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l. EINLEITUNG

Somiten oder ,,Urwirbel* (Remak 1855) sind epitheliale Zellballen, die beidseits der Neuralanlage
in engem zeitlichen Zusammenhang mit der Neurulation aus dem Mesenchym des paraxialen Meso-
derms abgegliedert werden. Unmittelbar anschliefend bilden diese Somiten, wiederum bilateral
symmetrisch, segmental angeordnete Sklerotome, Dermomyotome und Myotome aus, die wesentli-
che Beitrdge zur Entstehung von Wirbeln, Bandscheiben und Rippen, aber auch von Muskulatur
und Haut leisten. Zeitlich parallel gehen die Nierenanlagen aus dem intermedidren Mesoderm und
die Korperhdhlen aus dem Seitenplattenmesoderm hervor (zur Ubersicht: Christ und Ordahl 1995,
Brand-Saberi et al. 1996, Christ et al. 2007). Der segmentale Charakter der Somiten sowie ihrer De-
rivate widerspiegelt sich auch in der strukturellen Organisation benachbarter Organanlagen, bei-
spielsweise in der Gliederung des Nerven- und Gefdf3systems. Letztlich entwickeln sich alle meta-
meren Strukturen der Korperwand auf der Grundlage der Somitenmetamerie (Christ et al. 1979,
1998, Brand-Saberi und Christ 2000). Der der Somitenabgliederung zugrunde liegende Prozess
wird durch die ,,segmentation clock®™ gesteuert (Palmeirim et al. 1997). Diese molekulare Uhr
nimmt unter den zahlreichen faszinierenden Entdeckungen, die in den zuriickliegenden zehn bis
zwanzig Jahren auf dem Gebiet der Mesodermforschung gelungen sind, eine Sonderstellung ein,
weil sie, exemplarisch fiir viele andere biologische Prozesse, die periodische Entstehung gleicharti-

ger Segmente aus einer grofleren zusammenhédngenden Organanlage zu erkldren vermag.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen konzentrierten sich zu-
nichst auf die moglichen Beitrdge von Apoptose- und Proliferationsprozessen zur Segmentierung
des paraxialen Mesoderms. Hierbei stellte sich rasch heraus, dass solche Untersuchungen nur dann
erfolgversprechend sind, wenn gleichzeitig auch grundlegende strukturelle, bisher teils kontrovers
diskutierte, teils unzureichend angegangene Aspekte des Segmentierungsprozesses thematisiert wer-
den. Solche ergénzend in die Arbeit aufgenommenen Fragestellungen betreffen beispielsweise den
exakten zeitlichen und rdumlichen Ablauf der Bildung intersomitischer Spalten sowie den mogli-
chen Beitrag Spalt-organisierender Grenzzellen. Beriicksichtigt wurden aber auch Apoptose- und
Proliferationsprozesse in anderen, dem paraxialen Mesoderm benachbarten Mesodermabschnitten
sowie innerhalb der aus den Somiten hervorgehenden Sklerotome, Dermomyotome und Myotome.
Die auf Einzelzellniveau durchgefiihrten dreidimensionalen Rekonstruktionen sollen dazu beitra-
gen, Abldufe von Morphogeneseprozessen, die bisher iiberwiegend durch Genexpressionsanalysen
untersucht worden sind (zur Ubersicht: Christ et al. 2007, Dequéant und Pourquié 2008), zellulir
préziser zu fassen und die Entstehung von Fehlbildungen (Andrade et al. 2007, Sewell und Kusumi

2007, Shifley und Cole 2007, Pourquié 2011) besser zu verstehen.
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Die bereits erwihnte ,,segmentation clock® (Palmeirim et al. 1997) beinhaltet im Kern die Vorstel-
lung, dass Somiten periodisch immer dann aus dem paraxialen Mesoderm abgegliedert werden,
wenn eine bestimmte Konstellation aktuell exprimierter Gene vorliegt. Nach wie vor ist der ,,Takt-
geber” dieses Uhrwerks nicht bekannt. Dennoch werden von vielen Arbeitsgruppen zwei Haupt-
komponenten des segmentation-clock-Modells iibereinstimmend favorisiert (zur Ubersicht: Cinquin
2007, Dequéant und Pourquié¢ 2008, Aulehla und Pourquié 2010, Gibb et al. 2010): (1) Die ,,Uhr-
Komponente, die durch die oszillierende Expression von Genen des notch-Signalweges in paraxia-
len Mesodermzellen charakterisiert ist, und (2) die ,,determination front“, die im Verlauf des Abglie-
derungsprozesses von kranial nach kaudal fortschreitet. Molekular ist diese ,,Entscheidungsfront™
jeweils dort positioniert, wo ein von kranial absteigender Expressionsgradient fiir Retinséure auf die
von kaudal aufsteigenden Expressionsgradienten fiir Gene der Wnt- und der fibroblast-growth-
factor-Gruppe trifft. Wahrend eines Oszillationszyklus der molekularen Uhr (Komponente 1)
wandert die ,,determination front* innerhalb des zusammenhéngenden paraxialen Mesoderms um
eine Somitenldnge nach kaudal. Alle paraxialen Mesodermzellen, die hierbei von der ,,determina-
tion front* passiert wurden, sind kompetent, auf das periodische Signal der ,,Uhr “ zu reagieren. Un-
mittelbar danach ist die segmentale Identitét aller zu einem neu entstehenden Somiten zugehorigen
paraxialen Mesodermzellen molekular festgelegt (Rawls et al. 2000, Tam et al. 2000, Pourquié¢ und

Tam 2001).

Umstritten ist die Frage, inwieweit unabgegliederte ,,prospektive® Somiten, die bereits iiber eine
molekulare Identitét verfiigen, strukturelle Kennzeichen einer metameren Gliederung aufweisen.
Solche ,,Somitomere wurden als ,,circular buttons of paraxial mesoblast* erstmals beim Haushuhn
(Meier 1979), spiter auch bei anderen Wirbeltieren beobachtet (Jacobson AG 1988). Zahlreiche Ar-
gumente sprechen aber dagegen, Somitomeren eine segmentale Identitit zuzusprechen (zur Uber-
sicht: Gossler und Hrab& de Angelis 1998). Erstens reichen diese kettenartig angeordneten Somito-
mere viel weiter nach kaudal als alle molekular definierten prospektiven Somiten (Jacobson AG
1988). Zweitens steht fest, dass migrierende Zellen innerhalb des ungegliederten paraxialen Meso-
derms die mutmaBlichen Grenzen zwischen benachbarten Somitomeren nicht respektieren (Tam
1988, Stern et al. 1988, Bagnall et al. 1992). Drittens konnte gezeigt werden, dass die Somitenbil-
dung auch dann prinzipiell ungestort ablduft, wenn zuvor experimentelle ,,Durchmischungen des
Ausgangsmaterials durchgefiihrt worden waren (Packard et al. 1993). Angesichts dieser Fiille von
Befunden, die die funktionelle Bedeutung von Somitomeren in Frage stellen, vertreten die schérfs-
ten Kritiker dieses Konzepts mittlerweile die Auffassung, dass Somitomere, die bisher lediglich ras-
terelektronenmikroskopisch nachgewiesen werden konnten (zur Ubersicht: Tam und Trainor 1994),

als Préparationsartefakte aufzufassen sind (Wood und Thorogood 1994).
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Aktuelle Forschungsvorhaben zur ,,segmentation clock™ zielen primér darauf ab, das Zusammen-
spiel derjenigen molekularen Komponenten zu entschliisseln, die prospektiven Somiten einen seg-
mentalen Charakter und (spéter auch) eine segmentale Identitét verleihen. Hierdurch treten struktu-
relle Abldufe, die die molekular getroffene Entscheidung umsetzen, in den Hintergrund. Diese in-
haltliche Verkiirzung widerspiegelt sich beispielsweise schon terminologisch darin, dass der aktuell
in Abgliederung begriffene Somit SO definitionsgemal vollstandig von dem zuvor abgegliederten
Somiten SI abgegliedert ist, aber noch vollstandig mit dem kaudal folgenden paraxialen Mesoderm
zusammenhéangt. Stérungen im Ablauf komplizierter Morphogeneseprozesse resultieren aber nicht
nur aus ,,Fehlern bei der (genetisch fixierten) Entscheidungsfindung, sondern auch aus Fehlern, die

bei der Umsetzung der genetischen Vorgaben auftreten.

Wie notwendig eine intensivere Auseinandersetzung mit den strukturellen Grundlagen der Somito-
genese ist, geht unter anderem daraus hervor, dass der formale Ablauf der Bildung intersomitischer
Spalten bis heute uneinheitlich dargestellt wird. So soll die Spaltbildung beim Zebrafisch (Danio
rerio, Cyprinidae: Stickney et al. 2000, Barrios et al. 2003) sowie bei Xenopus laevis (Wilson PA et
al. 1989) von lateral nach medial fortschreiten. Dagegen beginnt sie bei der Prachtbarbe (Barbus
conchonius, Cyprinidae: Wood und Thorogood 1994) offenbar zentral. Fiir das Haushuhn wird un-
terschiedlich entweder ein dorsolateraler (Lipton und Jacobson 1974) oder ein medialer Beginn der

intersomitischen Spaltbildung angegeben (Kulesa und Fraser 2002).

Mit der Kldrung der Frage nach dem exakten Ablauf der intersomitischen Spaltbildung hingt die
Anschlussfrage zusammen, inwieweit ,,Spalt-organisierende Grenzzellen®, deren Existenz auf der
Grundlage experimentell am Haushuhn erhobener Daten postuliert worden ist (Sato et al. 2002, Sa-
to und Takahashi 2005), tatsdchlich vorkommen. Mindestens ebenso unklar sind die mogliche Her-
kunft sowie das Schicksal solcher mutmaBlichen Grenzzellen. Die vorliegende Arbeit versucht,
auch diese Fragen durch strukturelle Analyse hochaufgeldst eingescannter Semidiinnschnitte anzu-

gehen und einer Antwort néher zu bringen.

Im Zusammenhang mit der intersomitischen Spaltbildung dréngt sich eine weitere Frage auf. Es ist
seit langem bekannt, dass die Abtrennung primir zusammenhdngender Organanlagen oft mit dem
gehduften Auftreten von Zelltodereignissen einhergeht (Ernst 1926, Gliicksmann 1951). Typische,
bereits von diesen frilhen Autoren dokumentierte Beispiele hierfiir sind Abldsungsvorginge des
Linsenbldschens und des Ohrbldschens aus dem Oberflichenektoderm. Insofern liegt die in meiner
Arbeit zu tiberpriifende Vermutung nahe, dass auch die Abgliederung von Somiten aus dem zusam-
menhédngenden paraxialen Mesoderm durch Apoptoseprozesse unterstiitzt wird. Einschriankend

muss allerdings hinzugefiigt werden, dass ,,mechanische* Funktionen von programmiertem Zelltod
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im Rahmen der Embryogenese zwar vielfach postuliert, aber nur in den seltensten Fillen bewiesen
und aufgekldrt worden sind. Ein gutes Beispiel fiir derartige jahrzehntelang ausgetragene Kontro-
versen ist die Frage, inwieweit Apoptoseereignisse fiir den Verschluss der Neuralfalten zum Neural-
rohr verantwortlich sind (Scheffel 2009, auch zur Ubersicht). Andererseits gibt es auch weniger um-
strittene Beispiele fiir mechanische morphogenetische Funktionen von programmiertem Zelltod,
beispielsweise bei der Ausbildung von Fingern aus der Handplatte (zur Ubersicht: Zuzarte-Luis und

Hurle 2005).

Unsere Arbeitsgruppe hat sich wiederholt mit der Frage auseinandergesetzt, inwiefern raumlich und
zeitlich gerichtet ablaufende Apoptose- und Proliferationsereignisse in die Frithentwicklung von
Organanlagen eingreifen. Bisher standen fiir uns Morphogeneseprozesse im Vorderhirn (Knabe und
Kuhn 1999, Knabe et al. 2000), in den Rhombomeren (Knabe et al. 2004), im Riickenmark (Schef-
fel 2009) sowie in den neurogenen Plakoden im Vordergrund (Washausen et al. 2005, Knabe et al.
2009). Die vorliegende Arbeit schldgt eine Briicke zwischen ektodermalen und mesodermalen Or-
gananlagen, nicht zuletzt, um Folgeuntersuchungen zu ermoglichen, die sich mit den Interaktionen
von Signalzentren im Riickenmark, in den Somiten sowie im Seitenplattenmesoderm befassen wer-
den. Methodisch konnte hierbei auf das in Vorarbeiten etablierte, in Kooperation mit der Firma
ZEISS entwickelte Scan- und Rekonstruktionssystem zuriickgegriffen werden (Knabe et al. 2002,
Siiss et al. 2002, Brunnett et al. 2003, Kienel et al. 2007). Der entscheidende Vorteil dieses Systems
besteht darin, dass zelluldre Ereignisse bei maximaler lichtmikroskopischer Auflésung strukturell
diagnostiziert werden kdnnen, hierfiir aber nicht aus ihrem Zusammenhang innerhalb grofer Organ-
anlagen herausgeldst werden. Im Vorfeld hatte sich immer wieder gezeigt, dass gerade die Moglich-
keit, komplex strukturierte raumzeitliche Muster zelluldrer Ereignisse in dreidimensionalen Rekon-
struktionen zu analysieren, die weit liber die Erfassung des eigentlichen Zielorgans hinausgingen,
zu neuen Einsichten fiihrte. Aus diesem Grunde beinhalten die fiir die Untersuchung der Morphoge-
nese der Somiten von Tupaia belangeri durchgefiihrten dreidimensionalen Rekonstruktionen nicht
nur das paraxiale Mesoderm, sondern auch das axiale und intermedidre Mesoderm sowie das Sei-
tenplattenmesoderm. Speziell wollten wir herausfinden, ob Apoptoseprozesse eine generelle Bedeu-
tung bei der Abgliederung mesodermaler Kompartimente aus grofleren zusammenhéngenden Meso-
dermformationen haben konnten. Publizierte Voruntersuchungen zur Abgliederung der Chorda dor-
salis (Stemple 2004, 2005), zur Grenzziehung zwischen paraxialem und intermedidrem Mesoderm
(Wilm et al. 2004) sowie zur ,,Aufspaltung des Seitenplattenmesoderms in Somato- und Splanch-
nopleura (Funayama et al. 1999) enthalten praktisch keine Hinweise auf mogliche Beitrdge durch
Apoptoseprozesse. Dagegen dokumentieren unsere am Beispiel von Tupaia belangeri erstellten Re-
konstruktionen, dass Apoptoseprozesse weit zahlreicher als bisher bekannt im Rahmen mesoderma-

ler Abgliederungsvorginge auftreten.
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Die im Gradienten von kranial nach kaudal fortschreitende Entwicklung von Somiten umfasst nicht
nur deren Abgliederung aus dem paraxialen Mesoderm, sondern auch die Ausbildung eines mesen-
chymalen zentralen Somitozols (,,Urwirbelkern”: Remak 1855) sowie die Differenzierung der So-
miten. Hierbei geht zundchst aus ventralen Somitenabschnitten das mesenchymale Sklerotom her-
vor (zur Ubersicht: Christ et al. 2004, 2007, Yusuf und Brand-Saberi 2006). Die Bezeichnung
»Sklerotom® wurde von Hatschek (1880, zitiert nach Williams 1910) eingefiihrt und bezieht sich
darauf, dass Sklerotomzellen wesentlich zur Bildung des Achsenskeletts beitragen (Christ et al.
2007). Die nach Abschluss der Sklerotombildung epithelial verbliebenen dorsalen Somitenabschnit-
te bilden das Dermomyotom. Ein solches Dermomyotom stellt eine nahezu rechteckige, durch vier
,Lippen® begrenzte ,,Platte” dar (Remak 1855, Kolliker 1879, Scaal und Christ 2004), aus der so-
wohl die Dermis der Riickenregion als auch — bis auf wenige Muskeln des Kopfes (Noden und
Francis-West 2006) — die gesamte Skelettmuskulatur hervorgeht (zur Ubersicht: Scaal und Christ
2004, Yusuf und Brand-Saberi 2006, Christ et al. 2007). Jedes Dermomyotom bringt zunéchst ein
epaxiales Myotom hervor, das sich liberwiegend von medialen Dermomyotomabschnitten ableitet
(Denetclaw et al. 1997, Huang und Christ 2000, Olivera-Martinez et al. 2000). Dermomyotom und
unterlagerndes epaxiales Myotom bilden eine Einheit, die in der frithen Literatur als ,,Riickentafel*
(Remak 1855) oder ,,Hautmuskelplatte® bezeichnet worden ist (Rabl 1888). Hypaxiale Myotome,
die tiberwiegend von lateralen Dermomyotomabschnitten abstammen (Denetclaw und Ordahl 2000,
Huang und Christ 2000, Olivera-Martinez et al. 2000), werden ausschlieBlich in der Rumpfregion
ausgebildet. Sie schliefen ventral unmittelbar an die zugehdrigen epaxialen Myotome an. Epaxiale
Myotome bringen die ortsstindige authochthone Riickenmuskulatur, hypaxiale Myotome die orts-
stindige autochthone Muskulatur der Brust- und Bauchwand hervor (zur Ubersicht: Scaal und
Christ 2004, Christ et al. 2007). Dagegen migrieren hypaxiale Muskelvorlduferzellen okzipital, zer-
vikal sowie in Hohe der Extremitidtenknospen zu deutlich weiter entfernt liegenden Zielorten und
differenzieren erst dort, beispielsweise innerhalb der Extremitidtenknospe, zu Muskelanlagen (zur
Ubersicht: Dietrich et al. 1998, Dietrich 1999, Christ et al. 2007). Bei der Identifikation von Apo-
ptose- und Proliferationsmustern, die zur Bildung epaxialer und/oder hypaxialer Myotome beitragen
konnten, muss beriicksichtigt werden, dass mindestens drei Modelle existieren, die die Rekrutierung
von Muskelvorlduferzellen aus Dermomyotomen unterschiedlich beschreiben (zur Ubersicht: Holl-
way und Currie 2005). Dagegen herrscht weitgehende Ubereinstimmung dariiber, dass die mesen-
chymale Anlage der Dermis aus zentralen Abschnitten des Dermomyotoms hervorgeht (zur Uber-

sicht: Scaal und Christ 2004, Christ et al. 2007).

Wihrend der Abgliederung von Somiten sowie im Verlauf von Differenzierungsschritten bereits ab-
gegliederter Somiten verdndern paraxiale Mesodermzellen, die entweder mesenchymale oder epi-

theliale Eigenschaften haben konnen, zum Teil mehrfach ihren ,,Status®. Im Schrifttum werden sol-
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che Statuswechsel, ,, Transformationen* oder ,,Transitionen* allerdings nicht immer einheitlich be-
nannt. Zur Vermeidung sprachlich bedingter Irritationen verwendet die vorliegende Arbeit — auf der
Grundlage der anschlieffend zitierten Referenz-Publikationen — durchgehend eine einheitliche Ter-
minologie. Demnach bezeichnen wir den bei der Abgliederung von Somiten aus dem paraxialen
Mesoderm erfolgenden Ubergang von mesenchymalen paraxialen Mesodermzellen zu epithelialen
Somitenzellen als mesenchymal-epitheliale Transition (,, MET*: Nakaya et al. 2004, Takahashi et al.
2005, Chaffer et al. 2007, Takahashi und Sato 2008). Dagegen unterliegt die Bildung mesenchyma-
ler Sklerotomzellen aus ventralen Abschnitten des epithelialen Somiten einer epithelial-mesenchy-
malen Transition (,,EMT*: Christ et al. 2004, 2007). SchlieBlich verwenden wir den Begriff ,,De-
epithelialisierung* {iberall dort, wo Zellen den epithelialen Verband eines Dermomyotoms verlas-
sen, um entweder in Myotom oder Dermis integriert zu werden, oder als migrierende Myoblasten
zu weit entfernten Zielgebieten zu wandern (Scaal und Christ 2004, Gros et al. 2004, Ben-Yair und
Kalcheim 2005, Christ et al. 2007).

Statuswechsel paraxialer Mesodermzellen stellen ,,Entscheidungssituationen® dar, in deren Folge
korrekturbediirftige ,,Fehlspezifizierungen von Vorlduferzellen auftreten sollten. Deshalb haben
wir untersucht, ob Apoptoseereignisse in zeitlichem und/oder rdumlichem Zusammenhang mit den
oben skizzierten METs, EMTs und De-epithelialisierungsprozessen nachweisbar sind. Dass Apopto-
sen bei vergleichbaren Statuswechseln tatsdchlich Vorlduferzellen eliminieren kénnen, wurde am
Beispiel der mit einer EMT einhergehenden Delamination (ektodermaler) Neuralleistenzellen be-
reits umfassend dokumentiert (Homma et al. 1994, Knabe et al. 2004, 2009, Washausen et al. 2005,
Scheftel 2009). Dagegen sind systematische Untersuchungen zum Vorkommen von Apoptosen im
Rahmen von Statuswechseln paraxialer Mesodermzellen rar: Sanders (1997) befasste sich orientie-
rend mit dem Auftreten von Apoptosen im Sklerotom, wihrend Hirata und Hall (2000), wiederum
beim Haushuhn, zwar eine gute Ubersicht iiber das Apoptosevorkommen in zahlreichen Organanla-

gen vermitteln, aber von einer detaillierten Analyse einzelner Morphogeneseschritte absehen.

Apoptose- und Proliferationsereignisse in der Chorda dorsalis haben wir nicht zuletzt deshalb drei-
dimensional rekonstruiert, weil die Chorda dorsalis als Signalzentrum in die Sklerotomentwicklung
eingreift (zur Ubersicht: Christ et al. 2000, Dockter 2000). Dagegen wurde eine regulatorische Be-
teiligung der Chorda dorsalis an der Abgliederung von Somiten vielfach verneint (Haushuhn: Pack-
ard und Jacobson 1976, Hirano et al. 1995, Sato und Takahashi 2005, Linker et al. 2005; Wachtel:
Packard 1980; Labormaus: Correira und Conlon 2000). Lediglich Packard et al. (Wachtel: 1993)
postulierten frithzeitig, dass Signale aus dem Riickenmark und/oder aus der Chorda dorsalis die bi-
lateral-symmetrische Abgliederung von Somiten unterstiitzen. Tatsdchlich konnte diese Hypothese

unldngst bestdtigt werden. Bei Hithnerembryonen greifen Signale aus der Chorda dorsalis direkt in



-7 -

den Ablauf der oben skizzierten ,,segmentation clock® ein (Resende et al. 2010). Die vorliegende
Untersuchung zeigt am Beispiel von Tupaia belangeri, dass Apoptose- und Proliferationsereignisse
in der Chorda dorsalis zeitlich sowohl mit der Somitenabgliederung als auch mit der Sklerotombil-
dung eng korreliert sind. Dariiber hinaus dokumentieren wir erste Anhaltspunkte dafiir, dass Apo-
ptose- und Proliferationsereignisse, die in der Chorda dorsalis ablaufen, fiir die Morphogenese der
Bodenplatte des Riickenmarks relevant sind, deren intrinsische Apoptosemuster kiirzlich rekonstru-

iert und diskutiert wurden (Scheftel 2009).
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. MATERIAL UND METHODEN

1. 1. Tiermodell

Tupaia belangeri (Tupaiidae, Scandentia, Euarchontoglires, Eutheria, Theria, Mammalia) wird seit
mehr als hundert Jahren von zahlreichen Forschergruppen eingehend untersucht. Hierbei kristalli-
sierte sich in den zunichst iiberwiegend mit klassisch morphologischen Techniken durchgefiihrten
vergleichend anatomischen Untersuchungen zunehmend heraus, dass mit Tupaia belangeri ein be-
sonders Primaten-nahes Tiermodell zur Verfiigung stehen konnte. Aufgrund der schwierigen Einor-
denbarkeit wurde Tupaia belangeri allerdings vorerst einer eigenen Ordnung ,,Scandentia“ zuge-
rechnet (Wible und Covert 1987, Diogo et al. 2009). Die Frage der ,,Primaten-Néhe* von Tupaia
belangeri wird bis zum heutigen Tage kontrovers diskutiert. Demnach bilden die Scandentia und
die Primatophora (Primaten und Dermoptera) aufgrund aktueller molekulargenetischer Forschungs-
ergebnisse Schwesterkladen, die sich in erster Ordnung von den Euarchonta abgespalten haben (Ja-
necka et al. 2007). Aktuelle zytogenetische Untersuchungen fassen dagegen die Scandentia und die
Dermoptera zu einer Schwesterklade zusammen, die sich neben den Primaten von den Supraprima-

ten (Euarchontoglires) abgeleitet hat (Nie et al. 2008).

Unabhéngig von der endgiiltigen Klarung ihres systematischen Status verfiigt die Tupaia belangeri,
verglichen mit den weit haufiger zu Forschungszwecken eingesetzten Labormausen und Laborrat-
ten, liber zahlreiche urspriingliche Sdugetier-Merkmale, deren eingehende Untersuchung vielver-
sprechende Ergebnisse hervorbringt (zur Ubersicht: Cao et al. 2003). Aktuelle Forschungsprojekte
beschiftigen sich insbesondere mit Fragestellungen aus der Neuroembryologie (Knabe und Kuhn
1998, 1999, 2000, Knabe et al. 2000, 2004, 2007, 2008, 2009, Washausen et al. 2005, Scheffel
2009), Neuroanatomie (Wong P und Kaas 2009, Day-Brown et al. 2010, Herculano-Houzel et al.
2010), Stressforschung (Fuchs und Fliigge 2002, Fuchs 2005, Zambello et al. 2010), Ophthalmolo-
gie (Phillips und McBrien 2004, McBrien et al. 2006), Parasitologie (Zuo et al. 2010) und Virologie
(Kock et al. 2001, Glebe et al. 2003, 2005, Xu et al. 2007, Bremer et al. 2009, Amako et al. 2010,
Tong et al. 2011).

Die Altersbestimmung der Embryonen von Tupaia belangeri lésst sich exakt durchfiihren, weil die
Ovulation durch die Kopulation induziert wird und relativ konstant ca. 15-16 Stunden nach der Ko-
pulation erfolgt (Kriesell 1977). Die Dauer der Gestation wird im Mittel mit 43,7 Tagen angegeben
(Kuhn und Schwaier 1973), wobei Embryonaltag 1 definitionsgemif3 dem Tag der Befruchtung ent-
spricht. Die Jungtiere werden nackt und blind in einem dunklen Nest geboren. Sie 6ffnen zwischen
dem 14. und 16. postnatalen Tag ihre Augen und verlassen das Nest um den 21. postnatalen Tag.

Die in dieser Arbeit verwendeten Embryonen stammen einerseits aus dem fritheren Battelle-Institut
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in Frankfurt/Main, andererseits aus der Zucht des Deutschen Primatenzentrums (DPZ) in Gottingen
(AZ: 32.22/Vo und 10-1.031Ri/Lo). Sie wurden in den Jahren 1982 bis 1989 fiir Projekte im Rah-

men des ehemaligen Sonderforschungsbereichs 89 (Kardiologie) gewonnen.

1. 2. Klassifikation der Embryonen

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen von DFG-Projekten der AG Neuroembryologie (Abt.
Anatomie und Embryologie, Universitidtsmedizin Gottingen), die sich mit den Mustern und Funkti-
onen von Apoptose- und Proliferationsereignissen wahrend der Frithentwicklung des Nervensys-
tems beschéftigen (KN 525/1-1, KN 525/1-2 mit BR 1185/41). Bisherige Schwerpunkte dieser For-
schungsprojekte befassten sich mit dem Rhombenzephalon (Knabe et al. 2004), mit neurogenen
Plakoden (Washausen et al. 2005, Knabe et al. 2009) sowie mit dem Riickenmark (Scheffel 2009).
Die Klassifikation der Embryonen stammt aus Vorarbeiten zur Morphogenese des Vorderhirns
(Knabe und Kuhn 1998, 1999, Knabe et al. 2000). Diese Klassifikation wurde auch in der vorlie-

genden Arbeit iibernommen (Tab. 1).

Tab. 1: Verwendete Embryonen von Tupaia belangeri

Phase ET Somiten- Nummer des Fixierung, Schnitt- Verfahren
paare Embryos Einbettung, dicke
Farbung
1: V-férmige Evagination 12 14 Bat. 1396D/B G/P, A,H 2 um LM
der Augenanlage 13 13 DPZ 754/5B G/P, A,H 1 um LM/2D
13 14 DPZ 754/1A G/P, A,H 1 ym LM/2D/3D
2: Augenblédschen 13 19 DPZ 948/1B G/P, A, H I um LM
13 19 DPZ 948/8A G/P, A,H 1 um LM/2D/3D
13 22 Bat. 1566/B G/P, A, AIM 1 ym LM/2D
3: Beginnende Invagination 14 27 DPZ 870/9B G/P, A,H I um LM
des Augenblédschens 15 30 DPZ 623/9B G/P, A,H I pm LM/2D/3D
4. Vorangeschrittene 15 31 DPZ 743/1A G/P, A,H 1 um LM/2D/3D
Invagination 15 32 DPZ 743/4B G/P, GMA,HE 3 um LM
5: Weit fortgeschrittene 16 n. b. DPZ 5061/C G/P, A,H 1 um LM/3D
Invagination

2D, zweidimensionale Rekonstruktion; 3D, dreidimensionale Rekonstruktion; A, Araldit; A/M, Azur [I/Methylen-
blau; Bat., Battelle-Institut, Frankfurt/Main; DPZ, Deutsches Primatenzentrum, Goéttingen; E, Eosin; ET, Embryo-
naltag; G, Glutaraldehyd; GMA, Glycolmetacrylat (Kulzer); H, Himatoxylin nach Heidenhain; LM, Lichtmikro-
skopie; n.b., nicht bestimmbar (Ende der Schnittserie im mittleren Lumbalbereich); P, Paraformaldehyd.
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1. 3. Anfertigung von Semididnnschnittserien

Gravide Muttertiere wurden nach geltender deutscher Rechtsprechung durch intraperitoneale Injek-
tion einer Uberdosis Pentobarbital (Nembutal®) getdtet. AnschlieBend wurden die Muttertiere mit
Macrodex und 0,15%igem Procainhydrochlorid (Novocain®) arteriell perfundiert und mit einem
Gemisch aus 4%igem Glutaraldehyd-/3%igem Paraformaldehyd-Phosphatpuffer (pH 7,3) fixiert.
Zusétzlich wurden kleinere Embryonen in utero, grolere Embryonen nach Entnahme aus dem Ute-
rus mit dem gleichen Fixans immersionsfixiert. AnschlieBend wurden die Embryonen in Araldit®
(Serva, Heidelberg, Deutschland) eingebettet. Araldit® zeichnet sich gegeniiber Paraffin durch ei-
nen wesentlich stirkeren Aushirtungsgrad aus und kann deshalb, wie fiir unsere Zwecke erforder-
lich, wesentlich diinner geschnitten werden (fiir die Lichtmikroskopie: 1 pum, ,,semidiinn®) als das
tiblicherweise verwendete Paraffin. Zur Anfertigung einer Semidiinnschnittserie wurde die An-
schnittfliche des Aralditblockes durch maschinelles Abtragen des Harzes so weit ,,getrimmt*, dass
ein pyramidenformiger Stumpf entstand. Durch wiederholtes Trimmen wihrend des Schneidepro-
zesses wurde die Anschnittfliche stets moglichst klein gehalten, um die Schnittherstellung zu er-
leichtern und um das Risiko von Schnittstauchungen oder -zerreiBungen zu minimieren. Im Regel-
fall wurden aufeinander folgende Serienschnitte alternierend auf zwei Sets von Objekttridgern plat-
ziert. Nur eine der entstandenen Teilserien wurde geférbt und als ,,Arbeitsserie” genutzt. Die zweite,
vorerst ungeférbte ,,Referenzserie wird, wie unten beschrieben, zur Gewinnung von Referenzpunk-
ten fiir die Ausrichtung der Serienschnitte beim Aufbau der dreidimensionalen Rekonstruktionen

eingesetzt (Knabe et al. 2002).

1. 4. Diagnose apoptotischer und mitotischer Zellen

Die Schnitte der Arbeitsserie wurden zur Routinebefundung mit Himatoxylin nach Heidenhain ge-
farbt (Romeis 1989). Diese Féarbung ldsst sowohl das Chromatin als auch die Zellmembranen mar-
kant hervortreten. Folglich konnen sowohl apoptotische Korper als auch Mitosen gut identifiziert

werden (Abb. 1).

Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods, die einerseits im Rahmen physiologischer
Entwicklungsprozesse, andererseits aber auch im Verlauf pathologischer Prozesse haufig zu beob-
achten ist (zur Ubersicht: Kerr et al. 1972, Sanders und Wride 1995, Fadeel und Orrenius 2005).
Zundchst wurde eine scharfe Trennung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zelltodereignissen
postuliert. Anschlieend wurden gemeinsame Triggerfaktoren und Aktivatoren flir Apoptose- und
Nekroseprozesse nachgewiesen (Leist und Nicotera 1997). Aktuell wird angenommen, dass Apo-

ptose und Nekrose als Extreme eines ,,Kontinuums von Zelltodformen* aufzufassen sind (Leist und
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Nicotera 1997, Leist et al. 1997). Viele dieser Zelltodformen sind weder strukturell noch bioche-
misch vollstdndig charakterisiert. Daher ist die Diagnose ,,Apoptose‘ erst dann zu stellen, wenn sie

durch mehrere voneinander unabhingige Nachweismethoden bestitigt worden ist (zur Ubersicht:

Sanders und Wride 1995, Hardy 1999, Huppertz et al. 1999, Stadelmann und Lassmann 2000).

Der Apoptoseprozess ldsst sich in eine reversible ,,Initiationsphase* und eine irreversible ,,Exekuti-
onsphase unterteilen (Huppertz et al. 1999). In die Initiationsphase treten Zellen nach Liganden-
gesteuerter Aktivierung spezifischer Rezeptoren (z. B. Tumornekrosefaktor-Rezeptor-1, Fas-Rezep-
tor) und anschlieBender Bildung eines Signalkomplexes (death-inducing signaling complex, DISC:
Kischkel et al. 1995) ein, wobei DISC die ,,Initiator-Caspasen® (Caspase 8, 9 und/oder 10) aktiviert.
Schon diese Initiator-Caspasen leiten strukturelle Verdnderungen der Zellmembran ein, in deren
Folge die betroffene Zelle den Kontakt zu ihren Nachbarzellen verliert. Hierauf schlieBt sich ein als
,blebbing“ bezeichnetes, blasenartiges Vorwolben und Zurilickziehen der Zellmembran an (Sanders
und Wride 1995, Hicker 2000). Uberwiegen jetzt pro-apoptotische Mitglieder der b-cell-lympho-
ma-2-(bcl-2)-Familie (z. B. bad, bax), gibt die betroffene Zelle mitochondriale Proteine (z. B. Cyto-
chrom C) ins Zytoplasma ab, die ihrerseits die ,,Exekutions-Caspasen® (Caspase 3, 6 und/oder 7)
aktivieren (Li et al. 1997, Granville et al. 1998). An diesem Punkt tritt die Zelle in die Exekutions-
phase ein, die durch die Spaltung zahlreicher Enzyme und Bestandteile des Zytoskeletts gekenn-
zeichnet ist. Mikroskopisch sind nun randstédndige, oft ringformige Kondensationen des Kernchro-
matins sichtbar (Sanders und Wride 1995, Knabe und Kuhn 1998, Goping et al. 1999, Héacker 2000,
Knabe et al. 2004). Die anschlieBende Fragmentierung der DNS ldsst sich elektrophoretisch als ty-
pische ,,DNS-Leiter” nachweisen (Wyllie 1980, Wyllie et al. 1980, zur Ubersicht: Earnshaw 1995).
Die entstandenen Kernfragmente sowie die anfangs strukturell intakten {ibrigen Zellorganellen wer-
den jeweils von einer Zellmembran umgeben und rufen das charakteristische histologische Bild
dichter, glatt begrenzter ,,apoptotischer Korper* hervor (Abb. 1B). Apoptotische Korper haben ei-
nen mittleren Durchmesser von 2 bis 6 pm (Sanders und Wride 1995). Sie liegen zunéchst frei im
Interstitium, werden aber innerhalb weniger Minuten bis Stunden von phagozytierenden Nachbar-
zellen (Abb. 1B) oder eingewanderten ,,professionellen Phagozyten* (Rabinovitch 1995) aufgenom-
men und komplett abgebaut (Kerr et al. 1972, Earnshaw 1995, Rabinovitch 1995, Sanders und
Wride 1995, Knabe und Kuhn 1999, Hiacker 2000, Parnaik et al. 2000, Erwig und Henson 2008).
Im Unterschied zu den flichig ausgedehnten Nekrosen treten apoptotische Zelluntergdnge einzeln,
das heiBt umgeben von zahlreichen intakten Nachbarzellen auf (zur Ubersicht: Kerr et al. 1987,
Sanders und Wride 1995; Abb. 1A, B). Trotz der skizzierten strukturellen Unterschiede zwischen
Nekrosen und Apoptosen, die in Semidiinnschnitten priagnant hervortreten (Abb. 1B), liberpriifen
wir strukturell diagnostizierte Apoptosemuster durch die TUNEL-(terminal deoxynucleotidyl

transferase (TdT)-mediated deoxyuridine triphosphate (dUTP)-biotin nick-end labeling)-Methode
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(Gavrieli et al. 1992) sowie immunhistochemisch mit Antikorpern gegen die aktivierte Form von
Caspase 3, die als Exekutions-Caspase eine Schliisselposition in der Apoptose-Kaskade einnimmt
(Nicholson et al. 1995, Schlegel et al. 1996, Urase et al. 1998, zur Ubersicht: Cohen 1997). Syste-
matische Tests an den auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten Semidiinnschnitten
haben gezeigt, dass alle drei Verfahren praktisch identische Apoptosemuster nachweisen (Knabe et

al. 2004).

Auch mitotische Zellen lassen sich in Hamatoxylin nach Heidenhain gefarbten Semidiinnschnitten
anhand der kondensierten Chromatinfiden optimal diagnostizieren (Knabe und Kuhn 1998, Was-
hausen et al. 2005, Knabe et al. 2009, Scheftfel 2009; Abb. 1D). Fiir die dreidimensionalen Rekon-
struktionen wurden einheitlich alle in der Prometaphase, Metaphase, Anaphase oder Telophase be-
findlichen Zellen markiert (Abb. 1D). Allerdings muss bei der vergleichenden Beurteilung publi-
zierter Daten zum Vorkommen von Proliferationsereignissen, wie im Falle der Apoptosen, beachtet
werden, dass jede Methode Limitationen hat und jeweils nur bestimmte Ausschnitte des untersuch-

ten zelluldren Prozesses abbildet (Alison 1995, Leong et al. 1995, Iatropoulos und Williams 1996).

I1. 5. Dreidimensionale Rekonstruktionen

11.5.1 Grundlagen

Die dreidimensionale Erfassung grofler Organanlagen bei gleichzeitiger Darstellung innerhalb die-
ser Organanlagen ablaufender zelluldrer Prozesse auf Einzelzellniveau ist flir die Bearbeitung zahl-
reicher entwicklungsbiologischer Fragestellungen hilfreich (Knabe et al. 2002, Siiss et al. 2002).
Dies gilt in besonderem Malle auch fiir die vorliegende Arbeit zur Morphogenese der Somiten so-
wie fiir die thematisch komplementire Vorgéngerarbeit iiber die Frithentwicklung des Riickenmarks
(Scheffel 2009). In beiden Féllen miissen Morphogeneseprozesse beinahe entlang der gesamten kra-
niokaudalen Korperachse beurteilt werden. Derartig ausgedehnte Untersuchungsgebiete konnen nur
lichtmikroskopisch erfasst werden. Dagegen erfolgt der strukturelle Nachweis apoptotischer Zellen
optimalerweise am Transmissionselektronenmikroskop. Als ,,Mittelweg* wihlten wir die lichtmi-
kroskopische Analyse von Semidiinnschnittserien (Schnittdicke = 1 pm; x100 Objektiv, Immersi-
onsol). Hierdurch ist einerseits gewahrleistet, dass das ausgedehnte Untersuchungsgebiet vollstin-
dig erfasst wird. Andererseits konnen apoptotische Korper (Knabe und Kuhn 1998, Goping et al.
1999) wie auch Mitosen individuell identifiziert werden. Das zur Datenakquisition erforderliche
Hochaufldsungsscansystem wurde in Zusammenarbeit mit der Firma ZEISS (Goéttingen, Deutsch-
land) entwickelt (KN 525/1-1). Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten dreidimensionalen Rekon-

struktionen wurden mit Hilfe des in Kooperation mit der TU Chemnitz etablierten Rekonstruktions-
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systems hergestellt (Knabe et al. 2002, Siiss et al. 2002, Brunnett et al. 2003, Kienel et al. 2007).

Dreidimensionale Rekonstruktionen koénnen sowohl mit Vektor-basierten Systemen als auch mit
Voxel-basierten Verfahren erstellt werden. Fiir die von unserer Arbeitsgruppe verfolgten Fragestel-
lungen erwies sich das Vektor-basierte System AutoCAD 2000i® (Autodesk, Miinchen, Deutsch-
land) als optimal geeignet (Siiss et al. 2002). Erstens konnen auch in Vektor-basierten Systemen
»Kleine zelluldre Ereignisse unabhédngig von den groflen Oberflichen embryonaler Konturen (z. B.
ungegliedertes paraxiales Mesoderm oder Neuralrohr) rekonstruiert werden. Zweitens konnen in
Vektor-basierten Systemen Oberfldchen auch dann rekonstruiert werden, wenn — beispielsweise zur
Reduktion von Scanzeiten — nur eine Auswahl der Serienschnitte in festgelegten Rekonstruktionsin-
tervallen zur Verfiigung steht. In Vorarbeiten erwies sich ein Standardintervall von 8 um als beson-
ders geeignet fiir die Rekonstruktion von Apoptosemustern (Knabe et al. 2002, Siiss et al. 2002,
Washausen et al. 2005, Scheffel 2009). Hierdurch ist einerseits eine hinreichend genaue Rekon-
struktion embryonaler Basiskonturen gewihrleistet. Andererseits werden numerische Uberreprisen-
tationen zelluldrer Ereignisse — bei im Durchmesser 2 bis 6 um grofen apoptotischen Kdrpern (San-
ders und Wride 1995) — weitestgehend vermieden. Ein weiterer entscheidender Vorteil Vektor-ba-
sierter Systeme besteht darin, dass der bendtigte Speicherplatz gegeniiber Voxel-basierten Rekon-

struktionssystemen deutlich geringer ist (Siiss et al. 2002).

11.5.2 Ausstattung des Scan- und Rekonstruktionssystems

Tab. 2: Ausstattung des Scan- und Rekonstruktionssystems

Scansystem
Mainboard GA-8IPE1000-G G.B.T Technology, Hamburg, DE
Prozessor 3.0 GHz Pentium 4 Intel, Leixlip, IE
Festplattenspeicher 160 GB: ST3160827AS Seagate Technology, Miinchen, DE
Arbeitsspeicher 2 GB DDR RAM
Grafikkarte 256 MB PowerColor Radeon 9600 Pro  Tul Corporation, Amsterdam, NL
Betriebssystem Windows 2000 Microsoft, Berlin, DE
Digitalkamera Axiocam HR ZEISS, Géttingen, DE
Basisauflosung (Pixel): z 1300x1030
Max. Auflosung (Pixel): 3900x3090
2/3 Zoll CCD-Farbsensor
Lichtmikroskop Axioskop 2 MOT ZEISS, Gottingen, DE
Scantisch SCAN 65x50 Mairzhéuser, Wetzlar, DE

Tisch-Nr.: 00121161
Scansoftware KS 400 3.0 (MosaiX) ZEISS, Géttingen, DE
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Rekonstruktionscomputer 1

Mainboard A8N-E Asus, Ratingen, DE
Prozessor 2.2 GHz Athlon 64 3500+ AMD, Miinchen, DE
Festplattenspeicher 300 GB: ST3300831AS Seagate Technology, Miinchen, DE
120 GB: WD1200BB Western Digital, Lake Forest, CA, USA
1000 GB: HD103SJ Samsung Electronics, Schwalbach/Ts., DE
Arbeitsspeicher 2 GB DDR RAM
Grafikkarte 256 MB Radeon HD 2400 Pro Sapphire Technology Inc., Hongkong, CN
Betriebssystem Windows XP Professional Microsoft, Berlin, DE
Grafiksoftware AutoCAD 20001 Autodesk, Miinchen, DE
Grafiktablett Intuos A3 Wacom, Krefeld, DE

Rekonstruktionscomputer 2

Mainboard GA-8KNXP G.B.T Technology, Hamburg, DE
Prozessor 3.0 GHz Pentium 4 Intel, Leixlip, IE
Festplattenspeicher 80 GB: 6Y080MO Maxtor EMEA, Massy Cedex, FR
200 GB: 6L.200P0
250 GB: SP2514N Samsung Electronics, Schwalbach/Ts., DE
1000 GB: HD103SJ
Arbeitsspeicher 2.0 GB DDR RAM
Grafikkarte 128 MB Gigacube Radeon 9600 Pro Info Tek Corporation, Hsin-Chu, TW
Betriebssystem Windows XP Professional Microsoft, Berlin, DE
Grafiksoftware AutoCAD 20001 Autodesk, Miinchen, DE
Grafiktablett Intuos A3 Wacom, Krefeld, DE
11.5.3 Datenakquisition

Die Schnitte der Arbeitsserie wurden mit dem Hochauflosungsscansystem ,,Huge image* (Knabe et
al. 2002, Siiss et al. 2002) eingescannt. Hierzu wurde eine digitale Kamera (Axiocam HR, Zeiss,
Gottingen, Deutschland; maximale Aufldsung: 3900 x 3090 Pixel) an einem Lichtmikroskop (Axio-
skop 2 MOT®, Zeiss) angebracht, das iiber einen Objekttisch verfiigt, der sowohl in der z-Achse als
auch in der x- und y-Achse motorisiert ist (SCAN 65x50, Méarzhduser, Wetzlar, Deutschland). Bei
maximaler lichtmikroskopischer Auflosung (x100-Objektiv, Immersionsdl, numerische Apertur =
1,3) werden Einzelbilder der Kamera zeilenweise aufgenommen und anschlieBend zu einem am
Monitor befundbaren Gesamtbild fusioniert (,,ImageProcessor, Prof. Dr. G. Brunnett, TU Chem-
nitz, Deutschland). Die Gesamtbilder werden primér als 8 bit-Graustufenbilder im TIFF-(Tagged
Image File Format)-Format gespeichert, zur schnelleren Befundung aber in das JPEG-(Joint Photo-
graphic Experts Group)-Format konvertiert. Um den beim Hochauflésungsscannen besonders ho-
hen Zeitaufwand (Siiss et al. 2002) zu senken, werden die Semidiinnschnittserien nicht komplett,
sondern auszugsweise in einem festgelegten Intervall eingescannt. Beim Scannen selbst unternimmt

das System nur dann Fokussierungsversuche, wenn sich tatséchlich Strukturen (Varianz der Grau-
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stufen > 50) im Blickfeld der Kamera befinden. Weitere Zeitersparnis wird dadurch erreicht, dass
aufeinander folgende strukturhaltige Einzelbilder lediglich in (frei wéhlbaren) Intervallen neu fo-
kussiert werden. Detaillierte Angaben zu den skizzierten Scanparametern sowie zum automatisier-
ten Umgang mit Schnittartefakten (Stauchungszonen, Farbstoffniederschlige etc.) finden sich in

Siiss et al. (2002).

Die Bilder der hochaufgeldst eingescannten histologischen Schnitte werden zur Befundung am Mo-
nitor in AutoCAD 2000i® geladen. Dabei ist der individuelle Skalierungsfaktor eines Bildes zu be-
riicksichtigen, der sich aus der Multiplikation der Bildbreite (Pixel) mit der Auflosung des Bildes
(um/Pixel) errechnet. Die Konturen grofler embryonaler Strukturen werden mit Hilfe eines Grafik-
tabletts (Intuos A3®, Wacom, Krefeld, Deutschland) als Polylinien vektorisiert (Knabe et al. 2002).
Dagegen werden zelluldre Ereignisse als Kugeln kodiert. Polylinien und kugelformig représentierte
zelluldre Ereignisse werden in benutzerdefinierten ,,Layern® gespeichert (z. B. ,,Aulenwand der So-
miten* oder ,,Apoptosen innerhalb des Somitenepithels*). AnschlieBend werden alle an einem Seri-

enschnitt erhobenen Vektordaten gemeinsam als ,,.Block* abgelegt.

.54 Aufbau der Rekonstruktionen

Anders als bei optischen Schnittverfahren gehen bei der Anfertigung histologischer Schnittserien
entscheidende Informationen iiber die urspriingliche rdumliche Ausrichtung (,,Orientierung®) der
anatomischen Strukturen verloren. Eine Moglichkeit, dieses Problem anzugehen, besteht darin, die
vektorisierten Schnitte nach Embryo-internen Referenzpunkten (,,best-fit*) auszurichten. Stehen
hierbei rechts-links-symmetrische Organanlagen (Somitenpaare) und Mittellinienstrukturen (Chor-
da dorsalis) zur Verfligung, liefert diese Methode bei ideal transversal geschnittenen Embryonen
und nachfolgender Korrektur anhand von Fotografien des ungeschnittenen Embryos akzeptable Er-
gebnisse. Allerdings werden junge Embryonen haufig in utero fixiert und geschnitten, um Besché-
digungen zu verhindern. In solchen Féllen weicht die Schnittrichtung von der optimalen transversa-
len Schnittebene fast immer ab. Der resultierende Kippungswinkel kann allerdings relativ einfach
berechnet und kompensatorisch als Ansichtswinkel in AutoCAD 2000i® eingefiihrt werden (Siiss et
al. 2002).

Besser sind jedoch Verfahren zur Schnittausrichtung, die sich an Embryo-externen Referenzstruktu-
ren orientieren. Solche externen Referenzstrukturen sind beispielsweise die Konturen des Einbet-
tungsblockes, die bei der Farbung von Schnitten zwar verloren gehen (Arbeitsserie), am ungeférb-
ten Einzelschnitt (Referenzserie) jedoch gut erkennbar sind. Angesichts der Tatsache, dass korres-
pondierende Schnitte der Arbeits- und der Referenzserie mit einer Schnittdicke von nur 1 pm un-

mittelbar aufeinander folgen, konnen vektorisierte anatomische Strukturen der Arbeitsserie in
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AutoCAD 2000i® miihelos mit vektorisierten Konturen des Einbettungsblockes (Referenzserie) zu
,Hybridschnitten* fusioniert werden, die anschlieBend mit allen notwendigen Informationen in die
Rekonstruktionen eingehen. Eine detaillierte Beschreibung dieses von unserer Arbeitsgruppe etab-

lierten Verfahrens findet sich in Knabe et al. (2002).

Aufgrund des beim Schneiden der histologischen Serie wiederholt notwendigen pyramidenférmigen
Trimmens des Einbettungsblockes kommt der Aufbau der oben beschriebenen Hybridschnitte in
AutoCAD 2000i® immer dann ins Stocken, wenn benachbarte Pyramidenstiimpfe aneinander sto-
en. An solchen Schnittstellen kann ohne bedeutsame Qualitétseinbufle auf Embryo-interne Refe-

renzpunkte zuriickgegriffen werden (Knabe et al. 2002).

Innerhalb der Pyramidenstiimpfe ist die Ausrichtung der Serienschnitte in der x- und y-Achse durch
das ,best-fit“ der Blockkonturen vorgegeben. Auch die z-Position jedes Einzelschnittes ist durch
die Abfolge der Schnittserie festgelegt. Hierbei haben wir allerdings individuelle Schwankungen
der Schnittdicke, die bei Semidiinnschnitten bekanntermallen sehr gering sind (Derup et al. 1983),
nicht beriicksichtigt. Um Schrumpfungs- oder Stauchungsartefakte einzelner Serienschnitte aufde-
cken und korrigieren zu konnen, werden die Hybridschnitte beim Aufbau des Rekonstruktionssta-
pels in verschiedenen Ansichtsfenstern aus fiinf Blickwinkeln tiberpriift: linke Korperseite, rechte
Korperseite, Ventralansicht, Dorsalansicht und Aufsicht. Dank dieser Kontrollmainahmen kénnen
auch Fehlpositionierungen in der x- und y-Achse sowie Rotationsartefakte nachtriglich ausgebes-

sert werden.

Zur Visualisierung rekonstruierter Oberflichen haben unsere informatischen Kooperationspartner
zunichst einen von Boissonat (1988) entwickelten Triangulationsalgorithmus modifiziert (Brunnett
et al. 2003). Hierbei erfolgt die Generierung von Oberflichen in drei Arbeitsschritten. Zuerst wer-
den in zwei benachbarten Schnittebenen die jeweils von den Konturpunkten umschlossenen Flidchen
in sogenannte ,,Delaunay-Dreiecke mit maximal groen Winkeln unterteilt. Im zweiten Arbeits-
schritt werden Kanten und Ecken dieser Delaunay-Dreiecke zu drei verschiedenen Klassen von Te-
traedern verbunden, die den Raum zwischen den zwei benachbarten Schnittebenen iiberbriicken.
AbschlieBend werden diejenigen Tetraeder, die die embryonale Oberfliche ungenau oder fehlerhaft
beschreiben, durch einen Algorithmus ,,entlarvt und eliminiert. Bei der Rekonstruktion verzweig-
ter Oberfldchen sind weitergehende Korrekturmechanismen erforderlich (Brunnett et al. 2003). Eine
umfangreiche Beschreibung des zweiten von der informatischen Arbeitsgruppe entwickelten Algo-
rithmus zur Oberfldchengenerierung findet sich in Kienel et al. (2007). Fiir die Nachbearbeitung
mathematisch generierter Oberflachen stehen zahlreiche Gléttungshilfen des Rekonstruktionssys-

tems (,,smoothing®, Prof. Dr. G. Brunnett, TU Chemnitz) zur Verfiigung.
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Dreidimensional rekonstruierte Oberflichen sowie rekonstruierte zellulére Ereignisse kdnnen wir in
nahezu beliebigen Kombinationen darstellen (Kienel et al. 2007). Dariiber hinaus besteht die Mog-
lichkeit, Rekonstruktionen beliebig um die drei Hauptachsen zu drehen, stufenlos zu vergréfern
oder zu verkleinern sowie mit Hilfe dreier Lichtquellen optimal auszuleuchten. Besonders kompli-
zierte, im Inneren des Embryos ablaufende Prozesse konnen, zusitzlich zur standardméBigen Ver-
wendung stufenlos regelbarer Transparenz und Reflexionsgrade, durch Einfiihrung kiinstlicher

Schnittebenen visualisiert werden.

1. 6. Fotografische Dokumentation

Alle Mikrofotografien wurden mit dem Scansystem ,,Huge Image* aufgenommen. Bei diesen Auf-
nahmen wurde eine ,,shading correction” in KS400 (ZEISS) durchgefiihrt, um jegliches Hinter-
grundrauschen auszuschlieBen (Siiss et al. 2002). Im Bedarfsfall wurden Schirfe und Kontrast der
Fotografien in Photo-Paint (Corel GmbH) in geringen Grenzen angepasst. Gleiches gilt fiir die mit
Hilfe von ,,Vision* (Prof. Dr. G. Brunnett, TU Chemnitz) erstellten dreidimensionalen Rekonstruk-

tionen.
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1. ERGEBNISSE
1. 1. Morphogenese der Somiten
. 1.1 Grundlagen und Nomenklatur

Somiten gliedern sich in kraniokaudaler Richtung aus dem paraxialen Mesoderm ab. Nach Ordahl
(1993) wird der zuletzt abgegliederte Somit als ,,SI, der jeweils zuvor abgegliederte Somit als
»S[+x*“ angesprochen. Pourqui¢ und Tam (2001) dehnten diese Zahlung auf prospektive Somiten
aus. ,,50 ist kranial von SI abgegliedert, hiingt aber kaudal noch mit dem paraxialen Mesoderm zu-
sammen. Kaudal von SO schlielen sich ,,S-I+x* an, deren Identitit durch segmentspezifische Gen-
expressionsmuster bereits festgelegt ist (zur Ubersicht: Rawls et al. 2000, Tam et al. 2000). Deshalb
geben wir, in Anlehnung an Pourquié und Tam (2001) sowie Venters et al. (2008), die Positionen
prospektiver Somiten nach Schétzungen an, denen die kraniokaudale Ausdehnung von SI zugrunde

liegt.

Um mogliche Beitrdge von Apoptose- und Proliferationsereignissen zur Abgliederung und Diffe-
renzierung von Somiten bei Tupaia belangeri aufdecken zu konnen, wurden dreidimensionale Re-
konstruktionen von Embryonen der Phasen 1 bis 5 durchgefiihrt (zur Klassifikation s. Material und
Methoden, S. 9). Diese Rekonstruktionen schlieBen auch das intermedidre Mesoderm und das Sei-
tenplattenmesoderm ein. Zur Erleichterung der Befunderhebung wurden zusétzlich die in Vorarbei-
ten rekonstruierten Anlagen von Gehirn und Riickenmark, der Spinal- und Hirnnerven mit ihren
Ganglien sowie der Chorda dorsalis eingefiigt (Knabe et al. 2004, 2009, Washausen et al. 2005,
Scheffel 2009). Beispielsweise sind fiir die Identifikation von Okzipitalsomiten zunéchst die
Rhombomere und die aus den Rhombomeren 1, 2, 4, 6 und 7 sowie aus dem Riickenmark auswan-
dernden Neuralleistenzellstrome relevant. Bei dlteren Embryonen stellen die aus Neuralleistenzellen

hervorgegangenen Hirn- und Spinalnervenganglien wichtige topografische Bezugspunkte dar.

11.1.2 Okzipitalsomiten

Bei menschlichen Embryonen liegt die Grenze zwischen Okzipital- und Zervikalregion kaudal des
vierten Somiten (O’Rahilly und Miiller F 2007). Begriindet wird diese Festlegung damit, dass nur
kaudal des vierten Somiten (zervikale) Spinalganglien ausgebildet werden. Auflerdem entspringen
zwischen dem vierten Somiten und dem kranial des ersten Somiten lokalisierten Rhombomer 7 (R7)

sdmtliche Wurzeln des N. hypoglossus aus dem Neuralrohr.

Im Phase-1-Embryo DPZ 754/1A von Tupaia belangeri sind Formationen von Neuralleistenzellen,
aus denen Spinalganglien hervorgehen werden, erst kaudal des vierten Somiten nachweisbar. Der

kraniale Rand des ersten Somiten projiziert auf den kaudalen Rand von R7. Demnach verfiigt dieser
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Embryo, wie menschliche Embryonen (Miiller F und O’Rahilly 2003, O’Rahilly und Miiller F
2007), iiber 4 Okzipitalsomiten. Der erste Okzipitalsomit (O1) ist kleiner als alle kaudal folgenden
Somiten. O2 ist auf der linken Korperseite doppelt ausgebildet. Die Ganglienanlage des N. glosso-
pharyngeus liegt seitlich von R6. Dorsolateral von R6 und R7 finden sich mittelliniennah zahlreiche

Neuralleistenzellen.

Auch der zweite Phase-1-Embryo DPZ 754/5B sowie die Phase-2-Embryonen DPZ 948/8A (Abb.
2A) und DPZ 948/1B verfiigen iiber vier Okzipitalsomitenpaare. Die Ganglienanlagen des N. glos-

sopharyngeus sowie andeutungsweise des N. vagus sind abgrenzbar.

In den Embryonen der Phasen 3 (DPZ 623/9B) und 4 (DPZ 743/1A: Abb. 2B) ist zwischen dem
kranialsten Somiten und R7 (Hohe: N. vagus) die vorbestehende Position von O1 unbesetzt. Ol ist
demnach bereits ,,aufgelost. In die entstandene Liicke projiziert die oberste Wurzel des N. hypo-
glossus. Die drei tieferen Wurzeln des N. hypoglossus weisen enge Lagebeziehungen zu 02, O3 be-
zichungsweise O4 auf. Die Anlage des ersten zervikalen Spinalganglions liegt kaudal von O4 und
ist, wie beim Menschen (O’Rahilly und Miiller F 2003, 2007), kleiner als alle kaudal folgenden Spi-
nalganglienanlagen (Abb. 2B).

Auch der rekonstruierte Phase-5-Embryo DPZ 5061/C (Abb. 2C) besitzt lediglich drei paarige Ok-
zipitalsomiten (O2 bis O4). In DPZ 5061/C sind die vier Wurzeln des N. hypoglossus bereits zu ei-
nem Strang vereinigt, dem sich auch schon Fasern aus den ersten beiden zervikalen Spinalnerven

angelagert haben (Abb. 2C).

1. 1.3 Derivate des Mesoderms

Im Folgenden wird fiir jeden dreidimensional rekonstruierten Embryo ein Uberblick iiber den Ent-
wicklungsstand der Somiten, der Chorda dorsalis, des intermedidren Mesoderms sowie des Seiten-
plattenmesoderms gegeben. Hierbei werden die Abkiirzungen Z: Zervikalsomit, T: Thorakalsomit,

L: Lumbalsomit, S: Sakralsomit und K: Kokzygealsomit eingefiihrt.

Der Phase-1-Embryo DPZ 754/1A besitzt 14 Somitenpaare (O1 bis T2). Der prospektive (p) Somit
pT3 hidngt kaudal noch mit dem ungegliederten Mesoderm zusammen und entspricht daher SO
(Abb. 3A). Die aus dem axialen Mesoderm abgeleitete Chorda dorsalis endet in Hohe von S-VI
(Abb. 3A, D). Dagegen ist die aus dem intermedidren Mesoderm hervorgehende Urniere erst kranial
von S-1/S-II abgrenzbar (Abb. 3A, D). Deshalb hingen die gemeinsam rekonstruierten Abschnitte
des ungegliederten paraxialen und intermedidren Mesoderms auf beiden Korperseiten zwischen S-I1

und S-VI zusammen (Abb. 3A). Beide Formationen sind kaudal der Chorda dorsalis iiber das axiale
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Mesoderm U-formig miteinander verbunden (Abb. 3A). Kaudal von S-VI ist das ungegliederte axi-
ale Mesoderm strangartig verdichtet und kann weder gegen das Neuroektoderm noch gegen das En-
toderm abgegrenzt werden: ,,chordoneurales Scharnier” (,,chordoneural hinge*: Pasteels 1943,

Cambray und Wilson V 2002, Miiller F und O’Rahilly 2004; Abb. 3E).

An die beschriebene U-formige Mesodermformation schlie8t sich lateral das Seitenplattenmeso-
derm an, das bei DPZ 754/1A (Phase 1: Abb. 3) und DPZ 948/8A (Phase 2) vom kaudalen Ende des
Embryos aufwirts bis etwa zur Herzanlage rekonstruiert wurde. Der Boden des von Somato- und
Splanchnopleura begrenzten Zolomspaltes findet sich auf Hohe der Allantois (Abb. 3F). Kaudal
von SII ist die Somatopleura wesentlich dicker und auskragender als die Splanchnopleura (Abb.
3E). Kranial von SII gleichen sich Somato- und Splanchnopleura in Bezug auf beide Parameter zu-
nehmend aneinander an (Abb. 3D). Aullerdem ndhern sich hier die lateralen Abschnitte beider Sei-
tenplatten aneinander an und schlieBen die Pleuroperikardhohle in Hohe Z4 (linke Korperseite) be-

ziehungsweise Z7 (rechte Korperseite) nach lateral ab (Abb. 3B, C).

Der Phase-2-Embryo DPZ 948/8A verfiigt tiber 19 Somitenpaare (O1 bis T7, pT8 = S0). Die Urnie-
re ist kranial von S-II abgrenzbar. Die Chorda dorsalis endet in Hohe von S-VI. Das chordoneurale
Scharnier geht kaudal in die Schwanzknospe iiber. Die zum Entwicklungsstand des Seitenplatten-
mesoderms erhobenen Befunde entsprechen weitgehend den im Phase-1-Embryo DPZ 754/1A

nachgewiesenen Verhiltnissen.

Die rekonstruierten Embryonen der Phasen 3 (DPZ 623/9B) und 4 (DPZ 743/1A) verfiigen iiber 30
(02 bis L6, pS1 = S0) beziehungsweise 31 Somitenpaare (O2 bis S1, pS2 = S0). Die Chorda dorsa-
lis endet in Hohe S-IV. Alle ungegliederten kaudalen Mesodermabschnitte bilden, wie in den Pha-
sen 1 und 2, eine U-formige Formation, an deren Scheitelpunkt sich die Schwanzknospe befindet.
Ventrale Abschnitte dieser U-formigen Formation werden, im Gegensatz zu dem dorsal von ihnen

lokalisierten ungegliederten paraxialen Mesoderm, als ,,ventrales Mesoderm‘ bezeichnet (Goldman

et al. 2000; s. Kap. III.2.1 und Abb. 19).

Die Schnittserie des Phase-5-Embryos DPZ 5061/C endet in Hohe von L2. Alle rekonstruierbaren
Somiten (26 Paare) sind bereits in Sklerotom, Dermomyotom und Myotom untergliedert. Tabelle 3

fasst den Entwicklungsstand aller rekonstruierten Embryonen zusammen.
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Tab. 3: Entwicklungsstand der dreidimensional rekonstruierten Embryonen von Tupaia belangeri ()

Phase  Nummer ET Somiten- S0  Okzipital-
des paare somiten
Embryos

1 DPZ754/1A 13 O1-T2(14) pT3 Ol-04

2  DPZ948/8A 13 O1-T7(19) pI8 Ol-04
3 DPZ623/9B 14 02-L6(30) pSI 02-04
4 DPZ743/1A 15 02-S1(31) pS2 02-04
5  DPZ5061/C 16 02-12(26%) — 02-04

ET, Embryonaltag; L, Lumbalsomit; O, Okzipitalsomit; p, prospektiver Somit; S, Sakralsomit; SO, in Abgliederung
begriffener Somit; T, Thorakalsomit; Z, Zervikalsomit; *, Ende der Schnittserie von DPZ 5061/C.

1. 1.4 Bildung intersomitischer Spalten

Die zur Befunderhebung iiberwiegend eingesetzten dreidimensionalen Rekonstruktionen basieren
auf der Analyse von Semidiinnschnittserien im 8 pm-Intervall. Um noch exaktere Aussagen tiber
den Stand der intersomitischen Spaltbildung machen zu kénnen, haben wir den zwischen SO und S-I
entstehenden Spalt zusétzlich grafisch im 2 pm-Intervall rekonstruiert (Abb. 4). Die Erstellung sol-
cher zweidimensionalen Rekonstruktionen wurde durch den Umstand erschwert, dass die Schnitt-
ebene der Serie praktisch niemals mit der Ebene des entstehenden intersomitischen Spaltes zusam-
menfillt (Abb. 4A). Deshalb wurde zunéchst eine Schablone entworfen, die eine Aufsicht auf den
hypothetisch vollstdndigen Spalt S0/S-I darstellt (Abb. 4B). Die Form dieser Schablone entspricht
dem Umriss kranialer Abschnitte von S-1, den wir durch Einfiihrung kiinstlicher Schnittebenen in
unsere dreidimensionalen Rekonstruktionen ermitteln konnen. Innerhalb der Schablone wurden an-
schlieBend, getrennt fiir jeden Serienschnitt, alle bereits existierenden Spaltabschnitte griin, noch

nicht durch einen Spalt getrennte Zonen dagegen magentafarben markiert (Abb. 4B).

Im Phase-1-Embryo DPZ 754/1A sind am Ubergang S0/S-I sowohl dorsolateral als auch ventrome-
dial Spaltanteile ausgebildet, die durch eine weitgehend spaltfreie Zone voneinander getrennt wer-
den (Abb. 5C). Auf der rechten Korperseite ist diese Zone solide, linksseitig dagegen von diskreten
Spaltanteilen durchbrochen. Diese Befunde legen den Schluss nahe, dass die Bildung intersomiti-

scher Spalten bei Tupaia belangeri dorsolateral und ventromedial unabhéngig voneinander einsetzt.

Diese Arbeitshypothese wurde an weiteren fiinf Embryonen (Phasen 1 bis 4) iiberpriift (Abb. 5A, B,
D-F). Unter der Annahme, dass interindividuelle Unterschiede hinsichtlich des Ausmalfles bereits
etablierter Spaltanteile einen zeitlichen Ablauf widerspiegeln, haben wir eine hypothetische Se-
quenz der Spaltbildung zusammengestellt. Alle ,,Frithstadien* (Abb. 5A-C) weisen, wie der zuerst

betrachtete Phase-1-Embryo DPZ 754/1A (Abb. 5C), voneinander getrennte dorsolaterale und ven-
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tromediale Spaltanteile auf. Die ,,Spéatstadien* (Abb. 5D-F) lassen die Interpretation zu, dass die
Spaltbildung einerseits von dorsolateral, andererseits von ventromedial nach zentral fortschreitet.
Mit Ausnahme der rechten Korperseite von DPZ 754/5B (Abb. SE), erreicht die Spaltbildung ven-

trolaterale Positionen zuletzt.

1. 1.5 Spalt-assoziierte Grenzzellen

In neu gebildeten Somiten sind die Epithelzellen radiér auf das im Zentrum liegende Somitozdl aus-
gerichtet (Abb. 6A). Thre Apizes sind schmal, ihre kerntragenden basalen Abschnitte vergleichswei-
se breit. Wie dieser hoch geordnete Epithelverband im Einzelnen aus dem ungegliederten paraxia-
len Mesoderm hervorgeht und, mehr noch, wie die zugrunde liegende mesenchymal-epitheliale
Transition (MET) mit der intersomitischen Spaltbildung zusammenhéngt, ist bei weitem nicht voll-

standig verstanden.

Der Versuch einer Beantwortung dieser Fragen durch strukturelle Analysen von Semidiinnschnitt-
serien wird durch mehrere Hindernisse erschwert. Erstens ist die MET am Ubergang S0/S-1, wie die
Spaltbildung auch, bei allen untersuchten Tupaia-Embryonen unterschiedlich weit vorangeschritten.
Zweitens ist die standardisierte Festlegung des Epithelialisierungsgrades stellenweise unmdoglich.
Drittens hdngt die Vergleichbarkeit des Epithelialisierungsgrades von Zellgruppen, die bei verschie-
denen Embryonen an identischen Positionen auftreten, erheblich von der jeweils vorliegenden

Schnittebene ab.

Auf der Grundlage von Transplantationsversuchen in Kombination mit molekulargenetischen Un-
tersuchungen haben Sato et al. (2002) postuliert, dass beim Haushuhn spezifische Grenzzellpopula-
tionen im Bereich des sich bildenden intersomitischen Spaltes auftreten. Unsere an Tupaia belange-

ri erhobenen Befunde sprechen dafiir, dass solche Grenzzellen tatsédchlich existieren.

Diese Grenzzellen weisen epitheliale Charakteristika auf (Abb. 6B-D): Sie sind langgestreckt und
Fortsatz-arm. Thre Langsachsen sind aber nicht radidr auf das kiinftige Somitenzentrum, sondern pa-
rallel zum entstehenden intersomitischen Spalt ausgerichtet, den sie hdufig in kettenartiger Anord-
nung flankieren. Am Ubergang S0/S-I treten solche Grenzzellen entweder auf nur einer Seite des
Spaltes (iiberwiegend bei S-I1) oder beidseits des Spaltes auf (Abb. 6B-D). Alternativ finden sich
Stapel von meist zwei oder drei Grenzzellen ,,innerhalb* des eben erkennbaren Spaltes (Abb. 6B,
D). Spalt-assoziierte Grenzzellen, die mdglicherweise kausal mit der Spaltbildung am Ubergang
S0/S-1 im Zusammenhang stehen, fanden wir bei allen untersuchten Embryonen der Phasen 1 bis 4

(DPZ 754/1A, DPZ 754/5B, DPZ 948/8A, Bat. 1566/B, DPZ 623/9B, DPZ 743/1A).
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Mit der Hypothese, dass Grenzzellen an der Initiierung der Spaltbildung beteiligt sein konnten, sind
auch die am Ubergang S-1/S-1I an den Tupaia-Embryonen DPZ 754/1A (Phase 1) und DPZ 948/8A
(Phase 2) exemplarisch erhobenen Befunde vereinbar. So wird der in DPZ 754/1A ausschlieBlich
ventromedial zwischen S-I und S-II nachweisbare Spalt kranial und kaudal von kettenférmig bezie-
hungsweise in Stapeln angeordneten Grenzzellen flankiert (Abb. 6E). Auch in DPZ 948/8A ist der
zwischen S-I und S-II entstehende Spalt auf ventromediale Positionen begrenzt. Verglichen mit
DPZ 754/1A ist die mediolaterale Ausdehnung dieses Spaltes sogar noch geringer. Passend zu un-

serer Arbeitshypothese treten auch hier vereinzelt bereits Spalt-assoziierte Grenzzellen auf.

Interessanterweise wird der weitgehend vollstindig ausgebildete Spalt SO/S-I des Phase-1-Embryos
DPZ 754/5B lediglich von vereinzelt auftretenden Grenzzellen flankiert. Auch am Ubergang SI/SO
(Abb. 6F) nimmt die Zahl von Grenzzellen, verglichen mit den analysierten Ubergéingen S0/S-I
(Abb. 6B-D), immer weiter ab. Diese Beobachtungen stiitzen die Anschlusshypothese, dass die An-
wesenheit von Grenzzellen nach Etablierung des intersomitischen Spaltes nicht mehr erforderlich

ist.

Zwischen dem Auftreten von Grenzzellen und dem Stand der MET bestehen sowohl am Ubergang
S0/S-I als auch, in abgeschwichter Form, am Ubergang S-1/S-1I zeitliche und rdumliche Zusam-
menhénge. Insbesondere fillt auf, dass Spalt-assoziierte Grenzzellverbidnde an der Grenze S0/S-I
sowie S-I/S-1I grundsitzlich aus palisadenartig angeordneten, senkrecht auf das Neuralrohr stehen-
den Formationen Epithel-dhnlicher Zellen in der medialen Wand von S-I hervorzugehen scheinen
(Abb. 6B-E). Auf eine umfassende rdumliche Charakterisierung des Epithelialisierungsprozesses

wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit verzichtet.



Abb. 1: Tupaia belangeri, Diagnose apoptotischer (A, B) und mitotischer (C, D) Zellen in Semidiinnschnitten (1 pm,
Héamatoxylin/Heidenhain; Phase 3, DPZ 623/9B). Apoptotische Korper (Pfeilkopfe in B: Detail, Rahmen in A) im
Dermomyotom und Sklerotom des 3. rechtsseitigen Lumbalsomiten sowie Mitosen (D: Detail, Rahmen in C) im Dermo-
myotom des 1. linksseitigen Lumbalsomiten. Mitotische Zellen wurden in der Prometaphase, Metaphase (Pfeilkopfin D),
Anaphase (Pfeil in D) und Telophase rekonstruiert. Cd, Chorda dorsalis; DA, dorsale Aorta; DM, Dermomyotom; NR,
Neuralrohr; SK, Sklerotom; OE, Oberflachenektoderm. MaBstabe: A, C =25 um; B,D =10 um.
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Abb. 2: Tupaia belangeri, 4 Okzipitalsomiten. Seitansichten dreidimensionaler Rekonstruktionen (A: Phase 2, DPZ
984/8A; B: Phase 4, DPZ 743/1A; C: Phase 5, DPZ 5061/C). In den Phasen 1 und 2 (A) ist der 1. Okzipitalsomit (griiner
Punkt auf Dunkelgrau) kleiner als alle kaudal folgenden Somiten (dunkelgrau). Er liegt kaudal von Rhombomer (R) 7
(R7). Bandartige dorsale Formationen emigrierender Neuralleistenzellen (gelb) sind zervikal, aber nicht okzipital nach-
weisbar. In den Phasen 3, 4 (B) und 5 (C) ist der 1. Okzipitalsomit aufgelost. Beachte die kranialen Wurzeln des N. hypo-
glossus (orange) in Hohe der vorbestehenden Position des 1. Okzipitalsomiten (griiner Punkt). Anlagen von Spinalgang-
lien und Spinalnerven (weiB) treten in Hohe des N. hypoglossus nicht auf. Hellgrau, Neuralanlage; magenta, Ohrvesikel;
V, N. trigeminus; V1, N. ophthalmicus; V2, N. maxillaris; V3, N. mandibularis; VII, N. facialis; IX, N. glossopharyngeus;
X, N. vagus; XI, N. accessorius; Z1, Zervikalsegment 1. Maf3stabe =100 pm.




-26 -

Abb. 3: Tupaia belangeri, Ventralansicht des dreidimensional rekonstruierten Mesoderms (grau in A), Phase 1, DPZ
754/1A, 14 Somitenpaare sowie reprasentative Semidiinnschnitte (1 pm, Himatoxylin/Heidenhain; B-F: rote Schnittebe-
nen in A). SO (in Abgliederung begriffener Somit) hingt kaudal mit der U-férmigen Formation des noch ungegliederten,
iiberwiegend mesenchymalen Mesoderms (mM in E, F) zusammen. Kaudal der Chorda dorsalis (Cd in A, D) ist das Me-
soderm zum ,,chordoneuralen Scharnier (Pfeilkdpfe in E) verdichtet. Der Zolomspalt (ZS in D) reicht kaudal bis in Hohe
der Allantois (weier Stern in F) und miindet kranial in die Pleuroperikardhdhle (schwarzer Stern in B, C). In Hohe der
Herzanlage (HA in B) sind die Pleuroperikardhohlen beider Korperseiten miteinander verbunden (Pfeil in A). AE, Amni-
onepithel; DA, dorsale Aorten; EN, Entoderm; N, Nierenanlage; NF, Neuralfalten; NP, Neuralplatte; NR, Neuralrohr; OE,
Oberflachenektoderm; SII, abgegliederter Somit 2; S-1I, prospektiver Somit 2; S-VI, prospektiver Somit 6; SM, Somato-
pleura; SP, Splanchnopleura; Z8, Zervikalsomit 8. MafBstdbe =50 um.



Abb. 4: Tupaia belangeri, zweidimensionale Rekonstruktion des entstehenden intersomitischen Spaltes zwischen dem in
Abgliederung begriffenen Somiten SO und dem ersten prospektiven Somiten S-1 anhand von Semidiinnschnitten (1 pm,
Héamatoxylin/Heidenhain; Phase 1, DPZ 754/1A). A: Linke Spalte: Seitansicht des ungegliederten paraxialen Meso-
derms (schwarzer Umriss) sowie des zuletzt abgegliederten Somiten SI; Positionen des entstehenden Spaltes S0/S-I (rot)
sowie der Schnittebenen 1 und 2 (schwarze Linien). Rechte Spalte: Zunichst werden bereits ausgebildete Spaltanteile
(griin) einzeln in allen Serienschnitten ermittelt. B: Danach werden die Positionen bereits ausgebildeter Spaltanteile
(griin) sowie noch fehlender Spaltanteile (magenta) in die Schablone des Spaltes S0/S-I (roter Umriss) iibertragen. Cd,
Chorda dorsalis; d, dorsal; N, Nierenanlage; ka, kaudal; NR, Neuralrohr; kr, kranial; v, ventral. MaBstab =25 um.
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Abb. 5: Tupaia belangeri, zweidimensionale Rekonstruktionen des entstehenden intersomitischen Spaltes zwischen dem
in Abgliederung begriffenen Somiten SO und dem ersten prospektiven Somiten S-I der Embryonen DPZ 623/9B (A), DPZ
743/1A(B), DPZ 754/1A (C), DPZ 948/8 A (D), DPZ 754/5B (E) und Bat. 1556/B (F). Rekonstruiert wurden bereits exis-
tierende Spaltanteile (griin) sowie die Position noch ausstehender Spaltanteile (magenta). Die Gruppierung der Embryo-
nen ist unabhingig von ihrem Entwicklungsalter und beriicksichtigt ausschlieBlich das zwischen A und F zunehmende
Ausmal bereits existierender Spaltanteile. Offenbar setzt die Spaltbildung dorsolateral und ventromedial nahezu gleich-
zeitig ein (A-C). Danach setzt sie sich von diesen beiden Seiten nach zentral fort (D-F). Ventrolaterale Spaltanteile bilden
sich zuletzt (Ausnahme: rechte Korperseite DPZ 754/5B in E). NR, Neuralrohr; Cd, Chorda dorsalis. Maf3stab=25 pm.




Abb. 6: Tupaia belangeri, moglicher Beitrag von ,,Grenzzellen* zur Bildung des intersomitischen Spaltes, Semidiinn-
schnitte (1 um, Hadmatoxylin/Heidenhain). A, B, E, F: Phase 1, DPZ 754/1A. C, D: Phase 2, DPZ 948/8A. A: In neu abge-
gliederten Somiten sind die Epithelzellen radiar auf das Somitozol (griin) ausgerichtet. B-E: Langgestreckte, Fortsatz-
arme Grenzzellen (Pfeilkopfe) sind dagegen kettenartig, ein- oder beidseitig parallel zu bereits existierenden Anteilen des
intersomitischen Spaltes zwischen dem in Abgliederung begriffenen Somiten SO und dem ersten prospektiven Somiten
S-1(B-D) angeordnet. Medial gehen Grenzzellformationen in palisadenartig angeordnete, Epithel-dhnliche Zellformatio-
nen iiber (schwarze Pfeile). Grenzzellstapel (rosa, B, D: S0/S-I, E: S-1/S-1I) finden sich dort, wo die Bildung des interso-
mitischen Spaltes hochstwahrscheinlich unmittelbar bevorsteht. F: Im voll etablierten intersomitischen Spalt SI/SO sind
mutmafliche Grenzzellen nur noch vereinzelt nachweisbar (Pfeilkdpfe). Beachte auch strukturelle Hinweise auf Grenz-
zellen, die moglicherweise in das Somitenepithel integriert werden (weiller Pfeil). Cd, Chorda dorsalis; DA, dorsale
Aorten; N, Nierenanlage; NR, Neuralrohr; SIV, abgegliederter Somit4. MaBstab=25 um.
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.16 Sklerotom

Verglichen mit epithelialen Organanlagen sind die durch epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) entstehenden Sklerotome nach strukturellen Kriterien schwieriger abgrenzbar. Dies gilt ins-
besondere fiir die fortgeschrittene Sklerotomentwicklung. Zu Beginn hidngen jedoch alle aus einem
Somiten hervorgehenden Sklerotomzellen als Gruppe zusammen (Abb. 7). AuBBerdem ist das ,,frii-
he* Sklerotom durch weitgehend zellfreie Gewebespalten von seinen Nachbarorganen getrennt
(Abb. 7B-D). Es verfiigt iiber eine ventromediale Ausziehung (,,chordaler Fortsatz*: Williams 1910,
Abb. 7A-C) und, kurz darauf, iiber einen zweiten ,,aortalen Fortsatz* (Williams 1910, Abb. 7A).
Bei der Erstellung dreidimensionaler Rekonstruktionen wurden die Somitozolzellen, in Anlehnung
an Langman und Nelson (1968) sowie Huang et al. (1994, 1996), in die Sklerotommarkierung ein-

bezogen (Abb. 7D).

Bei der dreidimensionalen Rekonstruktion fortgeschrittener Sklerotome ist die Abgrenzung gegen
benachbarte Organanlagen (Oberflichenektoderm, Neuralrohr, Chorda dorsalis, dorsale Aorten, En-
toderm, Dermomyotom, Nierenanlagen) meistens problemlos moglich (Abb. 8). Dagegen muss die
Grenzziehung zwischen mesenchymalen Zellverbianden des Sklerotoms und mesenchymalen Zell-
verbinden anderer Herkunft, beispielsweise am Ubergang zur Extremititenknospe, mehr oder weni-
ger willkiirlich erfolgen (Abb. 8). Ein besonders schwieriges Problem stellen in dieser Hinsicht
Gruppen von Neuralleistenzellen dar (Abb. 8), die ausschlieBlich die kranialen Sklerotomhilften
durchwandern und/oder besiedeln (Tupaia belangeri: Knabe et al. 2004, Scheffel 2009, Tab. 4; zur
Ubersicht: Krull 2001). In solchen Fillen ist die Zuordnung von Apoptosen und Mitosen zu einem

bestimmten Zelltyp nach strukturellen Kriterien unmoglich.

Bei der dreidimensionalen Rekonstruktion von Sklerotomen sowie bei der Interpretation von Apo-
ptose- und Proliferationsmustern wurden vier der insgesamt acht von Christ et al. (2004) definierten
Subdoménen des Sklerotoms besonders beriicksichtigt (Abb. 8B). Die ventrale Subdoméne geht aus
dem ,,chordalen Fortsatz* (Williams 1910) hervor und umschlieft die Chorda dorsalis. Die laterale
Subdomane entwickelt sich aus dem ,,aortalen Fortsatz* (Williams 1910) und liegt im Winkel zwi-
schen Aorta dorsalis, Z6lomhdhle und Dermomyotom. Die zentrale Subdoméne befindet sich zwi-
schen Dermomyotom und Neuralrohr. Die dorsale Subdoméne spannt sich zwischen dorsalen Ab-
schnitten des Neuralrohres und dem Oberflichenektoderm aus. Neuralleistenzellen wandern iiber
die dorsale in die zentrale Subdoméne ein. Die aus ihrer Aggregation hervorgehenden Spinalgangli-
en liegen zwischen Neuralrohr und dorsomedialer Dermomyotomhilfte, und ragen deshalb sowohl
in die dorsale Subdomine als auch in die dorsale Hilfte der zentralen Subdomine hinein (Abb. 8B,

Tab. 4).
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Tab. 4: Neuralleistenzelldelamination bei Embryonen von Tupaia belangeri (Knabe et al. 2004, Scheffel 2009)

Phase Nummer des Embryos Starke Delamination von Spinalganglienanlagen
Neuralleistenzellen

1 DPZ 754/1A O1-78 -

2 DPZ 948/8A 726 -T7 -

3 DPZ 623/9B L4-L6 Z1-T6/T7
4 DPZ 743/1A L1/L2 - S1 Z1-T6/T7
5 DPZ 5061/C - Z1-L13*

ET, Embryonaltag; L, Lumbalsomit; O, Okzipitalsomit; S, Sakralsomit; T, Thorakalsomit; Z, Zervikalsomit; *, Spinal-
ganglienanlage von L3 unvollstindig (Ende der Schnittserie von DPZ 5061/C)

Bei dem Phase-1-Embryo DPZ 754/1A hat die Sklerotombildung zwischen O1 und Z4 eingesetzt
(Abb. 7A-D). Um den Entwicklungsfortschritt von Strukturen, die im Gradienten von kranial nach
kaudal entstehen, im Detail aufzeigen zu konnen, werden im Folgenden grundsitzlich zundchst die
weniger weit entwickelten kaudalen Segmente und erst danach die reiferen kranialen Segmente be-
schrieben. Demnach gehen Sklerotomzellen zundchst aus ventromedialen und, bezogen auf seine
kraniokaudale Ausdehnung, zentralen Abschnitten des Somiten hervor (Z4, Abb. 7A, D). In Z3 hat
sich die vorbestehende ventromediale EMT nach kranial und kaudal ausgedehnt (Abb. 7A). Z2 bil-
det nicht nur ventromedial, sondern auch ventrolateral Sklerotomzellen. Wie im Falle der ventrome-
dialen EMT von Z4 setzt auch die ventrolaterale EMT von Z2, bezogen auf seine kraniokaudale
Ausdehnung, zentral ein (Abb. 7A). Eine vollstindig von medial nach lateral durchgehende Front
auswandernder Sklerotomzellen findet sich erstmals in O4 (Abb. 7A). Allerdings ist hier die ventro-
laterale EMT noch immer auf zentrale Somitenabschnitte begrenzt. Dieser ,,Entwicklungsriick-
stand“ wird in O3 weitgehend (Abb. 7A, B), in O2 (rechte Korperseite) und O1 vollstindig aufge-
holt (Abb. 7A). Die beiden Partner des auf der linken Kdrperseite doppelt ausgebildeten O2 weisen
Unterschiede hinsichtlich des Stands der Sklerotombildung auf (Abb. 7A). Nur der mediale Partner
besitzt eine von kranial nach kaudal durchgehende Sklerotomfront. Dagegen beschrinkt sich die

EMT im kleineren lateralen Partner auf zentrale Somitenabschnitte (Abb. 7A).

Der am Beispiel des Phase-1-Embryos DPZ 754/1A detailliert beschriebene formale Ablauf der
Sklerotombildung trifft auch fiir alle anderen untersuchten Tupaia-Embryonen zu (Abb. 7E-G, Tab.
5). So verfligt der Phase-2-Embryo DPZ 948/8A bereits zwischen O1 und Z8 iiber Sklerotome, die
sowohl aus ventromedialen als auch aus ventrolateralen Somitenabschnitten hervorgegangen sind
(Abb. 7E). Weniger weit entwickelt sind die Sklerotome T2 und T3. Im Phase-3-Embryo DPZ
623/9B besitzen bereits O2 bis L2 vollstindig ausgebildete, L3 weitgehend vollstindig ausgebildete

Sklerotome (Abb. 7F). Dagegen erhalten die Sklerotome von L4 {iberwiegend ventromedialen Zell-
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zuzug. Im Phase-4-Embryo DPZ 743/1A finden sich vollstindig ausgebildete Sklerotome zwischen
02 und L3. L4 verfiigt iiber weitgehend vollstindige Sklerotome (Abb. 7G). In L5 der linken Kor-
perseite steht nur noch die Bildung kaudolateraler Sklerotomabschnitte bevor, wihrend sich auf der

rechten Korperseite die EMT noch auf ventromediale Somitenabschnitte beschrénkt.

Tab. 5: Entwicklungsstand der dreidimensional rekonstruierten Embryonen von Tupaia belangeri (IT)

Phase  Nummer ET Somiten- SO0  Okzipital-  Sklerotome

des paare somiten
Embryos
I DPZ7541A 13 O1-T2(14) pT3 O1-04 01-74
2 DPZ 948/8A 13 O1-T7(19) pT8 01-04 01-T3
3 DPZ 623/9B 14 02-L6(30) pSl1 02-04 02-14
4 DPZ 743/1A 15 02-S1(31) pS2 02-04 02-L15
5 DPZ 5061/C 16 02-L12(26*%) - 02-04 -

ET, Embryonaltag; L, Lumbalsomit; O, Okzipitalsomit; p, prospektiver Somit; S, Sakralsomit; SO, in Abgliederung
begriffener Somit; T, Thorakalsomit; Z, Zervikalsomit; *, Ende der Schnittserie von DPZ 5061/C.

1. 1.7 Dermomyotom und Myotom

Als Dermomyotom wird die dorsale Hilfte des Somiten bezeichnet, die nach Abschluss der der
Sklerotombildung zugrunde liegenden EMT zunichst epithelial verbleibt. Dermomyotome weisen
eine nach ventromedial gerichtete Konkavitét auf, die in vier Lippen auslduft (Abb. 9). Die dorso-
mediale Lippe (DML) ist fithrend bei der Hervorbringung des epaxialen Myotoms. Dagegen stammt
das hypaxiale Myotom, das in der Rumpfregion zusitzlich zum epaxialen Myotom vorkommt, vor-
rangig aus der ventrolateralen Lippe (VLL). Histologisch bestehen Myotome aus spindelférmigen,
in mehreren Lagen parallel zueinander ausgerichteten Zellen, die iiber reichlich helles Zytoplasma

und auffillig helle Kerne verfiigen (Abb. 9B, C).

Epaxiale Myotome sind erstmals im Phase-2-Embryo DPZ 948/8A nachweisbar (O1 bis O3, Abb.
9A, B). In O3 ist das epaxiale Myotom zwischen kranialer Lippe und DML ausgespannt und fiillt
etwa das mediale Drittel der Konkavitit des Dermomyotoms aus (Abb. 9A). In O2 nimmt das ep-
axiale Myotom bereits die mediale Hélfte dieser Konkavitit ein und erreicht auch die kaudale Lippe
(Abb. 9A). Der (sehr kleine) Somit O1 enthdlt nur wenige Myotomzellen (Abb. 9A). Sie liegen in
Nachbarschaft zur DML.

De-epithelialisierende Abschnitte der VLL treten in solchen Dermomyotomen frith auf, die kein

hypaxiales Myotom hervorbringen (zur Ubersicht: Fischel 1895, Christ et al. 2007). Im Phase-2-
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Embryo DPZ 948/8A finden sich de-epithelialisierende Abschnitte der VLL in O2 (kranial) und,
stiarker nach kaudal ausgedehnt, auch in O1 (Abb. 9A).

Bei Embryonen der Phasen 3 (DPZ 623/9B: Abb. 9D) und 4 (DPZ 743/1A: Abb. 9E) sind Myotome
bereits zwischen O2 und T9 beziehungsweise zwischen O2 und T10 ausgebildet. Zwischen Z8 und
T8 (Phase 4: T9) wird die von vier intakten, das heillt noch nicht de-epithelialisierenden Lippen be-
grenzte Konkavitit des Dermomyotoms vollstindig vom Myotom ausgefiillt (Abb. 9C-E). Aus der
Analyse von T9 beziehungsweise T10 (Phase 4) geht hervor, dass das epaxiale Myotom zuerst me-
dial zwischen kranialer Lippe und DML entsteht (Abb. 9A, B, D, E). Bei beiden Embryonen hat die
De-epithelialisierung der VLL innerhalb und oberhalb von Z7 massiv eingesetzt (DPZ 623/9B:
Abb. 10A; DPZ 743/1A: Abb. 10B). Innerhalb jedes einzelnen Segmentes schreitet sie von kranial
nach kaudal und, zeitgleich, von der VLL zu zentralen Dermomyotomabschnitten fort. Die DML

wird zuletzt erreicht (Abb. 10A-C).

Im teilrekonstruierten Phase-5-Embryo DPZ 5061/C sind Myotome zwischen O2 und L2 (Serienab-
bruch) vorhanden (Abb. 11A). Epaxiale und hypaxiale Myotome sind zwischen Z8 und mindestens
T13 unterscheidbar. Die in den kranialen Segmenten O2 bis Z7 von der VLL zum zentralen Dermo-
myotom sowie zur DML fortschreitende De-epithelialisierung (Phasen 2 bis 4) ist weitestgehend
abgeschlossen (Abb. 11A). Die De-epithelialisierung derjenigen Dermomyotome, aus denen — kau-
dal von Z7 — sowohl epaxiale als auch hypaxiale Myotome hervorgehen, erfolgt nach einem ande-
ren Muster. Hier setzt die De-epithelialisierung im zentralen Dermomyotom ein (Phase 4, DPZ
743/1A: Abb. 10B, D; Phase 5, DPZ 5061/C: Abb. 11). Von hier schreitet sie einerseits zur VLL,
andererseits zur DML fort, erreicht aber die VLL deutlich frither als die DML (Phase-5-Embryo
DPZ 5061/C: Abb. 11A). Tabelle 6 fasst abschlieBend den Entwicklungsstand aller rekonstruierten

Embryonen zusammen.

Tab. 6: Entwicklungsstand der dreidimensional rekonstruierten Embryonen von Tupaia belangeri (I11)

Phase Nummer ET Somiten- S0  Okzipital- Sklerotome  Myotome de-ep.
des paare somiten Dermo-
Embryos myotome
1 DPZ 754/1A 13 O1-T2(14) pT3 01 -04 0O1-74 - —
2 DPZ 948/8A 13 O1-T7(19) pT8 01 -04 01-T3 01-03 01-02
3 DPZ 623/9B 14 02-L16(30) pS1 02 -04 02-14 02-T9 02-T1l
4 DPZ 743/1A 15 02-S1(@31) pS2 02 -04 02 -L5 02-T10 02-T2
5 DPZ 5061/C 16 0O2-L2 (26%) — 02 -04 — 02 - L2* 02 - L2*

ET, Embryonaltag; de-ep., de-epithelialisierte; L, Lumbalsomit; O, Okzipitalsomit; p, prospektiver Somit; S, Sakralso-
mit; SO, in Abgliederung begriffener Somit; T, Thorakalsomit; Z, Zervikalsomit; *, Ende der Schnittserie von DPZ
5061/C.
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Abb. 7: Tupaia belangeri, beginnende Sklerotomentwicklung, Ventralansichten dreidimensionaler Rekonstruktionen
(A:Phase 1,DPZ754/1A; E: Phase 2, DPZ 948/8A; F: Phase 3, DPZ 623/9B; G: Phase 4, DPZ 743/1 A) sowie reprasenta-
tive Semidiinnschnitte (1 um, Hdmatoxylin/Heidenhain; B-D: rote Schnittebenen in A). A-D: Die Sklerotombildung
(blau) durch epithelial-mesenchymale Transition setzt ventromedial (C, D) und zentral ein (4. Zervikalsomit (Z4) in A, 3.
Thorakalsomit (T3) in E) und dehnt sich anschlieBend zunéchst lokal nach kranial und kaudal aus (A, E-F). Erst danach
werden auch ventrolaterale Somitenabschnitte (B), wiederum zentral zuerst, in die Sklerotombildung einbezogen (4. Ok-
zipitalsomit (O4) in A, T2 in E, 3. Lumbalsomit (L3) in F, L4 in G). Am ,,frithen* Sklerotom wird ein ventromedialer
»chordaler Fortsatz* (cF in A-C) von einem ventrolateralen ,,aortalen Fortsatz* (aF in A) unterschieden. Beachte die dor-
sal aus dem Neuralrohr (NR) auswandernden Neuralleistenzellen (Pfeilkdpfe in C, D). Cd, Chorda dorsalis; DA, dorsale
Aorta; DM, Dermomyotom; OE, Oberflichenektoderm; Stern, Somitozol; ZH, Z6lomhdhle. Malstabe =25 um.
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A:Phase2, DPZ 948/8A, 2. Zervikalsomit: Die Sklerotome (SK, blau) sind zunehmend schwieriger (blau, transparent) ge-
gen die Strome einwandernder Neuralleistenzellen (lila) sowie gegen Mesenchymzellen des Seitenplattenmesoderms
(Stern) abgrenzbar. B: Phase 3, DPZ 623/9B, 5. Zervikalsomit: Fortgeschrittene Sklerotome werden in zentrale (1), late-
rale (2), ventrale (3) und dorsale (4) Subdoménen unterteilt (Christ et al. 2004). Die Spinalganglien (SG, lila) ragen von
der dorsalen in die zentrale Subdoméne hinein. A, unpaare Aorta; Cd, Chorda dorsalis; DA, dorsale Aorten; DM, Dermo-
myotom; EN, Entoderm; NR, Neuralrohr; OE, Oberflachenektoderm; ZH, Z6lomhohle. MaBstibe =50 pm.
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Abb. 9: Tupaia belangeri, Medialansichten dreidimensional rekonstruierter Dermomyotome und Myotome (A, D, E) so-
wie reprasentative Semidiinnschnitte (1 pm, Himatoxylin/Heidenhain; B, C). A, B (Phase 2, DPZ 948/8A, linke Korper-
seite): Erste Myotomzellen (magenta, in Okzipitalsomit (O) 1 bis O3) sind zwischen kranialer Lippe (KRL) und dorsome-
dialer Lippe (DML) der Dermomyotome (griin) lokalisiert (Schnittebene B: weifle Linie in A; vergleiche auch Thorakal-
somit (T) 9 in D und T10 in E). Die De-epithelialisierung der ventrolateralen Lippe (VLL, Sterne in A) beginnt kranial
(Pfeilkdpfe in A). C: Spiter sind die Konkavititen der Dermomyotome mit Myotomzellen ausgefiillt, die sich zwischen
KRL und kaudaler Lippe des Dermomyotoms (KAL) ausspannen (Schnittebene C: weille Linie in E). D (Phase 3, DPZ
623/9B: linke Korperseite), E (Phase 4, DPZ 743/1A, gespiegelte rechte Korperseite): In Dermomyotomen, die kein hyp-
axiales Myotom ausbilden werden (O2 bis Zervikalsomit (Z) 7), ist die VLL weitgehend de-epithelialisiert (Pfeilkopfe in
A, D, E). dm, dorsomedial; ka, kaudal; kr, kranial; NR, Neuralrohr; OE, Oberflichenektoderm; SK, Sklerotom; vl, ventro-
lateral. MafBstiabe: A, D, E=100 um; B, C=20 pm.
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wie Semidiinnschnitte (1 pm, Hdmatoxylin/Heidenhain; C, D). In Lateralansichten ist das Myotom (magenta) dort ein-
sehbar, wo sich solide Abschnitte des Dermomyotoms (griin) durch De-epithelialisierung bereits aufgeldst haben (griin,
transparent in C, D). In denjenigen Dermomyotomen, aus denen nur ein epaxiales Myotom hervorgehen wird (Okzipital-
somit (O) 2 bis Zervikalsomit (Z) 7), schreitet die De-epithelialisierung von der ventrolateralen Lippe (Pfeilkopfe in A
und B) in Richtung dorsomediale Lippe (DML) fort (C: gespiegelter Serienschnitt, Schnittebene: weifle Linie in A: rechte
Korperseite, Phase 3, DPZ 623/9B). Dagegen findet sich ein zentraler Beginn der De-epithelialisierung in solchen Der-
momyotomen, die zusitzlich auch ein hypaxiales Myotom hervorbringen werden (D: Schnittebene: weifle Linie in B:
gespiegelte linke Korperseite, Phase 4, DPZ 743/1A). dm, dorsomedial; EK, Extremititenknospe; ka, kaudal; kr, kranial;
OE, Oberfldachenektoderm; T, thorakal; v1, ventrolateral; MaBstibe: A,B=250 um; C,D=25 um.
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Abb. 11: Tupaia belangeri, Lateralansicht dreidimensional rekonstruierter Dermomyotome und Myotome (Phase 5, DPZ
5061/C, rechte Korperseite, Okzipitalsomit (O) 2 bis Lumbalsomit (L) 2, Ende der Schnittserie, A) sowie Semidiinn-
schnitt (1 um, Hdmatoxylin/Heidenhain; Schnittebene B, C: weile Linie in A, Hohe: Thorakalsomit (T) 13). Bei den-
jenigen Dermomyotomen (griin), die sowohl ein epaxiales als auch ein hypaxiales Myotom (M, magenta) ausbilden (Zer-
vikalsomit (Z) 8 bis mindestens T13 in A), setzt die De-epithelialisierung zentral ein und dehnt sich, in der Rekonstruktion
von kaudal nach kranial sichtbar, zunehmend in Richtung auf die ventrolaterale Lippe (VLL, Pfeilkopfe in A) und, etwas
verzogert, auf die dorsomediale Lippe (DML) aus. Ansichtsbedingt sind nur hier Myotome einsehbar. VLL und DML
bleiben vorerst epithelial. Die Dermomyotome O2 bis Z7 bilden dagegen kein hypaxiales Myotom aus. Sie sind mit
Ausnahme von Teilen der DML (Sterne in A) fast vollstindig de-epithelialisiert. dm, dorsomedial; ka, kaudal; kr, kranial,
vl, ventrolateral; ZH, Z6lomhohle. MaBstdbe: A =250 pm; B, C =25 um.
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Il. 2. Apoptose- und Proliferationsereignisse

In den von unserer Arbeitsgruppe bisher durchgefiihrten, iiberwiegend neuroembryologisch ausge-
richteten Vorarbeiten hatte sich wiederholt gezeigt, dass Muster und Funktionen von Apoptose- und
Proliferationsereignissen besser verstanden werden konnen, wenn Organanlagen tiber den eigentli-
chen engeren Zielbereich hinaus rekonstruiert werden. Aus diesem Grund beschrinkt sich die vor-
liegende Arbeit iiber die Morphogenese der Somiten bei Tupaia belangeri nicht auf die Dokumenta-
tion zelluldrer Prozesse innerhalb des paraxialen Mesoderms, sondern schliet auch Parallelbefunde
innerhalb des entstehenden Seitenplattenmesoderms, intermedidren Mesoderms sowie der als Sig-
nalzentrum fiir die Somitendifferenzierung bedeutsamen Chorda dorsalis ein. Die als Grundlage der
Befundung angefertigten Rekonstruktionen forderten zutage, dass auch sehr komplex gestaltete
Apoptose- und Proliferationsmuster in den meisten Féllen bilateral symmetrisch auf beiden Korper-
seiten auftreten. Deshalb werden Apoptose- und Proliferationsereignisse im Folgenden nur dann fiir
jede Korperseite getrennt beschrieben, wenn hierbei tatsdchlich gravierende Unterschiede festzu-

stellen waren.

. 2.1 Apoptose im Seitenplattenmesoderm und im ungegliederten Mesoderm

In kaudalen Abschnitten aller rekonstruierten Embryonen finden sich voriibergehend zusammen-
hingende U-formige Formationen noch ungegliederter Mesodermabschnitte. In den Phasen 1 und 2
setzen sich diese Formationen aus axialem, paraxialem und intermedidrem Mesoderm zusammen
(Abb. 3). Seitlich gehen sie in das Seitenplattenmesoderm iiber. In den Phasen 3 und 4 ist die
Schwanzregion erheblich weiter entwickelt. Deshalb bilden hier axiales, paraxiales und ventrales
Mesoderm die Grundlage der zusammenhédngenden Mesodermformation, die das Entodermrohr kra-

nial nur seitlich flankiert, weiter kaudal dagegen zusitzlich auch ventral umfasst (Abb. 19).

Im Phase-1-Embryo DPZ 754/1A (Ubersicht: Abb. 12) tritt eine erste Hiufung apoptotischer Zellen
am Boden des Zolomspaltes auf (Abb. 13A). Sie setzt sich kranial als ,,Band* apoptotischer Zellen
mindestens bis S-VII und, liickenhafter, bis S-V (rechts) beziehungsweise S-VI (links) fort. Der
Schwerpunkt dieses Bandes liegt am Ubergang zwischen Somato- und Splanchnopleura einerseits
und intermedidrem Mesoderm andererseits (Abb. 13A). Unterhalb der Einmiindung der Pleuroperi-
kardhohle in den Zolomspalt finden sich verstreute Seitenplattenapoptosen, rechtsseitig in groBerer
Zahl als linksseitig, praktisch ausschlieBlich in (iiberwiegend medialen Abschnitten) der Somato-
pleura (Abb. 13B). Oberhalb der Einmiindung der Pleuroperikardhohle in den Zolomspalt treten
Seitenplattenapoptosen dagegen sowohl in der Somatopleura als auch in der Splanchnopleura auf.
Sie sind Cluster-artig angeordnet, wobei die kraniokaudalen Positionen dieser Cluster in der Soma-

to- und Splanchnopleura vielfach, aber nicht immer, iibereinstimmen (Abb. 13B). Zwei weitere
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Apoptosehdufungen des Phase-1-Embryos DPZ 754/1A finden sich einerseits innerhalb des chordo-
neuralen Scharniers (S-VI bis S-1X), andererseits kaudal des chordoneuralen Scharniers gleichfalls
mittelliniennah und ventral der Neuralplatte (Abb. 13A). In den ,,Schenkeln* der oben beschriebe-
nen U-férmigen Formation, die die Chorda dorsalis kranial von S-VI bilateral symmetrisch flankie-
ren, sind Apoptosen liberwiegend, aber insgesamt in geringer Zahl, im paraxialen Mesoderm lokali-
siert (Abb. 13B). Einige dieser apoptotischen Zellen liegen tatsdchlich in der Position prospektiver
intersomitischer Spalten. Ein streng kausaler Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Apopto-

se und der Bildung intersomitischer Spalten erscheint jedoch unwahrscheinlich.

Auch im Phase-2-Embryo DPZ 948/8A (Ubersicht: Abb. 15) findet sich eine Hiufung apoptotischer
Zellen am Boden des Zolomspaltes, die sich kranialwirts auf die Ubergangszone zwischen Somato-
pleura, Splanchnopleura und intermedidrem Mesoderm fortsetzt und etwa in Hohe S-III (rechte
Korperseite: Abb. 16D) beziechungsweise S-1 (linke Korperseite: Abb. 16F) endet. Der in Phase 1
vorbestehende bandartige Charakter dieser Apoptosehdufung ist im Phase-2-Embryo etwas weniger
deutlich ausgepriagt (Abb. 16D, F). Hierfiir ist unter anderem das, verglichen mit Phase 1, erhohte
Vorkommen zusitzlicher kaudaler Seitenplattenapoptosen verantwortlich. Oberhalb von S-III weist
die Verteilung apoptotischer Zellen in den Seitenplatten diskrete Unterschiede auf. In der Somato-
pleura sind sie, bei insgesamt moderaten Zahlen, anndhernd regellos verteilt (Abb. 17A, C). Dage-
gen finden sich in der Splanchnopleura zwei angedeutete Haufungen (Abb. 17A, C): (1) zwischen
Z1 und dem kranialen Vornierenpol, (2) parallel zu mindestens der kranialen Hilfte der Urniere.
Diese letztgenannten Apoptosen nehmen insofern eine Sonderstellung ein, als sie, teilweise oder
géinzlich, mit zwei anderen Apoptosehdufungen iiberlappen (Abb. 17A, C). Weitgehend vollstindig
ist die Uberlappung mit Apoptosen in medialen Abschnitten der Somatopleura. Eine erhebliche
Teiliiberlappung besteht mit Apoptosen innerhalb der Urnierenanlage (Abb. 17A, C). Es liegt daher
nahe, diese letztgenannten Apoptosehdufungen (Schwerpunkt: Z8/T1 bis T6/T7) funktionell mit der
Entstehung von Nephrostomata in Verbindung zu bringen. Bandartig aufgereihte Apoptosen, die die
weiter kranial liegende Vorniere eliminieren, werden dagegen nicht systematisch von Seitenplatten-
apoptosen begleitet (Abb. 17A, C). Die im Phase-1-Embryo DPZ 754/1A einerseits innerhalb, an-
dererseits kaudal des chordoneuralen Scharniers vorbestehenden Apoptosefoki finden sich — bei ins-
gesamt hoheren Zellzahlen — auch im Phase-2-Embryo DPZ 948/8A wieder (Abb. 18D). Allerdings
liegt der mittelliniennahe, kaudal des chordoneuralen Scharniers in der Schwanzknospe lokalisierte
Apoptosefokus im Phase-2-Embryo in gréferer Entfernung von der Neuralanlage (Abb. 18G). Die
Verteilung apoptotischer Zellen im ungegliederten paraxialen Mesoderm entspricht qualitativ und

quantitativ den im Phase-1-Embryo beschriebenen Verhiltnissen (Abb. 18D, G).
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Im Phase-3-Embryo DPZ 623/9B (Ubersicht: Abb. 20) wird das chordoneurale Scharnier, wie in
den Phasen 1 und 2, von einer Apoptosehdufung durchzogen (Abb. 20A). Verglichen mit den re-
konstruierten jlingeren Embryonen ist diese Apoptosehdufung jetzt deutlich massiver. Sie lauft
breitbasig im Mesoderm der Schwanzknospe aus (Abb. 20A, D). Das Muster der zweiten Apoptose-
hiufung, die vollstdndig in ventralen Abschnitten des ventralen Mesoderms liegt, ist komplizierter
aufgebaut (Abb. 20A, D). Im Zentrum dieser Figur steht ein Mittellinienfokus (Hohe: S-IV, kauda-
les Ende der Chorda dorsalis; Abb. 20D). Dieser Fokus ist, bilateral symmetrisch, mit paramedian
lokalisierten Apoptosebidndern ,,verbunden®, die kranial bis S-I aufsteigen und kaudal (mit tendenzi-
ell abnehmender Dichte) in der Schwanzknospe auslaufen (Abb. 20A, D). Oberhalb des Mittellini-
enfokus liegen Entoderm und Oberflichenektoderm einander an (Abb. 20A, D; vergleiche Abb. 19).
Unterhalb dieses Fokus werden beide Blatter, wie im Bereich des Fokus selbst, durch Mesoderm
voneinander getrennt. Auch in diesen kaudalen Abschnitten des ventralen Mesoderms lassen sich —
tiberwiegend mittelliniennah — Apoptosen nachweisen. Verglichen mit dem Mittellinienfokus ist
thre Zahl deutlich niedriger (Abb. 20A, D). Wie in den Phasen 1 und 2 sind auch im Phase-3-Em-
bryo DPZ 623/9B apoptotische Zellen im ungegliederten paraxialen Mesoderm rar (Abb. 20A).

Im ungegliederten kaudalen Mesoderm des Phase-4-Embryos DPZ 743/1A (Ubersicht: Abb. 21) ist
die Zahl apoptotischer Zellen, wie in allen anderen rekonstruierten mesodermalen Kompartimenten
auch, erheblich niedriger als im zuvor besprochenen Phase-3-Embryo DPZ 623/9B. Dennoch lasst
sich auch im Phase-4-Embryo ein Apoptoseherd im chordoneuralen Scharnier nachweisen (Abb.
21A). Von den vorbestehenden, paramedian im ventralen Mesoderm auf- und absteigenden Apopto-
sebdndern sind nur die kranialen und kaudalen Enden ,,erhalten” (Abb. 21A, D). Dementsprechend
ist die Verbindung dieser Bander zum ventralen Mittellinienfokus weniger markant als im Phase-3-
Embryo. Auch unterhalb des Mittellinienfokus ist das Aufkommen apoptotischer Zellen im mittelli-
niennahen ventralen Mesoderm des Phase-4-Embryos erheblich niedriger als im Phase-3-Embryo
(Abb. 21A, D). Passend zu den am Phase-3-Embryo erhobenen Vorbefunden ist das ungegliederte
paraxiale Mesoderm des Phase-4-Embryos praktisch frei von apoptotischen Zellen (Abb. 21A).

Il. 2.2 Proliferation im Seitenplattenmesoderm und im ungegliederten Mesoderm

Verglichen mit der sowohl im Seitenplattenmesoderm als auch im ungegliederten kaudalen Meso-
derm iiberwiegend fokalen oder bandartigen Anordnung apoptotischer Zellen, treten proliferierende
Zellen generell zahlreicher und tendenziell homogener verteilt in diesen Organanlagen auf. Den-
noch konnen, nicht selten unter Zuhilfenahme der Apoptosemuster, regionale Unterschiede im Pro-

liferationsverhalten aufgezeigt werden.
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Solche Unterschiede bestehen beispielsweise zwischen den beiden Seitenplatten. In der Somato-
pleura des Phase-1-Embryos DPZ 754/1A ist die Verteilung mitotischer Zellen entlang ihrer gesam-
ten kraniokaudalen Ausdehnung anndhernd homogen (Abb. 14). Passend hierzu iiberstreichen —
funktionell wahrscheinlich als Korrektiv wirkende — Apoptoseereignisse, trotz ihres kranial eher fo-
kalen Charakters, ebenfalls die gesamte kraniokaudale Achse (Abb. 13). Dass mitotische und apo-
ptotische Ereignisse tatsdchlich quantitativ korreliert auftreten, zeigt sich noch deutlicher bei der
Analyse der Splanchnopleura. Hier besteht kranial (Hohe: O2) ein Proliferationsmaximum, dessen
kaudale Grenze mit dem kranialen Pol der Vorniere zusammenfallt (Abb. 14B). Im Bereich dieses
Proliferationsmaximums finden sich mehrere Cluster apoptotischer Zellen (Abb. 13B). Kaudal des
Proliferationsmaximums sind mitotische Zellen zwar weiterhin homogen in der Splanchnopleura
verteilt (Abb. 14B). Allerdings geht ihre Zahl, parallel zu dem fast vollstindigen Fehlen apoptoti-
scher Zellen, deutlich zuriick. Fokal konzentrierte Mitosehdufungen innerhalb des Seitenplattenme-
soderms finden sich erst wieder am kaudalen Ende des Embryos (Abb. 14A). Sie kolokalisieren
ausgiebig mit den am Boden des Zdlomspaltes beziehungsweise am Ubergang von Somato- und
Splanchnopleura ausgebildeten Apoptosefoki (Abb. 13A). Dagegen kolokalisieren Mitosen ledig-
lich mit der kaudalen Hailfte der das chordoneurale Scharnier durchziehenden, mittelliniennahen
Apoptosehdufung (Abb. 13A, 14A). Die im ungegliederten paraxialen Mesoderm zahlreich und
iiberwiegend homogen auftretenden Mitosen sind nicht génzlich regellos angeordnet (Abb. 14B).
Stattdessen finden sich sporadisch Ballungen mitotischer Zellen, die, bezogen auf die kraniokaudale
Achse, durch Mitose-drmere Zonen voneinander getrennt erscheinen. Zwingende Hinweise auf eine
prospektiv segmentale, die kiinftigen intersomitischen Spalten respektierende Anordnung mitoti-

scher Mesodermzellen finden sich aber nicht.

Auch in der Splanchnopleura des Phase-2-Embryos DPZ 948/8A erstreckt sich ein kranial mindes-
tens bei Z1 (Rekonstruktionsgrenze der Seitenplatten) beginnendes Proliferationsmaximum nach
kaudal bis zum kranialen Vornierenpol (Abb. 17D, F). Kaudal hiervon ist die Zahl der Mitosen, bei
gleichbleibend homogener Verteilung, niedriger (Abb. 17D, F). Wie im Phase-1-Embryo DPZ
754/1A kolokalisiert das kraniale Proliferationsmaximum mit einer diskreten Haufung apoptoti-
scher Zellen (Abb. 17A, C, D, F). In den kaudalen, verdickten Abschnitten der Somatopleura sind
dagegen sowohl die Apoptosen als auch die vergleichsweise zahlreicher vorhandenen Mitosen ho-
mogen verteilt (Abb. 16G, I). In Hohe der Pleuroperikardhdhle sowie kranialer Abschnitte des Zo-
lomspaltes ist die Mehrzahl der Seitenplattenmitosen, anders als im Phase-1-Embryo, lateral positi-
oniert (Abb. 17D, F). Hierdurch bleibt beim Phase-2-Embryo die Ubergangszone zwischen Somato-
und Splanchnopleura auch im Bereich der moglicherweise mit der Bildung von Nephrostomata as-
soziierten Apoptosehdufung weitgehend von mitotischen Zellen ausgespart (Abb. 17A, C, D, F).
Deutlicher als im Phase-1-Embryo ist das kaudale Ende des Phase-2-Embryos, der bereits iiber eine
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Schwanzknospe verfiigt, durch ein starkes Mitoseaufkommen in allen Organanlagen charakterisiert
(Abb. 15B). Deshalb kolokalisieren Mitosen mit allen in dieser Region aufgezeigten Apoptosehdu-
fungen: (1) am Boden des Zolomspaltes (Abb. 16) und, in dessen kranialer Verldngerung, in der
Ubergangszone zwischen Somatopleura, Splanchnopleura und intermediirem Mesoderm (Abb. 17),
(2) im chordoneuralen Scharnier und hier nicht, wie in Phase 1, nur in dessen kaudaler Halfte, son-
dern entlang seiner gesamten kraniokaudalen Ausdehnung (Abb. 18), (3) mittelliniennah kaudal des
chordoneuralen Scharniers (Abb. 18). Unter den zahlreichen Mitosen im ungegliederten paraxialen
Mesoderm finden sich auch Aggregationen mitotischer Zellen (Abb. 18F, I), die, wie die umstritte-
nen Somitomere (zur Ubersicht: Keynes und Stern 1988, Gossler und Hrabé de Angelis 1998), auf
den ersten Blick eine bereits vorhandene segmentale Gliederung reprédsentieren konnten. Fehlende
bilaterale Symmetrie sowie die mangelhafte Respektierung der Positionen kiinftiger intersomiti-

scher Spalten sprechen jedoch, wie in Phase 1, gegen eine solche Interpretation.

Hinsichtlich der Proliferationsmuster bei Embryonen unserer Phasen 3 und 4 ist Folgendes festzu-
stellen. Die im chordoneuralen Scharnier vorbestehende Mitosehdufung (Phasen 1 und 2) ist auch
im Phase-3-Embryo DPZ 623/9B (Abb. 20B) sowie im Phase-4-Embryo DPZ 743/1A (Abb. 21B)
als (kleiner) Cluster nachweisbar, der sich, wie in Phase 2, iiber die gleichfalls vollstindig von Apo-
ptosen durchzogene kraniokaudale Ausdehnung des chordoneuralen Scharniers erstreckt. Struktu-
rell vom kaudalen Ende des chordoneuralen Scharniers kaum abgrenzbar, kolokalisieren auch in der
Schwanzknospe Apoptose- und Mitosehdufungen (DPZ 623/9B: Abb. 20C, F; DPZ 743/1A: Abb.
21C, F).

Auch im ventralen Mesoderm weist der Phase-3-Embryo DPZ 623/9B charakteristische Apoptose-
und Proliferationsmuster auf, die sich, wenn auch in abgeschwéchter Form, im Phase-4-Embryo
DPZ 743/1A wiederfinden. Die kraniale Hilfte der in Phase 3 am Ubergang SO0/S-I beginnenden
Apoptosehdufung tiberlappt ausgiebig mit einem Feld homogen verteilter Mitoseereignisse (Abb.
20C, F). Kaudal hiervon weicht das Mitosefeld, unter weitgehender Aufgabe der Kolokalisation mit
apoptotischen Zellen, etwas nach dorsal zuriick, so dass die am ventralen Rand des ventralen Meso-
derms abwirts ziehende Apoptosehdufung nur noch minimal mit Mitoseereignissen iiberlappt (Abb.
20C). Die Mitose- und Apoptosemuster im ungegliederten paraxialen Mesoderm des Phase-3-
(Abb. 20A-C) beziehungsweise des Phase-4-Embryos (Abb. 21 A-C) entsprechen weitestgehend den

fiir die Phasen 1 und 2 beschriebenen Verhiltnissen.
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Abb. 12: Tupaia belangeri, Ventralansichten dreidimensionaler Rekonstruktionen (Ubersichten) s@mtlicher Apoptosen
(A: rot, Radius 4fach) und Mitosen (B: gelb, Radius 2fach) im Mesoderm (grau) des Phase-1-Embryos DPZ 754/1A. Re-
konstruiert wurden zellulédre Ereignisse in der Chorda dorsalis (Cd), in den Somiten einschlielich des in Abgliederung be-
griffenen Somiten S0, in den lateral anschliefenden Nierenanlagen (Pfeile), in den Seitenplatten (Pfeilkdpfe) sowie in un-
gegliederten kaudalen Mesodermabschnitten. Weitere Erlauterungen im Text sowie in den nachfolgenden Abbildungen.
MaBstab=100 pm.
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Abb. 13: Tupaia belangeri, dreidimensionale Rekonstruktionen von Apoptosen (rot, Radius 4fach) im Mesoderm (grau),
Phase 1, DPZ 754/1A. A: Kaudaler Pol. Mitte: Ventralansicht, links: Einblick (Augensymbole) in rechten Zélomspalt,
rechts: Einblick in linken Zélomspalt. Bandformige Apoptosezone am Ubergang von Somatopleura (SM) und Splanch-
nopleura (SP). Uberlagerungsartefakte durch benachbarte Apoptosen wurden durch Einfiihrung virtueller Schnittebenen
(weille Linien) ausgeschlossen. B: Apoptosen in Splanchnopleura (Mitte: Ventralansicht), in rechtsseitiger (linke Spalte)
und linksseitiger Somatopleura (rechte Spalte) sowie in ungegliedertem Mesoderm, Somiten, Chorda dorsalis (Cd) und
Nierenanlagen (Pfeile). SO, in Abgliederung begriffener Somit; S-VI, prospektiver Somit 6. MaBstdbe =50 um.
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Phase 1, DPZ 754/1A. A: Kaudaler Pol. Mitte: Ventralansicht, links: Einblick (Augensymbole) in rechten Zélomspalt,
rechts: Einblick in linken Zdlomspalt. Zur Befundung des Seitenplattenmesoderms wurden Uberlagerungsartefakte
durch Mitosen in angrenzenden Mesodermabschnitten durch Einfiihrung virtueller Schnittebenen (weile Linien) ausge-
schlossen. B: Mitosen in Splanchnopleura (SP, Mitte: Ventralansicht), in rechtsseitiger (linke Spalte) und linksseitiger So-
matopleura (SM, rechte Spalte) sowie in ungegliedertem Mesoderm, Somiten, Chorda dorsalis (Cd) und Nierenanlagen
(Pfeile). SO, in Abgliederung begriffener Somit; S-VI, prospektiver Somit 6. MaBstdbe =50 um.
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Abb. 15: Tupaia belangeri, Ventralansichten dreidimensionaler Rekonstruktionen (Ubersichten) s@mtlicher Apoptosen
(A:rot, Radius 4fach) und Mitosen (B: gelb, Radius 2fach) im Mesoderm (grau) des Phase-2-Embryos DPZ 948/8A. Re-
konstruiert wurden zellulédre Ereignisse in der Chorda dorsalis (Cd), in den Somiten einschlielich des in Abgliederung be-
griffenen Somiten S0, in den lateral anschliefenden Nierenanlagen (Pfeile), in den Seitenplatten (Pfeilkdpfe) sowie in un-
gegliederten kaudalen Mesodermabschnitten. Weitere Erlauterungen im Text sowie in den nachfolgenden Abbildungen.
MaBstab=100 pm.
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Abb. 16: Tupaia belangeri, dreidimensionale Rekonstruktionen (A, D, G und C, F, I) zellulérer Ereignisse im Mesoderm
(grau in A, C; grau, transparent in D, F, G, I) des Phase-2-Embryos DPZ 948/8 A, kaudaler Pol, sowie ein farbkodierter
Semidiinnschnitt (1 pm, Hdmatoxylin/Heidenhain; B, E, H) zur Erlduterung der topografischen Verhéltnisse. A: Die in
der Ventralansicht sichtbare Vorw6lbung (blaue Linie: A, B, E, H) ,,beinhaltet* extraembryonales Mesoderm (eM) und
Allantois (All). Ungegliedertes Mesoderm und Chorda dorsalis (Cd) werden sichtbar (griine Linie: B, C), wenn auch die
Allantois virtuell ausgeschlossen wird (Schnittfithrung: rote Linie in B). D, F: Apoptosen (rot, Radius 4fach) und G, I:
Mitosen (gelb, Radius 1,5fach) im rechtsseitigen (D, G) und linksseitigen (F, I) Mesoderm (Seitenkodierung: schwarze
Linie in E, F). Das im Phase-1-Embryo vorbestehende Apoptoseband am Ubergang von Somatopleura (SM) und
Splanchnopleura (SP) persistiert (Sterne in D-F). Augensymbole in der mittleren Spalte zeigen an, aus welcher Ansicht
die Rekonstruktion in rechter und linker Bildspalte betrachtet wird. NR, Neuralrohr; SO, in Abgliederung begriffener
Somit. MaBstdbe =50 pm.



Abb. 17: Tupaia belangeri, dreidimensionale Rekonstruktionen des Seitenplattenmesoderms (A-F) mit Apoptosen (rot,
Radius 4fach: A, C) und Mitosen (gelb, Radius 2fach: D, F) sowie Apoptosen in den Nierenanlagen (griin, Radius 4fach in
A, C) des Phase-2-Embryos DPZ 948/8A. B, E: Ventralansicht des Mesoderms (grau); A, D: Einblick in den rechten
Zdlomspalt; C, F: Einblick in den linken Zdlomspalt. Beachte die Apoptosehidufungen (rot) am Ubergang von Somato-
pleura (SM) und Splanchnopleura (SP), die mit Apoptosehdufungen (griin) in der Nierenanlage iiberlappen. Cd, Chorda
dorsalis; Pfeile, Nierenanlagen; SO, in Abgliederung begriffener Somit; Z1, Zervikalsomit 1. MaB3stabe =100 um.
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Abb. 18: Tupaia belangeri, dreidimensionale Rekonstruktionen des Mesoderms (grau in A, C; grau, transparent in D, F,
G, I) des Phase-2-Embryos DPZ 948/8 A, kaudaler Pol, sowie ein farbkodierter Semidiinnschnitt als Orientierungshilfe (1
um, Hamatoxylin/Heidenhain; B, E, H). Die in der Ventralansicht sichtbare Vorwdlbung (blaue Linie: A, B) ,,beinhaltet™
extraembryonales Mesoderm (eM) und Allantois (All). Ungegliedertes Mesoderm (Sterne in B, C) und Chorda dorsalis
(Cd) werden sichtbar (griine Linie: B, C), wenn auch die Allantois virtuell ausgeschlossen wird (Schnittfithrung: rote
Linie in B). Ventralansichten (D, F) und Schrigansichten (G, I) von Apoptosen (rot, Radius 4fach: D, G) und Mitosen
(gelb, Radius 1,5fach: F, I) im ungegliederten Mesoderm (D, F) sowie - nach Ausschaltung separat kodierter zelluldrer
Ereignisse der linken Korperseite (Grenze in H: schwarze Linie) - iberlagerungsfrei auf der rechten Korperseite (G, I).
Beachte die ventrale Apoptosehdufung im kaudalen ungegliederten Mesoderm (Pfeilkopf in D, G). N, Nierenanlagen;
NR, Neuralrohr; S0, in Abgliederung begriffener Somit; SM, Somatopleura; SP, Splanchnopleura. Maf3stdbe =50 pm.
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Abb. 19: Tupaia belangeri, Lateralansicht der dreidimensional rekonstruierten Schwanzregion des Phase-3-Embryos
DPZ 623/9B (A) sowie repréasentative kolorierte Semidiinnschnitte (1 um, Himatoxylin/Heidenhain; B: a-c, Schnittebe-
nen: weifle Linien in A). Ventrales Mesoderm (1, blau), paraxiales Mesoderm (2, gelb), chordoneurales Scharnier (3, lila)
und das Mesoderm der Schwanzknospe (4, orange) bilden eine zusammenhangende Formation (A, B). Nur in kranialen
Abschnitten der Schwanzregion liegen Oberfldchenektoderm (OE) und Entodermrohr (ER) eng aneinander (B: a). Cd,
Chorda dorsalis; NR, Neuralrohr; SO, in Abgliederung begriffener Somit; Stern, Abgang der Allantois aus dem Entoderm-
rohr. MaB3stibe =50 pm.
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Abb. 20: Tupaia belangeri, dreidimensionale Rekonstruktionen von Apoptosen (rot, Radius 4fach) und Mitosen (gelb,
Radius 1,5fach) im ungegliederten Mesoderm der Schwanzregion des Phase-3-Embryos DPZ 623/9B. A-C: Lateral-
ansichten, D-F: Ventralansichten. In D-F ist der Ubergang von Entodermrohr (ER) und Allantois virtuell ,,abgeschnitten*
(Pfeil in D). Haufungen apoptotischer Zellen finden sich in ventralem Mesoderm, chordoneuralem Scharnier (Stern) und
Schwanzknospe, iiberlagern aber nur zum Teil mit Mitosehdufungen (B, C, E, F; Details siche Text). Beachte das
weitgehende Fehlen von Apoptosen im paraxialen Mesoderm (A) seitlich von Chorda dorsalis (Cd) und Neuralrohr (NR).
S0, in Abgliederung begriffener Somit. Mafistab =50 pm.



Abb. 21: Tupaia belangeri, dreidimensionale Rekonstruktionen von Apoptosen (rot, Radius 4fach) und Mitosen (gelb,
Radius 1,5fach) im ungegliederten Mesoderm der Schwanzregion des Phase-4-Embryos DPZ 743/1A. A-C: Lateralan-
sichten, D-F: Ventralansichten. In D-F sind kraniale Abschnitte des Entodermrohres (ER) virtuell ,,abgeschnitten®. Wie
im Phase-3-Embryo DPZ 623/9B (vergleiche Abb. 20A, D), quantitativ aber deutlich geringer ausgeprégt, finden sich
Apoptosehdufungen in ventralem Mesoderm, chordoneuralem Scharnier (Stern) und Schwanzknospe. Wiederum treten
im paraxialen Mesoderm seitlich von Chorda dorsalis (Cd) und Neuralrohr (NR) zahlreiche mitotische, aber nur verein-
zelt apoptotische Zellen auf (A-C). SO, in Abgliederung begriffener Somit. Mafistab =50 pm.
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Il. 2.3 Apoptose und Proliferation in der Chorda dorsalis

Bei Tupaia belangeri eilt die Entwicklung der Chorda dorsalis der Abgliederung von Somiten vo-
raus (s. Kap. III.1.3 und Abb. 3). Dementsprechend projiziert das kaudale Ende der Chorda dorsalis
nacheinander auf die prospektiven Somiten pT9 (Phase 1, DPZ 754/1A), pL2 (Phase 2, DPZ
948/8A), pK2 (Phase 3, DPZ 623/9B) und pK3 (Phase 4, DPZ 743/1A). Der auf das Vorkommen
von Apoptose- und Proliferationsereignissen untersuchte Abschnitt der Chorda dorsalis reicht von

der Okzipitalregion bis zu ihrem jeweiligen kaudalen Ende (Abb. 22).

In der Chorda dorsalis des Phase-1-Embryos DPZ 754/1A finden sich Mitosehdufungen zwischen
Z1 und Z4, Z77 und T1 sowie zwischen pT4 und pT7 (Abb. 22B). Alle proliferierenden Abschnitte
werden von Apoptosen iiberlappt, die zahlreich und beinahe durchgehend von O3 bis pT6 nach-

weisbar sind.

Im Phase-2-Embryo DPZ 948/8A treten Mitosen zwischen Z5 und T7 zwar durchgehend, aber nicht
sehr zahlreich auf (Abb. 22B). Ihre Haufigkeit nimmt kaudal von pT9 zu und erreicht ein Maximum
zwischen pT13 und pL2. Auch die Apoptosehdufungen (Z1 bis Z5, viel ausgeprigter zwischen T3
und pT10 und abgeschwécht zwischen pL1 und pL2) sind, verglichen mit Phase 1, nach kaudal ver-
lagert. Kolokalisationen zwischen Proliferations- und Apoptoseereignissen bestehen zwischen T3

und pT10 sowie zwischen pL1 und pL2.

Wie im Phase-2-Embryo DPZ 948/8A sind Mitosen auch in kranialen Abschnitten der Chorda dor-
salis des Phase-3-Embryos DPZ 623/9B nur noch spérlich nachweisbar (O3 bis T7, Abb. 22A, B).
Thre Haufigkeit nimmt jedoch zwischen T9 und pK2 erheblich zu. Apoptosen treten nahezu in der
gesamten Chorda dorsalis zahlreich auf. Allerdings ist ihre Zahl kaudal erheblich héher als kranial.
Dementsprechend {iberlappen Apoptoseereignisse sowohl mit Mitose-armen kranialen als auch mit

Mitose-reichen kaudalen Abschnitten.

In der Chorda dorsalis des Phase-4-Embryos DPZ 743/1A sind Proliferationsereignisse kranial rar
(O3 bis T4, Abb. 22B). Von T5 abwirts nimmt ihre Zahl jedoch bis zum Erreichen eines Maxi-
mums (pS1 bis pK3) zu. Apoptosehdufungen bestehen zwischen O1 und T1, T9 und T11 und, be-

sonders ausgeprégt, zwischen L2 und pK3.

Die schematisierte Zusammenfassung dieser Ergebnisse (Abb. 22B) zeigt, dass die Chorda dorsalis
von Tupaia belangeri im untersuchten Entwicklungszeitraum von einer rasch in kraniokaudaler

Richtung ablaufenden Proliferationswelle durchsetzt wird. Begleitet wird diese Proliferationswelle
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von einer etwas triger fortschreitenden ersten Apoptosewelle, der, bei minimal erhaltener Basispro-

liferation, ab Phase 3 offenbar eine zweite kraniokaudale Apoptosewelle folgt.

Il. 2.4 Apoptose und Proliferation in den epithelialen Somiten

Uber alle vier rekonstruierten Entwicklungsphasen hinweg lisst sich fiir das Auftreten von Mitosen
und Apoptosen in solchen Somiten, die noch nicht in Sklerotom und Dermomyotom untergliedert
sind, Folgendes festhalten (Abb. 23): (1) Innerhalb des Epithels liegen Apoptosen fast grundsétzlich
basal, Mitosen dagegen apikal. (2) Die Zahl apoptotischer Zellen ist deutlich niedriger als die Zahl
mitotischer Zellen. (3) Spalt-assoziierte Apoptosen, die auf das Absterben intersomitischer Grenz-
zellen (s. Kap. III.1.5) hinweisen konnten, kommen zwar vor, stellen aber keinen regelmafig auftre-

tenden Befund dar. (4) Innerhalb des Somitozdls treten nur sporadisch Apoptosen oder Mitosen auf.

1. 2.5 Apoptose im Sklerotom

In den Sklerotomen des Phase-1-Embryos DPZ 754/1A (Somiten O1 bis Z4) kommen Apoptosen
zwischen Ol und O4 vor (Abb. 24B). Sie liegen tendenziell hiufiger in der kranialen, bereits von
Neuralleistenzellen durchwanderten Sklerotomhélfte (vergleiche Scheffel 2009, Tab. 4). Thre Zahl
ist mit Ausnahme von O4 (linke Korperseite, laterale Sklerotomhiélfte) duBerst gering (Abb. 24B).
Im Phase-2-Embryo DPZ 948/8A finden sich Haufungen apoptotischer Zellen bereits in den Sklero-
tomen von 04 bis Z7 sowie von T1 (linke Korperseite, Abb. 24E). Mit wenigen Ausnahmen liegen

auch diese apoptotischen Zellen in lateralen Abschnitten der Sklerotome.

Beginnend mit Phase 3 (DPZ 623/9B) sind die in den Sklerotomen nachgewiesenen Apoptosemu-
ster komplexer als zuvor, dehnen sich aber, wie bisher, von kranial nach kaudal aus (O2 bis L3,
Abb. 25A). Es persistiert die Konzentration apoptotischer Zellen auf die laterale Halfte (T9 bis L1)
beziehungsweise auf die laterale Subdoméine der Sklerotome (O2 bis T8, Abb. 25A). Hinzu kom-
men jetzt apoptotische Zellen in der nahe benachbarten ventralen Subdoméne (Abb. 25B). Okzipital
sind beide Haufungen praktisch nicht voneinander trennbar. Zwischen Z1 und T3 treten jedoch apo-
ptotische Zellen in den beiden Subdoménen als weitgehend separate Hiufungen hervor (Abb. 25B).
Dass auch die Etablierung der ventralen Apoptosehdufung einem kraniokaudalen Gradienten folgt,
wird durch zwei Befunde unterstrichen. Erstens nimmt die Zahl apoptotischer Zellen in der ventra-
len Subdomine in kraniokaudaler Richtung ab (Abb. 25B). Zweitens kommen Héufungen apoptoti-

scher Zellen kaudal von T3 praktisch nicht vor.

Im Phase-3-Embryo DPZ 623/9B ist die Zahl apoptotischer Zellen in den dorsalen Subdoménen der
Sklerotome erheblich niedriger als in den lateralen und ventralen Subdoménen (Abb. 25A). Die

kombinierte Rekonstruktion apoptotischer Zellen in Neuralleistenzellstromen, Spinalganglienanla-
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gen (Scheffel 2009) sowie in allen nicht von diesen beiden Kompartimenten eingenommenen Ab-
schnitten der dorsalen Subdoméne des Sklerotoms zeigt, dass die Zahl dieser dorsalen Apoptoseer-
eignisse zwischen O2 und T2/T3 kontinuierlich abnimmt (Abb. 25A). Die zentrale Subdoméne des
Sklerotoms enthilt praktisch keine Apoptosen (Abb. 25A).

Verglichen mit dem Phase-3-Embryo DPZ 623/9B (Abb. 25A) ist die Zahl apoptotischer Korper in
den Sklerotomen des Phase-4-Embryos DPZ 743/1A (Abb. 26A) deutlich geringer (2665 versus
608 apoptotische Korper). Nichtsdestoweniger finden sich auch im Phase-4-Embryo Apoptosehiu-
fungen in der lateralen (O4 bis T13, Abb. 26A) und ventralen Subdomine (O4 bis Z8, Abb. 26B).
Die kombinierte Rekonstruktion apoptotischer Zellen in Neuralleistenzellstromen, Spinalganglien-
anlagen und dorsalen Subdominen der Sklerotome zeigt (wiederum) einen von kranial nach kaudal
fortschreitenden Gradienten (Z1 bis T7, Abb. 26A). Anders als im Phase-3-Embryo (Abb. 25A) ist
eine sichere Abgrenzung solcher Apoptoseereignisse von weiter kaudal ablaufenden Zelleliminatio-
nen, die ebenfalls dorsal, aber parallel zur hier noch immer starken Delamination von Neuralleisten-
zellen auftreten (T9 bis L5, vergleiche Scheffel 2009, Tab. 4), nicht moglich (Abb. 26A). In zentra-
len Subdoménen der Sklerotome des Phase-4-Embryos DPZ 743/1A treten praktisch keine Apopto-
sen auf (Abb. 26A).

11.2.6 Proliferation im Sklerotom

Die Rekonstruktion des Phase-1-Embryos DPZ 754/1A zeigt, dass die Sklerotomentwicklung von
Anfang an durch das Auftreten von Mitosen unterstiitzt wird (O1 bis Z4, Abb. 24C). Diese Mitosen
treten vor allem in zentralen Abschnitten der entstehenden Sklerotome auf. Thre Zahl nimmt von
kranial nach kaudal ab (Abb. 24C). Parallel zum kraniokaudalen Fortschritt der Sklerotombildung
weitet sich auch das Vorkommen von Mitosen auf immer weiter kaudal liegende Sklerotome aus
(Phase 2, DPZ 948/8A: O1 bis T2, Abb. 24F; Phase 3, DPZ 623/9B: O2 bis L4, Abb. 25C; Phase 4,
DPZ 743/1A: O2 bis L5, Abb. 26C). Dabei bleibt die bevorzugte Lokalisation dieser zahlreichen

Mitosen in zentralen Subdoménen der Sklerotome erhalten.

Beginnend mit Phase 3 treten zusétzliche, aber vergleichsweise bescheidenere Mitosehdufungen in
den ventralen Subdoménen der Sklerotome auf. Sie sind zunichst zwischen O4 und Z7 (Phase 3,
DPZ 623/9B: Abb. 25D), danach bereits zwischen O3 und T1 (Phase 4, DPZ 743/1A: Abb. 26D)

nachweisbar, schreiten also wiederum in kraniokaudaler Richtung fort.

Eine dritte Hdufung mitotischer Zellen, die quantitativ etwa in der Mitte zwischen dem Mitoseauf-
kommen in zentralen beziehungsweise in ventralen Subdoménen der Sklerotome liegt, findet sich

frithestens in den dorsalen Subdoménen der Sklerotome des Phase-3-Embryos DPZ 623/9B (Abb.
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25C). Die kombinierte Rekonstruktion mitotischer Zellen in Neuralleistenzellstromen, Spinalgang-
lienanlagen (Scheffel 2009) und in den nicht von diesen beiden Kompartimenten eingenommenen
Abschnitten der dorsalen Subdoménen belegt, dass diese Mitoseereignisse sich, wie die zugehdri-
gen dorsalen Apoptoseereignisse auch, von kranial nach kaudal ausdehnen (Phase 3, DPZ 623/9B:
02 bis T6, Abb. 25C; Phase 4, DPZ 743/1A: O2 bis L2, Abb. 26C). Ihre Abgrenzung gegen weiter
kaudal liegende dorsale Mitoseereignisse, die mit der Delamination von Neuralleistenzellen in Ver-
bindung stehen (vergleiche Scheffel 2009, Tab. 4), ist weder in Phase 3 noch in Phase 4 zweifelsfrei

moglich.

Zusammenfassend besteht der hervorstechendste Unterschied hinsichtlich der Subdoménen-spezifi-
schen Verteilung apoptotischer und mitotischer Ereignisse in den Sklerotomen darin, dass die Apo-
ptosen iiberwiegend in der lateralen und ventralen Subdomine (Abb. 27A), die Mitosen dagegen

tiberwiegend in der zentralen Subdoméane anzutreffen sind (Abb. 27B).
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Abb. 22: Tupaia belangeri. A: Seitansicht der dreidimensionalen Rekonstruktion von Apoptosen (rot, Radius Sfach) und
Mitosen (gelb, Radius 3fach) in der Chorda dorsalis (Cd) des Phase-3-Embryos DPZ 623/9B, Befundung zwischen
Okzipitalregion (obere Grenze: griine Linie) und kaudalem Ende der Chorda dorsalis. B: Schema: Apoptosen (mit zuneh-
mender Haufigkeit von rosa zu rot) und Mitosen (mit zunehmender Haufigkeit von blassgelb zu gelb) in der Chorda dorsa-
lis von Embryonen der Phasen 1 (DPZ 754/1A), 2 (DPZ 948/8A), 3 (DPZ 623/9B) und 4 (DPZ 743/1A). Auf eine kranio-
kaudale Proliferationswelle mit eng assoziierter erster Apoptosewelle (Phase 1 bis 4) folgt eine zweite Apoptosewelle (Be-
ginn: Phase 3). A, Augenbldschen; D, Dienzephalon; K, kokzygeal; L, lumbal; M, Mesenzephalon; O, okzipital; P, Pros-
enzephalon; R, Rhombenzephalon; RM, Riickenmarksanlage; S, sakral; Stern, Position des in Abgliederung begriffenen
Somiten SO; T, thorakal; Z, zervikal. Maf3stab= 100 pm.
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lateral

Abb. 23: Tupaia belangeri, Ventral- (A) und Lateralansichten (B) dreidimensional rekonstruierter Apoptosen (rot, Radius
3fach) und Mitosen (gelb, Radius 1fach) in vollstdndig epithelialen Somiten (grau, transparent, linke Korperseite, Phase
1, DPZ 754/1A); (C) Kolorierter Semidiinnschnitt (1 pum, Himatoxylin/Heidenhain; Phase 2, DPZ 948/8A). Apoptosen
sind rar und liberwiegend randstédndig im Somitenepithel angeordnet (A, B, weille Pfeilkopfe in C). Die zahlreichen Mito-
sen finden sich dagegen iiberwiegend zentral (A, B, schwarze Pfeilkopfe in C), nahe des Somitozols (griin). Cd, Chorda
dorsalis; NR, Neuralrohr; OE, Oberflichenektoderm; T, thorakal; SO, in Abgliederung begriffener Somit; Z, zervikal.
MaBstibe =25 pm.
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Abb. 24: Tupaia belangeri, dreidimensionale Rekonstruktionen von Apoptosen (rot, Radius 4fach) und Mitosen (gelb, Ra-
dius 1,5fach) im Sklerotom (A, D: hellblau; B, C, E, F: Sklerotommarkierung ausgeblendet) von Embryonen der Phasen
1 (DPZ 754/1A, A-C) und 2 (DPZ 984/8A, D-F). Apoptosen treten zunéchst sparlich (B, Phase 1), dann zahlreicher (E,
Phase 2) tiberwiegend in der lateralen Sklerotomhélfte auf. Dagegen sind Mitosen von Anfang an zahlreich vorhanden (C,
F). In D-F wurde das Neuralrohr (NR) virtuell geschnitten. Hellgrau, Dermomyotom; O, okzipital; T, thorakal; Z, zer-
vikal. MaB3stdbe =50 pm.



Abb. 25: Tupaia belangeri, dreidimensionale Rekonstruktionen von Apoptosen (Radius 5fach) und Mitosen (Radius
2fach) im Sklerotom, linke Korperseite, Phase 3, DPZ 623/9B. A: Medialansicht: Apoptosehdufungen (rot) finden sich in
der lateralen Subdomaéne (Okzipitalsomit (O) 2 bis Thorakalsomit (T) 8) bezichungsweise in der lateralen Sklerotomhalf-
te (T9 bis Lumbalsomit (L) 1). Dagegen sind Apoptosen in der dorsalen Subdoméne (rot) sowie in Spinalganglienanlagen
(griin in weiler Umrandung) rar. B: Ventralansicht: Weitere Apoptosehdufungen in der lateralen und ventralen Subdo-
méne (O2 bis T3). C: Medialansicht: Mitosen (gelb) treten besonders zahlreich in der zentralen Subdoméne auf. Beachte
auch Mitosen (lila) unter migrierenden Neuralleistenzellen beziehungsweise in Spinalganglienanlagen. D: Ventralan-
sicht: Mitosehdufungen in der ventralen Subdoméne (Hohe: O4 bis Zervikalsomit (Z) 7). Cd, Chorda dorsalis; dm, dorso-
medial; ka, kaudal; kr, kranial; NR, Neuralrohr (grau, transparent); S, sakral; vl, ventrolateral. MafBstdbe = 100 pm.




Abb. 26: Tupaia belangeri, dreidimensionale Rekonstruktionen von Apoptosen (Radius 5fach) und Mitosen (Radius

2fach) im Sklerotom, linke Korperseite, Phase 4, DPZ 743/1A. A: Medialansicht: Apoptosehdufungen (rot) finden sich in

der lateralen Subdomaine (Okzipitalsomit (O) 4 bis Thorakalsomit (T) 13). Dagegen sind Apoptosen in der dorsalen Sub-

doméne (rot) sowie in Spinalganglienanlagen (griin in weiler Umrandung) rar. B: Ventralansicht: Weitere Apoptosehéu-

fungen in der lateralen und ventralen Subdoméne (04 bis Zervikalsomit (Z) 8). C: Medialansicht: Mitosen (gelb) treten be-
sonders zahlreich in der zentralen Subdoméne auf. Beachte auch Mitosen (lila) unter migrierenden Neuralleistenzellen be-
ziehungsweise in Spinalganglienanlagen. D: Ventralansicht: Mitosehdufungen in der ventralen Subdoméne (Hohe: O3

bis T1). Verglichen mit DPZ 623/9B ist das Apoptosemuster gleichartig, aber quantitativ erheblich schwicher ausge-

bildet. Das Neuralrohr wurde kaudal des Sakralsomiten (S) 2 virtuell geschnitten (griine Linie in A, C). Cd, Chorda
dorsalis; dm, dorsomedial; ka, kaudal; kr, kranial; L, lumbal; NR, Neuralrohr (grau, transparent); vl, ventrolateral; Z, zer-
vikal. MaBstdbe =100 pm.
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Abb. 27: Tupaia belangeri, Verteilungsmuster von Apoptosen (rot, Radius 4fach, A) und Mitosen (gelb, Radius 1,5fach,
B) in den Subdoménen des Sklerotoms (weiler Umriss). Aufsicht auf dreidimensional rekonstruierte zelluldre Ereignisse
in Hohe des ersten zervikalen Sklerotoms von DPZ 623/9B (Phase 3) - durch Einfiihrung kiinstlicher Schnittebenen aus
der Gesamtrekonstruktion ,,isoliert*. A: Apoptosen sind in der lateralen (2) und ventralen Subdoméne (3) zahlreich, in der
dorsalen (4) und zentralen Subdomine (1) vergleichsweise rar. B: Dagegen hiufen sich Mitosen besonders in der
zentralen Subdoméne. DM, Dermomyotom; hellgrau, Spinalganglienanlage; NR, Neuralrohr; Stern, Chorda dorsalis.
MaBstab= 50 pm.
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1. 2.7 Apoptose im Dermomyotom

Im Phase-1-Embryo DPZ 754/1A sind Apoptosen in jungen Dermomyotomen, die nur angedeutete
Lippen aufweisen (Z1 bis Z4), wie zuvor im Epithel der Somiten, bevorzugt basal lokalisiert. Die
Zahl dieser Apoptosen ist gering und nimmt, bei gleichzeitig angedeuteter Konzentration auf die

Lippen, in den Dermomyotomen von O1 bis O4 sogar noch ab (Abb. 28B).

In den jungen Dermomyotomen (T1 bis T3) sowie in den epithelialen Somiten des Phase-2-Em-
bryos DPZ 948/8 A nimmt die Zahl apoptotischer Zellen, verglichen mit dem Phase-1-Embryo DPZ
754/1A, merklich zu (Abb. 28E). Beibehalten wird die liberwiegend basale, ansonsten aber regello-
se Anordnung apoptotischer Zellen, die erst kranial von T2 eine Bevorzugung der Dermomyotom-
lippen erkennen ldsst. Allerdings geht die Zahl apoptotischer Zellen in diesen kranialen Dermomyo-

tomen wiederum erheblich zuriick (Abb. 28E).

In den Dermomyotomen des Phase-3-Embryos DPZ 623/9B sind die Apoptosemuster bilateral sym-
metrisch, rechtsseitig aber massiver als auf der linken Korperseite ausgebildet. Der Phase-4-Embryo
DPZ 743/1A ist dem Phase-3-Embryo DPZ 623/9B hinsichtlich des Entwicklungsstandes auf3eror-
dentlich nahe. Die Apoptosemuster beider Embryonen weisen iiberwiegend, aber keineswegs aus-
nahmslos, hohe Ubereinstimmungen auf. Quantitativ stehen die auf beiden Korperseiten des Phase-
4-Embryos gefundenen Apoptosemuster hinter den im Phase-3-Embryo nachweisbaren Apoptose-
mustern zurtick (1683 versus 5830 apoptotische Korper). Um die aus den genannten Griinden selbst
mit Hilfe dreidimensionaler Rekonstruktionen schwierig durchfiihrbare Analyse dieser Apoptose-
muster (Abb. 29) zu erleichtern und nicht zuletzt auch, um Uberinterpretationen von Einzelbefun-
den zu vermeiden, haben wir die in den Dermomyotomen der Phase-3- und Phase-4-Embryonen
nachgewiesenen Apoptose- und Proliferationsmuster zusétzlich schematisch zusammengefasst und
einander gegeniiber gestellt (Abb. 30). Mit Hilfe dieser Schemata werden im Folgenden iiberein-
stimmende oder abweichende Befunde aus den Phasen 3 und 4 erldutert, mit Folgebefunden im
Phase-5-Embryo DPZ 5061/C (Abb. 31) verglichen und in der Diskussion zusammenhédngend be-

wertet.

Ein moglicher Zusammenhang zwischen der De-epithelialisierung des Dermomyotoms und dem
Auftreten von Apoptoseereignissen ldsst sich zunéchst kranial von Z8 aufzeigen (Abb. 30). Hier
schreitet die De-epithelialisierung in den Phasen 3 und 4 von ventral nach dorsal voran. Diesem De-
epithelialisierungsprozess geht, allerdings unter Auslassung der VLL, eine gleichfalls von ventral

nach dorsal fortschreitende Apoptosewelle voraus.
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Aus diesem Befund ergeben sich zwei Anschlussfragen. Zunéchst miisste tiberpriift werden, ob
auch weit kaudal lokalisierte Dermomyotome, die, wie die eben betrachteten Dermomyotome krani-
al von Z8, nur epaxiale Myotome entwickeln werden, dhnliche zeitlich-rdumliche Zusammenhénge
zwischen ihrer De-epithelialisierung und dem Auftreten von Apoptoseereignissen aufweisen. Diese
Frage kann mit Hilfe des aktuell verfiigbaren Untersuchungsmaterials nicht geklart werden. Die
zweite Frage befasst sich mit dem Problem, ob Myoblasten, die sich kranial von Z8 von der VLL
ableiten, einer ,,apoptotischen Selektion* unterzogen werden. Aus den bisher angefertigten Rekon-
struktionen geht hervor, dass myoblastische Vorlduferzellen kranial von Z8 nicht innerhalb der
VLL (Abb. 28B, E; 30), sondern erst nach Verlassen der VLL, das hei3t wihrend der Wanderung

zu ihren Zielgebieten, apoptotisch selektioniert werden (Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz zu myoblastischen Vorlduferzellen kranial von Z8 werden Vorlduferzellen mutmal-
lich hypaxialer Myoblasten, die in der Rumpfregion durch De-epithelialisierung aus der VLL her-
vorgehen, offenbar bereits innerhalb der VLL eliminiert (Abb. 29A, 30). Apoptoseereignisse in der
VLL, die hierfiir verantwortlich sein konnten, finden sich sowohl im Phase-3-Embryo DPZ 623/9B
als auch im Phase-4-Embryo DPZ 743/1A mindestens zwischen Z8 und L1 (Abb. 30). Allerdings
bildet sich diese Apoptosehdufung in der VLL in dem MalBe zuriick, in dem Vorlduferzellen in das
hypaxiale Myotom integriert werden (Phase 5, DPZ 5061/C: Abb. 31A). Auch im Rumpfbereich
durchlduft die VLL demnach eine, verglichen mit Dermomyotomen oberhalb von Z8, spite ,,Apo-
ptose-freie* Phase. Aus den Rekonstruktionen geht nicht hervor, ob und in welchem Ausmal} auch
in dieser spiten Phase Myoblasten aus der VLL hervorgehen. Daher bleibt ungekldrt, ob die ab-
schlieBende De-epithelialisierung der VLL und des zentralen Dermomyotoms durch Auswanderung

von Myoblasten und/oder Vorlduferzellen der Dermisanlage erfolgt.

In den Dermomyotomen der Phase-3- und Phase-4-Embryonen finden sich kaudal von Z7 zusitzli-
che Apoptosehdufungen, die der De-epithelialisierung des zentralen Dermomyotoms vorangehen
(Abb. 30). Sie erstrecken sich mindestens bis T7 (Phase 3, DPZ 623/9B) bezichungsweise T13
(Phase 4, DPZ 743/1A). Im Phase-3-Embryo DPZ 623/9B sind diese Apoptosefoki zunédchst auf das
Zentrum jiingerer Dermomyotome beschrinkt (T7), dehnen sich aber praktisch auf das gesamte
zentrale Dermomyotom aus (Z8 bis T5). Da die De-epithelialisierung des zentralen Dermomyotoms
zentrifugal ablduft, gehen Apoptoseereignisse dieser De-epithelialisierung grundsétzlich voraus
(vergleiche Phase 3, DPZ 623/9B: Abb. 30 und Phase 5, DPZ 5061/C: Abb. 31A). Zwei Einschrin-
kungen miissen allerdings gemacht werden. Erstens ist das sequenzielle Auftreten von Apoptose
und De-epithelialisierung in dem insgesamt ,,Apoptose-drmeren‘ Phase-4-Embryo DPZ 743/1A nur
bedingt nachvollziehbar, weil Apoptosen hier, neben regelhaft vorhandenen Herden in der VLL, le-

diglich fokal in zentralen Abschnitten des zentralen Dermomyotoms auftreten (Abb. 30). Zweitens
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ist der Entwicklungssprung zwischen den Phasen 3 und 4 einerseits und der Phase 5 andererseits zu
groB3, um Latenz- oder Uberlappungszeiten zwischen Apoptose und De-epithelialisierung enger ein-

grenzen zu konnen.

Zeitliche und rdumliche Zusammenhidnge zwischen dem Auftreten von Apoptoseereignissen und
Entwicklungsprozessen der DML wurden bisher lediglich fiir Dermomyotome kranial von Z8 be-
trachtet (Phasen 3 und 4: Abb. 30). Hier, und auch im Phase-5-Embryo DPZ 5061/C (Abb. 31A),
gehen Apoptoseprozesse der De-epithelialisierung der DML voraus. Dagegen finden sich im
Rumpfbereich der rekonstruierten Embryonen der Phase 2 (DPZ 948/8A; Abb. 28D), Phase 4 (DPZ
743/1A: Abb. 30) und der Phase 5 (DPZ 5061/C: Abb. 31) sowohl vor (Phasen 2 und 4) als auch
nach Etablierung des epaxialen Myotoms (Phase 5) praktisch keine oder hochstens einige wenige
Apoptoseereignisse in der DML. Es ist aber nicht auszuschlieBen, dass die De-epithelialisierung der
DML im Rumpfbereich erst im Anschluss an Phase 5 von Apoptosehdufungen eingeleitet und/oder
begleitet wird. Aulerdem zeigt mindestens der Phase-3-Embryo DPZ 623/9B sporadisch Apoptosen
in der DML thorakaler Dermomyotome (Abb. 30). Der gravierendste Unterschied zwischen den
hinsichtlich ihres Entwicklungsstandes besonders nahen Embryonen der Phasen 3 und 4 (DPZ
743/1A) besteht jedoch darin, dass nur der Phase-3-Embryo DPZ 623/9B {iber massive Apoptose-
vorkommen in der DML und/oder in dorsalen Abschnitten des zentralen Dermomyotoms verfiigt

(T13 bis L4, Abb. 30).

1. 2.8 Proliferation im Dermomyotom

In jiingeren Dermomyotomen (Phase 1, DPZ 754/1A: Z1 bis Z4, Abb. 28C; Phase 2, DPZ 948/8A:
T1 bis T3, Abb. 28F) sind die Mitosen, wie zuvor in den epithelialen Somiten, zahlreich und {iber-
wiegend zentral konzentriert. In reiferen Dermomyotomen der Phase-1- und Phase-2-Embryonen
treten Mitosen — einschlieBlich des im Phase-1-Embryo DPZ 754/1A linksseitig doppelt ausgebilde-
ten Somiten O2 — bevorzugt in den Dermomyotomlippen auf (Abb. 28C, F).

Auch in den Dermomyotomen von Embryonen der Phasen 3 (DPZ 623/9B) und 4 (DPZ 743/1A)
sind mitotische Zellen zunéchst zentral und anschlieBend zunehmend Lippen-betont angeordnet
(Abb. 30). Allerdings verfiigen diese beiden Embryonen, im Gegensatz zu Embryonen der Phasen 1
und 2, iiber eine grofle Zahl von Dermomyotomen, aus deren Lippen bereits Myotome hervorgegan-
gen sind. Insofern kénnen die in den Dermomyotomen nachweisbaren Proliferationsmuster der Pha-
se-3- und Phase-4-Embryonen besser als in den jiingeren Embryonen daraufhin iiberpriift werden,

inwieweit sie mit konkurrierenden Modellen zur Myotomentwicklung ,,vereinbar* sind.
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Zur Erleichterung dieser Analyse wurden die rekonstruierten Proliferationsmuster zusétzlich in
schematischer Form zusammengefasst (Abb. 30). Hierbei zeigte sich, dass der unmittelbar vor Be-
ginn der Myotomentstehung (Phase 3, DPZ 623/9B: T9; Phase 4, DPZ 743/1A: T10) erfolgende
Umschwung von zentrischen zu Lippen-betonten Mitosehdufungen zunichst bevorzugt die DML
und VLL erfasst. Anschlieend treten, teils hiermit tiberlappend, teils alternativ hierzu, Mitosehéu-
fungen auch in kranialen und/oder kaudalen Dermomyotomlippen auf. Wiederum kranial hiervon
treten Lippen-betonte Mitosehdufungen zugunsten einer eher diffusen Verteilung von Mitosen zu-
riick. Solche diffusen Proliferationsmuster behalten — kranial von Z8 — auch die noch epithelialen
Abschnitte der bereits im Prozess der De-epithelialisierung stehenden Dermomyotome bei. Auch in
den noch erhaltenen Dermomyotomabschnitten des Phase-5-Embryos DPZ 5061/C sind zahlreiche,
diffus verteilte Mitosen nachweisbar (Abb. 31B).

1. 2.9 Apoptose und Proliferation im Myotom

Héaufungen von Apoptosen und/oder Mitosen in den Myotomen finden sich erstmals im Phase-3-
Embryo DPZ 623/9B (Abb. 32A). In den rekonstruierten Embryonen der Phasen 3 und 4 (DPZ
743/1A: Abb. 32B) sind zwischen O2 und T9 beziehungsweise T10 iiberwiegend epaxiale Myoto-
me ausgebildet. Haufungen apoptotischer Zellen treten fast ausschlieBlich in der ventralen Hailfte

dieser Myotome auf. Thre Zahl nimmt von kaudal nach kranial zu.

Der Phase-5-Embryo DPZ 5061/C (Abb. 32C) besitzt neben epaxialen (O2 bis L2) auch hypaxiale
Myotome (Z8 bis mindestens T13). Innerhalb der epaxialen Myotome sind Apoptosehdufungen,
wie in den Phasen 3 (DPZ 623/9B: Abb. 32A) und 4 (DPZ 743/1A: Abb. 32B), mehrheitlich ventral
lokalisiert, brechen aber, anders als in den Phasen 3 und 4, in mehreren zervikalen Myotomen weit
nach dorsal aus. Insgesamt nimmt die Zahl apoptotischer Zellen in den epaxialen Myotomen des
Phase-5-Embryos DPZ 5061/C zwischen T9 und O2 in kranialer Richtung zu. In den hypaxialen
Myotomen des Phase-5-Embryos DPZ 5061/C sind nur vereinzelt Apoptosen nachweisbar.

In den Myotomen der rekonstruierten Embryonen der Phasen 3 (DPZ 623/9B: Abb. 32A) und 4
(DPZ 743/1A: Abb. 32B) steigt die Zahl mitotischer Zellen tendenziell von kaudal nach kranial an,
ist aber insgesamt noch sehr gering. Mitotische Zellen treten bevorzugt in der Peripherie der Myoto-
me, das heilt in enger Nachbarschaft zu den Lippen der Dermomyotome auf. Auch im Phase-5-Em-
bryo DPZ 5061/C (Abb. 32C) nimmt die Zahl mitotischer Zellen in den epaxialen Myotomen (L2
bis 02) in kranialer Richtung zu. Insbesondere in den rein epaxialen Myotomen von O2 bis Z7 sind
diese Mitosen, im Gegensatz zu den iiberwiegend ventral konzentrierten Apoptosen, mehrheitlich
dorsal anzutreffen. In den hypaxialen Myotomen steht die hohe Proliferationsrate in starkem Kon-

trast zu dem minimalen Apoptoseautkommen (Abb. 32C).



Abb. 28: Tupaia belangeri, dreidimensionale Rekonstruktionen von Apoptosen (rot, Radius 4fach) und Mitosen (gelb,
Radius 1,5fach) im Dermomyotom (A, D: griin, B, C, E, F: griin, transparent) von Embryonen der Phasen 1 (DPZ 754/1A,
A-C)und 2 (DPZ 948/8A, D-F). Apoptosen sind in ,,jungen* Dermomyotomen (B: Zervikalsomit (Z) 1 bis Z4, E: Tho-
rakalsomit (T) 1 bis T3) regellos angeordnet, in ,,reiferen” Dermomyotomen (A: Okzipitalsomit (O) 1 bis O4, C: O1 bis
Z8) - bei abnehmender Zahl - auf die Lippen des Dermomyotoms konzentriert. Tendenziell &hnlich sind die Mitosen in
»ungen“ Dermomyotomen (C: Z1 bis Z4, F: T1 bis T3) iiberwiegend zentral, und in ,,reiferen* Dermomyotomen, wie die
Apoptosen, vorrangig in den Lippen der Dermomyotome lokalisiert. In D-F wurde das Neuralrohr (NR) virtuell geschnit-
ten. MaBstabe =50 pm.
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Abb. 29: Tupaia belangeri, Apoptosen und Mitosen im Dermomyotom, Phase 3, DPZ 623/9B. A: Semidiinnschnitt (1
pum, Hamatoxylin/Heidenhain; Schnittebene: weifle Linie in B). Apoptotische Korper (weiie Pfeilkdpfe) sowie Mitosen
(schwarze Pfeilkopfe) in der ventrolateralen Lippe der thorakalen (T) Dermomyotome 3 und 4. B: Lateralansicht drei-
dimensional rekonstruierter Apoptosen (rot, Radius 4fach) und Mitosen (gelb, Radius 1,5fach) in den Dermomyotomen
(griin, transparent) und Myotomen (magenta) der rechten Korperseite zur Ubersicht. Fiir die detaillierte und sche-
matisierte Auswertung siche Abb. 30. dm, dorsomedial; ka, kaudal; kr, kranial; L, lumbal; O, okzipital; vl, ventrolateral,
Z,zervikal. Malistdbe: A=25 pm; B=100 pm.
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Abb. 30: Tupaia belangeri, Verteilung von Apoptosen (mit zunehmender Haufigkeit von rosa zu rot) und Mitosen (mit zu-
nehmender Haufigkeit von blassgelb zu gelb) in den Dermomyotomen (schwarz umrandete Rechtecke) der rechten Kor-
perseite des Phase-3-Embryos DPZ 623/9B (linke Spalte) und des Phase-4-Embryos DPZ 743/1A (rechte Spalte). Die
detaillierte Befunddarstellung im Haupttext unterscheidet zwischen Dermomyotomen, aus denen entweder epaxiale und
hypaxiale Myotome (Zervikalsomit (Z) 8 bis mindestens Thorakalsomit (T) 13) oder ausschlieBlich epaxiale Myotome
(Okzipitalsomit (O) 2 bis Z7) hervorgehen. Beachte den Fortschritt der De-epithelialisierung (grau) der Dermomyotome
sowie den Entwicklungsstand der Myotome (gepunktete Rechtecke). dm, dorsomedial; ka, kaudal; kr, kranial; L, lumbal;
vl, ventrolateral.



Abb. 31: Tupaia belangeri, Lateralansichten dreidimensionaler Rekonstruktionen von Apoptosen (rot, Radius 5fach, A)
und Mitosen (gelb, Radius 2fach, B) in Dermomyotomen (griin, transparent) des Phase-5-Embryos DPZ 5061/C der rech-
ten Korperseite (Okzipitalsomit (O) 2 bis Lumbalsomit (L) 2: Ende der Schnittserie). A: Diskrete Apoptosehdufungen fin-
densich (1) in der dorsomedialen Lippe (offene Pfeilkopfe) kranialer Dermomyotome (O4 bis Thorakalsomit (T) 1), (2) in
der ventrolateralen Lippe (weille Pfeilkopfe) kaudaler Dermomyotome (T10 bis L2) sowie (3) unmittelbar angrenzend an
zentrale De-epithelialisierungszonen der Dermomyotome T8 bis T12. B: Verglichen mit den Apoptosen, finden sich
Mitosen deutlich zahlreicher in allen (noch) epithelial verbliebenen Dermomyotomabschnitten. dm, dorsomedial; ka, kau-
dal; kr, kranial; magenta, Myotome; vl, ventrolateral; Z, zervikal. MaBstab =250 um.




Abb. 32: Tupaia belangeri, Medialansichten dreidimensionaler Rekonstruktionen von Apoptosen (rot, Radius 5fach) und
Mitosen (gelb, Radius 2fach) in Myotomen (magenta, transparent) der linken Korperseite von Embryonen der Phasen 3
(DPZ 623/9B: A), 4 (DPZ 743/1A: B)und 5 (DPZ 5061/C: C). A, B: In den (in Phase 3 und 4 noch durchgehend dominie-
renden) epaxialen Myotomen steigt die Zahl apoptotischer und mitotischer Zellen von kaudal nach kranial an. Apoptosen
sind vorrangig in der ventralen Myotomhilfte, Mitosen liberwiegend an den Myotomréndern lokalisiert. C: In den hyp-
axialen Myotomen des Phase-5-Embryos (Zervikalsomit (Z) 8 bis mindestens Thorakalsomit (T) 13) treten Apoptosen
praktisch nicht, Mitosen aber sehr zahlreich auf. In den epaxialen Myotomen nimmt die Zahl von Apoptosen und Mitosen,
wie in den Phasen 3 (A) und 4 (B), von kaudal nach kranial zu. Die Apoptosen sind (wiederum) vorrangig in der ventralen
Halfte, die Mitosen (jetzt) dagegen liberwiegend in der dorsalen Hilfte epaxialer Myotome lokalisiert. dm, dorsomedial,;
ka, kaudal; kr, kranial; L, lumbal; O, okzipital; v, ventrolateral. MafB3stdbe =200 um.
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V. DISKUSSION

V. 1. Methodische Rahmenbedingungen

Fiir die Erhebung von Befunden zur Morphogenese der Somiten verwenden viele Arbeitsgruppen
whole-mount-Techniken, bei denen Embryonen spezifisch vorbehandelt und anschlieend im Gan-
zen fotografiert und analysiert werden. Durch Anwendung solcher Techniken, die zudem den Vor-
teil einer relativ raschen Durchfiihrbarkeit haben, konnten erhebliche Fortschritte bei der Entschliis-
selung und Dokumentation der Expressionsmuster von Genen, die in die Somitogenese eingreifen,
erzielt werden (Palmeirim et al. 1997, Saga et al. 1997). Auch embryonale Fehlbildungen von So-
miten und ihren Derivaten konnen, sofern ihr Phéanotyp nicht allzu diskret ist, am whole mount
rasch an einer gro3en Zahl von Individuen nachgewiesen werden (Burgess et al. 1996, Chiang et al.
1996, Asakura und Tapscott 1998). Die Beantwortung der Fragestellungen der vorliegenden Arbeit
verlangte jedoch eine andere Herangehensweise. Beispielsweise sollte die Bildung intersomitischer
Spalten auf Einzelzellniveau analysiert und die Position von Apoptosen oder Mitosen im paraxialen
Mesoderm mdglichst exakt (und ohne storende Uberprojektionen) bestimmt werden. Dariiber hi-
naus sollten auch rdumlich ausgedehntere Organanlagen im intermedidren Mesoderm sowie in den
Seitenplatten auf Einzelzellniveau analysiert und im Zusammenhang mit der Morphogenese der So-
miten dargestellt werden. Solche Fragestellungen konnen mit Hilfe des von unserer Arbeitsgruppe
etablierten und in Vorarbeiten erfolgreich eingesetzten dreidimensionalen Rekonstruktionssystems
»Huge Image* (Knabe et al. 2002, 2009, Siiss et al. 2002, Washausen et al. 2005, Scheffel 2009)

optimal bearbeitet werden.

Fiir den Nachweis proliferierender oder apoptotischer Zellen steht mittlerweile eine Vielzahl von
Methoden fiir die Routinediagnostik zur Verfligung. Ihr Spektrum reicht von Struktur-basierten An-
sitzen bis hin zur Anwendung biochemischer Verfahren (zur Ubersicht: Alison 1995, Iatropoulos
und Williams 1996, Stadelmann und Lassmann 2000, Shtilbans et al. 2010). Die vorliegende Arbeit
bendtigt hochauflosende Techniken zur Struktur-basierten zelluldren Diagnose nicht nur fiir die
Identifikation von apoptotischen und proliferierenden Zellen, sondern bereits auch bei der Erhebung
der basalen anatomischen Verhéltnisse in den untersuchten Organanlagen. Beispielsweise ist es
zwingend erforderlich, zwischen epithelialen und mesenchymalen Zellverbanden sicher unterschei-
den zu konnen. Aus diesen Griinden kamen die routinemédfig in histologischen Laboren eingesetz-
ten Einbettungs- und Schneideverfahren zur Herstellung von Paraffinschnittserien von Anfang an
nicht in Betracht. Stattdessen verwenden wir extrem diinne Serienschnitte (Schnittdicke = 1 um),
deren Ausgangsmaterial fiir die Transmissionselektronenmikroskopie eingebettet wurde, die aber
lichtmikroskopisch bei maximaler Auflosung analysiert werden kénnen. Hierdurch ist einerseits si-

chergestellt, dass zellulire Befunde mit der erforderlichen Prézision erhoben werden konnen. An-
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dererseits erlaubt der lichtmikroskopische Zugang, im Gegensatz zur Transmissionselektronenmi-

kroskopie, die Analyse raumlich ausgedehnter Organanlagen.

V. 2. Segmentierung des paraxialen Mesoderms

V.21 Okzipitalsomiten

Die Kenntnis der segmentalen Identitdt von Somiten ist nicht nur fiir die formale Beschreibung der
Somitogenese wiinschenswert, sondern, wie im Falle anderer metamer gegliederter Strukturen auch,
Ziel eigenstindiger und in hohem Mafle interessanter Forschungsprojekte. Im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit, die sich erstmals detailliert mit der Morphogenese der Somiten bei Tupaia belangeri
auseinandersetzt, musste deshalb zunichst die Frage gekldrt werden, wie viele Okzipitalsomiten
maximal ausgebildet werden. Bei anderen Tiermodellen wird nicht nur diese Frage, sondern auch
das Schicksal okzipitaler Somiten kontrovers diskutiert (Hunter 1935, Arey 1938, Reiter 1944, Ha-
milton und Hinsch 1956, Sensenig 1957, Hazelton 1970, Schemainda 1979, Miiller F und O’Rahilly
1994, 2003, Huang et al. 1997, 2000).

Beim Haushuhn sind iibereinstimmend maximal fiinf Okzipitalsomiten nachgewiesen worden (Ha-
zelton 1970, Noden 1983, Lim et al. 1987, Christ et al. 1988, Christ und Wilting 1992, Couly et al.
1993, Huang et al. 2000). Gleiches gilt fiir die Wachtel (Wilting et al. 1995). Im Gegensatz hierzu
sollen sowohl Eidechsen (van Bemmelen 1889) als auch zahlreiche Sdugetiere lediglich iiber vier
Okzipitalsomiten verfiigen (Labormaus: Kessel und Gruss 1991, Lufkin et al. 1992; Laborratte:
Butcher 1929, Fukiishi und Morriss-Kay 1992; Hamster: Shedden und Wiley 1987; Kaninchen:
Hunter 1935; Katze: Bates 1948). Auch bei menschlichen Embryonen sollen maximal vier Okzipi-
talsomiten vorkommen (Sensenig 1957, O’Rabhilly und Miiller F 1984, 2003, Miiller F und O’Rahil-
ly 1986, 2003). Abweichend hiervon postulieren allerdings sowohl Reiter (1944) als auch Christ
und Wilting (1992) die Existenz von fiinf Okzipitalsomiten.

Folgende in der Literatur beschriebene Kriterien, die nach Auffassung der Autoren dafiir sprechen,
dass (nur) vier Okzipitalsomiten existieren, sind auch bei Tupaia-Embryonen erfiillt (Abb. 2): (1) In
der Okzipitalregion werden keine Spinalganglien ausgebildet (Kaninchen: Hunter 1935; Mensch:
Miiller F und O’Rahilly 1980, 1994, O’Rahilly und Miiller F 1984, 2007). (2) Die erste zervikale
Spinalganglienanlage ist kleiner als alle kaudal folgenden Spinalganglienanlagen (Mensch:
O’Rahilly und Miiller F 2003, 2007). (3) Der erste okzipitale Somit (O1) liegt unmittelbar kaudal
von Rhombomer 7 (Mensch: O’Rahilly und Miiller F 1984, Miiller F und O’Rahilly 2003), das

heilt auf Distanz zum otischen Primordium (Laborratte: Fukiishi und Morriss-Kay 1992; Mensch:
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Blechschmidt 1961, Miiller F und O’Rahilly 2003). Abweichend hiervon liegt O1 beim Haushuhn
(fiinf Okzipitalsomiten!) unmittelbar kaudal des otischen Primordiums (Lim et al. 1987, Lumsden
1990, Huang et al. 1997). (4) O1 ist kleiner als alle kaudal folgenden Somiten (Eidechse: van Bem-
melen 1889; Haushuhn: Williams 1910, Huang et al. 1997; Katze: Bates 1948; Mensch: Arey 1938,
Sensenig 1957). (5) Von O2 abwirts nimmt die Grofe der tibrigen Okzipitalsomiten zu (Haushuhn:
Platt 1889; Laborratte: Butcher 1929; Kaninchen: Hunter 1935; Mensch: Sensenig 1957). Auf
Grund dieser zahlreichen Ubereinstimmungen mit anderen bisher untersuchten Wirbeltieren gehen
wir davon aus, dass Embryonen von Tupaia belangeri iiber maximal vier Okzipitalsomiten verfii-

gen.

Ein weiteres Problem bei der Beurteilung von Okzipitalsomiten besteht darin, dass das Schicksal
von Ol nicht vollstindig geklart ist. Demnach sind Sklerotom, Dermomyotom und Myotom von O1
bei menschlichen Embryonen strukturell ebenso lange nachweisbar wie bei den iibrigen Okzipital-
somiten (O’Rahilly und Miiller F 1984, Miiller F und O’Rahilly 2003). Andere Autoren vertreten
die Auffassung, dass sich Ol friithzeitig ,,auflost™ und beschreiben dieses Phinomen wechselnd als
»disappearance* (Laborratte: Butcher 1929; Haushuhn: Huang et al. 1997), ,dedifferentiation*
(Mensch: Arey 1938), ,,dispersion® (Haushuhn: Hamilton und Hinsch 1956) oder ,,disintegration
(Wachtel: Wilting et al. 1995).

Aussagen iiber das Schicksal von Zellen des ersten okzipitalen Somiten kénnen wir bei Tupaia be-
langeri bisher nicht machen. Bei Tupaia belangeri ,,zerféllt“ O1 zwischen den Phasen 2 (19-Somi-
tenstadium) und 3 (30-Somitenstadium). Bei anderen Spezies finden sich teils {ibereinstimmende,
teils abweichende Angaben tliber den Zeitpunkt dieses ,,Zerfalls“: 6- bis 10-Somitenstadium (Kanin-
chen: Hunter 1935), 7-Somitenstadium (Lachmdéwe: Rex 1905), 9-Somitenstadium (Laborratte:
Butcher 1929), 10-Somitenstadium (Wachtel: Wilting et al. 1995), 10- bis 20-Somitenstadium
(Mensch: Arey 1938), 19- bis 20-Somitenstadium (Mensch: Sensenig 1957), 30-Somitenstadium
(Haushuhn: Hamilton und Hinsch 1956).

V.22 Bildung intersomitischer Spalten

In vielen Vorarbeiten, die sich schwerpunktméfig mit den molekularen Mechanismen der Somito-
genese befassen (zur Ubersicht: Cinquin 2007, Dequéant und Pourquié 2008, Aulehla und Pourquié
2010, Gibb et al. 2010), wird der Prozess der intersomitischen Spaltbildung nicht im zelluldren De-
tail untersucht. Passend zu der Erkenntnis, dass die ,,segmentation clock™ ein Segment nach dem
anderen ,,gebiert”, wird vereinfachend angenommen, dass ein intersomitischer Spalt lediglich ober-
halb des in Entstechung befindlichen Somiten SO existiert (Pourquié und Tam 2001). Diejenigen

Vorarbeiten, die sich eingehender mit dem formalen Ablauf der intersomitischen Spaltbildung aus-
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einandersetzen, kommen zu durchaus unterschiedlichen Ergebnissen. So vertreten Wilson PA et al.
(1989) die Auffassung, dass die Spaltbildung bei Xenopus laevis von lateral nach medial fortschrei-
tet. Bei verschiedenen Vertretern der Familie der Karpfenfische (Cyprinidae) lauft die intersomiti-
sche Spaltbildung moglicherweise unterschiedlich ab. Bei der Prachtbarbe (Barbus conchonius) be-
ginnt sie zentral und dehnt sich anschlieend nach medial und lateral aus (Wood und Thorogood
1994). Beim Zebrafisch (Danio rerio) beginnt sie dagegen, wie bei Xenopus laevis, offenbar lateral
(Stickney et al. 2000, Barrios et al. 2003). Auch die fiir das Haushuhn vorgelegten Befunde sind in-
sofern widerspriichlich, als der Beginn der Spaltbildung einerseits dorsolateral (Lipton und Jacob-
son 1974), andererseits medial angegeben wird (Kulesa und Fraser 2002). Untersuchungen zur Bil-
dung intersomitischer Spalten bei Sdugetieren wurden bisher lediglich fiir die Labormaus publiziert.

Hier schreitet die Spaltbildung von medial nach lateral fort (Tam et al. 1982).

Diese teils libereinstimmenden, teils widerspriichlichen, teils liickenhaften Vorbefunde zum Ablauf
der Bildung intersomitischer Spalten (zur Ubersicht: Kulesa et al. 2007) veranlassten uns, die Spalt-
bildung bei Tupaia belangeri anhand liickenloser Semidiinnschnittserien zu analysieren. Hierbei
stellte sich heraus, dass SO, der definitionsgemif vollstdndig durch einen Spalt von SI getrennt ist,
kaudal keineswegs durchgehend mit dem ungegliederten paraxialen Mesoderm in Verbindung steht.
Stattdessen finden sich auch hier bereits intersomitische Spaltanteile. Allerdings ist der Stand der
Spaltbildung selbst in dreidimensionalen Rekonstruktionen, die wir standardméBig im 8 pum-Inter-
vall durchfiihren, nicht immer vollstdndig beurteilbar. Deshalb haben wir das Analyseintervall auf
2 um verkleinert und zusétzliche zweidimensionale Rekonstruktionen angefertigt (Abb. 4). Hier-
durch konnten wir zeigen, dass die Spaltbildung bei Tupaia belangeri an zwei einander gegeniiber
liegenden Positionen gleichzeitig einsetzt: ventromedial und dorsolateral. Von diesen beiden Aus-
gangspositionen weitet sich der Spalt auf zentrale und — wahrscheinlich zuletzt — auf ventrolaterale

Abschnitte des paraxialen Mesoderms aus (Abb. 5).

Vergleicht man die an Tupaia belangeri erhobenen Befunde mit den vermeintlich widerspriichli-
chen Vorbefunden anderer Arbeitsgruppen, lassen sich mindestens einige dieser ,,Widerspriiche*
unter Einbeziehung methodischer Gesichtspunkte auflosen. Beispielsweise fillt auf, dass sdmtliche
Autoren, die die Bildung intersomitischer Spalten mittels Auflichtmikroskopie in der Dorsalansicht
untersucht haben, einen lateralen Beginn der Spaltbildung favorisieren (Xenopus laevis: Wilson PA
et al. 1989; Zebrafisch: Stickney et al. 2000; Haushuhn: Lipton und Jacobson 1974). Die von Tupa-
ia belangeri angefertigten zweidimensionalen Rekonstruktionen zeigen, dass eine der beiden Start-
positionen dorsolateral lokalisiert ist und dass die zweite, ventromediale Startposition bei aus-
schlieBlicher Betrachtung von dorsal hochstwahrscheinlich iibersehen worden wire (Abb. 5A-C).

Dabher ist es nicht ausgeschlossen, dass auch das Haushuhn, Xenopus laevis und/oder der Zebrafisch
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eine zweite, ventromediale Spaltinitialisierungszone besitzen.

Diejenigen Arbeitsgruppen, die die Spaltbildung live mittels Konfokal- oder Nomarski-DIC-Mikro-
skopie in frontal gefiihrten optischen Schnittebenen beobachtet haben, kommen zu unterschiedli-
chen Ergebnissen. Demnach beginnt die Bildung intersomitischer Spalten beim Haushuhn medial
(Kulesa und Fraser 2002), bei der Prachtbarbe dagegen zentral (Wood und Thorogood 1994). Alter-
nativ erlauben die von Barrios et al. (2003) zur Verfiigung gestellten Videos den Schluss, dass die
Spaltbildung beim Zebrafisch lateral einsetzt. Die kritische Wiirdigung dieser zweiten Befundserie

erfordert eine Spezies-spezifische Besprechung.

Beim Zebrafisch stimmen die einerseits durch konfokale Mikroskopie (Barrios et al. 2003), ande-
rerseits auflichtmikroskopisch (Stickney et al. 2000) erhobenen Befunde dahingehend iiberein, dass
die Bildung intersomitischer Spalten lateral beginnt. Diese Ubereinstimmung ist umso ,,verstindli-
cher®, als der Befundung in beiden Fillen Dorsalansichten zugrunde lagen. Im Umkehrschluss be-
deutet dies, dass eine mogliche zweite, ventromedial lokalisierte Initialisierungszone, die wir bei
Tupaia belangeri nachweisen konnten (Abb. 5), mit hoher Wahrscheinlichkeit in beiden Fallen
tibersehen worden wére. Ob eine solche zweite Spaltinitialisierungszone auch beim Zebrafisch exis-

tiert, muss durch Anschlussuntersuchungen geklért werden.

Angesichts der Tatsache, dass der laterale Beginn der intersomitischen Spaltbildung beim Zebra-
fisch durch zwei unabhingige Methoden {ibereinstimmend festgestellt worden ist, hédtten wir erwar-
tet, dass auch bei anderen Mitgliedern derselben Familie (Karpfenfische, Cyprinidae) prinzipiell
identische Befunde erhoben werden. Stattdessen setzt die Spaltbildung bei der Prachtbarbe offenbar
zentral ein (Wood und Thorogood 1994). Befundet wurde jeweils in zwei frontalen Schnittebenen,
die durch die dorsale beziehungsweise ventrale Hilfte des paraxialen Mesoderms gelegt worden
waren. Dariiber hinaus stellen die Autoren fest (S. 157), dass zentrale Spaltinitialisierungszonen
(,,centres) ,,generally first appear across the entire dorso-ventral axis of the paraxial mesenchyme
at a distance from the notochord, (...)*“. Die vergleichende Wiirdigung legt den Schluss nahe, dass
die Spaltbildungssequenzen bei Tupaia belangeri und mindestens einem Teil der Karpfenfische un-
terschiedlich sind. Beim Haushuhn hatten Lipton und Jacobson (1974) mittels dorsaler Auflichtmi-
kroskopie festgestellt, dass die Bildung intersomitischer Spalten lateral beginnt. Zusédtzlich fanden
diese Autoren in Sagittalschnitten, wie zuvor bereits auch Platt (1889), frilh entstehende dorsale
Spaltabschnitte. Dagegen sprechen sich Kulesa und Fraser (2002) auf der Grundlage konfokal beur-
teilter Frontalebenen fiir einen medialen Beginn der Spaltbildung aus. Ob die Bildung intersomiti-
scher Spalten auch beim Haushuhn, wie die hier am Beispiel von Tupaia belangeri vorgestellten

Befunde nahelegen, von zwei entgegengesetzten Fronten gleichzeitig dorsolateral und ventromedial
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einsetzt, muss durch Anschlussuntersuchungen geklart werden.

Die von Kulesa und Fraser (2002) publizierten Untersuchungen werfen noch einen weiteren interes-
santen Aspekt auf. Demnach scheint die (im Regelfall stillschweigend vorausgesetzte) Annahme,
dass sich ein ,statischer” intersomitischer Spalt plan in der transversalen Ebene erstreckt, flir das
Haushuhn nicht zuzutreffen. Stattdessen wird die Spaltbildung von Zellbewegungen begleitet, die
im Zentrum des paraxialen Mesoderms von kaudal nach kranial, in peripheren Abschnitten des par-
axialen Mesoderms dagegen von kranial nach kaudal gerichtet sind. Hieraus resultiert in Moment-
aufnahmen ein kaudal kugelférmiger Somit SO (,,ball*), der komplementir in den unterlagernden,
konkav zur Pfanne (,,socket®) eingezogenen Somiten S-I eingesenkt ist (Kulesa und Fraser 2002).
Bisher ist nicht bekannt, ob die Somitogenese auch bei anderen Wirbeltieren einem solchen ,,ball-
and-socket“-Modell folgt. Sollte dies der Fall sein, miisste bei der Beurteilung von Befunden in nur
einer Schnittebene bedacht werden, dass der beim Haushuhn beschriebene, unerwarteterweise tem-
porér bogige Verlauf des intersomitischen Spaltes nur in wenigen giinstigen Fillen erfasst werden
kann. Einschrinkungen ergében sich aber auch fiir solche Befunde, die, wie im vorliegenden Fall
am Beispiel von Tupaia belangeri, auf der Grundlage zwei- oder dreidimensionaler Rekonstruktio-
nen erhoben worden sind. Diese letztgenannten Einschrankungen beruhen aber nicht auf prinzipiel-
len Projektions-bedingten Darstellungsschwierigkeiten der Methode, sondern auf der Tatsache, dass
auch sehr detailgetreue Rekonstruktionen lediglich Momentaufnahmen eines biologischen Prozes-
ses einfangen konnen. Um wirklich zu beweisen (oder auszuschlieBen), dass ,ball-and-socket*-
Konfigurationen bei Tupaia belangeri vorkommen, hitte eine den Rahmen der vorliegenden Arbeit

sprengende Zahl von Embryonen rekonstruiert werden miissen.

Wie oben bereits dargelegt, konnte das fiir Tupaia belangeri vorgeschlagene ,,Zwei-Fronten-Mo-
dell“ (Abb. 5), unabhéngig von der ,,ball-and-socket“-Problematik, auch bei anderen Wirbeltieren
fiir die Bildung intersomitischer Spalten relevant sein. Zur Uberpriifung dieser Arbeitshypothese
sind Folgeuntersuchungen erforderlich, die die Spaltbildung auch bei anderen Wirbeltieren dreidi-
mensional erfassen. In diese Untersuchungen sollten auch Mesodermabschnitte kaudal von S-I ein-
bezogen werden. Bei Tupaia belangeri setzt die Spaltbildung am Ubergang S-1/S-II offenbar ven-
tromedial ein (Abb. 6E). Wir kdnnen daher nicht ausschlieBen, dass das ,,Zwei-Fronten-Modell*

nicht strikt simultan, sondern mit geringer zeitlicher Verzégerung sukzessiv ablduft.

Das vorgeschlagene ,,Zwei-Fronten-Modell* wird durch experimentelle Befunde anderer Arbeits-
gruppen zusitzlich gestiitzt. So fiihrt die Inaktivierung des in ventralen Abschnitten des paraxialen
Mesoderms exprimierten Adhdsionsmolekiils paraxiales Protocadherin (PAPC) bei der Labormaus

zu einer Unterdriickung der Spaltbildung in ventralen, nicht aber in dorsalen Abschnitten des par-
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axialen Mesoderms (Rhee et al. 2003). Auch die Entfernung der Chorda dorsalis bei Hiihnerembry-
onen flihrt zu Stérungen im Ablauf der Somitenbildung (Resende et al. 2010). Interessanterweise
besteht diese Storung in einer Verzogerung des Segmentierungsprozesses. Die am Beispiel von Tu-
paia belangeri erhobenen Befunde konnten dazu beitragen, diese Verzogerung zu erklaren. Bei Tu-
paia belangeri geht die Spaltbildung von zwei (offenbar voneinander unabhéngigen) dorsolateralen
und ventromedialen Spaltinitialisierungszonen aus (Abb. 5). Unter Berlicksichtigung aller Signal-
zentren, die nach aktuellem Kenntnisstand Einfluss auf die Morphogenese der Somiten nehmen (zur
Ubersicht: Marcelle et al. 2002), kénnten Spalt-induzierende Faktoren bei Tupaia belangeri einer-
seits von der Chorda dorsalis, andererseits vom dorsalen Oberflichenektoderm abgegeben werden.
Vorausgesetzt, dass beispielsweise die vom Oberflichenektoderm gebildeten Faktoren in der Lage
wiren, dorsal beginnende, letztlich aber vollstindige intersomitische Spalten zu induzieren, so wiir-
de der ,,Wegfall*“ des zweiten, jeweils gegeniiber liegenden Signalzentrums (hier: die von Resende
et al. (2010) bei Hithnerembryonen entfernte Chorda dorsalis) hypothetisch zu einer verlangsamten,

aber doch vollstdndigen Segmentierung des paraxialen Mesoderms fiihren.

V.23 Grenzzellen und mesenchymal-epitheliale Transition (MET)

Offensichtlich existiert ein enger zeitlicher Zusammenhang zwischen der Segmentierung und der
mesenchymal-epithelialen Transition (MET) des paraxialen Mesoderms. Weniger klar ist, ob und
inwiefern kausale Zusammenhinge zwischen beiden Prozessen bestehen. Diese Wissensliicke be-
ruht unter anderem darauf, dass Zellen, die die MET durchlaufen, strukturell und molekular schwie-
rig zu klassifizieren sind. Nicht mehr vollstindig mesenchymale, sondern bereits ,,Epithel-dhnliche*
Vorlduferzellen sind sowohl beim Haushuhn (Christ et al. 1972, Duband et al. 1987, Jacob et al.
1991, Schmidt et al. 2001) als auch bei der Labormaus (Tam et al. 1982) nachgewiesen worden.
Solche Epithel-dhnlichen Zellen unterscheiden sich demnach von Mesenchymzellen dadurch, dass
sie wenige Fortsédtze sowie elongierte, bereits parallel zueinander ausgerichtete Zellkorper besitzen.
Der zwischen Epithel-dhnlichen Zellen zunédchst noch verbleibende Interzellularraum vermindert

sich mit zunehmender epithelialer Differenzierung.

Bellairs (1979) vermutete als Erste, dass ein Zusammenhang zwischen MET und Segmentierung
des paraxialen Mesoderms besteht. Thre rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen von Hiihner-
embryonen belegen, dass ,,elongated cells* zunédchst dorsal und erst verzogert auch ventral im zu-
sammenhédngenden paraxialen Mesoderm auftreten. Diese Beobachtung fiihrte zu der Vermutung,
dass der dorsale Beginn der MET ,,may be related to the fact that segmentation starts dorsally* (S.
235).

Im unsegmentierten paraxialen Mesoderm der Prachtbarbe beobachteten Wood und Thorogood
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(1994) unter Einsatz der Nomarski-DIC-Mikroskopie, dass Zellgruppen mit ,,a “palisade” appea-
rance of the nuclei” (S. 153) zuallererst medial auftreten. Angesichts der Tatsache, dass die Bildung
intersomitischer Spalten bei der Prachtbarbe zentral beginnt (Wood und Thorogood 1994), besteht
fiir einen kausalen Zusammenhang zwischen MET und Spaltbildung kein Anhalt. Stattdessen ver-
muten die Autoren, dass die beobachteten palisadenartig angeordneten Zellen die Abgliederung der
Chorda dorsalis gegen das paraxiale Mesoderm unterstiitzen. Bei Tupaia belangeri eilt die Abglie-
derung der Chorda dorsalis dem Auftreten palisadenartig angeordneter Epithel-dhnlicher Zellen in
medialen Abschnitten des unsegmentierten paraxialen Mesoderms um mehrere Segmenthéhen vo-
raus (vergleiche Abb. 3 und 6). Deshalb ist ein kausaler Zusammenhang zwischen der MET des

paraxialen Mesoderms und der Abgliederung der Chorda dorsalis hier eher unwahrscheinlich.

Das erste definitive Postulat eines Zusammenhanges zwischen der Bildung intersomitischer Spalten
und der MET des paraxialen Mesoderms formulierten Kulesa und Fraser (2002). Mittels konfokal-
mikroskopischer Technik weisen diese Autoren am Beispiel des Haushuhns nach, dass radidr auf
das Zentrum von SO ausgerichtete Epithelzellen zunéchst aufseiten des Spaltes SI/SO sowie in der
dem Neuralrohr zugewandten medialen Wand von SO auftreten. Erst danach dehnt sich die MET in-
nerhalb von SO nach kaudal aus. Kulesa und Fraser dokumentieren dariiber hinaus (2002, Videos im
Supplement, von den Autoren unkommentiert), dass radidr auf das Zentrum von SO ausgerichtete
Epithelzellen in engem zeitlichen und rdumlichen Zusammenhang mit der Spaltbildung SO0/S-I auf-
treten. Vergleichbare Epithelzellen kommen zu diesem Zeitpunkt in kranialen Abschnitten von S-1
nicht vor. Auch bei Tupaia belangeri finden sich radidr angeordnete Zellen mit epithelialem Cha-
rakter zahlreich in kaudalen Abschnitten von S0, sehr viel seltener dagegen in kranialen Abschnit-
ten von S-I (Abb. 6B-D). Zusitzlich konnten wir bei Tupaia belangeri erstmals Populationen Epi-
thel-dhnlicher ,,Grenzzellen* strukturell identifizieren, die an der Bildung intersomitischer Spalten
beteiligt sein konnten. Solche parallel zur Spaltebene ausgerichteten, teils die Spaltposition ,,vor-
wegnehmenden®, teils den eben gebildeten Spalt flankierenden Grenzzellen existieren nicht nur am
Ubergang SO0/S-I (Abb. 6B-D), sondern auch, weniger deutlich ausgeprigt, ,.eine Etage* tiefer (S-
I/S-1I: Abb. 6E) beziechungsweise hoher (SI/S0: Abb. 6F).

Experimentelle Hinweise darauf, dass die Bildung intersomitischer Spalten tatsidchlich durch spezi-
fische, strukturell allerdings noch nicht identifizierte Populationen von Grenzzellen unterstiitzt
wird, liegen bereits vor. Sato et al. (2002) implantierten Wachtelzellen, die aus der prospektiven
Spaltbildungszone S-I/S-II gewonnen wurden, in zentrale Abschnitte prospektiver Somiten von
Hiihnerembryonen. Unter dem Einfluss der transplantierten Zellen entstanden kiinstliche Spalten
auch in solchen Positionen, die bei ungestorter Entwicklung niemals einen ,,intersomitischen Spalt*

ausbilden wiirden. Hierbei treten transplantierte Wachtelzellen entweder nur kaudal oder zusétzlich



-81-

auch kranial eines solchen induzierten Spaltes auf. AusschlieBlich kranial des induzierten Spaltes
auftretende Wachtelzellen wurden dagegen nicht beobachtet. Deshalb postulierten Sato et al. (2002)
die Existenz regulatorisch dominanter, Spalt-induzierender ,,posterior border cells®, die, moglicher-
weise unter Mitwirkung von lunatic fringe, auch Eigenschaften einer postulierten zweiten, an der
Spaltbildung beteiligten Zellgruppe (,,anterior border cells*) bestimmen sollen. Inwieweit die bei
Tupaia belangeri strukturell dokumentierten mutmaBlichen Grenzzellen ein Pendant solcher
»posterior border cells* und/oder ,,anterior border cells* darstellen, muss durch Folgeuntersuchun-
gen geklart werden. Gleiches gilt fiir die Einordnung der schon 1981 bei der Labormaus in der Posi-
tion prospektiver intersomitischer Spalten beschriebenen, transversal orientierten Zellgruppen (Tam
1981). Diese als mesenchymal klassifizierten Zellen sind in derb strukturierten Biindeln angeordnet
und unterscheiden sich daher erheblich von den bei Tupaia belangeri nachgewiesenen Formationen

filigraner Grenzzellen (Abb. 6).

Hinsichtlich der Herkunft der bei Tupaia belangeri in der Position intersomitischer Spalten nachge-
wiesenen mutmaBlichen Grenzzellen sind noch viele Fragen offen. Zeigen kdnnen wir bisher, dass
solche Grenzzellformationen auf Hohe des Spaltes SO/S-I mit Formationen Epithel-&hnlicher Zellen
in Verbindung stehen, die frithzeitig in der medialen Wand von S-I nachweisbar sind. Grenzzellen
konnten sich von solchen medialen Epithelzellen ableiten. Dariiber hinaus konnte der skizzierte Be-
fund einen Schliissel zur Kldarung der Frage liefern, durch welche Morphogeneseprozesse die MET
und die Segmentierung des paraxialen Mesoderms miteinander gekoppelt sind. Wir vermuten, dass
die bei Tupaia belangeri in S-I beobachtete Konstellation kranialer Grenzzellen und Epithel-ahnli-
cher medialer Somitenzellen (Abb. 6B-D) dem am Beispiel des Haushuhns dokumentierten friithzei-
tigen Auftreten ausdifferenzierter Epithelzellen in kraniomedialen Abschnitten von SO vorausgeht
(Kulesa und Fraser 2002). Passend zu dieser Hypothese finden sich auch beim Haushuhn Gruppen
Epithel-dhnlicher Zellen in der medialen Wand von S-I (Kulesa und Fraser 2002: Abb. 3, S. 992,

bezichungsweise Video 4 im Supplement).

Folgeuntersuchungen werden sich auch mit dem Schicksal der bei Tupaia belangeri dokumentierten
Grenzzellen auseinandersetzen. Der vorldufige Befund, dass im Bereich des intersomitischen Spal-
tes SI/SO nicht nur parallel zum Spalt angeordnete Grenzzellen und radidr auf das kiinftige Somiten-
zentrum ausgerichtete Epithelzellen, sondern auch ,,Zwischenformen® vorkommen (Abb. 6F),
spricht dafiir, dass mindestens ein Teil der postulierten Grenzzellen sich zu typischen, radidr ausge-
richteten Epithelzellen des Somiten umgruppiert. Unter Wiirdigung der separat diskutierten Apopto-
sebefunde kommt — zusétzlich oder alternativ — in Betracht, dass mindestens ein Teil der Grenzzel-

len nach erfolgter Spaltbildung apoptotisch eliminiert wird.
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V.24 Apoptosemuster

Schon die friihesten systematischen Untersuchungen zum Vorkommen von Zelltod wéhrend der
Embryonalentwicklung forderten zutage, dass abgestorbene Zellen hiufig im Rahmen von Ab-
schniirungs-, Aushohlungs- oder Verschmelzungsprozessen auftreten (Ernst 1926, Gliicksmann
1951). Allerdings darf das mittlerweile umfangreich dokumentierte Auftreten von (programmier-
tem) Zelltod im Rahmen der frilhen Embryonalentwicklung nicht dariiber hinwegtduschen, dass
schliissige Beweise fiir einen kausalen ,,mechanischen* Beitrag solcher Zelltodereignisse zu den
oben beispielhaft skizzierten Morphogeneseprozessen bis zum heutigen Tage weitgehend ausste-
hen. Eine ausgiebige Erorterung dieser Problematik am Beispiel der besonders kontrovers diskutier-

ten Funktionen von Apoptoseereignissen bei der Fusion der Neuralfalten verfasste Scheffel (2009).

Hinsichtlich mdglicher Beitrdge von Apoptoseereignissen zur Abgliederung von Somiten aus dem
paraxialen Mesoderm lésst sich in der Literatur Folgendes eruieren. Bei Hiihnerembryonen der
Hamburger-Hamilton-(HH)-Stadien (Hamburger und Hamilton 1951) HH10 und HH13 haben Jeffs
und Osmond (1992) das Vorkommen von Apoptosen im unsegmentierten paraxialen Mesoderm
mittels whole-mount-Vitalfirbungen untersucht. Wie spéter auch Hirata und Hall (2000: HH9 bis
HH20), die apoptotische Zellen mit der spezifischeren TUNEL-Methode nachgewiesen haben (Ga-
vrieli et al. 1992), finden Jeffs und Osmond (1992) nur sehr wenige apoptotische Zellen im unseg-
mentierten paraxialen Mesoderm. Ein Beitrag von Apoptoseprozessen zur Segmentierung des par-

axialen Mesoderms ist beim Haushuhn daher unwahrscheinlich.

Beim Zebrafisch stellt sich die Beurteilung der Befundlage komplizierter dar. Hier treten, anders als
beim Haushuhn, zahlreiche TUNEL-positive Apoptosen im unsegmentierten paraxialen Mesoderm
auf (Cole und Ross 2001: 12 bis 22 Stunden nach Befruchtung). Allerdings ist die von den Autoren
unter Verweis auf Gliicksmann (1951) favorisierte morphogenetische Rolle des Zelltodes bei der
Etablierung intersomitischer Spalten in dem publizierten Bildmaterial (Cole und Ross 2001: Abb. 5,
S. 133) schwer nachvollziehbar, weil sich kaum Anhalt fiir ein bevorzugtes Auftreten von Apopto-

seprozessen an den mutmalBlichen Grenzen zwischen prospektiven Somiten findet.

Die am Beispiel von Tupaia belangeri angefertigten dreidimensionalen Rekonstruktionen zeigen,
dass ein Beitrag von Apoptoseereignissen zur Bildung intersomitischer Spalten auch bei dieser Pri-
maten-nahen Spezies eher unwahrscheinlich ist (Abb. 13B, 18D, G; 20A, 21A). Nach unserer Auf-
fassung ist hierflir schon die Zahl nachweisbarer Apoptoseereignisse zu gering. Auch eine praferen-
zielle Positionierung apoptotischer Zellen im Bereich prospektiver intersomitischer Spalten, die ei-
nen solchen funktionellen Zusammenhang wahrscheinlich machen wiirde, ist nicht gegeben. Zu-

satzlich haben wir iiberpriift, ob Spalt-assoziierte apoptotische Zellen unmittelbar nach Etablierung
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des intersomitischen Spaltes gezielt auftreten. Aber auch fiir diese Konstellation, die auf ein pro-
grammiertes Absterben nicht mehr benétigter Grenzzellen hinweisen konnte, fanden wir bisher kei-

nen liberzeugenden Anhalt (Abb. 23A, B).

Kausale Zusammenhinge zwischen dem Vorkommen von Zelltod und der Morphogenese des So-
mitozOls wurden schon frithzeitig vermutet. Entgegen der durch den Namen ,,Somitenhohle* mogli-
cherweise geweckten Erwartungen, handelt es sich hierbei allerdings nicht um einen sekundir ent-
stehenden Hohlraum, sondern um eine von Mesenchymzellen besiedelte zentrale Zone, deren Tex-
tur erheblich lockerer ist als diejenige des umgebenden Somitenepithels (Christ et al. 2007). Zentral
im epithelialen Somiten positionierte Apoptosen, die der Etablierung des Somitozdls vorangingen,
stiinden daher weniger im Dienste einer ,,Kavitation®, sondern triigen eher zur Elimination (mogli-
cherweise falsch spezifizierter) Vorlduferzellen bei, die beim Haushuhn offenbar wenigstens zum

Teil aus dem Somitenepithel hervorgehen (Langman und Nelson 1968, Wong GK et al. 1993).

Noch geleitet von der mechanistischen Vorstellung einer Hohlraumbildung postulierte schon Ernst
(1926, S. 252), dass die ,,Degeneration von Zellen ursidchliche Bedeutung bei der Entstehung der
Somitenhdhle (...)* von Wirbeltieren haben soll. Peter (1936, S. 428) widerspricht diesem sehr weit-
reichenden Postulat, weil er zumindest bei Eidechsenembryonen eine solche morphogenetische De-
generation mangels Masse ,,nicht anerkennen kann*. Auch beim Haushuhn (Langman und Nelson
1968, Hirata und Hall 2000) und bei Tupaia belangeri finden sich nur geringfligige Mengen apopto-
tischer Zellen im Zentrum der epithelialen Somiten. Insofern ist ein maBgeblicher Einfluss von
Apoptoseereignissen auf die zelluldre Zusammensetzung des Somitozols — unter Wiirdigung aller

bisher zu dieser Fragestellung publizierten Arbeiten — eher unwahrscheinlich.

V.25 Proliferationsmuster

Mit Hilfe dreidimensionaler Rekonstruktionen wollten wir iiberpriifen, ob benachbarte, molekular
definierte prospektive Somiten (zur Ubersicht: Pourquié und Tam 2001) bereits so ,,autark* sind,
dass sie sich durch ihr jeweiliges Proliferationsmuster voneinander abgrenzen lassen. Gut vorstell-
bar wire beispielsweise, dass Cluster mitotischer Zellen, wie in den abgegliederten Somiten (Abb.
23A), liberwiegend im Zentrum prospektiver Somiten auftraten. Unsere Rekonstruktionen belegen,
dass tatsdchlich Cluster mitotischer Zellen im ungegliederten paraxialen Mesoderm vorkommen,
die bisweilen sogar recht genau die kraniokaudale Ausdehnung eines prospektiven Somiten ausfiil-
len (Abb. 14B, 18F, I; 20B, 21B). Allerdings sind solche Koinzidenzen selten und im Regelfall
auch nicht simultan auf beiden Korperseiten anzutreffen. Deshalb konnen wir die oben aufgeworfe-

ne Hypothese am Beispiel von Tupaia belangeri nicht aufrechterhalten.
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Bei der Labormaus ist der Mitoseindex (MI) im ungegliederten paraxialen Mesoderm mit Werten
zwischen 4,5% bis 11,5% geringfiigig hoher als in den bereits abgegliederten Somiten (MI: 3,1%
bis 7,3%, Tam 1981). Auch beim Haushuhn stellten Stern und Bellairs (1984) nur geringgradige,
statistisch nicht signifikante Unterschiede hinsichtlich des Proliferationsverhaltens von paraxialem
Mesoderm (MI: 6,5%) und epithelialen Somiten (MI: 4,7%) fest. Die am Beispiel von Tupaia be-
langeri erstellten dreidimensionalen Rekonstruktionen lassen sich ebenfalls dahingehend interpre-
tieren, dass sich die Mitosehdufigkeiten im ungegliederten paraxialen Mesoderm und in den bereits
abgegliederten Somiten kaum voneinander unterscheiden. Ein Vergleich mit aktuellen quantitativen
Befunden beim Haushuhn (Venters et al. 2008) erfordert zusétzliche quantitative Untersuchungen
bei Tupaia belangeri. Venters et al. (2008) fanden, dass die Gesamtzahl paraxialer Mesodermzellen
linear zwischen S-VI und SVIII ansteigt und sich hierbei verdoppelt. Dagegen verdoppelt sich die

Zahl mitotischer paraxialer Mesodermzellen relativ steil zwischen S-I und SI.

V. 3. Apoptose- und Proliferationsmuster in den epithelialen Somiten

Bei der Festlegung von Zellschicksalen im embryonalen Neuroepithel kommt es entscheidend da-
rauf an, welche Positionen (mitotische oder apoptotische) Vorlauferzellen entlang der apikobasalen
Achse einnehmen (Boya und de la Rosa 2005, Latasa et al. 2009). Deswegen haben wir untersucht,
ob solche regionalen Spezifika auch im Somitenepithel nachweisbar sind. Alle Vorarbeiten an ande-
ren Wirbeltieren stimmen darin iiberein, dass Mitosen vorrangig apikal im Somitenepithel auftreten
(Eidechse: Peter 1936; Haushuhn: Trelstad et al. 1967, Langman und Nelson 1968, Christ et al.
1972, Stern und Bellairs 1984; Laborratte: Butcher 1929; Mensch: Blechschmidt 1969). Passend
hierzu nehmen auch im Somitenepithel von Tupaia belangeri Mitosen iiberwiegend apikale Positio-
nen ein (Abb. 23). Voruntersuchungen iiber die Position von Apoptosen im Somitenepithel sind rar.
Demnach treten Apoptosen beim Haushuhn (Hirata und Hall 2000) wie auch beim Zebrafisch (Cole
und Ross 2001) sowohl apikal als auch basal auf. Bei Tupaia belangeri besteht dagegen ein Trend
zur Basalseite des Epithels (Abb. 23). ,,Entwicklungsfehler der Vorlduferzellen, die vermutlich
auch im Somitenepithel, wie im Neuroepithel, interkinetische Migrationen durchlaufen (Langman
und Nelson 1968, Stern und Bellairs 1984), wiirden deshalb bei Tupaia belangeri bevorzugt in ba-

salen Differenzierungszonen durch Apoptose korrigiert werden.

Anschliefend haben wir orientierend untersucht, ob Apoptosen und Mitosen im Somitenepithel
auch spezifische Verteilungsmuster entlang der kraniokaudalen, mediolateralen und/oder dorsoven-
tralen Achse des Embryos aufweisen. Solche regionalen Unterschiede kdnnten beispielsweise fiir

die Entstehung von Sklerotomen und Dermomyotomen bedeutsam sein. Erstaunlicherweise liegen
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zu dieser Frage bisher nur wenige (an Hithnerembryonen erhobene) Daten vor. Hirata und Hall
(2000) stellen fest, dass Apoptosen iiberwiegend im ventralen Somitenepithel positioniert sind
(HH11 bis HH14). Kahane et al. (1998a: Abb. 1B, S. 61) weisen mittels Bromodeoxyuridin-
(BrdU)-Farbungen nach, dass postmitotische Zellen friihzeitig in dorsalen Abschnitten der medialen
Somitenwand auftreten, von denen sich die ersten Myotomzellen ableiten. Bei Tupaia belangeri
konnen wir bisher keine Ortspraferenzen von Apoptosen oder Mitosen entlang der drei Hauptach-

sen dokumentieren (Abb. 23A, B).

Offen ist nach wie vor die Frage, inwieweit Apoptoseereignisse zum ,,Zerfall* der Okzipitalsomiten
beitragen. Hinweise darauf, dass sich O1 (und moglicherweise auch andere Okzipitalsomiten) durch
programmierten Zelltod auflosen, gibt es bei Xenopus laevis (Chung et al. 1989), bei der Labormaus
(Ernst 1926) sowie bei einigen weiteren Sdugetierarten (Gliicksmann 1951). Bei Tupaia belangeri
haben wir bisher keinen Anhalt fiir solche apoptotischen Eliminationen. Interessanterweise deutet
sich aber bei Tupaia-Embryonen der Phasen 1 und 2 ein Proliferationsminimum in den Somiten
(und ihren Derivaten) kranial von O4 an (Abb. 24C, F; 28C, F). Hierdurch konnte die ,,Auflosung*
von Okzipitalsomiten mindestens zum Teil ,,erkldrt werden. Passend zu dieser Hypothese nimmt
die Expression von pax-1, einem Mitglied der paired box-Genfamilie, das fiir die Aufrechterhaltung
hoher Proliferationsraten notwendig ist (Wilting et al. 1994, Furumoto et al. 1999, Peters et al.
1999), in den okzipitalen Sklerotomen der Wachtel von kaudal nach kranial immer weiter ab (Wil-

ting et al. 1995).

V. 4. Apoptose- und Proliferationsmuster in der Chorda dorsalis

Die Chorda dorsalis greift als Signalzentrum mafigeblich in die Entwicklung von Somiten und Neu-
ralrohr ein (zur Ubersicht: Fleming et al. 2001, Stemple 2004, 2005). Deshalb wollten wir wissen,
ob sich zeitliche, rdumliche und funktionelle Beziige zwischen den Proliferations- und Apoptose-
mustern in der Chorda dorsalis und der Entwicklung von Somiten herstellen lassen. Publizierte sys-
tematische Vorarbeiten zum Proliferationsverhalten der Chorda dorsalis liegen bisher nicht vor. Da-
gegen wurde das Vorkommen von Apoptoseprozessen mehrfach dokumentiert. Hierbei zeigte sich,
dass die Chorda dorsalis in einem kraniokaudalen Gradienten von Apoptoseprozessen durchlaufen
wird (Xenopus laevis: Hensey und Gautier 1998, Malikova et al. 2007; Zebrafisch: Cole und Ross
2001; Haushuhn: Hirata und Hall 2000).

Auch bei Tupaia belangeri wird die Chorda dorsalis von einer kraniokaudalen Apoptosewelle

durchsetzt (Abb. 22B). Dieser Apoptosewelle eilt eine Proliferationswelle voraus. Allerdings ist der
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,Gangunterschied” beider Wellen gering, so dass Apoptose- und Proliferationsereignisse hiufig si-
multan auftreten. Uberlappende Maxima finden sich in der Ubergangszone zwischen prospektiven
und abgegliederten Somiten (Abb. 22B). In Folgearbeiten wollen wir kliren, wie sich diese Uber-
lappungszone zu den Expressionsmustern von sonic hedgehog und noggin verhélt, weil diese Gene
beim Haushuhn sowohl die Geschwindigkeit, mit der Somiten abgegliedert werden (Resende et al.
2010), als auch die weitere Differenzierung dieser Somiten beeinflussen (Fan und Tessier-Lavigne
1994, Fan et al. 1995, McMabhon et al. 1998, zur Ubersicht: Marcelle et al. 2002, Yusuf und Brand-
Saberi 2006).

In der Chorda dorsalis von Tupaia belangeri existiert noch eine zweite Apoptosewelle (Abb. 22B).
Diese zweite, gleichfalls kraniokaudal fortschreitende Apoptosewelle setzt im Phase-3-Embryo
DPZ 623/9B ein und ist im Phase-4-Embryo DPZ 743/1A erstmals eindeutig von der ersten Apo-
ptosewelle abgrenzbar. Sie durchliuft die in diesem Zeitraum kaum noch proliferierende Chorda
dorsalis genau dann, wenn die Bodenplatte des Neuralrohrs, deren Entwicklung von Signalen der
Chorda dorsalis abhédngt, gerade etabliert ist (Scheffel 2009). Wir vermuten, dass die erste Apopto-
sewelle, gemeinsam mit der sie begleitenden Proliferationswelle, der Etablierung kompetenter
Chordazellen dient, die ihrerseits die Differenzierung der Bodenplatte bewirken. Danach konnte die
zweite Apoptosewelle diejenigen Chordazellen ausloschen, die fiir die weitere Differenzierung der
Bodenplatte nicht mehr ,,benétigt werden. Passend hierzu vermuten auch Cole und Ross (2001),
dass Apoptoseprozesse beim Zebrafisch diejenigen Chordazellen aussortieren, die fiir die Induktion
des Neuroektoderms erforderlich waren. Bei Tupaia belangeri konnte die zweite Apoptosewelle au-
Berdem mit der ,,Vakuolisierung® der Chorda dorsalis in Verbindung stehen, die bei Xenopus laevis
die Aufrichtung des Embryos unterstiitzen soll (Malikova et al. 2007). Cole und Ross (Zebrafisch:
2001) vermuten, dass solche Apoptoseereignisse diejenigen Chordazellen eliminieren, die keine Va-
kuolen bilden. Andererseits fiihrt die Uberexpression des Apoptose-inhibierenden bcl-2-Proteins bei

Xenopus laevis zu einer weitgehenden Unterdriickung der Vakuolisierung (Malikova et al. 2007).

V. 5. Sklerotom

IV.5.1 Sequenz der Sklerotombildung

Es herrscht weitgehend Einigkeit dariiber, dass das Sklerotom bei Amnioten durch epithelial-mes-
enchymale Transitionen (EMT) aus ventralen Abschnitten des Somiten hervorgeht (zur Ubersicht:
Dockter 2000, Christ et al. 2004, 2007). Nach strukturellen Kriterien gehen auch bei Tupaia belan-
geri mesenchymale Sklerotomzellen aus epithelialen Somitenzellen hervor (Abb. 7). Strukturelle

und molekulare Charakteristika, die zur Klassifizierung mesenchymaler und epithelialer Zellen he-
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rangezogen werden, sind jedoch noch immer nicht verbindlich aufeinander abgestimmt (Shook und
Keller 2003). Insofern wundert es nicht, dass Ostrovsky et al. (1988) auf der Basis von Expressions-
analysen (Laminin, Fibronektin, Aktin) zu dem Schluss kommen, dass Sklerotomzellen der Labor-
maus zu keinem Zeitpunkt ihrer Entwicklung epithelialen Charakter haben — eine Ansicht, die

Gossler und Hrabé de Angelis (1998) unter strukturellen Gesichtspunkten kategorisch ablehnen.

Spezifischere Angaben zum zeitlichen und raumlichen Ablauf der Sklerotombildung sind rar. Bei
Hiithnerembryonen beginnt sie in ventrolateralen Abschnitten des Somiten (Teillet et. al. 1987: Abb.
4B, S. 334; Kahane et al. 1998a: Abb. 1B, S. 61). Bei Tupaia belangeri setzt die EMT dagegen ven-
tromedial und zentral ein, dehnt sich anschlieend aber nicht sofort nach ventrolateral, sondern zu-
nichst nach kranial und kaudal aus. Erst in dieser Phase werden ventrolaterale Somitenabschnitte
von der EMT erfasst, die auch hier zentral beginnt und sich anschlieBend nach kranial und kaudal

ausdehnt (Abb. 7).

Kandidatengene, die bei Tupaia belangeri in die Sklerotombildung eingreifen konnten, sind noggin
und bone morphogenetic protein-4 (BMP-4). Bei Huhn- und Mausembryonen wird BMP-4 vom
Seitenplattenmesoderm (Jones et al. 1991, Pourquié et al. 1996, Schmidt et al. 1998), noggin von
der Chorda dorsalis gebildet (Hirsinger et al. 1997, McMahon et al. 1998). Noggin induziert die Ex-
pression von pax-1 in denjenigen Abschnitten des Somiten, die das Sklerotom hervorbringen wer-
den (McMahon et al. 1998, Dockter 2000). Unter experimentellen Bedingungen antagonisiert nog-
gin die Expression von BMP-4 (Zimmerman et al. 1996) und BMP-4 die von noggin induzierte
pax-1-Expression (McMahon et al. 1998). Die Sklerotombildung setzt — hochstwahrscheinlich nach
dem hier erstmals am Beispiel von Tupaia belangeri im Detail dargestellten Ablaufplan — ein, so-
bald das von lateral einwirkende BMP-4-Signal durch noggin ,,iiberwunden‘ ist (McMahon et al.
1998).

IV.5.2 Apoptosemuster

Prinzipiell sind Zelltodereignisse (Jacobson W 1932, Gliicksmann 1934a, 1951) im Sklerotom ver-
schiedener Amnioten bereits mehrfach beobachtet und beschrieben worden. Systematische Analy-
sen solcher Zelltodmuster sind jedoch aus guten Griinden rar. So hebt bereits Bardeen (1905) her-
vor, dass ,,The outlines of the condensed tissue are not so sharp in nature as it is necessary to make
them in a model of this kind*“ (S. 165). Bei der Identifikation apoptotischer und mitotischer Zellen
kommen weitere Schwierigkeiten hinzu. Die kraniale Sklerotomhélfte wird namlich von Neuralleis-
tenzellen durchwandert und zum Teil auch besiedelt (Haushuhn: Keynes und Stern 1984, Rickmann
et al. 1985; Labormaus: Serbedzija et al. 1990; Mensch: O’Rahilly und Miiller F 2007; Tupaia be-
langeri: Knabe et al. 2004, Scheffel 2009). Selbst innerhalb der aus Neuralleistenzellen hervorge-
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gangenen Spinalganglien miissen apoptotische Zellen differenzialdiagnostisch gegen Sklerotomab-
kommlinge im Endo- und Perineurium abgegrenzt werden (Halata et al. 1990). Dementsprechend
wird die Frage, ob im Sklerotom nachgewiesene apoptotische Zellen von der Neuralleiste oder tat-
sachlich vom Sklerotom abstammen, am Beispiel des Haushuhns seit ldngerem kontrovers disku-
tiert. Jeffs und Osmond (1992) gehen davon aus, dass es sich bei der Mehrzahl aller abgestorbenen
Zellen, die sie (1) innerhalb (iiberwiegend kranialer Abschnitte) des Sklerotoms, (2) zwischen Neu-
ralrohr und Sklerotom sowie (3) zwischen Oberflichenektoderm und Dermomyotom mittels Nil-
blausulfat-Fiarbung fanden, um wandernde Neuralleistenzellen handelt. Identifiziert wurden diese
Neuralleistenzellen anhand des von ihnen inkorporierten Farbstoffes Dil, der zuvor in das Lumen
des Neuralrohres eingebracht worden war. Die von Jeffs und Osmond (1992) publizierte Auffas-
sung wird sowohl von Sanders (1997) als auch von Cotrina et al. (2000) vehement bestritten. Auf
der Grundlage von Doppelmarkierungsversuchen kommen beide Arbeitsgruppen zu dem Schluss,
dass Apoptoseprozesse innerhalb des Sklerotoms iiberwiegend Sklerotomzellen eliminieren. Darii-
ber hinaus hebt Sanders (1997) hervor, dass Apoptoseereignisse, die mit Hilfe der TUNEL-Metho-
de spezifischer und sensitiver als mittels Nilblausulfat-Fiarbung (Jeffs und Osmond 1992) detektiert
werden konnen, nicht nur in kranialen, sondern auch in kaudalen Abschnitten der Sklerotome zahl-

reich vorkommen.

Bei Tupaia belangeri ist das Vorkommen von Apoptosehdufungen nicht, wie von Jeffs und Os-
mond (1992) fiir das Haushuhn festgestellt, auf die kraniale Hilfte des Sklerotoms beschrédnkt, son-
dern bezieht explizit auch dessen kaudale Hilfte ein (Abb. 24B, E; 25A, B; 26A, B). Unter der An-
nahme, dass Neuralleistenzellen bei Tupaia belangeri, wie bei allen anderen bisher untersuchten
Amnioten auch (Krull 2001), die kaudale Hilfte des Sklerotoms meiden, sollte es sich bei den in
der kaudalen Hélfte der Sklerotome zahlreich nachgewiesenen apoptotischen Zellen tatsdchlich um
Sklerotomzellen handeln. Dagegen konnen wir nur spekulieren, dass Apoptoseereignisse auch in
den kranialen Sklerotomhilften von Tupaia belangeri, wie beim Haushuhn (Sanders 1997, Cotrina

et al. 2000), mehrheitlich Sklerotomzellen ausloschen.

Sanders (1997) legte zwar systematische Untersuchungen iiber das Vorkommen von Apoptoseer-
eignissen im Sklerotom des Haushuhns vor, kommentierte die funktionelle Bedeutung seiner Be-
funde jedoch zuriickhaltend. Auch die vorliegende Arbeit fokussiert auf die Erfassung von Apopto-
semustern und nicht auf funktionsorientierte Experimente. Hypothetisch konnte eine erste Funktion
von Apoptoseereignissen im Sklerotom darin bestehen, solche Zellen auszusortieren, die die EMT
,fehlerhaft™ durchlaufen haben und Defekte aufweisen. Bei Tupaia belangeri finden sich sowohl im
Epithel von Somiten (Abb. 23A, B), bei denen der Beginn der EMT unmittelbar bevorsteht, als

auch unter den mesenchymalen Zellen derjenigen Sklerotome, deren Zellzuzug aus lateralen Somi-
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tenabschnitten noch unvollstidndig ist (Abb. 24B, E; 25A, 26A), auerordentlich wenige apoptoti-
sche Zellen. Ahnlich niedrige Apoptosezahlen teilten Jeffs und Osmond (1992) sowie Sanders
(1997) fiir das Haushuhn mit. Offenbar sind ,,Korrekturen* fehlerhaft spezifizierter Sklerotomzellen
in der Frithphase der EMT kaum erforderlich.

Verglichen mit diesen frithen Sklerotomen nimmt die Zahl apoptotischer Zellen in den ,,fortge-
schritteneren® Sklerotomen bei Tupaia belangeri erheblich zu (Abb. 24B, E; 25A, B; 26A, B). Zu-
satzlich erfolgt eine Konzentration apoptotischer Zellen an drei Orten (Abb. 27A): (1) in der latera-
len Halfte beziehungsweise in der lateralen Subdoméne des Sklerotoms, (2) in der ventralen Subdo-
maine, die die Chorda dorsalis umfasst und (3), sehr viel diskreter, in der dorsalen Subdoméne des
Sklerotoms. Der Vergleich dieser Befunde mit Vorbefunden aus der Literatur ist schwierig. Erstens
verwenden beinahe alle an diesem Problem interessierten Arbeitsgruppen unterschiedliche Termini
bei der Beschreibung verschiedener Sklerotomabschnitte. Zweitens geht die Position apoptotischer

Zellen in vielen Féllen nicht eindeutig aus den zur Verfligung gestellten Abbildungen hervor.

Beispielsweise findet Sanders (1997) beim Haushuhn Apoptosehdufungen, die er ganz tiberwiegend
dem ,,ventral sclerotome® zuordnet. Den Vergleich mit den an Tupaia belangeri erhobenen Befun-
den koénnen wir aber nur so weit fiihren, dass ventrale Apoptoseereignisse auch in den Sklerotomen
eines Sdugetieres vorkommen. Ob allerdings die beim Haushuhn beschriebenen Apoptosehdufun-
gen, wie bei Tupaia belangeri, in der ventralen Subdomaéne, in der gleichfalls nach ventral gerichte-
ten lateralen Subdoméne oder sogar in diesen beiden Subdoménen lokalisiert sind, bleibt offen. Hi-
rata und Hall (2000) iibernehmen den von Sanders (1997) gepragten Begriff ,,ventral sclerotome®,
um die Lage der auch von ihnen beim Haushuhn nachgewiesenen Apoptosehdufungen zu bezeich-
nen. Anhand des beigefiigten Bildmaterials (Hirata und Hall 2000: Abb. 6F, S. 762) entspricht diese
Apoptosehdufung am ehesten den bei Tupaia belangeri in der lateralen Subdoméne des Sklerotoms
vorgefundenen Apoptoseereignissen (Abb. 25A, 26A, 27A). Angesichts der Tatsache, dass auch bei
der Labormaus Apoptoseereignisse in ,,ventrolateral regions* des Sklerotoms auftreten (Furumoto
et al. 1999, S. 27), stellen Apoptoseereignisse in der lateralen Subdoméne des Sklerotoms offenbar

einen gemeinsamen Nenner aller bisher untersuchten Spezies dar.

Entgegen der zunidchst vertretenen Ansicht, dass Zelltodereignisse, die in der lateralen Subdomaine
des Sklerotoms an der Spitze auswachsender Nerven auftreten (Theiler 1958, Tosney und Landmes-
ser 1985), dazu dienen, Raum fiir auswachsende Nerven zu schaffen (Tosney und Landmesser
1985), wiesen Tosney et al. (1988) experimentell nach, dass solche Zelltodereignisse unabhéngig
von einwachsenden Nervenfasern auftreten. Auch bei Tupaia belangeri finden sich Apoptosehéu-

fungen in der lateralen Subdoméne nicht nur, wie bei der Labormaus (Theiler 1958) und beim
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Haushuhn (Tosney und Landmesser 1985), an der Spitze auswachsender Nervenfasern, sondern be-
reits deutlich vor dem Einwachsen von Spinalnerven oder ihren Asten (Abb. 25A, 26A, 27A). In
der ventralen Subdoméine des Sklerotoms finden sich sowohl bei der Labormaus (Theiler 1958, Fu-
rumoto et al. 1999) als auch bei Tupaia belangeri Apoptosehdaufungen (Abb. 25B, 26B, 27A), die

mit der Entwicklung der Perichordalscheide in Beziehung stehen konnten.

Ubereinstimmend treten auch im dorsalen Sklerotom beziehungsweise in der dorsalen Subdoméine
beim Haushuhn (Hirata und Hall 2000) und bei Tupaia belangeri Apoptosehdufungen auf (Abb.
25A, 26A, 27A). Hirata und Hall (2000) vermuten, dass es sich bei diesen apoptotischen Zellen um
Neuralleistenzellen handelt. Méglicherweise passend hierzu sind Apoptosen im dorsalen Sklerotom
von Tupaia belangeri nicht nur auflerhalb der von Neuralleistenzellen gebildeten Spinalganglien,
sondern, parallel zu deren Reifungsfortschritt, zunehmend auch innerhalb dieser Ganglien lokali-

siert (Abb. 25A, 26A, 27A).

Die zentrale Subdoméne des Sklerotoms bleibt bei allen untersuchten Embryonen von Tupaia be-
langeri weitgehend frei von Apoptoseereignissen (Abb. 27A). Im Gegensatz hierzu geht aus drei zu
dieser Frage Stellung beziehenden Untersuchungen an Vogeln hervor, dass Apoptosehdufungen
auch in heute der zentralen Subdomine zugeschlagenen Abschnitten des Sklerotoms auftreten
(Wellenpapagei: Ernst 1926; Haushuhn: Homma et al. 1994: Abb. 12A, C, S. 389; Cotrina et al.
2000: Abb. 6A, B, S. 332).

IV.5.3 Proliferationsmuster

Wie bei allen anderen bisher untersuchten Sdugetieren einschlieBlich des Menschen sowie beim
Haushuhn finden sich auch in den Sklerotomen von Tupaia belangeri zahlreiche proliferierende
Zellen (Jacobson W 1932, Gliicksmann 1934a, Blechschmidt 1957, Langman und Nelson 1968,
Shapiro 1992, Kéhler et al. 2005; Tupaia belangeri: Abb. 24C, F; 25C, D; 26C, D). Haufigkeitsun-
terschiede zwischen Mitose-reichen kaudalen und Mitose-drmeren kranialen Sklerotomabschnitten,
die Wilting et al. (1994) sowohl beim Menschen als auch beim Haushuhn nachweisen konnten, ha-
ben wir bei den bisher untersuchten Embryonen von Tupaia belangeri in Einzelfallen, aber nicht
generell beobachtet (Abb. 25, 26).

Unsere dreidimensionalen Rekonstruktionen belegen dariiber hinaus, dass die Mitosehdufungen in
der zentralen Subdoméne des Sklerotoms, die bei Tupaia belangeri praktisch frei von Apoptosen
ist, besonders stark ausgeprigt sind (Abb. 25A, C; 26A, C; 27). Gleichartige Mitosehdufungen fin-
den sich auch bei menschlichen Embryonen (Sensenig 1949). AuBlerdem exprimiert die zentrale

Subdomine des Sklerotoms bei Hithnerembryonen pax-1 (Ebensperger et al. 1995, Christ et al.
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2004), dessen Proliferations-fordernder Einfluss bei der Sklerotomentwicklung (Miiller TS et al.
1996, Peters et al. 1999), aber auch im Rahmen anderer Morphogeneseprozesse nachgewiesen wer-
den konnte (Miiller TS et al. 1996, Su et al. 2001). Anders als in der zentralen Subdoméne, werden
Proliferationsereignisse in der ventralen Subdomine des Sklerotoms von Tupaia belangeri von
zahlreichen Apoptosen begleitet (Abb. 25B, D; 26B, D; 27). Wir vermuten, dass das hohe Prolifera-
tionsaufkommen in der ventralen Subdoméne, wie beim Menschen (Sensenig 1949) und bei der La-

bormaus (Dalgleish 1985), die Entwicklung der Perichordalscheide fordert.

IV.6. Dermomyotom und Myotom

IV.6.1 Methodische Vorbemerkungen

Bei der dreidimensionalen Rekonstruktion der Somitenderivate mussten wir epitheliale Dermomyo-
tome einerseits gegen mesenchymale Sklerotome, andererseits gegen Myotome abgrenzen (Abb.
9B, C). Die im Befundteil spezifizierten strukturellen Diagnosekriterien stehen in Ubereinstimmung
mit zahlreichen, an anderen Wirbeltierarten durchgefiihrten Vorarbeiten (Bardeen 1900, Williams
1910, Gliicksmann 1934a, Weed 1936, Theiler 1957, Boyd 1960, Langman und Nelson 1968, Mes-
tres und Hinrichsen 1976, Christ et al. 1983, Kaehn et al. 1988, Borman und Yorde 1994, Christ
und Ordahl 1995, Denetclaw et al. 1997). Die topographische Zuordnung von Apoptose- und Proli-
ferationsereignissen in den Dermomyotomen wird (auch) bei Tupaia belangeri dadurch erschwert,
dass die Abfaltung des Embryonalkorpers bereits eingesetzt hat. Aulerdem treten abschnittsweise
Rotationen des Embryonalkdrpers um die kraniokaudale mittlere Langsachse auf (Abb. 28D, 29B,
31). Diese ,,Komplikationen* konnen wir dank der freien Drehbarkeit und artifiziellen Schneidbar-
keit unserer dreidimensionalen Rekonstruktionen in den allermeisten Fillen ausschalten. Zur Ver-
einfachung der Befundprisentation haben wir die aus den Rekonstruktionen ermittelten Apoptose-

und Proliferationsmuster in iibersichtlichere Schemata iibertragen (Abb. 30).

V. 6.2 Morphogenese

Fiir die Beurteilung von Apoptose- und Proliferationsmustern in den Dermomyotomen ist es ent-
scheidend, den zeitlichen und rdumlichen Ablauf der De-epithelialisierung der Dermomyotome ge-
nau darzustellen. Bei Tupaia belangeri beginnt die De-epithelialisierung von Dermomyotomen, die
kein hypaxiales Myotom hervorbringen, an der ventrolateralen Lippe (VLL; Abb. 9A, 10A-C). Da-
gegen setzt die De-epithelialisierung in denjenigen Dermomyotomen, aus denen sowohl ein epaxia-
les als auch ein hypaxiales Myotom hervorgeht, zentral ein (Abb. 10B, D; 11). Diese beiden unter-
schiedlichen De-epithelialisierungsmuster sind auch bei anderen Wirbeltieren beschrieben worden

(Fischel 1895, Williams 1910, Gliicksmann 1934a, 1934b, Theiler 1957, Boyd 1960). Bardeen
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(1900) weicht insofern hiervon ab, als er den Beginn der De-epithelialisierung beim Schwein im
Rumpftbereich nicht nur zentral, sondern auch in der kranialen Dermomyotomlippe beobachtet. Die
einzigen prinzipiell abweichenden Beobachtungen publizierte Butcher (1929). Demnach beginnt die
De-epithelialisierung von Dermomyotomen bei der Laborratte im Rumpfbereich zwar auch zentral,
schreitet aber anschliefend nach dorsal fort. AuBerdem soll laut Butcher (1929) die De-epitheliali-
sierung von Dermomyotomen oberhalb des Rumpfbereichs nicht an der VLL, sondern zentral be-

ginnen und von dort nach ventral fortschreiten.

Unter anderem wollten wir wissen, ob sich Zusammenhénge zwischen den in den Dermomyotomen
ablaufenden Apoptose- und Proliferationsereignissen und der Myotombildung aufzeigen lassen.
Hier wird die Situation dadurch kompliziert, dass derzeit mindestens drei konkurrierende Modelle

existieren, die die Myotombildung (beim Haushuhn) unterschiedlich erkléren.

Das erste dieser drei Modelle wurde von Charles P. Ordahl und seinen Mitarbeitern etabliert. Dem-
nach tragen Zellen aus der dorsomedialen Lippe (DML) sowie Dermomyotomzellen aus medialen
Abschnitten der kranialen Lippe zur Bildung des epaxialen Myotoms bei, wihrend die VLL — zeit-
verzogert — das hypaxiale Myotom hervorbringt (Denetclaw et al. 1997, Denetclaw und Ordahl
2000).

Das zweite Modell stammt von der Arbeitsgruppe um Chaya Kalcheim. Es besagt, dass die Myo-
tomzellen in drei aufeinander folgenden Wellen aus verschiedenen Dermomyotomabschnitten abge-
geben werden. Zunéchst unterlagern postmitotische epaxiale Myotomzellen, die aus dorsomedialen
Somitenabschnitten hervorgehen, das gesamte Dermomyotom. Sie bilden ein Gertist fiir alle spéter
hinzu tretenden Myotomzellen (Kahane et al. 1998a). Im Zuge der zweiten Welle wird das Myotom
um postmitotische Myotomzellen aus der DML sowie aus der kranialen und kaudalen Lippe ver-
mehrt (Kahane et al. 1998b). Zeitlich parallel entsteht in der Rumpfregion das hypaxiale Myotom
aus Vorlduferzellen, die aus der VLL stammen (Cinnamon et al. 1999). Die dritte Welle unterschei-
det sich von den beiden Vorgédngerwellen dadurch, dass jetzt durchgehend mitotisch noch aktive
Vorlduferzellen in das entstehende Myotom abgegeben werden: zunédchst aus der kranialen und
kaudalen Dermomyotomlippe (Kahane et al. 2001), anschlieBend auch aus dem in De-epithelialisie-

rung begriffenen zentralen Dermomyotom (Ben-Yair et al. 2003, Ben-Yair und Kalcheim 2005).

Das dritte Modell (Gros et al. 2004, 2005; Arbeitsgruppenleiter: Christophe Marcelle) lokalisiert
Vorlauferzellen des Myotoms exakt in denjenigen Positionen, die auch von Kalcheim und Mitarbei-
tern favorisiert werden. Allerdings existieren unterschiedliche Vorstellungen iiber das Migrations-

verhalten der Muskelvorldauferzellen.
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Bei Tupaia belangeri gehen aus allen Dermomyotomen epaxiale Myotome hervor. Die frithesten
epaxialen Myotomzellen finden sich, wie beim Haushuhn (Kaehn et al. 1988, Borman und Yorde
1994, Kahane et al. 1998a, Yang und Ordahl 2006) und bei der Laborratte (Butcher 1929), zwi-
schen der DML und der kranialen Lippe des Dermomyotoms (Abb. 9). Hypaxiale Myotome entste-
hen, wie beim Haushuhn (Christ et al. 1983, Pourquié et al. 1995, Denetclaw und Ordahl 2000, Ka-
hane et al. 2007), zeitverzégert nur im Rumpfbereich (Abb. 11). Ihre Vorlduferzellen gehen bei Tu-
paia belangeri, wie bei anderen Wirbeltieren, hochstwahrscheinlich aus der zundchst epithelial ver-
bleibenden VLL hervor (Haushuhn: Williams 1910, Christ et al. 1983, Cinnamon et al. 1999, De-
netclaw und Ordahl 2000, Kahane et al. 2007; Laborratte: Butcher 1929; Schwein: Bardeen 1900;
Mensch: Zechel 1924; Ente und Mensch: Fischel 1895; Ente, Schwein und Mensch: Gliicksmann
1934b; Haushuhn, Schwein, Meerschweinchen und Mensch: Theiler 1957).

1IV.6.3 Apoptosemuster im Dermomyotom

Bereits in der ersten Hilfte des 20. Jahrhunderts wurden Zelltodereignisse im Dermomyotom (da-
malige Terminologie: ,,Dermatom‘) nachgewiesen und funktionell mit der ,,Auflosung® dieses So-
mitenkompartiments in Verbindung gebracht (Schwein: Bardeen 1900; Vogel, Labormaus,
Schwein, Meerschweinchen, Maulwurf, Fledermaus, Mensch: Gliicksmann 1934a; Schwein,
Mensch: Gliicksmann 1934b; Labormaus: Theiler 1958). Bei Tupaia belangeri ist die Zahl apopto-
tischer Zellen im Dermomyotom in den Entwicklungsphasen 3 und 4 besonders hoch (Abb. 29, 30).
Dieses Maximum fillt, wie im Folgenden ausgefiihrt, zeitlich und rdumlich mit dem Beginn der
Bildung hypaxialer Myotome sowie der Dermis des Riickens durch De-epithelialisierung des zen-
tralen Dermomyotoms zusammen. Wir vermuten, dass in beiden Fillen eine ,,Uberwachung* und —
gegebenenfalls — eine gezielte Aussortierung von Vorlduferzellen stattfinden konnte. Auch in den
Dermomyotomen des Haushuhns existiert in nahezu identischen Entwicklungsphasen eine vortiiber-
gehende Hiufung apoptotischer Zellen (Hirata und Hall 2000: 30-Somitenstadium, HH18). Aus
dem von Hirata und Hall (2000) bereit gestellten Bildmaterial geht jedoch hervor, dass beim Haus-
huhn, im Gegensatz zu Tupaia belangeri (Abb. 30), ein rdumlicher Zusammenhang zwischen der
De-epithelialisierung des zentralen Dermomyotoms und gehéuft auftretenden Apoptoseereignissen
nicht existiert. Dennoch ist auch beim Haushuhn ein funktioneller Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von Apoptosen und der Dermisbildung des Riickens nicht ausgeschlossen. Aus dem von
Homma et al. (1994: Abb. 12A, B, S. 389) publizierten Bildmaterial kann ndmlich erschlossen wer-
den, dass Apoptoseereignisse der De-epithelialisierung des zentralen Dermomyotoms beim Haus-
huhn, wie bei Tupaia belangeri (Abb. 30), unmittelbar vorausgehen. Der Unterschied zwischen bei-
den Spezies besteht offenbar lediglich darin, dass bei Tupaia belangeri Apoptoseereignisse im zen-

tralen Dermomyotom auch wéhrend der De-epithelialisierung persistieren.
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Bei Tupaia belangeri treten Apoptosehdufungen nicht nur bei der De-epithelialisierung des zentra-
len Dermomyotoms, sondern auch bei der De-epithelialisierung der DML auf (Abb. 30, 31A). Bei-
de Dermomyotomabschnitte tragen (beim Haushuhn) zur Bildung der Dermis bei (Olivera-Martinez
et al. 2000, 2004, Ben-Yair et al. 2003, zur Ubersicht: Scaal und Christ 2004). Vorausgesetzt, dass
sich diese beiden Dermomyotomabschnitte bei Tupaia belangeri dhnlich verhalten, kdnnten unter-
schiedliche, fiir die Dermisbildung zustindige Dermomyotomabschnitte durch gleichartige, Apo-

ptose-getriggerte Selektionsprozesse reguliert werden.

Bei Tupaia belangeri scheint auch die zweite, oben skizzierte Koinzidenz zwischen dem Auftreten
von Apoptosehdufungen im Dermomyotom und der Bildung des hypaxialen Myotoms funktionelle
Bedeutung zu haben, weil diese innerhalb der VLL ablaufenden Apoptosereignisse der Myotoment-
stehung unmittelbar vorhergehen (Abb. 30, 31A). Auch beim Haushuhn (Hirata und Hall 2000:
Abb. 4H, S. 760; Abb. 6L, S. 762) kommen Apoptoseereignisse offenbar regelhaft in ventrolatera-
len Dermomyotomabschnitten der Rumpfregion vor. Allerdings ist die Aufklarung des exakten zeit-
lichen und rdumlichen Zusammenhanges zwischen dem Auftreten solcher Apoptosen und der Bil-
dung des hypaxialen Myotoms nicht Gegenstand der von Hirata und Hall (2000) vorgelegten Unter-
suchungen. Dennoch vermuten wir, dass Apoptosen sowohl bei Tupaia belangeri (Abb. 30, 31A)
als auch beim Haushuhn Vorlduferzellen in der VLL apoptotisch aussortieren, ehe die iiberlebenden
Vorlauferzellen das hypaxiale Myotom hervorbringen. Angesichts der Tatsache, dass bereits Rabl
(1889, zitiert nach Gliicksmann 1934b, S. 498) bei Pristiurus (Selachii) beobachtete, dass die der
VLL entsprechenden Muskelknospen ,,in der Region zwischen den Flossen (...) degenerieren®,
konnten Apoptoseprozesse prinzipiell gleichartig zur Bildung des hypaxialen Myotoms von Wirbel-

tieren beitragen.

AuBerhalb der Rumpfregion trigt die VLL nicht zur Bildung hypaxialer Myotome, sondern zur Ent-
stehung der Muskulatur von Extremititen, Hals und Zunge bei (Christ et al. 2007). Deshalb vermu-
teten wir, dass Apoptoseprozesse auch in der VLL okzipitaler und zervikaler Dermomyotome von
Tupaia belangeri zu einer Selektion von Muskelvorliuferzellen beitragen konnten. Uberraschender-
weise treten jedoch vor der De-epithelialisierung der VLL dieser kranialen Dermomyotome prak-
tisch keine Apoptosen in der VLL auf (Phasen 1 und 2: Abb. 28B, E). Stattdessen beobachteten wir
wenig spiter zahlreiche Apoptoseereignisse unter migrierenden Muskelvorlduferzellen (Phasen 3
und 4: Daten nicht gezeigt). Ahnliche Apoptosehiufungen fanden sich auch beim Haushuhn (Jacob
et al. 1979, Tosney und Landmesser 1985, Tosney et al. 1988, Wakamatsu et al. 1998) sowie bei
der Labormaus und beim Menschen (Theiler 1958). Deshalb vermuten wir, dass die apoptotische
Selektion von Muskelvorlduferzellen oberhalb beziechungsweise innerhalb der Rumpfregion ,,hete-

rochron® erfolgt.



-905 -

Publizierte Hinweise auf Apoptosehdufungen in der DML, die im Zusammenhang mit der Bildung
epaxialer Myotome stehen konnten, gibt es bisher nicht. Bei Tupaia belangeri fanden wir lediglich
im Phase-3-Embryo DPZ 623/9B derartige Apoptosehdufungen (Abb. 30). Angesichts der Tatsache,
dass vergleichbare Apoptosehdufungen bei keinem der anderen untersuchten Tupaia-Embryonen

vorkommen, erscheinen weitergehende Aussagen zu diesem Komplex verfriiht.

V. 6.4 Proliferationsmuster im Dermomyotom

Generell belegen unsere Rekonstruktionen zunéchst, dass in den Dermomyotomen von Tupaia be-
langeri, wie bei allen anderen bisher untersuchten Spezies auch, zahlreiche Mitosen auftreten
(Haushuhn: Williams 1910, Langman und Nelson 1968, Galli et al. 2008; Laborratte: Butcher 1929;
Schwein: Bardeen 1900). Unsere zusitzliche Annahme, dass lokalisierte Proliferationshdaufungen
im Dermomyotom Hinweise auf den zeitlichen und rdumlichen Ablauf der Myotombildung geben
konnten, stiitzt sich auf die am Beispiel des Haushuhns dokumentierte Beobachtung, dass proliferie-
rende Vorlduferzellen der DML schon vier Stunden spéter im Myotom nachweisbar sind (Venters
und Ordahl 2002). Passend zu unserer Annahme, treten bei Tupaia belangeri isolierte Mitosehédu-
fungen in der DML und VLL thorakaler Dermomyotome tatséchlich bereits vor der Myotombil-
dung auf (Abb. 30). Auch bei anderen Wirbeltieren wurden vergleichbare Proliferationsfoki in die-
sen beiden Lippen beobachtet (Haushuhn: Kohler et al. 2005; Laborratte: Butcher 1929). Ange-
sichts der Tatsache, dass das von der VLL gespeiste hypaxiale Myotom spéter als das von der DML
versorgte epaxiale Myotom entsteht, erscheint es jedoch verwunderlich, dass die von mehreren Un-
tersuchern tibereinstimmend beobachteten Proliferationsmaxima gleichzeitig in der DML und VLL
auftreten. Eine mogliche Erklarung fiir dieses Phédnomen lieferten unabhéngig voneinander Gros et
al. (2004: Abb. 1E, S. 877) und Kahane et al. (2007: Abb. 2, S. 442). Demnach existieren in der
VLL von Hiithnerembryonen ,,early lateral myoblasts* (Kahane et al. 2007), die die VLL nahezu
zeitgleich mit der ersten Abgabe von Vorlduferzellen des epaxialen Myotoms aus der DML verlas-
sen. Diese ,,early lateral myoblasts* sind zunidchst mesenchymal (Kahane et al. 2007). Mesenchym-
zellen sind allerdings in den nach strukturellen Kriterien diagnostizierten und rekonstruierten Myo-

tomen von Tupaia belangeri nicht enthalten.

Nach Einsetzen der Myotombildung finden sich bei Tupaia belangeri weiterhin zahlreiche Prolife-
rationsereignisse sowohl in der DML als auch in der VLL. Zusitzlich treten jetzt aber Mitosehédu-
fungen in den kranialen und kaudalen Dermomyotomlippen auf (Abb. 30). Unter der Annahme,
dass auch diese zusitzlichen proliferierenden Zellen in das Myotom integriert werden, wére der Ab-
lauf der Myotombildung bei Tupaia belangeri mit beiden erweiterten, oben skizzierten Modellen
zur Myotombildung (Modell 2: Kahane et al. 1998b; Modell 3: Gros et al. 2004) vereinbar.
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Die Modelle 2 und 3 postulieren weiterhin, dass zusatzliche Myotomzellen auch aus dem in De-epi-
thelialisierung begriffenen zentralen Dermomyotom hervorgehen (Ben-Yair et al. 2003, Ben-Yair
und Kalcheim 2005, Gros et al. 2005). Wiederum unter der Annahme, dass das lokal erhohte Proli-
ferationsaufkommen im Dermomyotom von Tupaia belangeri der Integration hieraus erwachsender
Myoblasten ins Myotom unmittelbar vorhergeht, konnte die bei Tupaia belangeri abschlieBend be-
obachtete diffuse Proliferationsaktivitit im gesamten Dermomyotom auf eine weitere Ubereinstim-
mung mit den bisher durch Befunde am Haushuhn gestiitzten Modellen 2 und 3 zur Myotombildung
hinweisen (Abb. 30, 31B). In dieser letzten Phase konnten neben mitotisch aktiven Myotomzellen

auch dermale Vorlduferzellen generiert werden.

IV.6.5 Apoptose- und Proliferationsmuster im Myotom

Tendenziell nimmt in den Myotomen von Tupaia-Embryonen der Phasen 2 bis 5 sowohl die Zahl
apoptotischer Zellen als auch die Zahl mitotischer Zellen mit der Zeit deutlich zu (Abb. 32). Ganz
dhnliche Trends hinsichtlich des Zelltods (Gliicksmann 1934a, 1934b, Theiler 1957, Cole und Ross
2001) oder der Proliferation (Williams 1910, Butcher 1929, Langman und Nelson 1968) fanden sich

auch bei anderen Wirbeltieren in den entsprechenden Entwicklungsstadien.

Wie oben ausgefiihrt, stimmen die an Tupaia belangeri erhobenen Befunde mit Vorbefunden am
Haushuhn dahingehend iiberein, dass Proliferationshdufungen im Dermomyotom zunéchst in den
kranialen und kaudalen Dermomyotomlippen und anschlieend in den in De-epithelialisierung be-
griffenen zentralen Dermomyotomabschnitten auftreten. Beim Haushuhn liegen experimentelle Be-
weise dafiir vor, dass Vorlduferzellen, die aus allen genannten Lokalisationen ins Myotom iibertre-
ten, auch in ihrer jeweiligen neuen Position proliferativ aktiv bleiben (Kahane et al. 2001, Ben-Yair
et al. 2003, Ben-Yair und Kalcheim 2005, Gros et al. 2005). Die bisher an Tupaia belangeri erhobe-
nen Befunde lassen den Schluss zu, dass ganz dhnliche Ubertritte proliferativ aktiver Vorliuferzel-
len ins epaxiale Myotom stattfinden. Erstens liegen Mitosen innerhalb ,,junger* epaxialer Myotome
vorrangig peripher, das heilit in Nachbarschaft der kranialen und kaudalen Dermomyotomlippen.
Zweitens verliert sich diese Vorzugslokalisation anschlieend zugunsten einer gleichméBigeren
Verteilung von Mitosen iiber das gesamte epaxiale Myotom, das heif3t auch in Nachbarschaft mito-
tisch aktiver zentraler Abschnitte des in der De-epithelialisierung begriffenen Dermomyotoms (Pha-
se 3: Abb. 32A; Phase 4: Abb. 32B). Grundsitzlich stimmt auch der rekonstruierte Phase-5-Embryo
DPZ 5061/C mit diesen Trends iiberein, liefert aber zusétzlich den Befund, dass sich die Mitosehiu-
fungen in den ,reiferen* hochthorakalen, zervikalen und okzipitalen Myotomen, wie beim Haus-
huhn (K&hler et al. 2005), zunehmend auf die dorsomediale Hilfte des epaxialen Myotoms konzen-

trieren (Abb. 32C).
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Apoptoseereignisse in den reiferen epaxialen Myotomen von Tupaia belangeri sind, im Unterschied
zu den dorsomedial konzentrierten Mitosen, iiberwiegend ventrolateral anzutreffen (Abb. 32). Uber-
einstimmend besteht eine solche ventrolaterale Préiferenz beobachteter Zelltodereignisse auch bei
anderen Wirbeltieren (Ernst 1926, Gliicksmann 1934a, Grim 1970, Tosney et al. 1988, Wride et al.
1994). Bisher existiert keine belastbare Erklarung fiir diese offenbar ubiquitdr auftretende gegen-
satzliche Verteilung von Apoptosen und Mitosen im epaxialen Myotom. Die im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit durchgefiihrten Simultanrekonstruktionen sédmtlicher Somitenkompartimente sowie
des Seitenplattenmesoderms lassen jedoch weitergehende Hypothesen zu, die im Zusammenhang
mit der Diskussion der im Seitenplattenmesoderm erhobenen Befunde erdrtert werden sollen. Auf
eine Diskussion der hypaxialen Myotome, die in Phase 5 ein deutliches Proliferationsmaximum ha-
ben, wird verzichtet, da die hier durchgefiihrten Rekonstruktionen lediglich den Beginn der Ent-

wicklung der hypaxialen Myotome erfassen.

V. 7. Apoptose- und Proliferationsmuster im Seitenplattenmesoderm

Publizierte Untersuchungen iiber die Morphogenese des Seitenplattenmesoderms sowie {iber mogli-
che Beitrage durch Apoptose- und Proliferationsereignisse sind rar. Einer der Griinde hierfiir ist,
dass die Seitenplatten bei der Priparation hdufig beschddigt werden (Funayama et al. 1999). Diese
Arbeitsgruppe beschiftigte sich zunédchst mit der Frage, wie Somato- und Splanchnopleura aus ei-
ner zusammenhéngenden Gewebeplatte entstehen. Demnach treten beim Haushuhn zunédchst ver-
einzelt, dann immer zahlreicher Spalten innerhalb des zusammenhéngenden Zellverbandes auf, die
schlieBlich zu einem Hohlraum konfluieren, der beide Seitenplatten voneinander trennt. Auf die na-
heliegende Frage, ob auch Zelltodereignisse, wie bei vielen anderen Abtrennungsprozessen im Rah-
men der Embryogenese (Ernst 1926, Gliicksmann 1951), zu der Spaltung des Seitenplattenmeso-
derms beitragen, gehen Funayama et al. (1999) nicht ein. Auch die fiir die vorliegende Arbeit unter-
suchten Embryonen von Tupaia belangeri geben hierzu nur begrenzt Auskunft, weil lediglich Em-
bryonen unserer Phasen 1 und 2 (in geringem Umfang) noch ,,ungespaltenes® Seitenplattenmeso-
derm besitzen. Die Auswertung dieses fiir die genannte Fragestellung sicher nicht représentativen
Materials ergibt bisher keinen zwingenden Hinweis auf einen Beitrag von Apoptoseereignissen zur

Aufspaltung des Seitenplattenmesoderms.

Dagegen finden sich bei Tupaia belangeri erhebliche Apoptosechdufungen am Boden des Zélom-
spaltes, und zwar in der Ubergangszone zwischen dem Seitenplattenmesoderm und dem medial an-
schlieBenden ungegliederten Mesoderm. Diese Apoptosehdufungen setzen sich bandférmig nach

kranial fort (Abb. 13, 16). Deshalb vermuten wir, dass sie Ausdruck einer ,,Grenzziehung* sind, die
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das Seitenplattenmesoderm durch Elimination ,,falsch spezifizierter Vorlduferzellen vom tiibrigen
Mesoderm trennt. Unsere dreidimensionalen Simultanrekonstruktionen belegen, dass auch andere
mesodermale Apoptosehdufungen bevorzugt auf der dem Seitenplattenmesoderm zugewandten Sei-
te auftreten: (1) in der lateralen Hélfte/Subdoméne des Sklerotoms (Abb. 24B, E; 25A, 26A), (2) in
der VLL von Dermomyotomen der Rumpfregion (Abb. 29, 30), (3) unter migrierenden, von der
VLL abstammenden hypaxialen Muskelvorlduferzellen (Daten nicht gezeigt) sowie (4) in der ven-
trolateralen Hélfte epaxialer Myotome (Abb. 32). Eine mogliche Erklarung fiir dieses topografisch
koordinierte Auftreten von Apoptosehdufungen konnte darin bestehen, dass pro-apoptotische Fakto-
ren vom Seitenplattenmesoderm produziert und abgegeben werden. Ein guter Kandidat hierfiir ist
BMP-4 (Haushuhn: Pourqui¢ et al. 1996, Tonegawa et al. 1997, Schmidt et al. 1998, Tonegawa und
Takahashi 1998; Labormaus: Jones et al. 1991), dessen pro-apoptotische Wirkung beispielsweise
im embryonalen Rhombenzephalon (Graham et al. 1994) sowie in der Extremititenknospe (Y oko-
uchi et al. 1996) nachgewiesen worden ist. Folgeuntersuchungen bei Tupaia belangeri werden des-
halb zundchst die Expressionsmuster von BMP-4 und noggin analysieren, die bei der Grenzziehung
zwischen paraxialem Mesoderm und Seitenplattenmesoderm als Gegenspieler fungieren (Tonegawa

et al. 1997, Tonegawa und Takahashi 1998, Wijgerde et al. 2005, Miura et al. 2006).

V. 8. Apoptose- und Proliferationsmuster am kaudalen Embryonalpol

V.81 Chordoneurales Scharnier

Das bei Xenopus laevis (Pasteels 1943) erstbeschriebene ,,chordoneurale Scharnier* bezeichnet eine
kaudal der Chorda dorsalis lokalisierte, strangartig verdichtete Gewebeformation, die von der Neu-
ralplatte beziehungsweise vom Neuralrohr nicht scharf abgrenzbar ist (,,chordoneural hinge*: La-
bormaus: Cambray und Wilson V 2002; Mensch: Miiller F und O’Rahilly 2004; Tupaia belangeri:
Abb. 3E). Das chordoneurale Scharnier tragt zur Bildung der Chorda dorsalis sowie ventraler Antei-
le des Riickenmarks bei (Xenopus laevis: Gont et al. 1993). Auerdem birgt es pluripotente Stamm-
zellen, aus denen sdmtliche Strukturen der Schwanzregion hervorgehen (Labormaus: Cambray und

Wilson V 2002).

Im Schrifttum fanden wir lediglich eine einzige Untersuchung, die sich mit dem moglichen Auftre-
ten von Apoptosen in dem chordoneuralen Scharnier befasst hat. Demnach treten Apoptosen in dem
chordoneuralen Scharnier der Labormaus praktisch nicht auf (Ukita et al. 2009). Unsere dreidimen-
sionalen Rekonstruktionen des kaudalen Embryonalpols von Tupaia belangeri belegen jedoch, dass
das Ergebnis der zitierten Voruntersuchung auf keinen Fall generelle Giiltigkeit fiir die Sdugetiere

beanspruchen kann. Bei Tupaia belangeri wird das chordoneurale Scharnier in allen untersuchten
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Entwicklungsphasen von zahlreichen Apoptosen durchzogen (Abb. 13A, 18D, G; 20A, 21A). Eine
Erklarung fiir diesen Unterschied zur Labormaus konnen wir bisher nicht geben. Methodenbedingte
Unterschiede scheiden insofern aus, als die von unserer Arbeitsgruppe héufig (und auch hier) zur
strukturellen Diagnose apoptotischer Zellen eingesetzten Semidiinnschnitte identische Ergebnisse
zeigen, wenn wir sie, wie Ukita et al. (2009) das von ihnen verwendete Material, mit der TUNEL-
Methode (Gavrieli et al. 1992) analysieren (Knabe et al. 2004). Nachuntersuchungen bei der Labor-
maus sind aber erforderlich, weil Ukita et al. (2009) nur ein einziges Entwicklungsstadium (E9,25)

zur Befundung herangezogen haben.

Ukita et al. (2009) haben sich auBerdem mit der proliferativen Aktivitdt im chordoneuralen Schar-
nier von Laborméusen auseinandergesetzt. Demnach ist die Proliferationsaktivitit im 20-Somiten-
stadium (E9,25) hoch (bis zu 39% BrdU-positive Zellen), im 35-Somitenstadium aber bereits wie-
der niedriger (E10,5: bis zu 24% BrdU-positive Zellen). Die von Ukita et al. (2009) bei der Labor-
maus untersuchte Entwicklungsperiode entspricht bei Tupaia belangeri dem Zeitraum zwischen un-
seren Phasen 2 (19-Somitenstadium) und 4 (31-Somitenstadium). Hier ist die Proliferationshiufig-
keit, ermittelt durch dreidimensionale Rekonstruktion strukturell identifizierter mitotischer Zellen,
durchweg hoch (Abb. 18F, I; 20B, 21B). Eine Heterochronie hinsichtlich der Sequenz ,,hoher Proli-
ferationsgrad geht Abfall des Proliferationsgrades voraus® (Labormaus) scheidet hdchstwahrschein-
lich aus, denn auch der Phase-1-Embryo DPZ 754/1A von Tupaia belangeri verfiigt iber zahlreiche
Mitosen, die allerdings strikt auf kaudale Abschnitte des chordoneuralen Scharniers konzentriert
sind (Abb. 14A). Auch unter Beriicksichtigung der verschiedenen, von Ukita et al. (2009) und unse-
rer Arbeitsgruppe zum Nachweis proliferierender Zellen eingesetzten Methoden kénnen wir die of-
fensichtlichen Unterschiede zwischen Labormaus und Tupaia belangeri bisher nicht erklaren. Fol-
geuntersuchungen an Tupaia belangeri werden sich deshalb mit der molekularen Charakterisierung

des chordoneuralen Scharniers auseinandersetzen.

V. 8.2 Schwanzknospe

Bei Tupaia belangeri ist eine Schwanzknospe erstmalig bei Embryonen der Phase 2 (19-Somiten-
stadium) ausgebildet. Dieser Befund steht in guter Ubereinstimmung mit Vorbefunden beim Haus-
huhn (18-Somitenstadium, HH13: Schoenwolf 1979, Griffith et al. 1992, Ohta et al. 2007), bei der
Labormaus (13- bis 20-Somitenstadium, E9,0: Schoenwolf 1984), bei der Laborratte (19- bis 21-So-
mitenstadium, E10,5: Gajovi¢ und Kostovi¢-Knezevi¢ 1995) sowie beim Menschen (21- bis 29-So-
mitenstadium, E30: Miiller F und O’Rahilly 2004). Auch unser Befund, dass apoptotische Zellen
gehduft in der Schwanzknospe von Tupaia belangeri auftreten (Abb. 18D, 20A, 21A), findet Ent-
sprechungen bei anderen Wirbeltieren (Zebrafisch: Cole und Ross 2001; Haushuhn: Schoenwolf

1981, Mills und Bellairs 1989, Hirata und Hall 2000; Mensch: Fallon und Simandl 1978). Die funk-
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tionelle Deutung dieser in der Schwanzknospe tibereinstimmend nachgewiesenen Apoptosehdufun-
gen ist jedoch schwierig, da bis heute keine allgemein akzeptierte Vorstellung iiber das Schicksal
von Stammzellen im chordoneuralen Scharnier einerseits, in der Schwanzknospe andererseits exis-
tiert. Diese Einschrankung gilt in vollem Unfang auch fiir Tupaia belangeri. Die vielfach geduBerte
Auffassung, dass Apoptosehdufungen in der Schwanzknospe mit deren Riickbildung in Zusammen-
hang stehen konnten, ist bei ,,nicht-Schwanz-tragenden Tieren sowie, in spéteren Entwicklungssta-
dien, auch bei ,,Schwanz-tragenden* Tieren einleuchtend. Fiir die bisher untersuchten Embryonen
von Tupaia belangeri ist dieses Argument angesichts des noch ausstehenden Auswachsens der
Schwanzanlage nicht stichhaltig. Adulte Tupaia belangeri verfiigen iiber 3 sakrale und 24 kokzyge-
ale Wirbel (Sargis 2001).

Bei Tupaia belangeri wird das hohe Apoptoseaufkommen in der Schwanzknospe von einem gleich-
falls hohen Mitoseaufkommen begleitet (Abb. 18F, 20B, 21B). Auch in der Schwanzknospe der La-
bormaus findet sich eine hohe proliferative Aktivitdt (Tam 1981, Tam et al. 1982), wihrend in der
Schwanzknospe des ,,nicht-Schwanz-tragenden* Haushuhns nur sehr wenige Proliferationsereignis-

se auftreten (Mills und Bellairs 1989).

V.83 Ventrales Mesoderm

Das dritte, am kaudalen Embryonalpol gesondert angesprochene Kompartiment ist das ,,ventrale
Mesoderm®, das sdmtliche lateral des paraxialen Mesoderms lokalisierten Mesodermabschnitte um-
fasst, die in der Schwanzregion nach ventral verlagert sind. Bei Tupaia belangeri durchsetzen Apo-
ptosehdufungen die gesamte kraniokaudale Ausdehnung des ventralen Mesoderms, konzentrieren
sich kaudal aber zunehmend auf ventrale Unterabschnitte dieses Kompartiments (Phase 3: Abb. 20;
Phase 4: Abb. 21). Kolokalisationen mit Mitosen finden sich {iberwiegend in der kranialen Halfte
der Schwanzanlage. In der kaudalen Hélfte sind Proliferationsereignisse dagegen vorrangig in dor-
salen Unterabschnitten des ventralen Mesoderms lokalisiert, ,,meiden‘ also die durch Apoptosehiu-

fungen charakterisierten ventralen Unterabschnitte.

Auch bei anderen Wirbeltieren wurden Apoptosehdufungen im ventralen Mesoderm beobachtet
(Haushuhn: Schoenwolf 1981, Sanders et al. 1986, Mills und Bellairs 1989, Miller und Briglin
1996; Laborratte: Gajovi¢ und Kostovi¢c-Knezevi¢ 1995; Mensch: Fallon und Simandl 1978). Bis-
her ist allerdings in keinem Fall bekannt, welche Funktion diese Apoptoseereignisse haben. Einen
Schliissel zur Losung dieser Frage kénnte die Vermutung liefern, dass Uberreste des Primitivstrei-
fens in das Oberflaichenektoderm der ventralen Schwanzanlage integriert werden und auch in dieser
Position weiterhin Mesodermzellen generieren (Haushuhn: Liu et al. 2004; Labormaus: Schoenwolf

1984, Wilson V und Beddington 1996; Laborratte: Gajovi¢ und Kostovi¢-Knezevi¢ 1995; Mensch:
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Miiller F und O’Rahilly 2004). Sofern eine solche Integration des Primitivstreifens in das Oberfla-
chenektoderm bei Tupaia belangeri stattfindet, konnten apoptotische Zellen, die wir in den unter-
suchten Embryonen der Phasen 2 bis 4 unmittelbar unterhalb des Oberflachenektoderms im ventra-
len Mesoderm fanden, Ausdruck einer ,,Selektion* aktuell generierter Mesodermzellen sein. Ein
ganz dhnlicher ,,Aussortierungsprozess™ konnte sogar bereits im Phase-1-Embryo DPZ 754/1A
stattfinden. Hier liegt die Apoptosehdufung in kaudaler Verlingerung des chordoneuralen Schar-
niers und ventral der Neuralplatte (Abb. 13A). Wie bei anderen Wirbeltieren auch, ist die Neural-
platte in dieser Region kaum gegen das Mesoderm abgrenzbar (Haushuhn: Schoenwolf 1979, Kne-
zevic et al. 1998; Labormaus: Tam et al. 1982; Mensch: Miiller F und O’Rahilly 2004; Tupaia be-
langeri: Abb. 3F) und tatsichlich gehen aus dieser Ubergangszone, mindestens bei der Labormaus,

Mesodermzellen hervor (Tam et al. 1982, Cambray und Wilson V 2002).
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die erfolgreiche Entschliisselung molekularer Mechanismen, die der periodischen Abgliederung
von Somiten aus dem paraxialen Mesoderm zugrunde liegen, hat unser Wissen Uber fundamentale
Entwicklungsprinzipien des Wirbeltierembryos entscheidend vorangebracht. Weitergehender For-
schungsbedarf besteht einerseits beztiglich des detailgenauen Ablaufes dieser ,,molekularen Uhr®,
andererseits zu der Frage, wie regulatorische VVorgaben im Rahmen der Somitogenese auf struktu-
reller Ebene umgesetzt werden. Die vorliegende Arbeit untersucht die Morphogenese von Somiten
und ihren Derivaten am Beispiel von Tupaia belangeri (Scandentia). Im Zentrum steht die Frage,
inwieweit zeitlich und rdumlich gerichtet ablaufende Apoptose- und Proliferationsereignisse zu die-

sen Morphogeneseprozessen beitragen.

Untersucht wurden Embryonen des 12. bis 16. Embryonaltages. Methodisch standen dreidimensio-
nale Rekonstruktionen nach Semidiinnschnitten im Vordergrund, die bei maximaler lichtmikrosko-
pischer Auflésung optimale Voraussetzungen fur die strukturelle Diagnostik apoptotischer und pro-
liferierender Zellen sowie mesenchymal-epithelialer Transitionen bieten. Das Computer-gestitzte
Rekonstruktionssystem wurde in DFG-geforderten Vorarbeiten von der AG Neuroembryologie
(Gottingen, jetzt Munster) in Kooperation mit der TU Chemnitz etabliert.

Feinanalysen der intersomitischen Spaltbildung mittels zusatzlicher zweidimensionaler Rekonstruk-
tionen im 2 um-Intervall forderten zunéchst zutage, dass viele der bisher auf unterschiedlicher me-
thodischer Basis publizierten, vermeintlich widerspriuichlichen Modelle zur Spaltbildung miteinan-
der vereinbar sein kénnten. Bei Tupaia belangeri existieren ndmlich zwei offenbar voneinander un-
abhangige Spaltinitialisierungszonen, die nahezu gleichzeitig in ventromedialen und dorsolateralen
Abschnitten des ungegliederten paraxialen Mesoderms auftreten. Unter der Voraussetzung, dass
Nachuntersuchungen bei Haushuhn und Labormaus &hnliche oder identische Spaltinitialisierungs-
zonen identifizieren sollten, lieBen sich die bisher publizierten, experimentell induzierten Stérungen

im Ablauf der intersomitischen Spaltbildung hypothetisch erklaren.

AnschlieRend haben wir untersucht, ob sich strukturelle Korrelate fir ,,Grenzzellen* finden lassen,
deren Existenz und ,,Spalt-bildende-Funktion* auf der Grundlage von Wachtel-Huhn-Transplantati-
onsexperimenten vor kurzem postuliert worden ist. Tatséchlich fanden wir bei Tupaia belangeri
Epithel-ahnliche, meist kettenartig aneinander gereihte Zellen, die insbesondere am kaudalen Ende
des aktuell in Abgliederung begriffenen Somiten den Spalt flankieren, in Form von Stapeln ,,ausfiil-
len“ oder seine kiinftige Position vorwegnehmen. Im Vorgriff auf Folgeuntersuchungen, mit deren

Hilfe der Ablauf der mesenchymal-epithelialen Transitionen im paraxialen Mesoderm umfassend
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dreidimensional rekonstruiert werden soll, legen unsere Befunde die Vermutung nahe, dass sich die

Grenzzellen von frih etablierten medialen Epithelzellen des prospektiven Somiten ableiten.

Fur eine etwaige apoptotische Elimination ,,nicht mehr bendétigter mutmaGlicher Grenzzellen lie-
fern unsere dreidimensionalen Rekonstruktionen keinen (iberzeugenden Anhalt. Auch ein gezielter,
in der Literatur mehrfach postulierter Beitrag von Apoptosen zur Bildung oder Konfiguration des
Somitozols ist bei Tupaia belangeri unwahrscheinlich. SchlieBlich spielen bei der Abgliederung
von Somiten offenbar weder Apoptosen, deren abtrennende mechanische Funktionen hdufig disku-
tiert, aber niemals bewiesen wurden, noch Segmentgrenzen-respektierende Mitose-Cluster eine he-

rausragende Rolle.

In den vollstandig epithelialen Somiten von Tupaia belangeri treten Mitosen, wie bei anderen Wir-
beltieren, berwiegend apikal auf. Dagegen zeigen die Apoptosen eine bisher nicht dokumentierte
basale Lagepraferenz. Entgegen der in der Literatur mehrheitlich vertretenen Auffassung erfolgt die
Rickbildung der insgesamt vier bei Tupaia belangeri identifizierten Okzipitalsomiten wahrschein-

lich nicht durch massive Apoptose, sondern beruht eher auf einem Riickgang der Proliferationsrate.

Der Nachweis einer im Detail neuartigen Sequenz, mit der Somitenzellen bei Tupaia belangeri
durch epithelial-mesenchymale Transition ins Sklerotom integriert werden, ist fir Folgearbeiten zur
genetischen Regulation dieses Prozesses bedeutungsvoll. Die Sklerotombildung setzt ventromedial
ein, schreitet nach kranial und kaudal, und erst dann nach ventrolateral fort, gefolgt wiederum von
kranialen und kaudalen Erganzungen. In der Friihphase der Sklerotombildung sind Apoptosen rar,
treten aber anschlieBend, wie bei anderen Wirbeltieren, gehduft in der lateralen Subdoméne des
Sklerotoms auf. Bei Tupaia belangeri tUberlappen auRerdem, mdglicherweise die Bildung der Peri-
chordalscheide fordernde, Apoptose- und Proliferationsmaxima in der ventralen Subdomane des
Sklerotoms. In der zentralen Subdoméne steht ein weiteres Proliferationsmaximum einem Apopto-

seminimum gegentiber.

Bei Tupaia belangeri beginnt die De-epithelialisierung der Dermomyotome im Rumpfbereich zen-
tral, in Segmenten dagegen, die kein hypaxiales Myotom ausbilden, in der ventrolateralen Lippe.
Weiterhin Ubereinstimmend mit anderen Wirbeltieren stammen die Vorlauferzellen epaxialer Myo-
tome aus der dorsomedialen Lippe, die des hypaxialen Myotoms aus der ventrolateralen Lippe des
Dermomyotoms. Proliferationsmaxima unter Vorlduferzellen des Myotoms finden sich zundchst
isoliert in der dorsomedialen und ventrolateralen Lippe, dann in allen vier Lippen und schlief3lich
diffus im Dermomyotom. Die Sequenz ihres Auftretens ist mit den gegenwartig diskutierten Model-

len zur Myotomentstehung vereinbar. Apoptosemaxima, die wahrend der De-epithelialisierung in
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der dorsomedialen Lippe sowie in zentralen Abschnitten der Dermomyotome des Rumpfbereichs
auftreten, nehmen offenbar eine Selektion unter VVorlauferzellen der Dermis vor. Auch der Bildung
hypaxialer Myotome gehen Apoptosehdufungen in der ventrolateralen Lippe voraus. Dagegen wer-
den Vorlauferzellen der Extremitatenmuskeln nicht in der ventrolateralen Lippe, sondern mogli-

cherweise erst wéahrend ihrer Wanderung zu den Zielgebieten apoptotisch ,,selektioniert®.

In den Myotomen von Tupaia belangeri nimmt die Zahl mitotischer wie auch apoptotischer Zellen,
wie bei anderen Wirbeltieren, mit dem Entwicklungsfortschritt zu. Auch die préferenzielle Ausbil-
dung von Proliferationsmaxima in dorsomedialen und von Apoptosemaxima in ventrolateralen

Myotomabschnitten ist offenbar eine Konstante bei Vertretern aller Wirbeltierklassen.

Mit Hilfe unserer speziell fur die Untersuchung groRBer Organanlagen entwickelten Rekonstrukti-
onsmethode konnten wir Simultanrekonstruktionen des paraxialen und intermediaren Mesoderms,
des Seitenplattenmesoderms sowie der Chorda dorsalis von Tupaia belangeri durchfiihren. Auffal-
ligster Befund war hier, dass bandférmig angeordnete Apoptoseereignisse offenbar eine ,,Grenzzie-
hung“ zwischen dem Seitenplattenmesoderm und den medial benachbarten Mesodermabschnitten
vornehmen. AulRerdem postulieren wir die Existenz pro-apoptotischer Faktoren im Seitenplattenme-
soderm, die benachbarte Apoptosehdufungen (1) in der lateralen Subdoméne des Sklerotoms, (2) in
der ventrolateralen Lippe von Dermomyotomen des Rumpfes, (3) unter migrierenden, aus der ven-
trolateralen Lippe des Dermomyotoms stammenden Vorlduferzellen der Extremitatenmuskeln so-

wie (4) in der ventrolateralen Hélfte epaxialer Myotome verursachen kdnnten.

Am kaudalen Embryonalpol besitzt Tupaia belangeri im Untersuchungszeitraum drei weitere Orte
hohen Apoptoseaufkommens: (1) das chordoneurale Scharnier, das bei der Labormaus keine Apo-
ptosehdufungen aufweist, (2) die Schwanzknospe und (3) das ,,ventrale Mesoderm®. Die funktionel-
le Relevanz von Apoptosehédufungen in der friihen Schwanzknospe ist unklar, sofern, wie bei Tupa-
ia belangeri, ein Schwanz ausgebildet wird. Apoptosehdufungen im ventralen Mesoderm kdnnten
mit der ,,Selektion* von Mesodermzellen befasst sein, die, mdglicherweise auch bei Tupaia belan-
geri, aus den in das Oberflachenektoderm der Schwanzregion inkorporierten Resten des Primitiv-

streifens emigrieren.

SchlieBlich belegen unsere dreidimensionalen Rekonstruktionen erstmals, dass die Chorda dorsalis
nicht nur von einer, sondern sogar von zwei dicht aufeinander folgenden Apoptosewellen in kranio-
kaudaler Richtung durchlaufen wird. Nur die erste Apoptosewelle wird von einer deutlichen, mini-
mal vorauseilenden Proliferationswelle begleitet. Unter Einbeziehung unserer Vorarbeiten zur Ent-

wicklung des Rickenmarks (Scheffel 2009) vermuten wir, dass Chordazellen, die die Differenzie-
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rung der Bodenplatte steuern, durch die erste Apoptosewelle ,,ausgewahlt” und, nach Etablierung
der Bodenplatte, durch die zweite Apoptosewelle eliminiert werden. Postulate, denenzufolge Apo-

ptoseereignisse zur Vakuolisierung der Chorda dorsalis beitragen, kénnen wir fiir Tupaia belangeri

weder bekraftigen noch widerlegen.
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