenden Dermomyotom relativ breit,
und epitheliales Gewebe setzt sich auch noch am Neuralrohr entlang nach ventral fort. Die
Pax9-Expression ist im ventromedialen und unteren zentralen Sklerotom angesiedelt und auf
beiden Seiten des Embryos gleich stark. Schwach ist auf der linken Seite ventral des

Ubergangs zum Seitenplattenmesoderm der Wolffsche Gang zu erkennen.

Abbildung 3.44 aus dem kaudalen Rumpf zeigt die ndchste Schnittebene. Auch in dieser
Aufnahme herrscht Achsensymmetrie. Die Expression von Pax9 erscheint sowohl gleich
lokalisiert als auch gleich stark und betrifft vor allem das ventromediale, aber auch das
zentrale Sklerotom. Im dorsalen als auch im ventolateralen Sklerotom ist keine Expression
nachweisbar. Der Somit ndhert sich in diesem Bild beiderseits der Halbkreisform, im

Wolffschen Gang ist nahezu kein Lumen mehr wahrzunehmen.

Die nichste, ebenfalls im mittleren Rumpf angefertigte Schnittebene, Abb. 3.45, zeigt
ebenfalls eine bilateral-symmetrische Expression, sowohl in der Verteilung als auch in der
Starke. Auch hier lokalisiert sie sich in der Hauptsache im zentralen Sklerotom, das dorsale
und ventrolaterale Sklerotom sind frei von Expression, im ventromedialen ist sie vorhanden,
aber abgeschwicht. Die Form der Somiten ist in diesem Schnitt keilférmig, der ventral des
sich bildenden Dermomyotoms auf der intakten Seite liegende Wolffsche Gang weist kaum

ein Lumen auf.

Die Form der Somiten in Abb. 3.46 ist nahezu keilférmig. Der Bereich des intermediéren
Mesoderm scheint auf der intakten Seite etwas stirker ausgeprégt zu sein. Unterschiede im
Expressionsmuster von Pax9 gibt es jedoch nicht, wenn man von einem geringfiigig stirkeren
Signal auf der nicht operierten Seite absieht. Die Expression ist hier vor allem im zentralen
und medialen Sklerotom deutlich, die Ubergiinge zum expressionsfreien dorsalen und

ventrolateralen Sklerotom sind allerdings flieBend.
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In Abb. 3.47 erfasst die Pax9-Expression beiderseits den Bereich des gesamten dorsalen und
zentralen Sklerotoms und ist durch schmale, signalfreie Streifen gegen das Neuralrohr und das
Dermomyotom abgegrenzt. Expression im ventralen Sklerotom ist nicht festzustellen. Die
Form der Somiten ist dreieckig, links ist deutlich ventral der ventrolateralen Lippe des
Dermomyotoms die Struktur des Wolffschen Ganges zu erkennen, die die einzige ,,Stérung*

der bilateralen Symmetrie darstellt.,

In Abb. 3.48 liegt die Schnittebene direkt kaudal der Vorderextremitdtenanlage. Auch hier ist
die Achsensymmetrie ungestort, die Expression von Pax9 scheint auf der nicht operierten

Seite geringfiigig starker zu sein.

Zusammenfassung

Auch diesen Transkriptionsfaktor betreffend lasst sich bis auf kleine Abweichungen in der
Expressionsstirke keinerlei Riickschluss auf tiefgreifende Verdnderungen durch die
Entfernung des Wolffschen Ganges ziehen. Die untersuchten Embryonen wiesen in jungen
Stadien eine auf das medioventrale und zentrale Sklerotom beschrinkte Expression von Pax9
auf, die sich mit zunehmender Reifung iiber das zentrale Sklerotom in R des dorsalen

Sklerotoms verlagerte.

Die von Heim (Dissertation 2011) beschriebene zum intermedidren Mesoderm hin

beginnende EMT kann in allen Serien bestdtigt werden.
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Horizontalschnitte durch den Rumpf von HH 15+; HH 16 und HH 17-Embryonen nach in situ-
Hybridisierung mit c-Pax9; Lichtmikroskop, VergréfSerung 20-fach
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Abbildung 3.43:

Horizontalschnitt durch den
kaudalen Rumpf eines HH 15+-
Embryos; Schnittebene A;
Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.44:
Horizontalschnitt durch den
kaudalen Rumpf eines HH 15+-
Embryos; Schittebene B; Pfeil:
Wolffscher Gang

Abbildung 3.45:
Horizontalschnitt durch den
mittleren Rumpf eines HH 17-
Embryos; Schnittebene C;
Pfeil: Wolffscher Gang
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Horizontalschnitte durch den Rumpf von HH 15+; HH 16 und HH 17-Embryonen nach in situ-
Hybridisierung mit c-Pax9; Lichtmikroskop, VergréfSerung 20-fach
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~ Abbildung 3.46:
Horizontalschnitt durch den
mittleren Rumpf eines HH 17-
Embryos; Schnittebene D;
Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.47:
Horizontalschnitt durch den
kranialen Rumpf eines HH 18-
Embryos; Schnittebene E;
Pfeil: Wolffscher Gang

Abbildung 3.48:
Horizontalschnitt durch den
kranialen Rumpf eines HH 18-
Embryos; Schnittebene F;
Pfeil: Wolffscher Gang
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4 Diskussion

4.1 Einleitung

Betrachtet man die Entwicklung reifender Somiten, so ist eine EMT bei allen in dieser Studie
untersuchten Embryonen zuerst in der Lumbalregion im Bereich des ventrolateralen Somiten
festzustellen, der Region, an die sich unmittelbar das intermedidre Mesoderm anschlief3t.

Durchgehend sind junge Somiten zu Beginn ihrer dorso-ventralen Kompartimentierung durch

diese Verdnderung gekennzeichnet.

Da die EMT im ventrolateralen Bereich der jungen Somiten beginnt, liegt die Vermutung
nahe, dass von Seiten der pragnantesten Struktur des angrenzenden intermedidren
Mesoderms, des Wolffschen Ganges, eine Signalwirkung ausgeht, die direkten Einfluss auf
die Somitenentwicklung nimmt. Diese Hypothese erscheint plausibel, weil von vielen die
Somiten umgebenden Strukturen wie Chorda, Neuralrohr, Ektoderm und
Seitenplattenmesoderm Signale bekannt sind, die auf die Somitenentwicklung unmittelbaren
Einfluss nehmen, und ohne die die Reifung der Somiten und Ausbildung ihrer Derivate nicht
moglich wiére (Fan und Tessier-Lavigne, 1994; Johnson et al., 1994; Spence et al., 1996;
Sosic et al., 1997; Ikeya und Takada, 1998; McMahon et al., 1998).

Bekannt ist ein solcher Einfluss des Wolffschen Ganges auf die Entwicklung der Somiten
aber nicht, lediglich Monsoro-Burq et al. (1996) nennen ein von der Nierenanlage
ausgehendes BMP4-Signal mit hemmendem Einfluss auf die Pax/-Expression im lateralen

Sklerotom.

Ziel der Studie war nun die vergleichende Untersuchung der Somitenstruktur und -reifung in
Abhingigkeit vom Vorhandensein bzw. Nicht-Vorhandensein des Wolffschen Ganges. Dazu
wurde wie oben ausgefiihrt auf der rechten Seite von Embryonen der Stadien HH 8 bis

HH 14 die proliferierende und migrierende mesenchymale Spitze des Wolffschen Ganges
unter Schonung der umliegenden Strukturen entfernt. Zum Vergleich diente jeweils die linke,
nicht operierte Seite. Der Zeitpunkt der Operation wurde in diesem Zeitrahmen gewéhlt, weil
die Struktur des Wolffschen Ganges erst ab dem Stadium HH 8 iiberhaupt sichtbar wird. Ab
HH 13 verlagert er sich jedoch nach ventrolateral neben die Aorta und ist von dieser in
spateren Stadien z.T. liberlagert bzw. nicht mehr ohne Substanzverlust von ihr zu trennen.
Dies fiihrt dann letztendlich zu Deformationen und damit beschriankter Aussagekraft oder aber

einem Verlust der operierten Embryonen.
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Die mesenchymale Spitze des Wolffschen Ganges wurde in Anlehnung an die Angaben von
Hiruma und Nakamura, (2003) jeweils iiber den in Abschnitt 2.3.7 beschriebenen Bereichen

entfernt, um ein weiteres Auswachsen mit Sicherheit zu verhindern.

Zur Untersuchung stand also der Einfluss des Wolffschen Ganges auf die Somitenreifung mit
Bildung der drei Kompartimente Dermomyotom, Myotom und Sklerotom, die sich aus dem
epithelialen Somiten entwickeln. Der Reifungsprozess schreitet, wie in vielen Arbeiten

beschrieben und auch in dieser Studie verifiziert, von kaudal nach kranial fort.

Die hier angewandten Verfahren der in situ-Hybridisierung und der Immunhistochemie sind
sehr spezifisch fiir die jeweiligen Expressionsdoménen, konkrete Aussagen zur Korrelation
der Intensitdt des Farbsignals und der Expressionsintensitdt konnen auf dieser Basis aber nicht

getroffen werden.

So ist z.B. die direkte Ableitung der Transkriptionsaktivitit eines Gens von der Farbreaktion
der in situ-Hybridisierung mit Vorsicht zu genieBen, da auch andere Faktoren wie
Gewebepenetration, freiliegende Bindungsstellen sowie individuelle Besonderheiten der
jeweiligen experimentellen Bedingungen einen Einfluss auf die ersichtliche Signalstirke
haben. Zudem sind die Unterschiede in der Expressionsstirke gerade bei den

Vibratomschnitten meist nur marginal und lassen eine eindeutige Interpretation nicht zu.

Gegenstand der Untersuchung war hier also die Frage, ob und wann eine verdnderte
Expression verschiedener Markergene nach einseitiger Ablation des Wolffschen Ganges

stattfindet.

4.2 Einfluss auf die Sklerotomentwicklung

Fokussiert man sich auf die Entwicklung des Sklerotoms, des ersten vom Somiten durch EMT
gebildeten Kompartimentes, das aus den ventralen 2/3 des Somiten sowie den Zellen des
Somitozols entsteht, so sind in dieser Studie im Seitenvergleich sowohl histologisch als auch
auf molekularer, mRNA-Ebene keine Unterschiede in der Entwicklung abhéngig von der An-
bzw. Abwesenheit des Wolffschen Ganges wahrzunehmen. Wéhrend sich in Schnitten im
kaudalen Rumpf die von der Chorda und der Bodenplatte des Neuralrohres {iber Shh
induzierte Pax-Expression auf das ventromediale Sklerotom beschrénkt, lokalisiert sich die
von Pax9 sowohl ventromedial als auch zentral. Die Ausdehnung im Zuge der Somitenreifung
erfolgt im Falle von Pax] beiderseits in dorsolateraler Ausrichtung, um sich dann letztendlich
im kranialen Rumpf am dorsolateralen Rand des zentralen Sklerotom zu manifestieren. Diese

Ergebnisse sind nur zum Teil iibereinstimmend mit den Resultaten in der Literatur, wo eine
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Expressionsmuster von Pax 9 (rot) und
Pax1 (griin) beim reifen Somiten; Pfeilspitze: Chorda dorsalis; Stern: Neuralrohr
70



zuerst den ganzen ventralen Somiten betreffende, dann aber auf den caudomedialen Anteil des
Somiten beschrankte Expression beschrieben wird (Balling et al., 1996) und die Entwicklung
des dorsalen Sklerotom von diesem Transkriptionsfaktor vollkommen unabhéngig zu sein
scheint (Christ et al., 2004). Die von Monsoro-Burq et al. (1996) beschriebene, von BMP4
aus der Nierenanlage ausgehende Hemmung der Pax/-Expression im lateralen Sklerotom
zeigt sich in den hier vorgestellten Experimenten unbeeindruckt vom Nicht-Vorhandensein

des Wolffschen Ganges.

Auch Pax9, ein Paxl sehr dhnlicher Transkriptionsfaktor, der ebenfalls im Sklerotom
exprimiert wird, entwickelt unabhédngig von der Anwesenheit des Wolffschen Ganges sein
charakteristisches Expressionsmuster. Dieses deckt sich in der vorliegenden Arbeit auch nicht
vollstdndig mit den Literaturangaben. So konzentriert sich laut Balling et al., (1996)., die
Expression auf den latero-posterioren Abschnitt, wihrend in eigenen Untersuchungen zwar in
relativ jungen Somiten, die am Beginn der Reifung stehen, dort ein Signal aufzufinden ist,
dieses jedoch im medio-zentralen Somiten deutlich stirker ist und sich mit zunehmender
Reifung auf den Bereich des zentralen und dorsalen Sklerotom verlagert. Forschungsobjekt in
der von Balling et al., (1996), beschriebenen Studie waren allerdings Miuse, so dass man
auch speziesspezifische Unterschiede in Betracht ziehen muss. Von Christ et al., (2004) wird
eine von Pax/ und Pax9 unabhéngige Entwicklung des dorsalen Sklerotom beschrieben.

Diese Aussage lieB sich in dieser Studie bestétigen.

4.3 Einfluss auf die Dermomyotomentwicklung

Aus den Zellen des dorsalen 1/3 des Somiten, die nicht an der sklerotomalen EMT
teilnehmen, entwickelt sich das zweite Kompartiment in der Somitenreifung, das
Dermomyotom. Es breitet sich zu Beginn der Reifung kuppelformig in mediolateraler
Ausrichtung liber dem mesenchymalen Sklerotom aus, um sich dann zunehmend zu einem
anndhernd rechteckigen Blatt abzuflachen, auszudehnen und an den Ridndern lippendhnliche
Einw6lbungen auszubilden. Mit der Abfaltung des Embryos richtet es sich dann starker
dorsoventral aus (Scaal et Christ, 2004). Die Markergene, die in dieser Studie zur
Untersuchung des Dermomyotoms und der epithelialen Strukturen des Somiten eingesetzt

wurden, sind Paraxis und Pax3.

Paraxis ist ein Epithelialisierungsfaktor und deshalb schon mit dem Beginn der
Epithelialisierung im gesamten jungen Somiten exklusive des Somitozols sowie auch schon

vorher im unsegmentierten paraxialen Mesoderm vorhanden (Christ et al., 1998; Christ et al.,
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der Expressionsmuster von Paraxis (gelb) und
Pax3 (blau) beim reifen Somiten; Pfeilspitze: Chorda dorsalis; Stern: Neuralrohr
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2007; Stockdale et al.,2000; Wilson-Rawls et al., 1999). Seine Expression ist abhéngig von
Signalen aus dem dartiiber liegenden Ektoderm (Christ et al., 1998; Sosic et al., 1997). Mit
zunehmender Reifung beschrinkt sich die Expression auf das Dermomyotom, wo Paraxis die
epitheliale Struktur erhélt (Linker et al., 2005). Die Expression scheint von der Anwesenheit
des Wolffschen Ganges génzlich unabhéngig zu sein. Es kdnnen nach unilateraler Ablation
keine Unterschiede im Expressionsmuster auf beiden Seiten des Embryos festgestellt werden.
Gut sichtbar zu machen ist jedoch anhand der Bilderserie der Prozess der Somitenreifung
einhergehend mit dem Verlust epithelialer Organisation beginnend im ventrolateralen
Somiten mit Ausrichtung auf das intermedidre Mesoderm. Mit zunehmender EMT im
Sklerotom und Abgrenzung des Dermomyotoms scheint sich die Paraxis-Expression
letztendlich hauptsédchlich auf den Bereich des zentralen Dermomyotoms zu reduzieren und

scheint in den Lippen schwicher ausgepragt.

Ein zweiter Marker flir den Bereich des Dermomyotom ist Pax3. Seine Expression wird {iber
Wnt-Signale aus axialen Strukturen induziert und iiber diese sowie BMP4 aus dem
Seitenplattenmesoderm erhalten und erfasst zuerst das gesamte paraxiale Mesoderm (Brand-
Saberi et al., 1996; Wilson-Rawls et al., 1999). Auch Paraxis greift in die Regulation von
Pax3 mit ein: wenn die Pax3-Expression im ventralen Somiten nachlésst, ist der erste Schritt
der dorso-ventralen Kompartimentierung getan (Wilson-Rawls et al., 1999; Williams and
Ordahl., 1994). Die Pax3-Expression ist dann zunehmend auf den Bereich des sich bildenden
Dermomyotoms beschrankt, allerdings ohne dessen dorsomediale Lippe zu erfassen. Ein
direkter Zusammenhang zwischen epithelialer Struktur und Pax3-Expression ist hier nicht zu
bemerken, ist doch bei jungen Somiten in ventralen Regionen durchaus noch epitheliale
Struktur ohne ersichtliche Pax3-Expression vorhanden. Auch fiir diesen Transkriptionsfaktor
scheint ein unmittelbarer Einfluss des Verlusts des Wolffschen Ganges nicht gegeben,

vielmehr sehen wir auch hier auf beiden Seiten des Embryos gleiche Expressionsmuster.

4.4 Einfluss auf die Myotomentwicklung
Ein Derivat des Dermomyotoms ist das Myotom, die erste Anlage der sich entwickelnden
Skelettmuskulatur des Rumpfes. Es entsteht durch Translokation Pax3-positiver

dermomyotomaler Zellen nach ventral und deren Entwicklung zu myotomalen Myocyten

(Gros et al., 2004; Brand-Saberi et al., 1996).

Initiiert wird die Myogenese im epithelialen Somit durch Shh aus Chorda und Bodenplatte

des Neuralrohres, aufrecht erhalten und reguliert wird sie durch BMP4 aus dem
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der Expressionsmuster von MyoD beim reifen
Somiten; Pfeilspitze: Chorda dorsalis; Stern: Neuralrohr

Seitenplattenmesoderm und Wnt's aus dem dorsalen Neuralrohr (Scaal und Christ, 2004;
Tapscott, 2005). Entscheidend fiir die Myotombildung ist die Expression von MDF's wie
MyoD, die die Differenzierung der vormals epithelialen Zellen zu Myocyten erst ermdglichen.
So war auch MyoD als beim Huhn wichtiger myotomaler Transkriptionsfaktor Gegenstand

der Untersuchungen zur Ausbildung des Myotoms.

Wie von Pownall und Emerson (1992) beschrieben, beginnt die MyoD-Expression bereits
dorsomedial im noch epithelialen Somit, lokalisiert sich dann, myotomale Zellen markierend,
mit zunehmender Reifung in der dorsomedialen Lippe des Dermomyotoms (Scaal und Christ,

2004) und breitet sich schlieBlich unter diesem nach lateral aus.

Dieses Verhalten deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie. Auffélligkeiten und
gravierende Unterschiede im Seitenvergleich bestehen bis auf leicht unterschiedliche

Expressionsstirken, die vermutlich Artefakte sind, nicht.
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4.5 Einfluss auf die Nierenentwicklung

Betrachtet man die Semidiinnschnitte, so fillt eine nach kaudal fortschreitende groBer
erscheinende Ausbildung des nephrogenen Mesenchyms auf der operierten Seite auf. Zudem
wirkt das Gewebe unstrukturierter als auf der linken, intakten Seite, wo es ventromedial-
dorsolateral ausgerichtete Zellachsen aufweist. Bei fehlendem Wolffschen Gang erscheint das
Mesenchym eher als ungerichtetes Zellkonglomerat, das, wie auf der intakten Seite, nach

dorsolateral direkt Anschluss an die ventrale Wand der Vene findet.

In der immunhistochemischen Féarbung ldsst sich anhand der DAPI-Farbung auf die Zellkern-
und damit auf die Zelldichte schlieen, die aber auf beiden Seiten gleich zu sein scheint. Die
Darstellung von Pax?2 auf Proteinebene mittels fluoreszierendem Antikorper lokalisiert die
Expression im direkten Vergleich mit der DAPI-Farbung sinnvollerweise auf die Zellkerne.
Hier erscheint die Expression im am weitesten kaudal angefertigten Schnitt am starksten und
erreicht die groBte Ausdehnung, wihrend sie sich nach kranial deutlich fokussiert. Auffallig
ist, wie auch schon in den Semidiinnschnitten zu bemerken, dass trotz Entfernung des
Wolffschen Ganges eine Entwicklung des nephrogenen Mesenchyms stattfindet, und dass dort
unabhingig von der Struktur des Wolffschen Ganges Pax2 exprimiert wird. Die Pax2-
Expression ist in Abb. 3 auf den Bereich des gesamten intermedidren Mesoderms ausgedehnt,
in weiter kranial angefertigten Schnittebenen ist sie auf der intakten Seite stark auf die
Region medial des Wolffschen Ganges reduziert und auf der operierten Seite nur sehr
schwach wahrzunehmen. Die Ausrichtung der Zellachsen stimmt mit den in den
Semidiinnschnitten gewonnen Erkenntnissen liberein und ist auch hier auf der operierten Seite
ungeordnet, wihrend auf der intakten Seite eine deutliche Ausrichtung vom Wolffschen Gang

ausgehend nach ventromedial festzustellen ist.

Auch die Vibratomschnitte aus in sifu- hybridisierten Embryonen zeigen dhnliche Ergebnisse.
Wenig kranial der Anlage der Hinterextremitdten erstreckt sich die Pax2-Expression iiber den
Bereich des gesamten intermedidren Mesoderms und wirkt auf der operierten Seite deutlich
schwicher als auf der intakten. Interessanterweise scheint aber bei dieser Art des Nachweises,
die sich auf mRNA stiitzt, die Expression von Pax2 nach kranial stirker zu werden. Eine
stirkere Fokussierung ist allerdings auch hier zu bemerken. Die stirkste Expression ist in

allen Schnitten im Wolffschen Gang festzustellen.

Die in der letzten Abbildung auffallende Expression im Bereich der Somiten kann durch
Uberfirbung entstanden sein, jedoch ist fiir Pax2 eine fluktuierende Expression am rostralen

Ende des unsegmentierten paraxialen Mesoderm beschrieben (Mauch et al.,2000), die sich
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moglicherweise auch noch in jungen Somiten darstellen kdnnte. Auch ist zu iiberlegen, ob die
Differenz in der Stirke der Expression im nephrogenen Blastem, gerade auch im Vergleich
der Vibratom- und Paraffinschnitte, nicht nur zufélliger Natur ist, sondern auch hier
moglicherweise eine oszillierende Pax2-Expression moglich ist, die das verstérkte Auftreten
von mRNA- und Proteinaktivitit zu unterschiedlichen Zeiten erkldren kdnnte. Hier muss
jedoch, wie schon erwéhnt, noch einmal ausdriicklich auf die eingeschrankte Aussagekraft
solcher Schnitte im Hinblick auf die Sensitivitit hingewiesen werden. Genauere Ergebnisse
konnen in solchen Fillen nur {iber einen Western- oder Northern-Blot erlangt werden. In
jedem Fall ist Pax2 essentiell fiir den mesenchymal-epithelialen Ubergang in der

Nierenentwicklung (Rothenpieler et al., 1993).

Zusammenfassend ist hier zu sagen, dass die Pax2-Expression im intermedidren Mesoderm
nicht auf die Struktur des Wolffschen Ganges beschrinkt ist und bei Entfernung desselben im
nephrogenen Mesenchym weiterhin vorhanden ist. Von Interesse wire in diesem
Zusammenhang, ob durch eine vollstindige Hemmung der Pax2-Expression auch im
Mesenchym, beispielsweise liber Knockout-Méuse, Alterationen an reifenden Somiten
beobachtet werden koénnen. Bisher ist nur ein bei homozygoten Pax2-/- Méusen vollstindiges
Fehlen des aus dem intermedidren Mesoderm generierten Genitale beschrieben (Torres et al.,

1995).
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Studie ist die Untersuchung des Einflusses des Wolffschen Ganges auf
die Somitenreifung. Dazu wurde bei Embryonen der Stadien HH8+ bis HH16 die
proliferationsstarke mesenchymale Spitze des Wolffschen Ganges, die flir das Auswachsen
nach caudal verantwortlich ist, mikrochirurgisch entfernt. Nach einer kurzen

Reinkubationszeit wurden dann die Embryonen in den Stadien HH15 bis HH19 untersucht.

Zur Verifikation der Operationsmethode und Darstellung der Entwicklung des intermedidren
Mesoderms wurden Semidiinnschnitte, immunhistochemische Farbungen auf
Paraffinschnitten sowie in situ-Hybridisierungen mit Pax2, einem Marker des intermedidren

Mesoderms, sowohl im Wholemount als auch in Schnittbildern, durchgefiihrt.

Somitische Markergene wie Paraxis und Pax3 fiir das Dermomyotom, Pax/ und Pax9 fiir das
Sklerotom und MyoD fiir das Myotom wurden genutzt, um den Einfluss des Wolffschen
Ganges auf die Somitenentwicklung im Rumpfbereich zu untersuchen. In den
Expressionsmustern dieser Gene konnte sowohl auf der, solitir betrachteten, operierten Seite
als auch im Vergleich mit der nicht operierten Seite kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden, was den Schluss zulésst, dass es keinen direkten Einfluss des Wolffschen Ganges auf

die Somitenentwicklung gibt.

Ein weiteres Ergebnis dieser Studie ist die auch bei fehlendem Wolffschen Gang
persistierende Pax2-Expression in Zellen des nephrogenen Mesenchyms im intermedidren
Mesoderm. Allerdings verlieren diese mesenchymalen Zellen bei fehlendem Wolffschen

Gang ihre ventromedial gerichtete Orientierung.
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6 Summary

The present study explores the influence of the wolffian duct in somite maturation. The
mesenchymal tip of the wolffian duct, on which depends its migration and proliferation in
caudal direction, was removed microsurgically at stages of HH8+ to HH14. After a short

period of reincubation, embryos were analyzed at stages HH15 to HH19.

For verification of the microsurgical technique and description of the development of the
intermediate mesoderm, stained semithin sections were used, also in situ-hybridisation with
Pax2 on wholemount and on sections, and immunofluorescence with Pax2-antibody on

paraffin sections. Pax? is, in the trunk, a specific marker of the intermediate mesoderm.

For examination of the Wolffian duct’s influence on somite development at trunk level,
somitic marker genes were used, like Paraxis and Pax3 for the dermomyotome, Pax/ and
Pax9 for the sclerotome and MyoD for the myotome. There was no influence detectable in the
expression pattern of these genes on the operated side and in comparison with the non-
operated side of the embryo, indicating that there is no direct influence of the Wolffian duct

on somite development.

It turned out that there is still Pax2-expression in the intermediate mesoderm even in the
absence of the Wolffian duct, located to the nephrogenic mesenchyme. At any rate these
mesenchymal cells seem to lose direction when the Wolffian duct is missing, for cells are

losing theit ventromedial orientation.
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7 Ausblick

Interessant wire auf Grund der hier gewonnenen Ergebnisse zu untersuchen, ob das
intermedidre Mesoderm insgesamt auf die Somitenentwicklung keinen direkten Einfluss hat,
oder ob eventuelle Signale lediglich vom nephrogenen Mesenchym ausgehen bzw. ob dieses

ein Fehlen des Wolffschen Ganges kompensieren kann.

Weitere Transkriptionsfaktoren, die an der Nierenentwicklung beteiligt sind und in Bezug auf
die Somitenentwicklung untersucht werden konnten, sind z.B. der nahe mit Pax2 verwandte
Faktor Pax8, aber auch Lim1 als wahrscheinlicher Cofaktor. Ein Synergismus in der
Somitenentwicklung ist mit Lunatic Fringe und EphA4 bekannt (Suetsugo et al., 2002). Fiir
Emx2 wird eine Interaktion in der Entwicklung des Genitale vermutet sowie eine Regulation
der Pax2-Expression (Miyamoto et al., 1997 ; Hannema und Hughes, 2007). Auch ist Gata3
als nachgeordnetes Gen zu nennen, das fiir das gerichtete Auswachsen und die Morphogenese
des Wolffschen Ganges essentiell ist (Grote et al., 2005). Eine mogliche Einflussnahme all

dieser Faktoren auf die Somitenentwicklung wére somit sicherlich interessant zu untersuchen.

Auch die Untersuchung der Transkriptions- und Proteinaktivitét der jeweiligen Gene im
direkten Seitenvergleich bei einseitigem Fehlen des Wolffschen Ganges durch Northern- bzw.
Western-Blot-Technik wire von Interesse, um moglicherweise einen Schwellenwert in der
Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir Pax-Gene festzustellen. Genauso konnte die Untersuchung
ilterer operierter Embryonen mdglicherweise noch neue Erkenntnisse bringen, z.B. mit Blick

auf die Entwicklung des lateralen Dermomyotoms, das die Rippen bildet.
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