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EINLEITUNG 1

1.0 Einleitung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit zwei bisher noch nicht nidher untersuchten
Aspekten der Herzentwicklung beim Xenopusembryo. Dies sind die Lageentwicklung
des Proepikards und die Lageentwicklung der Miindung des Pulmonalvenenstammes.
Das Proepikard (PE) ist eine embryonale Zellpopulation, die die Vorlduferzellen fiir das
Epikard, das kardiale Interstitium und die Koronargefdle liefert (Manner et al. 2001).
Der Pulmonalvenenstamm ist ein vendses Gefdll, das das Blut aus den rechten und

linken Lungenvenen aufnimmt und normalerweise zum linken Vorhof fiihrt.

Untersuchungen an Hiihner- und Reptilienembryonen haben gezeigt, dass sowohl fiir
das PE als auch fiir den Miindungsabschnitt des Pulmonalvenenstammes (MPV) primér
bilateral paarige Anlagen gebildet werden, deren weitere Entwicklung bilateral
asymmetrisch erfolgt (Fedorow 1910; Dor et al. 1987; Kutsche und Van Mierop 1988;
Minner et al. 2001; Méanner und Merkel 2007; Schulte et al. 2007). So bildet sich ein
funktionstiichtiges PE bei Hiihnern und wahrscheinlich auch bei Reptilien lediglich aus
der rechten PE-Anlage (Ménner et al. 2001; Schulte et al. 2007) und der MPV entsteht
bei Hithnern und Reptilien lediglich aus einer linksseitigen Anlage (Fedorow 1910; Dor
et al. 1987; Kutsche und Van Mierop 1988; Minner und Merkel 2007). Es wird
vermutet, dass die bilateral asymmetrische Entwicklung dieser beiden Gebilde in
direkter Abhingigkeit von der Festlegung der Rechts/Links-Kd&rperachse erfolgt, doch
konnte dies bislang noch nicht experimentell untermauert werden (Schulte et al. 2007;

Mainner und Merkel 2007).

In den folgenden Abschnitten sollen zunidchst grundlegende Kenntnisse fiir das
Verstindnis der vorliegenden Arbeit vermittelt werden. Hierbei werde ich mit einer
kurzen Darstellung der funktionellen Bedeutung einiger viszeraler Rechts/Links-
Asymmetrien und deren entwicklungsbiologischen Grundlagen beginnen. AnschlieSend
werde ich die fiir meine Arbeit relevanten Aspekte der Entwicklung des PE und des

MPYV darstellen.
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1.1 Rechts/Links-Asymmetrien der inneren Organe

Die inneren Organe von Wirbeltieren zeigen artspezifische Rechts/Links-Asymmetrien
in ihrer Lage und Form, die auch als viszeraler Situs solitus bezeichnet werden.
Angeborene Abweichungen vom Situs solitus kdnnen von mehr oder weniger groBer
funktioneller Bedeutung sein. Die wohl bekannteste Abweichung ist der Situs inversus.
Beim Situs inversus sind samtliche inneren Organe spiegelbildlich zur normalen Form
und Lage ausgebildet. Ein Situs inversus hat in der iiberwiegenden Zahl der Félle keine
negativen funktionellen Auswirkungen fiir die Betroffenen und wird daher meist
zufillig diagnostiziert. Anders verhélt es sich bei der so genannten Heterotaxie, die auch
als Situs ambiguus bezeichnet wird. Hier liegen nur einzelne Organe spiegelbildlich
zum Normalen vor, die librigen Organe zeigen reguldre Verhiltnisse (Bartram et al.
2005; Jacobs et al. 2007). Ein Sonderfall der Heterotaxie ist der Isomerismus. Beim
Isomerismus liegen normalerweise asymmetrisch ausgebildete paarige Organe in einem
rechts- oder linkssymmetrischen Muster vor (Bartram et al. 2005; Jacobs et al. 2007).
Betrachtet man zum Beispiel die Lungen. Diese unterscheiden sich normalerweise
durch die Anzahl ihrer Lappen und das Verzweigungsmuster der sie versorgenden
Bronchien und Arterien (Abb. 1). Beim Menschen finden sich auf der rechten Seite
normalerweise drei und auf der linken Seite zwei Lungenlappen. Der rechte
Hauptbronchus ist im Vergleich zum Linken kiirzer und zeigt einen steileren Verlauf,
der in etwa den Verlauf der Trachea fortsetzt. Der linke Hauptbronchus ist ldnger als der
rechte und stirker als dieser zur Seite abgewinkelt. Weiterhin verlduft der rechte
Hauptbronchus kranial von der rechten Pulmonalarterie und wird daher auch als
eparterieller Bronchus bezeichnet, wihrend der linke Hauptbronchus kaudal von der
linken Pulmonalarterie verlauft und daher auch als hyparterieller Bronchus bezeichnet

wird.

Im Falle eines vollstindig ausgeprigten rechtsseitigen Isomerismus finden sich zwei
morphologisch rechte, d.h. dreilappige, Lungen und zwei kurze, steil verlaufende
eparterielle Hauptbronchien (Abb. 1 C). Im Falle eines vollstindig ausgeprigten
linksseitigen Isomerismus finden sich zwei morphologisch linke, d.h. zweilappige,

Lungen und zwei lange hyparterielle Hauptbronchien (Abb. 1 D).
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Normale Anordnung Spiegelbildliche Anordnung
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Abb. 1: Schematische Darstellung der mdglichen Anordnungen des Lungensitus; A normaler
Lungensitus (Situs solitus). Die rechte Lunge zeigt drei Lappen, der rechte Hauptbronchus ist kurz und
zeigt einen steilen Verlauf. Die linke Lunge besitzt zwei Lappen und der linke Hauptbronchus ist langer
als der Rechte und stirker abgewinkelt. B Situs inversus; C rechtsseitige Isomerie der Lungen und D
linksseitige Isomerie der Lungen.

Fir die Lungenfunktion spielt es keine groBe Rolle, ob ein Organismus bilateral
asymmetrisch (Situs solitus/inversus) oder bilateral symmetrisch (rechts- bzw.
linksseitiger Isomerismus) ausgebildete Lungen besitzt. Anders sieht die Situation
jedoch aus, wenn wir das reife menschliche Herz betrachten. Hier zeigen sich
Rechts/Links-Asymmetrien auf der Vorhofsebene und sind von grofler funktioneller
Bedeutung, da sie z.B. fiir die Trennung des grofen und kleinen Kreislaufes auf der
vendsen Seite sorgen (Abb. 2). Die beiden Vorhdfe unterscheiden sich in drei
wesentlichen Merkmalen voneinander: (1.) Der Form und Groéfle der Herzohren: So
besitzt der rechte Vorhof ein schnauzenférmiges und im Vergleich zum linken Vorhof
deutlich groBeres Herzohr. Das linke Herzohr ist nicht nur kleiner als das Rechte,
sondern zeigt auch eine andere Form, die hédufig als geweihformig beschrieben wird.
(2.) Dem Besitz eines subepikardial gelegenen Sinusknotens, der sich normalerweise
nur im rechten Vorhof im Bereich der Miindung der oberen Hohlvene findet. (3.) Den
Verbindungen zu den Venen des Korper- und Lungenkreislaufes: So nimmt der
rechte Vorhof normalerweise die Korpervenen auf, wohingegen der linke Vorhof die

Pulmonalvenen aufnimmt.
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Im Falle eines vollstindig ausgeprigten rechtsseitigen Isomerismus wire zu erwarten,
dass beide Vorhofe ein morphologisch rechtes Herzohr und jeweils einen Sinusknoten
besitzen. Lungenvenenmiindungen sollten in keinem der beiden Vorhdfe vorhanden
sein, wohingegen die Korpervenen sowohl an den rechts- als auch an den links
gelegenen Vorhof angeschlossen sein diirften. Bei einem vollstindig ausgeprigten
linksseitigen Isomerismus wire demzufolge zu erwarten, dass beide Vorhofe ein
morphologisch linkes Herzohr besitzen, wihrend ein Sinusknoten in keinem der beiden
Vorhoéfe zu finden sein diirfte. Die rechten Lungenvenen sollten in den rechts gelegenen
Vorhof miinden und die linken Lungenvenen in den links gelegenen Vorhof. Man kann
sich leicht vorstellen welche funktionellen Beeintrachtigungen sich sowohl aus einem

rechts- als auch aus einem linksseitigen Isomerismus der Herzvorhofe ergeben wiirden.

A Normale Anordnung B Spiegelbildliche Anordnung
(AL &

C Rechts-Isomerismus D Links-Isomerismus
!

Abb. 2: Schematische Darstellung der moglichen Anordnungen des atrialen Situs; A normaler atrialer
Situs (Situs solitus). Das morphologisch rechte Atrium (griin) besitzt ein groBes, schnauzenférmiges
Herzohr wihrend das linke Atrium (orange) ein geweihformiges Herzohr besitzt; der Sinusknoten (gelb)
befindet sich in der Wand des rechten Atriums. B atrialer Situs inversus; C rechtsseitige atriale Isomerie
und D linksseitige atriale Isomerie. Modifiziert nach Ho SY et al. 1995, S. 441.

Die oben genannten Verhiltnisse fiir die Lungen und das Herz stellen die theoretisch zu

erwartenden Reinstformen der viszeralen Isomerien dar. Tatséchlich finden sich jedoch
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beim linksseitigen Isomerismus, auch als Polysplenie-Syndrom bezeichnet, und beim
rechtsseitigen Isomerismus, auch als Asplenie-Syndrom bezeichnet, haufig
Vermischungen von Symptomen beider Syndrome. Es ist somit nicht immer mdglich,
die beiden Syndrome streng voneinander abzugrenzen (Bartram et al. 2005). Um der
Komplexitidt der Materie gerecht zu werden, sollte man daher beim Vorliegen einer
Heterotaxie  pauschalisierende  patho-morphologische  Klassifikationen — wie
Linksisomerie/Polysplenie und Rechtsisomerie/Asplenie vermeiden und stattdessen eine
detaillierte Beschreibung der morphologischen Situation jedes einzelnen Organs
vornehmen (Jacobs et al. 2007). Fiir die morphologische Klassifizierung des atrialen
Situs hat es sich hierbei bewidhrt, die Gestalt der Herzohren als Kriterium
heranzuziehen. Man spricht daher korrekterweise nicht von atrialen Isomerien, sondern

von Isomerien der Herzohren (Jacobs et al. 2007).

1.2 Molekulare Spezifizierung der Rechts/Links-Korperachse

Entwicklungsbiologische Studien der letzten fiinfzehn Jahre haben gezeigt, dass die
Entwicklung der viszeralen Rechts/Links-Asymmetrien durch  molekulare
Signalkaskaden gesteuert wird, die die rechts- und linksseitigen Korperidentititen
wihrend der frilhen Embryonalentwicklung festlegen (Abb. 3). Diese Entwicklung
scheint bei allen Vertebraten in drei aufeinander folgenden Phasen abzulaufen (fiir
Ubersichtsartikel siche z.B. Levin und Mercola 1998; Levin 2006): (1.) In der initialen
Phase erfolgt die Brechung der urspriinglich bilateralen Symmetrie des Embryos. Als
Folge dieses Symmetriebruches kommt es zu bilateral asymmetrischen Verteilungen
von Signalmolekiilen (z.B. Sonic hedgehog) im Bereich des Organisators/Hensen-
Knoten. (2.) In der darauf folgenden Phase werden die zunidchst noch auf den Bereich
des Organisators lokalisierten Rechts/Links-,,Informationen” {iber Signalkaskaden
verstirkt und breiten sich innerhalb des rechts- und linksseitigen Mesoderms aus. Diese
Signalkaskaden induzieren die unilaterale Expression des Transkriptionsfaktors Pitx2
im linken Seitenplattenmesoderm. (3.) In der abschlieBenden Phase erfolgt die
Umsetzung der durch die Signalkaskaden induzierten molekularen Rechts/Links-
Asymmetrien (z.B. linksseitige Pitx2 Expression) in gestaltliche und funktionelle

Rechts/Links-Asymmetrien der inneren Organe und des Gehirns.
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Wiéhrend die Komponenten und der Ablauf der Rechts/Links-Signalkaskaden heute
schon relativ gut bekannt sind, ist derzeitig noch nicht hinreichend geklirt, welche
Mechanismen zum Bruch der urspriinglichen Symmetrie des Embryos fithren (Wolpert
et al. 2007) und wie die asymmetrische Genexpression zur Entwicklung der

gestaltlichen und funktionellen Asymmetrien der inneren Organe und des Gehirns fiihrt.

RECHTS LINKS

Activin

\

MID1

\

BMP4

FGF18

FGF8

SNAI1

Abb. 3: Stark vereinfachte schematische Darstellung der Rechts/Links-Signalkaskaden beim
Hiihnerembryo wihrend der Gastrulation. Uber ein rechtsseitiges Activin-Signal wird eine rechtsseitige
Expression von BMP4 (bone morphogenetic protein) im Hensen-Knoten induziert. BMP4 unterdriickt
die rechtsseitige Expression von SHH (sonic hedgehog), wodurch SHH nur noch im linken Teil des
Hensen-Knotens exprimiert wird. Linksseitige Expression von SHH induziert die Expression von
NODAL in der Ndhe des Hensen-Knotens. NODAL diffundiert ins linke Seitenplattenmesoderm, wo es
die Expression von NODAL induziert. NODAL-Expression im Seitenplattenmesoderm induziert die
Expression des Transkriptionsfaktors PITX2. Auf der rechten Seite induziert BMP4 die Expression von
FGF8 (fibroblast growth factor) iiber FGF18. FGF8 wiederum induziert die Expression des Antagonisten
SNAIL, der die Expression von PITX2 auf der rechten Seite unterdriickt.
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1.3 Das Proepikard

Der friihembryonale Herzschlauch besteht lediglich aus zwei Zellschichten. Auflen
befindet sich das primitive Myokard und innen das primitive Endokard. Beide
Zellschichten sind durch eine zellfreie Schicht aus extrazellulirer Matrix, die als
,Cardiac jelly* bezeichnet wird (Davis 1924), miteinander verbunden. Weitere
strukturelle Komponenten des reifen Herzens wie zum Beispiel das Epikard, das
kardiale Interstitium oder die Koronargefdlle, sind zu diesem Zeitpunkt noch nicht
vorhanden. Bis in die spdten 1960er Jahre ging man davon aus, dass sowohl das Epikard
als auch das Myokard vom primitiven embryonalen Myokard abstammen und
bezeichnete letzteres deshalb auch als Myoepikard (Mollier 1906). Untersuchungen der
vergangenen vier Jahrzehnte haben jedoch gezeigt, dass das Epikard aus einer primér
extrakardial gelegenen Vorlduferzellpopulation stammt, die als Proepikard (PE) oder
auch als proepikardiale Serosa bezeichnet wird (Viragh und Challice 1981; Viragh et
al. 1993; Minner 1999; Mainner et al. 2001). Beim PE handelt es sich um
Mesothelbldschen oder Mesothelzotten, die sich in der Wand der Perikardhohle in der

Nihe des vendsen Pols des embryonalen Herzens bilden.

1.3.1 Transfer der Proepikardzellen zum Herzen

Es sind zwei Mechanismen bekannt, iiber die PE-Zellen das embryonale Herz besiedeln.
Der erste Mechanismus erfolgt in Form von frei flottierenden, vesikuldren Zellhaufen.
Er scheint hauptséchlich bei Fisch- und Sdugerembryonen vorzukommen (Komiyama et
al. 1987; Kuhn und Liebherr 1988; Mufioz-Chapuli et al. 1997). Die zottenférmigen
Ausstiilpungen des voll ausgebildeten PE bestehen aus abgeflachten Mesothelzellen und
enthalten Mesenchymzellen sowie extrazelluldre Matrix (Viragh und Challice 1981;
Komiyama et al. 1987; Kuhn und Liebherr 1988; Hirakow 1992). Die mesothelialen
Zellen schniiren sich zu vesikuliren Zellhaufen ab, die passiv durch die
fliissigkeitsgefiillte Perikardhohle treiben und an der nackten Myokardoberflache haften
bleiben (Méanner et al. 2001). Die anhaftenden Vesikel flachen sich ab und bilden
zundchst Epikardinseln aus, die dann nach und nach zu einer durchgehenden

Epikardschicht zusammenwachsen.
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Der zweite Mechanismus beruht auf der Ausbildung einer Gewebebriicke zwischen dem
PE und der Hinterwand der sich entwickelnden Ventrikel. Von der Anhaftungsstelle
dieser Gewebebriicke am Ventrikel ausgehend breitet sich das primitive Epikard
kontinuierlich iiber die Myokardoberfliche aus (Ménner 1992; Ménner et al. 2001).
Dieser Mechanismus wird hauptsichlich bei Vogel- und Reptilienembryonen gefunden

(Ménner et al. 2001).

1.3.2 Derivate des Proepikards

Wie bereits beschrieben bilden die PE-Zellen nach ihrem Transfer auf die ,nackte*
Myokardoberfldche zunichst das primitive Epikard (Ho E und Shimada 1978; Viragh
und Challice 1981; Hiruma und Hirakow 1989; Ménner 1992). Durch epithelial-
mesenchymale Transition primitiver Epikardzellen entstehen Mesenchymzellen, die
zuerst das Subepikard und im Anschluss daran die myokardialen und subendokardialen
Schichten der Herzwand besiedeln (Gittenberger-de Groot et al. 1998; Mianner 1999).
Diese mesenchymalen Zellen liefern nahezu alle zelluldren Elemente des kardialen
Interstitiums sowie sdmtliche Zellen des koronaren Blutgefdlsystems (Mikawa und
Fishman 1992; Mikawa und Gourdie 1996; Dettman et al. 1998; Minner 1999;
Landerholm et al. 1999; Wada et al. 2003; Pérez-Pomares et al. 2002). Die
Differenzierung von proepikardialen Vorlauferzellen zu Endothelzellen der kardialen
Lymphgefde konnte ausgeschlossen werden (Wilting et al. 2007), ebenso wie die
Differenzierung zu Herzmuskelzellen (Mikawa und Gourdie 1996; Gittenberger-de
Groot et al. 1998; Manner 1999). Jedoch spielen Derivate des PE (Epikard, kardiales
Interstitium, Koronarendothel) wichtige modulatorische Rollen bei der Entwicklung des

embryonalen Myokards (Ménner 2006).

1.3.3 Lageentwicklung des Proepikards

Friihere Befunde legten nahe, dass sich das Proepikard als ein einzelnes, unpaares
Mittelliniengebilde ausbildet (Kurkiewicz 1909; Viragh und Challice 1981; Komiyama
et al. 1987; Méanner 1992; Viragh et al. 1993). Neuere Befunde zeigen jedoch, dass bei
verschiedenen Wirbeltieren bilateral paarige PE-Anlagen gebildet werden (Mufioz-
Chépuli et al. 1997; Manner et al. 2001; Schulte et al. 2007; Pombal et al. 2008; Serluca

2008). Interessanterweise zeigt die weitere Entwicklung der PE-Anlagen artspezifische
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Unterschiede. So entwickeln sich die PE-Anlagen bei Miuseembryonen bilateral
symmetrisch. Die zunédchst voneinander getrennten Anlagen vereinigen sich im Verlauf
der Entwicklung im Bereich der embryonalen Mittellinie zu einer zusammenhidngenden
proepikardialen Masse, die sowohl das rechte als auch das linke Sinushorn bedeckt
(Schulte et al. 2007). Beim Hiihnerembryo hingegen entwickeln sich die PE-Anlagen
bilateral asymmetrisch. Es erscheint zuerst die rechte Anlage, bevor etwas spdter die
linke Anlage sichtbar wird. Von diesen beiden Anlagen entwickelt lediglich die rechte
das reife PE, wéhrend die linke zugrunde geht (Schulte et al. 2007).

Die Tatsache, dass sich das PE beim Hiithnerembryo bilateral asymmetrisch entwickelt,
lasst vermuten, dass dies in Abhéngigkeit von der Rechts/Links-Achsenspezifizierung
erfolgen konnte (Schulte et al. 2007). Die symmetrische Entwicklung des PE in anderen
Tierarten wie z. B. der Maus scheint dem zwar auf den ersten Blick zu widersprechen,
doch muss dies nicht unbedingt der Fall sein. So finden sich auch bei weiteren bilateral
paarig angelegten Organen artspezifische Unterschiede in der Entwicklung, die zu
symmetrischer oder asymmetrischer Ausbildung dieser Organe fithren. Ein gut
untersuchtes Beispiel sind die Ovarien. Diese entwickeln sich bei den meisten
Wirbeltierarten in einem bilateral symmetrischen Muster, das zur Ausbildung von zwei
funktionsfahigen Ovarien fiihrt. Bei Vogeln hingegen findet sich typischerweise nur ein
funktionsfahiges Ovar auf der linken Seite, wihrend auf der rechten Seite lediglich ein
rudimentdrer und nicht funktionsfahiger Ovotestis vorhanden ist (Mittwoch 1998).
Untersuchungen an Hithnerembryonen haben gezeigt, dass die bilateral asymmetrische
Entwicklung ihrer Ovarien von den oben genannten Rechts/Links-Signalwegen

abhingig ist (Guioli und Lovell-Badge 2007; Ishimaru et al. 2008).

1.4 Der Pulmonalvenenstamm

Verschiedene Aspekte der Vorhofsentwicklung sind bis heute unklar oder strittig. Das
betrifft zum  Beispiel die Entwicklung des Miindungsabschnittes  des
Pulmonalvenenstammes (MPV). Der Pulmonalvenenstamm ist ein vendses Gefil3, das
das Blut aus den rechten und linken Lungenvenen aufnimmt und normalerweise zum
linken Vorhof fiihrt. Bei vielen lungen-atmenden Wirbeltieren ist dieses Gefdl3

zeitlebens vorhanden, beim Menschen jedoch nur wihrend der Embryonal- und frithen
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Fetalphase, da es normalerweise in die dorsale Wand des linken Vorhofes einbezogen
wird, wodurch die Lungenvenen direkt in den linken Vorhof miinden (siehe Abb. 13.11
aus Sadler 2008 S. 230). Wie bereits beschrieben, sind Isomerien der Herzohren haufig
mit typischen Lageanomalien der Lungenvenen-miindungen assoziiert (Smith et al.
2006). Dies ldsst vermuten, dass der Anschluss des Pulmonalvenenstammes an das Herz
in Abhéngigkeit von der oben beschriebenen Spezifizierung der Rechts/Links-Achse
erfolgt.

1.4.1 Lageentwicklung des MPV

Obwohl im letzen Jahrhundert zahlreiche Untersuchungen zur Pulmonalvenen-
entwicklung durchgefiihrt wurden, konnte bis jetzt nicht eindeutig geklart werden, wie
der Anschluss des Pulmonalvenenstammes an den linken Vorhof erfolgt. Strittig ist hier
vor allem, ob der MPV urspriinglich im primitiven Vorhof (Born 1889; Neill 1956; Van
Praagh und Corsini 1969; Goor und Lillehei 1975; Los 1978; Webb et al. 1998, 2000,
2001; Soufan et al. 2004; Anderson et al. 2006) oder im Sinus venosus liegt (Fedorow
1910; Brown 1913; Buell 1922; Rosenquist 1971; Kutsche und van Mierop 1988; De
Ruiter et al. 1995; Tasaka et al. 1996; Blom et al. 2001).

Ein weiterer bisher wenig beachteter Punkt betrifft die urspriingliche Lage des MPV in
Bezug auf die Rechts/Links-Achse. Bisher gingen die meisten Embryologen davon aus,
dass der MPV aus einer unpaaren Endothelsprosse der Sinus- oder Vorhofswand
hervorgeht. Strittig ist jedoch, ob diese auch als Pulmonalvenengrube bezeichnete
GefidBanlage urspriinglich in der Mittellinie liegt (Brown 1913; Auér 1948; Van Praagh
und Corsini 1969; Webb et al. 1998; Wessels et al. 2000; Jongbloed et al. 2004) oder
von Anfang an ein links gelegenes Gebilde ist (Born 1889; Neill 1956; Goor und
Lillehei 1975; Los 1978; Tasaka et al. 1996). Die Situation wird zusétzlich durch
Befunde von Reptilien und Vogelembryonen verkompliziert, die nahe legen, dass bei
diesen Arten bilateral paarige Anlagen fiir den MPV angelegt werden, von denen sich
lediglich die linke zum definitiven MPV entwickelt (Fedorow 1910; Buell 1922; Dor et
al. 1987; Kutsche und Van Mierop 1988; Ménner und Merkel 2007). So haben Minner
und Merkel (2007) kiirzlich gezeigt, dass die Pulmonalvenengrube bei
Hiihnerembryonen eine ovale Vertiefung in der Mittellinie des Embryos ist, deren

Lingsachse senkrecht zur Mittellinie verlduft. Diese ovale Vertiefung besteht aus einem
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sichtbaren rechten und linken Anteil. Im Laufe der Entwicklung konnte beobachtet
werden, dass sich der rechte Anteil zuriickbildet, wihrend sich der linke Anteil zum

definitiven MPV entwickelt.

1.5 Erfolgt die Entwicklung des PE und des MPV in Abhéngigkeit von der
Spezifizierung der Rechts/Links-Achse?

Wie oben beschrieben, werden bei Hithnerembryonen sowohl fiir das PE (Schulte et al.
2007) als auch fiir den MPV bilateral paarige Anlagen gebildet (Manner und Merkel
2007). Diese Anlagen entwickeln sich normalerweise bilateral asymmetrisch, wobei
sich das PE auf der rechten und der MPV auf der linken Seite ausbilden. Es liegt nahe
zu vermuten, dass die bilateral asymmetrische Ausbildung dieser beiden Gebilde in
direkter Abhingigkeit von der oben beschriebenen Spezifizierung der Rechts/Links-
Korperachse erfolgt (Schulte et al. 2007; Méanner und Merkel 2007). Um diese
Vermutung experimentell zu priifen, miisste die Spezifizierung der Rechts/Links-Achse
an Hiihnerembryonen in kontrollierter und vorhersagbarer Weise gestort werden. Dies
ist derzeit nur in ,,Whole-Embryo”-Kulturen mdglich. Leider erreichen derartig
manipulierte Embryonen in der ,,Whole-Embryo*-Kultur nicht die Stadien, in denen die
Entwicklung des PE und des MPV beobachtet werden kann. Deshalb miissten derartige
Manipulationen in ovo durchgefiihrt werden. Derzeit sind jedoch keine zuverldssigen
Methoden bekannt, die Verdnderungen der Rechts/Links-Achsenspezifizierung in ovo

zulassen.

Aus diesem Grund haben wir eine andere Wirbeltierart gesucht, an der wir
experimentell iiberpriifen konnen, ob die asymmetrische Entwicklung des PE und des
MPV von Rechts/Links-Signalen abhidngig ist. Die Embryonen dieser Art sollen vier
Voraussetzungen erfiillen: (1.) Manipulationen der Rechts/Links-Achsenspezifizierung
sollen technisch moglichst einfach und reproduzierbar durchgefiihrt werden konnen; (2.)
derartige Manipulationen sollen bis zu fortgeschrittenen Stadien der Herzentwicklung
iiberlebt werden; (3.) die PE Entwicklung soll nach einem mit Hiihnerembryonen
vergleichbaren asymmetrischen Muster ablaufen; und (4.) die Lageentwicklung des

MPV soll ebenfalls nach einem mit Hithnerembryonen vergleichbaren Muster ablaufen.
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Von den derzeitig in der Entwicklungsbiologie bevorzugt verwendeten
Modellorganismen scheiden die Maus und der Zebrafisch von vornherein aus. Bei
beiden Arten erfolgt die PE-Entwicklung bilateral symmetrisch (Schulte et al. 2007;
Serluca 2008). Dariiber hinaus fehlt dem Zebrafisch ein Lungenkreislauf.
Beobachtungen an Axolotlembryonen (Ambystoma mexicanum) lassen vermuten, dass
sich das PE bei Amphibien nur auf der rechten Seite bildet (Fransen und Lemanski
1990). Der von uns gewiinschte Modellorganismus konnte sich somit unter
Amphibienarten finden. Der siidafrikanische Krallenfrosch (Xenopus laevis) ist die
derzeitig in der Entwicklungsbiologie am héufigsten verwendete Amphibienart. Bei
Xenopusembryonen lédsst sich die Spezifizierung der Rechts/Links-Achse relativ einfach
storen und die Embryonen iiberleben derartige Manipulationen bis in fortgeschrittene
Stadien der Herzentwicklung. Bisher fehlen jedoch genaue Daten iiber die Entwicklung
des PE und des Pulmonalvenenstammes bei Xenopus. Um beurteilen zu kénnen, ob sich
Xenopusembryonen zur experimentellen Priifung der o.g. Frage eignen, muss daher

noch geklart werden, wie die Entwicklung des PE und des MPV bei dieser Art abliuft.

1.6 Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit soll die Lageentwicklung des PE und des MPV bei Xenopus-

embryonen kldren. Hierbei geht es im Besonderen um die Beantwortung folgender

Fragen:

1. Entwickelt sich das PE als ein bilateral symmetrisches oder asymmetrisches Gebilde?

2. Liegt der MPV urspriinglich in der dorsalen Wand des Sinus venosus oder in der

Wand des primitiven ungeteilten Vorhofes?

3. Liegt der MPV urspriinglich in der Mitte oder in der linken Hilfte des Sinus venosus/

primitiven Vorhofes?

4. Gibt es Hinweise darauf, dass sich der MPV aus einer primér paarigen Anlage

entwickelt?
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2.0 Material und Methoden

In der vorliegenden Arbeit habe ich mich mit der Lageentwicklung der Proepikard-
anlage und der Lageentwicklung der Pulmonalvenenmiindung bei Xenopusembryonen
beschiftigt. Ich habe fiir meine Untersuchungen zunichst iibliche Verfahren wie die
mikroskopische Begutachtung histologischer Schnittserien und die Rasterelektronen-
mikroskopie verwendet. Da es mit diesen mikroskopischen Untersuchungsverfahren
nicht moglich war, zweifelsfreie Aussagen iiber mogliche Paarigkeiten und
Seitenidentitdten von Proepikard (PE) und dem Miindungsabschnitt des Pulmonal-
venenstammes (MPV) machen zu konnen, wurde zusétzlich ein ,,Cell Lineage Tracing*
zur Identifizierung der Derivate der rechten und linken Kdorperhélfte durchgefiihrt (sieche

unten; Ramsdell et al. 2005).

2.1 Embryonen

Die Untersuchungen wurden an Embryonen des siidafrikanischen Krallenfrosches
(Xenopus laevis) durchgefiihrt, die uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. T. Pieler,
Abteilung Entwicklungsbiochemie, Goéttinger Zentrum fiir Molekulare Biowissen-
schaften zur Verfiigung gestellt wurden. Die befruchteten, mit 2%igem Cystein-
hydrochlorid (pH 8) von der gallertigen Eihiille befreiten Eier wurden in einem
handelsiiblichen Inkubator (Mytrom WB22K) bei 18°C in ,,Modified Barth’s Solution*
(MBS) bebriitet, bis die Embryonen das Stadium 35 (nach Nieuwkoop und Faber
(1967)) erreicht hatten. Anschlieend haben sich die Embryonen bei Raumtemperatur

weiterentwickelt.

Aufgrund der ausgeprigten Beweglichkeit lebender Xenopusembryonen erfolgte die
lupenmikroskopische Begutachtung in narkotisiertem Zustand. Als Narkotikum wurde
20%iges Aminobenzoesdureethylestermethansulfonat (Fa. Sigma) verwendet, das im
Verhiltnis 1:2000 mit MBS verdiinnt wurde. Fiir meine Untersuchungen wurden
ausschlieBlich Embryonen verwendet, die keine duBerlich erkennbaren Fehlbildungen
aufwiesen. Die Stadierung der Embryonen erfolgte auf der Grundlage des
Stadierungssystems nach Nieuwkoop und Faber (1967), das sich an duf3erlich sichtbaren

morphologischen Merkmalen orientiert. Die untersuchten Embryonen befanden sich in
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den Stadien 37 bis 46. Dieser Zeitraum wurde aufgrund bereits bekannter Expressions-
daten von proepikardialen Markergenen wie Wtl und Podl gewihlt. Die Wtl
Expression soll im Herzen im Stadium 38/39 beginnen (Carroll und Vize 1996), die
Podl Expression im Stadium 40,5 (Simrick et al. 2005). Ab dem Stadium 46 hat das
Herz von Xenopusembryonen in der Regel die adulten Verhiltnisse erreicht (Lohr und

Yost 2000; Warkman und Krieg 2007).

Im Folgenden wird zundchst die Herstellung der histologischen und der raster-
elektronischen Préparate beschrieben und im Anschluss daran erldutert, wie das ,,Cell
Lineage Tracing* durchgefiihrt und die entsprechend markierten Embryonen fiir die

fluoreszenzmikroskopische Untersuchung fixiert wurden.

2.2 Histologie

Fiir die histologische Untersuchung wurden die Embryonen in Bouin’scher Ldsung
fixiert. Nach der Entwiésserung iiber eine aufsteigende Alkoholreihe wurden die
Praparate iiber Xylol in Paraplast® iberfithrt. Von diesen Priparaten wurden
Schnittserien in frontaler, horizontaler oder sagittaler Ebene (Schnittdicke: 5-7 pm)
angefertigt. Die Farbung erfolgte mit Himatoxylin-Eosin (HE). Daran schloss sich die
Untersuchung der Schnittserien und die photographische Dokumentation der Befunde

mit einem Lichtmikroskop (Axioplan 2, Fa. Zeiss) an.

2.3 Rasterelektronenmikroskopie

Fir die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung wurden die narkotisierten
Embryonen in eine mit MBS und Aminobenzoesidureethylestermethansulfonat
(Verdiinnung siehe oben) gefiillte Petrischale iiberfiihrt, die am Boden mit einer
Wachsschicht iiberzogen war. Mit Hilfe von Insektennadeln, die durch den Mund und
den Schwanz gesteckt wurden, wurde der Embryo auf dem Boden der Petrischale in
Riickenlage festgesteckt um ihn préaparieren zu konnen. Die Embryonen, die fiir die
Untersuchung des PE bestimmt waren, wurden hierbei iiberstreckt. Durch die

Uberstreckung des Embryos wird die Ventrikelschleife des Herzens nach kranial
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verlagert und ein freier Blick auf den vendsen Pol des Herzens ermdglicht (Schulte et al.

2007).

Dann wurde die vordere Korperwand mittels elektrolytisch gespitzter Wolframnadeln
durchtrennt und die Perikardhohle erdffnet. Die duBere Oberfliche des Herzens wurde
iiber eine Glaskaniile mit Lock’scher Losung gespiilt, um anhaftende Proteine von der

Herzoberflache zu entfernen.

Die oben beschriebenen ersten Priparationsschritte wurden sowohl fiir die
Untersuchung der PE-Entwicklung als auch fiir die Untersuchung der Topogenese der
PVM durchgefiihrt. Im folgenden Schritt unterscheidet sich jedoch das weitere
Vorgehen:

Fir die Untersuchung der PE-Entwicklung wurde das Herz mit einer kalziumfreien
manganchloridhaltigen (20 mmol) Locke’schen Losung (Asami 1979) mittels einer
Glaskaniile duBerlich gespiilt. Manganchlorid bewirkt iiber eine Blockierung der Ca*'-
Kandle einen Herzstillstand in genereller Dilatation. Um regionale Kontraktions-
unterschiede des Herzens zu verhindern und um die Herzen verschiedener Embryonen
besser untereinander vergleichen zu konnen, ist es wichtig, sie in einheitlich dilatiertem
Zustand zu fixieren. Nach dem Eintritt des Herzstillstandes wurden die Embryonen
zunéchst fiir 12 Stunden in 1,5% Glutaraldehyd in Locke’scher Losung im Kiihlschrank
bei 7 ° C fixiert und anschlieBend in Bouin’scher Losung bei Zimmertemperatur

nachfixiert (Ménner et al. 1996).

Fiir die Untersuchung der Topogenese der PVM mussten die Herzbinnenrdume von
Blut befreit werden. Hierzu wurde zunichst eine Kiemenbogenarterie erdffnet, um
einen Austritt von Blut zu erméglichen. AnschlieBend wurde das embryonale Herz im
Ventrikelbereich mit einer elektrolytisch angespitzten Wolframnadel erdftnet, so dass
eine Glaskaniile in den Ventrikel vorgeschoben werden konnte. Nun wurde das noch
schlagende Herz mit Locke’scher Losung solange gespiilt, bis die sichtbaren
Blutbestandteile aus dem Herzen entfernt waren. AnschlieBend wurde das Herz mit der
kalziumfreien manganchloridhaltigen (20 mmol) Locke’schen Losung (Asami 1979)

von innen gespiilt, so dass wie oben beschrieben ein Herzstillstand in genereller
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Dilatation herbeigefiihrt wurde. Die Fixierung erfolgte wie oben beschrieben mit 1,5%

Glutaraldehyd in Locke’scher Losung und danach mit Bouin.

Nach Entwisserung iiber eine aufsteigende Alkoholreihe wurden die Priparate nach der
,Critical-Point“-Technik (CPD) iiber CO, getrocknet und anschlieBend mit Leitsilber
auf Aluminiumtrager aufgeklebt. Fiir die Untersuchung der PE-Entwicklung wurde die
Perikardhohle wenn noétig mittels elektrolytisch angespitzter Wolframnadel weiter
erdffnet. Fiir die Untersuchung der Topogenese der PVM wurden der Ventrikel und die
Ausflussbahn entfernt. Daraufhin wurden die Embryonen mit Gold-Palladium
(Schichtdicke 40-50 nm, ,,Cool*“ Sputtering System Type E5100, Polaron Equipment)
bedampft. Die Untersuchung der Préparate und die photographische Dokumentation der
Befunde erfolgten mit dem Rasterelektronenmikroskop (DSM 960, Fa. Zeiss).

Fiir die Untersuchung der Topogenese der PVM wurden die Herzen nach der ersten
Dokumentation weiter pripariert. Hierbei wurden der Sinus venosus und das primitive
Atrium von ventral eréffnet und ein Teil der Leberanlage entfernt, so dass nun ein
Einblick in das primitive Atrium und den Sinus venosus moglich wurde. Die Préparate

wurden erneut bedampft und mit dem Rasterelektronenmikroskop untersucht.

2.4 ,,Cell Lineage Tracing* und fluoreszenzmikroskopische Untersuchung

Die befruchteten und mit 2% Cysteinhydrochlorid von der Gallerthiille befreiten Eier
wurden in MBS bis zum Zwei-Zell-Stadium (Stadium 2 nach Nieuwkoop und Faber
(1967)) bei einer Temperatur von 18°C in einem handelsiiblichen Inkubator (Mytrom
WB22K) bebriitet. Im Zwei-Zell-Stadium entspricht die sichtbare Teilungsfurche der
spiateren Korpermittellinie des Xenopusembryos. Die Dbeiden Blastomeren
reprasentieren somit jeweils eine der beiden, d.h. die rechte oder linke, K&rperhélften

(Klein 1987; Masho 1990).

Fiir das ,,Cell Lineage Tracing* wurden die Dextran-konjugierten Fluoreszenzfarbstoffe,
Alexa Fluor 647 (10.000 MW, anionic, fixable) und Oregon Green 488 (10.000 MW,
anionic, lysine fixable; beide Fa. Invitrogen) verwendet (Ramsdell et al. 2005). Die

beiden Fluoreszenzfarbstoffe wurden in RNAse-freiem Wasser gelost (2,5mg/ml). Zur
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Markierung von rechter und linker Korperhilfte der sich entwickelnden Embryonen
wurden im Zwei-Zell-Stadium in die Marginalzone der einen Blastomere 4 nl des Alexa
Fluor 647-Dextran mit einem Mikromanipulator (Pneumatic PicoPump PV 820, World
Precision Intruments) injiziert und in die Marginalzone der anderen Blastomere 4 nl des
Oregon Green 488-Dextran injiziert. Nach der Injektion wurden die Embryonen bis zum
Stadium 37 nach Nieuwkoop und Faber (1967) im Inkubator bei 18°C bebriitet,

anschlieBend entwickelten sie sich bei Zimmertemperatur weiter.

Fir die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung wurden ausschlielich Embryonen
verwendet, die im ,,whole mount* ein eindeutiges Rechts/Links-Hemilabeling mit den
0.g. Fluoreszenzfarbstoffen zeigten. Hierfiir wurden die lebenden Embryonen vor der
Fixierung mit Paraformaldehyd unter einer Stereolupe (Leica MZ 16 FA) auf
halbseitige Fluoreszenz untersucht. Lediglich Embryonen, die ein -eindeutiges
Rechts/Links-Hemilabeling aufwiesen, wurden stadiert und anschliefend in 4%
Paraformaldehyd fixiert. Die Entwésserung der Prédparate erfolgte tiiber eine
aufsteigende Alkoholreihe. Daran schloss sich die Einbettung in Paraplast® an, die liber
das Zwischenmedium Xylol erfolgte. Von diesen Préparaten wurden histologische
Schnittserien in frontaler oder horizontaler Schnittebene (Schnittdicke: 7 pm)

angefertigt.

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der histologischen Schnitte und die
photographische Dokumentation der Befunde erfolgten mit Hilfe der konfokalen Laser
Scanning Mikroskopie (Leica TCS SP2 konfokales System, Leica DM IRE 2 inverses
Mikroskop). Der Dextran-konjugierte Fluoreszenzfarbstoff Oregon Green wurde mit
einem Argon-Krypton-Laser mit der Wellenldnge 496 nm angeregt, und der Farbstoff
Alexa Fluor wurde mit einem Helium-Neon-Laser mit der Wellenlinge 633 nm
angeregt. Die vom Photomultiplier gemessenen Fluoreszenzintensititen wurden
entsprechend der Fluoreszenz griin bzw. rot eingefarbt. Kontrast und Helligkeit der

Aufnahmen wurden am PC mittels Adobe Photoshop® nachkorrigiert.
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3.0 Befunde

3.1 Lageentwicklung des Proepikards

Die Entwicklung des Proepikards (PE) wurde wéhrend der Stadien 37 bis 46 nach
Nieuwkoop und Faber (1967) untersucht.

In den Stadien 37 bis 40 zeigte das Mesothel an der Oberfliche von Septum
transversum und ventraler Wand des Sinus venosus keine regionalen morphologischen

Besonderheiten, die sich im Sinne von PE-Anlagen interpretieren lassen (Abb. 4).

Im Stadium 41 bildet das Mesothel der ventralen Wand des rechten Sinushorns eine
zapfenformige Ansammlung von Mesothelzellen, die aufgrund ihrer Lage und ihres
weiteren Verhaltens als PE identifiziert werden konnte (Abb. 5, 6, 7). Ein entsprechend
geformtes linksseitiges PE konnte zu diesem und auch zu keinem spéteren
Entwicklungszeitpunkt gefunden werden. Das rechtsseitige zapfenformige PE wichst
nach kranial und bekommt im spdten Stadium 41 direkten Kontakt mit dem
rechtsseitigen Teil der Herzschleife am Ubergang vom Ventrikel zur Ausflussbahn
(Abb. 5, 6, 7). Hierdurch entsteht eine strangformige sekunddre Gewebebriicke, die den
Transfer der PE-Zellen zum Herzen ermdglicht. Diese, im Folgenden als PE-Briicke
bezeichnete Gewebebriicke, zeigt eine auffallende Ahnlichkeit zur PE-Briicke des
Hiithnerembryos (Abb. 8) Die PE-Zellen breiten sich nun von der PE-Briicke ausgehend
tiber die nackte myokardiale Oberfliche des Herzens aus und bilden das primitive

Epikard.

Die PE-Briicke lie8 sich bis zum Stadium 46 als eigenstdndiges Herzband nachweisen
und verschwand nicht, wie beim Hiithnchen {iblich (Ménner 1992), durch Fusion mit der
Herzwand. Aufgrund der hohen Transparenz der vorderen Korperwand kann die PE-
Briicke auch im lebenden Xenopusembryo bis mindestens zum Stadium 46 von auflen

identifiziert werden (Abb. 9).



Abb. 4 A, B, C: Frontalansichten des Herzens in der eréffneten Perikardhéhle. Rasterelektronenmikroskopie
(REM)-Aufnahmen von Xenopusembryonen in den Stadien 37 (A), 38 (B) und 39 (C). Das Mesothel am
Boden der Perikardhohle zeigt keine auffélligen lokalen Unterschiede in der Oberflichenmorphologie. A =
gemeinsames Atrium; L = Boden der Perikardhohle / perikardiale Oberfldche der Leber; O = Ausflussbahn; V
= embryonaler Ventrikel.

Abb. 5 A-F: Frontalansichten des Herzens in der erdffneten Perikardhohle. REM-Aufnahmen von Xenopus-
embryonen in den Stadien 40 (A); 41 (B, C); 42 (D); 43 (E) und 44 (F). Innerhalb des Stadiums 41 bildet das
Mesothel im Bereich des rechten Sinushorns eine kegelformige Ansammlung von Mesothelzellen, die in
Richtung des sich entwickelnden Ventrikels wéchst. Eine entsprechende Ansammlung von Mesothelzellen im
Bereich des linken Sinushorns ist nicht zu erkennen. Der weile Pfeil zeigt auf das PE bzw. die PE-Briicke.
LA = linkes Atrium; LS = linkes Sinushorn; RA = rechtes Atrium; RS = rechtes Sinushorn; andere
Abkiirzungen wie in Abb. 4.
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Abb. 6 A, B, C: Hohere VergroBerung des Proepikards (PE) und der PE-Briicke in den Stadien 41 (A), 42
(B) und 43 (C). Der weille Pfeil zeigt auf das PE bzw. die PE-Briicke. V = embryonaler Ventrikel.

Abb. 7 A-I: Herz und PE-Briicke in einer frontalen (A-C) und zwei sagittalen (D-I) histologischen
Schnittserien. Die Abb. A-C zeigen einen Embryo im Stadium 41; D-F im Stadium 43 und G-H im Stadium
46. Die PE-Briicke (weiller Pfeil) verlduft von der ventralen Wand des Sinus venosus zur Hinterwand des
Ventrikels durch die Perikardhohle. SV = Sinus venosus; andere Abkiirzungen wie in Abb. 4 und Abb. 5.
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Abb. 8 A-D: Form und Lage der PE-Briicke bei Hithnerembryonen (A, C; Stadium 27 nach Hamburger und
Hamilton) und Xenopusembryonen (B, D; Stadium 44 und 46). Die Abbildungen A und B zeigen REM-
Aufnahmen, die Abbildungen C und D sagittale histologische Schnitte. Die Embryonen fiir die REM-
Untersuchung wurden in einem iiberstreckten Zustand fixiert, sodass der Ventrikel nach kranial verlagert wird
und ein freier Blick auf den venésen Pol des Herzens moglich wird. Die PE-Briicke (weiler Pfeil) verlduft
von der ventralen Wand des Sinus venosus zur Hinterwand des(r) Ventrikel(s) durch die Perikardhohle. In der
PE-Briicke des Hiithnerembryos (C; zwei weille Pfeile) verlduft eine Vene, die das Blut der Koronarvenen in
den Sinus venosus leitet. ST = Septum transversum; andere Abkiirzungen wie in Abb. 4 und Abb. 5.

Abb. 9 A, B: Diese lupenmikroskopischen Aufnahmen zeigen Frontalansichten des Herzens und der PE-
Briicke, wie sie im lebenden Xenopusembryo durch die transparente Koérperwand gesehen werden. A zeigt
einen Embryo im Stadium 41. Die blau gepunktete Linie begrenzt den Rand der PE-Briicke, die weifl
gepunktete Linie markiert die Herzkontur. B zeigt einen Embryo im Stadium 46. Der weifle Pfeil zeigt auf die
PE-Briicke. O = Ausflussbahn; RA = rechtes Atrium; V = embryonaler Ventrikel.
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Histologische Untersuchungen zeigen, dass das zapfenférmige PE und die PE-Briicke
anfanglich lediglich aus einer morphologisch einheitlich erscheinenden Zellpopulation
epithelartiger Zellen bestehen (Abb. 10). Die PE-Briicke enthdlt zu diesem Zeitpunkt
weder extrazelluldre Matrix noch mesenchymale Zellen. Ab dem Stadium 43 jedoch
zeigt die PE-Briicke einen mesenchymalen Kern, der von einem flachen Mesothel

bedeckt ist.

Die oben genannten Befunde sprechen dafiir, dass das PE bei Xenopusembryonen
ausschlieflich von einer rechtsseitigen PE-Anlage stammt. Damit wiirde die PE-
Entwicklung in einem bilateral asymmetrischen Muster ablaufen, wie es auch von
Hiithnervogeln bekannt ist. Obwohl ich keinerlei Hinweis fiir eine linksseitige PE-
Anlage gefunden habe, konnte die Moglichkeit nicht ausgeschlossen werden, dass es bei
Xenopus zu einem Verschmelzen der rechten und linken PE-Anlage kommt, bevor der
morphologische Phianotyp sichtbar wird. Aus diesem Grund wurde zusétzlich ein ,,Cell
Lineage Tracing® mit Fluoreszenzfarbstoffen durchgefiihrt, um zweifelsfreie Aussagen
tiber die Seitenidentitit der PE-Anlage machen zu konnen. Diese Untersuchungen
zeigten, dass das PE beim Xenopusembryo ausschlieBlich von der rechten Korperhilfte

stammt (Abb. 11).
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Abb. 10 A, B, C: Histologische Frontalschnitte, die den Aufbau der PE-Briicke von Xenopusembryonen in
den Stadien 41 (A), 43 (B) und 46 (C) zeigen. Im Stadium 41 ist die PE-Briicke ein relativ kompaktes
epitheliales Gebilde, das keine extrazellulire Matrix und Mesenchymzellen enthdlt. Ab dem Stadium 43
erscheint die PE-Briicke als ein mesenchymaler Strang, der von einem flachen Mesothel bedeckt wird. Der
weille Pfeil zeigt auf die PE-Briicke.

Abb. 11: Diese fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines histologischen Frontalschnittes zeigt die rechts-
und linksseitigen Anteile, aus denen sich das Herz und die PE-Briicke bei einem Xenopusembryo im Stadium
43 zusammensetzt. Bei diesem Embryo wurde die rechte Blastomere im Zwei-Zell-Stadium mit Alexa-Fluor-
647-konjugiertem Dextran markiert (rot), die linke Blastomere mit Oregon-Green-488-konjugiertem Dextran
(griin). Die rote Markierung der PE-Briicke (weiBler Pfeil) kennzeichnet deren Herkunft aus der rechten
Blastomere. O = Ausflussbahn; V = embryonaler Ventrikel.
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3.2 Lageentwicklung des Miindungsabschnittes des Pulmonalvenenstammes

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Lageentwicklung des Miindungs-
abschnittes des Pulmonalvenenstammes (MPV) untersucht, von dem angenommen
wird, dass er wie das PE primér paarig angelegt wird und im weiteren Entwicklungs-
verlauf ein bilateral asymmetrisches Muster aufweist (Manner und Merkel 2007). Wie
im Fall des PE erfolgte die Begutachtung der Embryonen in den Stadien 37 bis 46 nach
Nieuwkoop und Faber (1967).

In den Stadien 37 bis 40 konnten keine morphologisch erkennbaren Anzeichen eines

MPV gefunden werden.

Der MPV erscheint friihestens im Stadium 41, wo er bei 50% der rasterelektronen-
mikroskopisch untersuchten Embryonen (4 von 8) als eine schlitzformige GefaBoffnung
an der dorsalen Wand der Einstrombahn des Herzens gefunden wurde (Abb. 12).
Histologische Schnittserien zeigen, dass sich der Pulmonalvenenstamm vor der
Etablierung einer GefdB6ffnung als blind endendes GefdB3 in der dorsalen Wand des
Sinus venosus findet. Ab dem Stadium 42 war ein MPV bei allen Embryonen
vorhanden. Vom Zeitpunkt seines ersten Erscheinens an findet sich der MPV links von
der Korpermittellinie und kranial einer zirkuliren Gewebeleiste, die das primitive
Atrium vom Zusammenfluss der systemischen Venen — dem so genannten Sinus
venosus — abgrenzt. Diese zirkuldre Gewebeleiste stellt die morphologische Grenze
zwischen dem primitiven Atrium und dem Sinus venosus dar und wird daher im
Folgenden als sinu-atriale Grenzleiste bezeichnet. Der MPV liegt somit von Anfang an
im Bereich der dorsalen Wand des primitiven Atriums. Die Ebene, die durch die
ringformige sinu-atriale Grenzleiste definiert wird, entspricht nicht der horizontalen
Korperebene des Embryos, sondern ist im Vergleich zu Letzterer nach dorso-kaudal

geneigt (Abb. 13).
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Abb. 12: Diese REM-Aufnahmen zeigen die dorsale Wand des erdffneten Sinus venosus und primitiven Vorhofes
eines Xenopusembryos im Stadium 41 in der Ansicht von ventral. A, B Ubersichtsaufnahmen. C, D Detailansichten.
Bei diesem Embryo findet sich bereits ein MPV (weiller Pfeil). Dieser liegt kranial von der sinu-atrialen Grenzleiste
und der Pulmonalfalte und links von der interatrialen Leiste. Das Leisten- und Faltensystem ist in den rechten
Abbildungen (B, D) durch Markierungen hervorgehoben. ... = sinu-atriale Grenzleiste; +++ = Pulmonalfalte; *** =
interatriale Leiste; L = Leber; LA = linkes Atrium; LS = linkes Sinushorn; O = Ausflussbahn; RA = rechtes Atrium;
RS = rechtes Sinushorn.
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Abb. 13: Histologische Sagittalschnitte eines Xenopusembryos im Stadium 41 (Schnittrichtung von Links nach
Rechts). Beachte, dass die durch die sinu-atriale Grenzleiste (griine Pfeilspitzen) definierte Ebene gegeniiber der
Horizontalebene deutlich nach dorso-kaudal gekippt ist. Im Bereich des MPV (rotes Sternchen) wird die sinu-
atriale Grenzleiste durch den freien Rand der Pulmonalfalte (rote Pfeilspitze) fortgesetzt. AV = AV-Kanal; L =
Leber; LA = linkes Atrium; P = Lungenanlage; Ph = Pharynx; SV = Sinus venosus; V = Ventrikel.

Bei seinem Erscheinen im Stadium 41 wird der MPV kaudal von einer diinnen,
scharfrandigen Falte begrenzt, deren freier Rand dem Verlauf der sinu-atrialen
Grenzleiste folgt (Abb. 12 und 13). Diese Falte wird im Folgenden als Pulmonalfalte
bezeichnet. Thr freier Rand setzt sich links in die relativ scharfkantige linke Hélfte der
sinu-atrialen Grenzleiste fort, wiahrend sie rechts im Bereich der Koérpermitte in die
relativ stumpfe rechte Hilfte der sinu-atrialen Grenzleiste auslduft. Hier steht das rechte
Ende der Pulmonalfalte zusitzlich mit dem kaudalen Ende einer flachen, anndhernd
vertikal verlaufenden Leiste in Verbindung, bei der es sich um eine Teilanlage des
spiteren Septum interatriale handelt. Diese Leiste liegt anndhernd in der Medianebene
des Korpers und wird im Folgenden als interatriale Leiste bezeichnet (Abb. 14). Der
MPV liegt somit von Anfang an links vom spéteren Septum interatriale. Dies konnte

auch durch ,,Cell Lineage Tracing* bestitigt werden (Abb. 15).
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Abb. 14: Diese REM-Aufnahmen zeigen die dorsale Wand des erdffneten Sinus venosus und primitiven Vorhofes
von Xenopusembryonen in den Stadien 41 (A, D), 42 (B, E) und 46 (C, F) in der Ansicht von ventral. Beachte, dass
der MPV (weiller Pfeil) bei seinem Erscheinen im Stadium 41 kranial von der sinu-atrialen Grenzleiste und links von
der interatrialen Leiste und der Korpermittellinie liegt. Zur Verdeutlichung der Lagebeziehung des MPV zur
Korpermittellinie wurde letztere als weifle Linie in die Abbildungen D, E und F eingefiigt. L = Leber; LA = linkes
Atrium; LS = linkes Sinushorn; O = Ausflussbahn; RA = rechtes Atrium; RS = rechtes Sinushom.

Abb. 15: Diese fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von histologischen Horizontalschnitten (in kranio-kaudaler
Abfolge) zeigen die rechts- und linksseitigen Anteile, aus denen sich das Herz bei einem Xenopusembryo im Stadium
46 zusammensetzt. Bei diesem Embryo wurde die rechte Blastomere im Zwei-Zell-Stadium mit Alexa-Fluor-647-
konjugiertem Dextran markiert (rot), die linke Blastomere mit Oregon-Green-488-konjugiertem Dextran (griin). Die
Wand des MPV (*) stammt aus der linken Blastomere und liegt links vom Septum interatriale (weiler Pfeil), das
ebenfalls aus der linken Blastomere stammt (griin). Beachte auch die linksseitige (griin) Herkunft der ventralen und
die rechtsseitige (rot) Herkunft der dorsalen Wand des Ventrikels. LA = linkes Atrium; LS = linkes Sinushorn; O =
Ausflussbahn; RA =rechtes Atrium; RS = rechtes Sinushorn; V = embryonaler Ventrikel.
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Im Stadium 42 zeigt der freie Rand der Pulmonalfalte einen schrigen Verlauf. Dies
kommt dadurch zustande, dass sein rechtes Ende nun nicht mehr mit der rechten Hélfte
der sinu-atrialen Grenzleiste in Verbindung steht, sondern sich nach kranial direkt in die
interatriale Leiste fortsetzt (Abb. 16 A, D). Das linke Ende der Pulmonalfalte geht

jedoch weiterhin in die linke Hélfte der sinu-atrialen Grenzleiste iiber.

Abb. 16: Diese REM-Aufnahmen zeigen den er6ffneten primitiven Vorhof von Xenopusembryonen in den Stadien
42 (A, D), 43 (B, E) und 46 (C, F) in der Ansicht von ventral-kranial. Ab dem Stadium 42 bildet die Pulmonalfalte
eine Einheit mit der scharfrandigen, ins atriale Lumen vorwachsenden interatrialen Leiste und beteiligt sich somit an
der Bildung des Septum interatriale. Der Verlauf des freien Randes der Pulmonalfalte wird zunehmend steiler. Das
linke Ende der Pulmonalfalte wichst wihrend dieses Zeitraumes entlang des linken Umfanges der sinu-atrialen
Grenzleiste nach ventral auf das dorsale Atrioventrikular-Kissen zu. Hierdurch wird der Sinus venosus vom linken
Vorhof getrennt. Die Kérpervenen miinden nun ausschlieBlich in den rechten Vorhof, der MPV (weifer Pfeil) in den
linken Vorhof. Durch die vollstdndige Entwicklung des Septum interatriale wird die Trennung zwischen rechtem und
linkem Vorhof erreicht. Das Leisten- und Faltensystem ist in den Abbildungen D, E, F durch Markierungen
hervorgehoben. ... = sinu-atriale Grenzleiste; +++ = Pulmonalfalte; *** = interatriale Leiste; AV = dorsales AV-
Kissen; LA = linkes Atrium; RA = rechtes Atrium; SV = Sinus venosus.
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In den Stadien 43 bis 46 wird der Verlauf des freien Randes der Pulmonalfalte
zunehmend steiler. Die Pulmonalfalte bildet nun eine Einheit mit der scharfrandigen, ins
atriale Lumen vorwachsenden interatrialen Leiste und beteiligt sich somit an der
Bildung des Septum interatriale (Abb. 16 B, E), welches dem Septum primum der
Sdugerembryonen entspricht. Histologische Schnitte zeigen, dass sich der atriale
Wandaufbau rechts und links von der interatrialen Leiste deutlich voneinander
unterscheidet. Wihrend die dorsale Wand des zukiinftigen rechten Vorhofes eine dicke
Schicht extrazelluldrer Matrix (,,Cardiac jelly*) zwischen Endo- und Myokard besitzt,
liegen im Bereich des zukiinftigen linken Vorhofes Endo- und Myokard direkt
aneinander (Abb. 17). Das linke Ende der Pulmonalfalte wichst wéhrend dieses
Zeitraumes entlang des linken Umfanges der sinu-atrialen Grenzleiste nach ventral auf
das dorsale Atrioventrikular-Kissen zu (Abb. 16). Hierdurch wird der Sinus venosus
vom linken Vorhof getrennt (Abb. 16 und 18). Die Ko&rpervenen miinden nun
ausschlieBlich in den rechten Vorhof, die Pulmonalvenen in den linken Vorhof. Durch
die vollstindige Entwicklung des Septum interatriale, wird die Trennung zwischen
rechtem und linkem Vorhof erreicht. Aufgrund der Vereinigung von Pulmonalfalte und
interatrialer Leiste ldsst sich der MPV nicht mehr klar vom linken Vorhof abgrenzen.

Der Pulmonalvenenstamm erweitert sich kelchformig und geht ohne erkennbare Grenze

ins linke Atrium iiber (Abb. 18 B, C).



BEFUNDE 30

Abb. 17: Histologischer Horizontalschnitt durch den Vorhof eines Xenopusembryos im Stadiun 43. Der schwarze
Pfeil zeigt auf die interatriale Leiste. Beachte, dass sich der atriale Wandbau rechts und links von der interatrialen
Leiste voneinander unterscheidet. Die dorsale Wand des rechten Vorhofes besteht aus Endo- und Myokard, sowie der
dazwischen liegenden ,,Cardiac jelly* (CJ). In der dorsalen Wand des linken Vorhofes liegen Endo- und Myokard
direkt aneinander. AV = AV-Kanal; LA = linkes Atrium; P = Lungenanlage; RA = rechtes Atrium.

Abb. 18: Histologische Sagittalschnitte in Hohe des MPV. Xenopusembryonen in den Stadien 41 (A), 43 (B) und 46
(C). Im Stadium 41 bildet der freie Rand der Pulmonalfalte (rote Pfeilspitze in A) einen Teil der sinu-atrialen
Grenzleiste (griine Pfeilspitze in A). Durch Vorwachsen der Pulmonalfalte in Richtung des dorsalen AV-Kissens wird
der Sinus venosus vom linken Vorhof getrennt (Bereich zwischen den roten Pfeilspitzen in B und C). Beachte, dass
sich der MPV (roter Asterisk) kelchférmig ins linke Atrium erweitert. AV = AV-Kanal; L = Leber; LA = linkes
Atrium; O = Ausflussbahn; P = Lungenanlage; Ph = Pharynx; SV = Sinus venosus; V = Ventrikel.
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4.0 Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um zwei Aspekte der Herz-

entwicklung von Xenopusembryonen zu kliren:

1. die Lageentwicklung des Proepikards (PE) und

2. die Lageentwicklung des Miindungsabschnittes des Pulmonalvenenstammes (MPV).

Im Folgenden werden die Ergebnisse meiner Untersuchungen in Bezug auf diese beiden

Aspekte nacheinander diskutiert.

4.1 Lageentwicklung des PE

Meine Untersuchung zur Entwicklung des PE bei Xenopusembryonen wurde durch
Befunde angeregt, die bei Maus- und Hithnerembryonen gemacht wurden (Schulte et al.
2007). Bei beiden Organismen gibt es primir bilateral paarige PE-Anlagen, jedoch
unterscheiden sich die beiden Spezies in der weiteren Entwicklung dieser PE-Anlagen.
Bei Mausembryonen tragen sowohl die rechte als auch die linke PE-Anlage zur Bildung
des definitiven PE bei. Sie entwickeln sich in einem bilateral symmetrischen Muster
und verschmelzen zu einem gemeinsamen PE, das die Vorlduferzellen fiir das Epikard,
das kardiale Interstitium und die Koronargefaf3e liefert. Bei Hiihnerembryonen hingegen
entsteht das PE lediglich aus der rechten PE-Anlage, wihrend sich die linke PE-Anlage
vollstidndig zuriickbildet. Bei Hiihnerembryonen erfolgt die PE-Entwicklung demnach
nicht in einem bilateral symmetrischen, sondern in einem bilateral asymmetrischen
Muster. Die vorliegende Arbeit sollte kldren, ob sich das PE bei Xenopus wie bei
Mausembryonen in einem bilateral symmetrischen Muster oder wie bei Hiihner-

embryonen in einem bilateral asymmetrischen Muster entwickelt.

Die vorliegenden Befunde zeigen, dass sich das PE bei Xenopusembryonen lediglich
auf der rechten Seite bildet. Die Entwicklung des PE erfolgt demnach in einem bilateral
asymmetrischen Muster, welches der PE-Entwicklung beim Haushuhn &hnelt. Eine

weitere Gemeinsamkeit der beiden Arten ist, dass das reife PE den Kontakt zum
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Herzschlauch iiber eine strangformige sekundire Gewebebriicke herstellt. Diese

Gewebebriicke ermdglicht den Transfer von PE-Zellen zum Herzen (Abb. 5, 6, 7, 8).

Es zeigten sich jedoch auch Unterschiede zum Hithnerembryo:

1. Beim Hithnerembryo werden molekular und morphologisch nachweisbare rechte und
linke PE-Anlagen an der ventralen Wand des rechten und linken Sinushorns gebildet
(Schulte et al. 2007). Von diesen beiden Anlagen entwickelt nur die Rechte den vollen
PE-Phénotyp, die Linke geht zugrunde (Ménner et al. 2001; Schlueter et al. 2006;
Schulte et al. 2007). Bei Xenopusembryonen bildet sich eine PE-Anlage lediglich an der
Wand des rechten Sinushorns, wéhrend auf der linken Seite keine morphologisch
erkennbare PE-Anlage gefunden wird. Diese Tatsache erforderte ein ,,Cell Lineage

Tracing* um die ausschlieBlich rechtsseitige Herkunft des PE zu bestitigen (Abb. 11).

2. Das voll entwickelte PE von Hiithnerembryonen ist eine Ansammlung mehrerer
mesothelialer Zotten an der Wand des perikardialen Zéloms. Diese Zotten besitzen
einen mesenchymalen Kern, der von einem flachen Mesothel bedeckt ist (Manner et al.
2001; Schulte et al. 2007). Das voll entwickelte PE von Xenopusembryonen jedoch
imponiert als eine einzelne, zapfenféormige Ansammlung von Mesothelzellen, die
keinen mesenchymalen Kern aufweist (Abb. 10 A). Mesenchym wird hier erst nach der

Ausbildung der PE-Briicke gefunden (Abb. 10 B, C).

3. Beim Hithnerembryo kann die PE-Briicke nur voriibergehend als ein eigenstindiges
Gebilde gefunden werden, da sie mit dem Epikard des AV-Sulcus fusioniert (Manner
1992). Bei Xenopus und anderen Froscharten scheint die PE-Briicke jedoch als sog.
,ventricular apical ligament* das ganze Leben hindurch bestehen zu bleiben (Halpern

und May 1958).

Aufgrund des Fehlens einer morphologisch identifizierbaren linken PE-Anlage, stellt
sich die Frage, ob das PE von Xenopus als ein primir paarig angelegtes Gebilde
angesehen werden kann. Die Tatsache, dass bei zahlreichen anderen Organismen, wie
Hundshai, Maus, Huhn, Neunauge und Zebrafisch (Mufioz-Chépuli et al. 1997; Schulte
et al. 2007, Pombal et al. 2008; Serluca 2008), morphologisch eindeutig zu

identifizierende paarige PE-Anlagen gebildet werden, ldsst vermuten, dass die PE-
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Anlage bei Xenopus ebenfalls paarig angelegt wird. Es ist denkbar, dass die
Entwicklung der linken PE-Anlage bei Xenopus zu einem so frithen Zeitpunkt stoppt,
dass es zu keinem erkennbaren Zellwachstum kommt und damit eine morphologische
Identifizierung der linken PE-Anlage nicht moglich ist. Aus diesem Grund wire es
sinnvoll Expressionsanalysen von PE-Markergenen wie Epicardin (Hidai et al. 1998;
Robb et al. 1998; Simrick et al. 2005), 7hx18 (Kraus et al. 2001; Haenig und Kispert
2004) oder WTI (Moore et al. 1999; Carmona et al. 2001) durchzufiihren, die zeigen
konnten, ob es zu einem frithen Entwicklungszeitpunkt bilaterale Expressionen von PE-

Markergenen im Bereich des Sinus venosus gibt.

Haushuhn und Xenopus scheinen nicht die einzigen Arten zu sein, die eine rechtsseitige
Dominanz der PE-Entwicklung aufweisen. Fransen und Lemanski (1990) haben die PE-
Briicke bei Axolotlembryonen, (Ambystoma mexicanum), ebenfalls nur auf der rechten
Seite der Perikardhohle gefunden. Diese PE-Briicke bleibt bis in adulte Lebensphasen
bestehen. Bei adulten Herzen verschiedener Amphibien, Reptilien und Eier legender
Sduger existiert ein der PE-Briicke in Form und Lage entsprechender Gewebestrang
(Hochstetter 1906, Halpern und May 1958). Dies ldsst vermuten, dass die
Ausbildung/Etablierung einer PE-Briicke aus dem rechten PE unter den Wirbeltieren
weit verbreitet ist. Diese Vermutung wird auch durch neuere embryologische Befunde

vom Hundshai, Scyliorhinus canicula, und Neunauge, Petromyzon marinus, gestiitzt

(Pombal et al. 2008).

4.1.1 Ausblick

Die Tatsache, dass die Bildung des reifen PE bei einigen Fischen (Mufioz-Chapuli et al.
1997), Amphibien (Fransen und Lemanski 1990; vorliegende Befunde) und Vogeln
(Ménner et al. 2001; Schulte et al. 2007) nach dem gleichen bilateral asymmetrischen
Muster erfolgt, wirft die Frage auf, ob die Lageentwicklung des PE bei diesen Spezies
in direkter Abhéingigkeit von der Spezifizierung der Rechts/Links-Kdorperachse erfolgt.
Um diese Frage zu beantworten, konnte man die Spezifizierung der Rechts/Links-
Korperachse im Embryo storen und anschlieend die Entwicklung des morphologischen
Phénotyps untersuchen. Obgleich derartige Experimente kiirzlich an Hithnerembryonen
durchgefiihrt wurden (Schlueter und Brand 2009), sind Hithnerembryonen fiir derartige

Experimente aufgrund praktisch-technischer Limitationen nicht besonders geeignet
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(Schulte et al. 2007). Eine verldssliche Manipulation der Rechts/Links-Korperachse ist
bei Hiithnern derzeit nur in vitro moglich, jedoch erreichen derartig manipulierte
Embryonen nicht das Alter, in dem der ausgereifte morphologische Phénotyp des PE
analysiert werden kann. Mit Xenopus steht nun ein Modellorganismus zur Verfligung,
der diese Limitationen nicht aufweist. Bei Xenopusembryonen konnte die Expression
der linksseitigen Markergene Nodal und Pitx2c durch die Applikation verschiedener
Pharmaka randomisiert werden (Levin et al. 2002; Fukumoto et al. 2005; Adams et al.
2006). Das heilit, dass neben Embryonen mit einer unilateral linksseitigen (,,solitus*)
Expression auch Embryonen mit unilateral rechtsseitiger (,,inversus®), bilateraler
(,,Linksisomerie®) oder bilateral fehlender (,,Rechtsisomerie*) Expression der
linksseitigen Markergene gefunden wurden. Diese abweichenden Expressionsmuster
linksseitiger Gene resultierten in der Bildung von Situsanomalien wie Situs inversus

oder Heterotaxie (Fukumoto et al. 2005; Adams et al. 2006).

Um zu testen, ob die PE-Entwicklung bei Xenopus durch die bekannten Rechts/Links-
Signale gesteuert wird, konnte man die Rechts/Links-Achsenspezifizierung von
Xenopusembryonen z.B. mit Hilfe von Pharmaka stéren. Sollte die PE-Entwicklung
durch Rechts/Links-Signale gesteuert werden, dann wire im Falle eines rechtsseitigen
Isomerismus eine paarige, bilateral symmetrische Ausbildung des PE zu erwarten, d.h.
es miissten sich sowohl ein rechtes als auch ein linkes PE bilden und mit dem Herz
verwachsen. Im Falle eines linksseitigen Isomerismus wére zu erwarten, dass sich kein

PE bildet.

4.2 Lageentwicklung des MPV

Bei allen hoheren Wirbeltieren erfolgt die Entwicklung des herznahen Abschnittes der
pulmonal-vendsen Strombahn normalerweise nach einem bilateral asymmetrischen
Muster, bei dem der gemeinsame Lungenvenenstamm von den systemischen Venen
getrennt und lediglich an den linken Vorhof angeschlossen wird. Obgleich ein normaler
Ablauf dieses Geschehens fiir spétere Lebensabschnitte von vitaler Bedeutung ist,
blieben verschiedene Aspekte dieses Geschehens bisher ungeklért. Dies sind u.a.: (1)
Die primédre Lagebeziechung des MPV zum Sinus venosus und zum primitiven Vorhof;
(2) Die primére Lagebeziehung des MPV zur Rechts/Links-Korperachse; und (3) Eine
mogliche Paarigkeit der MPV Anlage.
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4.2.1 Lagebezichung des MPV zum Sinus venosus und zum primitiven Vorhof

Bis heute ist strittig, ob der Lungenvenenstamm anfangs gemeinsam mit den Stimmen
der systemischen Venen in den Sinus venosus miindet und erst spiter getrennt von
thnen in den linken Vorhof einbezogen wird (Fedorow 1910; Brown 1913; Buell 1922;
Rosenquist 1971; Kutsche und van Mierop 1988; De Ruiter et al. 1995; Tasaka et al.
1996; Blom et al. 2001) oder ob der Lungenvenenstamm bereits von Anfang an getrennt
von den systemischen Venen in das primitive Atrium miindet (Born 1889; Neill 1956;
Van Praagh und Corsini 1969; Goor und Lillehei 1975; Los 1978; Webb et al. 1998,
2000, 2001; Soufan et al. 2004; Anderson et al. 2006).

Die vorliegenden rasterelektronenmikroskopischen Befunde zeigen, dass der MPV bei
Xenopus laevis von seinem Erscheinen im Stadium 41 an oberhalb (kranial) einer
zirkuldren Gewebeleiste liegt, die zwischen dem primitiven Atrium und dem Sinus
venosus verlduft (Abb. 12, 14). Diese Gewebeleiste stellt eine eindeutig zu
identifizierende morphologische Grenze zwischen dem primitiven Atrium und dem
Sinus venosus dar und wird von mir daher als sinu-atriale Grenzleiste bezeichnet. Aus
der Tatsache, dass der MPV bei Xenopus laevis von Anfang an kranial der sinu-atrialen
Grenzleiste liegt, folgere ich, dass der Anschluss des Pulmonalvenenstammes bei dieser

Art primédr an das primitive Atrium erfolgt.

Angesichts dieses Befundes stellt sich die Frage, warum der MPV bei vielen anderen
Wirbeltierarten primir im Sinus venosus gesehen wird. Ein Grund hierflir konnten art-
spezifische Entwicklungsunterschiede sein. Dem kann jedoch entgegnet werden, dass in
der Literatur selbst fiir ein und dieselbe Art, -- z.B. das Haushuhn und die Maus --,
unterschiedliche Angaben zur primiren Lage des MPV gemacht werden (Fedorow
1910; Rosenquist 1971; Dor et al. 1987; De Ruiter et al. 1995; Tasaka et al. 1996; Webb
et al. 1998, 2000; Ménner und Merkel 2007). Ein weiterer Grund fiir unterschiedliche
Angaben zur primdren Lage des MPV konnte in der Aussagekraft der jeweils
angewendeten mikroskopischen Untersuchungstechniken liegen. So stiitzen sich viele
frilhere Aussagen zur primidren Lage des MPV auf die Beurteilung von zwei-
dimensionalen histologischen Horizontalschnitten (Fedorow 1910; Kutsche und van
Mierop 1988) und nicht, wie in der vorliegenden Studie, auf die Beurteilung der drei-

dimensionalen Verhéaltnisse. Wahrend sich der Verlauf der sinu-atrialen Grenzleiste am
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drei-dimensionalen Préparat relativ einfach verfolgen lasst (Abb. 12, 16), ist dies an
histologischen Horizontalschnittserien nur unter hochsten Anforderungen an das
rdumliche Vorstellungsvermogen moglich. Das liegt daran, dass die Ebene der sinu-
atrialen Grenzleiste gegeniiber der horizontalen Kdrperebene von Xenopusembryonen
eine deutliche dorso-kaudale Neigung aufweist (Abb. 13). In Folge der Neigung der
sinu-atrialen Grenzebene wird in Horizontalschnitten auf Hohe des MPV ventral der
Sinus venosus und dorsal der primitive Vorhof angeschnitten. Wenn man diese
Verhiéltnisse nicht beachtet, dann scheint der MPV in der dorsalen Wand des Sinus
venosus zu liegen. Es ist vorstellbar, dass dhnliche Verhéltnisse auch bei Embryonen
anderer Lungen atmender Wirbeltieren zu finden sind und dass Beurteilungen der
gestaltlichen Verhiltnisse anhand von histologischen Horizontalschnitten zu einer

fehlerhaften Zuordnung des MPV zum Sinus venosus gefiihrt haben.

4.2.2 Lagebeziehung des MPV zur Rechts/Links-Korperachse

Wiéhrend der MPV von einigen Autoren als ein bereits von Anfang an links gelegenes
Gebilde beschrieben wird (Born 1889; Neill 1956; Goor und Lillehei 1975; Los 1978;
Tasaka et al. 1996), beschreiben andere Autoren den MPV als ein urspriinglich in der
Mittellinie gelegenes Gebilde, das erst durch die Bildung des Septum primum in den
linken Vorhof einbezogen wird (Brown 1913; Auér 1948; Van Praagh und Corsini
1969; Webb et al. 1998; Wessels et al. 2000; Jongbloed et al. 2004).

Die vorliegenden rasterelektronenmikroskopischen Befunde zeigen, dass der MPV bei
Xenopusembryonen bereits von seinem Erscheinen im Stadium 41 an links der
embryonalen Korpermittellinie und dem spidteren Septum interatriale im zukiinftigen
linken Vorhof liegt (Abb. 14). Auch hier ist festzustellen, dass eine klare Zuordnung zur
linken Korperhilfte nur an drei-dimensionalen Préparaten moglich war, wihrend dies
anhand von Schnittserien zwei-dimensionaler histologischer Praparate nicht eindeutig
geklart werden konnte. Die Uneindeutigkeit histologischer Daten ldsst sich durch den
Umstand erkléren, dass der MPV bei Xenopusembryonen ein relativ kleines Gebilde ist,
das unmittelbar an die Korpermittellinie grenzt. Die geringe GroBe und die unmittelbare
Néhe zur Korpermittellinie kénnen dazu fiithren, dass bereits relativ geringe
Abweichungen zwischen realen und idealen Schnittebenen (frontal, horizontal, sagittal)

zu einer Verfilschung der im histologischen Schnitt vorliegenden Lagebeziehungen
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fiihren. So erschien der MPV in einigen Schnittserien als ein Mittelliniengebilde,
wihrend er in anderen Schnittserien als ein eindeutig links von der Mittellinie gelegenes
Gebilde imponierte. Es ist vorstellbar, dass &hnliche Probleme zwei-dimensionaler

Schnittbildanatomie zu den o.g. Differenzen gefiihrt haben.

4.2.3 Unpaarigkeit versus Paarigkeit der MPV-Anlage

In der Vergangenheit haben die meisten Autoren den MPV als ein Gebilde beschrieben,
das aus einer unpaaren in der Kdrpermittellinie gelegenen Anlage hervorgeht (Brown
1913; Auér 1948; Van Praagh und Corsini 1969; Webb et al. 1998; Wessels et al. 2000;
Jongbloed et al. 2004). Diese Vorstellung hat Eingang in gingige Lehrbiicher gefunden.
Daneben gibt es jedoch auch einige bisher wenig beachtete Untersuchungen an
Reptilien und Vogeln die zeigen, dass sich der MPV aus der linken Hilfte eines bilateral
paarigen Anlagenareals, -- der sog. Pulmonalvenengrube -- , entwickelt, dessen rechte
Halfte/Anlage sich normalerweise frithzeitig zuriickbildet (Fedorow 1910; Buell 1922;
Dor et al. 1987; Kutsche und Van Mierop 1988; Minner und Merkel 2007). Fiir das
mechanistische Verstdndnis der bilateral asymmetrischen Entwicklung der pulmonal-
venosen Strombahn ist es entscheidend zu wissen, ob fiir den MPV eine unpaare Anlage
in der Korpermittellinie oder bilateral paarige Anlagen gebildet werden. Im ersten Fall
kann der unilaterale Anschluss der Lungenvenen an den linken Vorhof nur mit
Septenbildungen und rdumlichen Verlagerungen des MPV erkldrt werden, wéhrend er
im zweiten Fall relativ einfach mit der asymmetrischen Entwicklung paariger MPV
Anlagen erkldrt werden kann. Die bei Xenopusembryonen zu beobachtende primér
linksseitige Lage des MPV (siche oben) ldsst vermuten, dass sich der MPV aus der
linken Hélfte/Anlage eines primdr paarigen Anlagenareals entwickeln koénnte. Im
Gegensatz zu den o.g. Beobachtungen bei Reptilien und Vogeln konnte ich bei
Xenopusembryonen jedoch zu keinem Entwicklungszeitpunkt eine morphologisch
erkennbare rechtsseitige MPV-Anlage finden. Aufgrund rein morphologischer Befunde
lieB} sich daher nicht ausschlieBen, dass sich der MPV aus einer morphologisch nicht
erkennbaren Mittellinienanlage entwickelt, die bereits vor dem Erscheinen der
Gefilmiindung nach links verlagert wird. Um die seiten-spezifische Herkunft des
linksseitigen MPV zu kldren, wurde ein ,,Cell Lineage Tracing“ mit Fluoreszenz-
farbstoffen durchgefiihrt. Die hierbei gewonnenen Daten zeigen, dass der MPV beim
Xenopusembryo von der linken Korperhdlfte stammt (Abb. 15). Hinsichtlich einer
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moglichen Paarigkeit dhnelt die fiir den MPV vorgefundene Situation somit derjenigen,
die ich beim PE gefunden habe (siche oben). Eine Klidrung der Situation wire von
Expressionsanalysen von MPV spezifischen Markern zu erwarten. Aufgrund des
derzeitigen Fehlens von derartigen Markern bleibt offen, ob das Anlagenareal des MPV
bei Xenopusembryonen als ein primir paarig angelegtes Gebilde angesehen werden

kann.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass der MPV bei Xenopusembryonen bereits bei
seinem Erscheinen im Stadium 41 im zukiinftigen linken Vorhof liegt und von der
linken Korperhélfte abstammt. Die Existenz einer morphologisch erkennbaren rechten
MPV Anlage konnte nicht nachgewiesen werden. Es bleibt somit offen, ob das
Anlagenareal des MPV als ein primir paarig angelegtes Gebilde angesehen werden

kann.

4.2.4 Ausblick

Die Entwicklung des herznahen Abschnittes der pulmonal-vendsen Strombahn erfolgt
normalerweise nach einem bilateral asymmetrischen Muster. Aufgrund dieser Tatsache
und aufgrund der Tatsache, dass Lungenvenenfehlmiindungen hdufig mit angeborenen
Anomalien des Organsitus, -- insbesondere mit Isomerien --, assoziiert sind (Bartram et
al. 2005; Smith et al. 2006) ist zu vermuten, dass die Lageentwicklung des MPV durch
die bekannten Rechts/Links- Signale gesteuert wird. Obwohl diese Vermutung durch
Befunde an Pitx2-Knock-out-Méusen weiter untermauert wird (Liu et al. 2002) konnte
bisher nicht genau gekliart werden wie die Umsetzung der molekularen Rechts/Links-
Information in die gestaltlichen Rechts/Links-Asymmetrien der pulmonal-vendsen
Strombahn erfolgt. Mit Xenopus steht ein Modellorganismus zur Verfiigung, bei dem
sich die Spezifizierung der Rechts/Links-Korperachse relativ einfach storen lésst (sieche
oben). Durch experimentelle Studien an Xenopusembryonen lieen sicht evtl. neue
Einsichten in die Steuerung der Entwicklung des herznahen Abschnittes der pulmonal-
vendsen Strombahn gewinnen. Bisher fehlten morphologische Daten zur
Lageentwicklung des MPV bei Xenopus. Die vorliegende Studie schlieft diese

Datenliicke und schafft somit eine Grundlage fiir zukiinftige experimentelle Studien.
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5.0 Zusammenfassung

Fragestellung

Die vorliegenden Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um zwei Aspekte der Herz-

entwicklung beim siidafrikanischen Krallenfrosch (Xenopus laevis) zu kldren, von

denen vermutet wird, dass ihre Entwicklung von Rechts/Links-Signalen gesteuert wird.

Diese Aspekte sind:

A)

B)

Die Lageentwicklung des Proepikards (PE). Hierbei handelt es sich um die
Vorlduferzellpopulation fiir das Epikard, das kardiale Interstitium und die

Kornargefalle.

Die Lageentwicklung des Miindungsabschnittes des Pulmonalvenenstammes

(MPV).

Speziell ging es um die Beantwortung folgender Fragen:

Entwickelt sich das PE, wie bei Maus und Mensch, nach einem bilateral
symmetrischen Muster oder, wie beim Huhn, nach einem bilateral

asymmetrischen (rechtsseitigen) Muster aus primér paarigen Anlagen?

Liegt der MPV urspriinglich in der dorsalen Wand des Sinus venosus oder in der

dorsalen Wand des primitiven Vorhofes?

Liegt der MPV urspriinglich in der Mitte oder in der linken Héilfte des Sinus

venosus / primitiven Vorhofes?

Gibt es Hinweise darauf, dass fiir den MPV primir paarige Anlagen, d.h. eine
linksseitige und eine rechtsseitige Anlage, gebildet werden, von denen

normalerweise nur die linksseitige den MPV bildet?
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Material und Methoden

Zur Klédrung der o.g. Fragen wurden Xenopusembryonen in den Stadien 37 bis 46 nach
Nieuwkoop und Faber (1967) mittels Rasterelektronenmikroskopie und histologischer
Schnittserien untersucht. Zusétzlich wurde ein ,,Cell Lineage Tracing™ der rechten und
linken Blastomere mittels Dextran-konjugierter Fluoreszenzfarbstoffe (Alexa Fluor 647,
Oregon Green 488) bis zu den Stadien 41 bis 46 durchgefiihrt und mittels konfokaler

Laser Scanning Mikroskopie ausgewertet.

Befunde

A) Lageentwicklung des PE: Das PE bildet sich im frilhen Stadium 41 als
zapfenformige Ansammlung von Mesothelzellen an der ventralen Wand des rechten
Sinushorns. Im Bereich des linken Sinushorns wurde zu keinem Entwicklungszeitpunkt
ein linksseitiges PE gefunden. Das rechtsseitige PE wiéchst nach kranial und bekommt
Kontakt mit dem rechten Umfang der Kammerschleife (spétes Stadium 41). Es entsteht
eine strangformige Gewebebriicke, welche die Perikardhdhle zwischen dem rechten
Sinushorn und der Kammerschleife iiberbriickt. Von dieser PE-Briicke ausgehend
breiten sich PE-Zellen iiber die myokardiale Oberfliche des Herzens aus und bilden
zundchst das primitive Epikard. Die PE-Briicke ldsst sich bis zum Stadium 46 als
eigenstandiges Herzband nachweisen und kann aufgrund der Transparenz der vorderen
Korperwand auch am intakten lebenden Embryo bis zum Stadium 46 identifiziert
werden. Das ,,Cell Lineage Tracing™ bestitigte, dass das PE ausschlieSlich von der

rechten Blastomere/Korperhélfte stammt.

B) Lageentwicklung des MPV: Der MPV erscheint im Laufe des Stadiums 41/42 als
schlitzformige Gefa36ffnung an der dorsalen Wand der Einstrombahn des embryonalen
Herzens. Vom Zeitpunkt seines ersten Erscheinens an findet sich der MPV kranial einer
zirkuldren Gewebeleiste, die das primitive Atrium vom Sinus venosus abgrenzt. Der
MPV liegt somit von Anfang an im Bereich der dorsalen Wand des primitiven Atriums.
Weiterhin liegt der MPV von Anfang an links von der Korpermittellinie und links von
der Anlage des Septum interatriale. Morphologische Hinweise auf die Existenz einer

rechten MPV-Anlage wurden zu keinem Entwicklungszeitpunkt gefunden. Das ,,Cell
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Lineage Tracing™ zeigte, dass der MPV von der linken Blastomere/Korperhilfte

stammt.

Schlussfolgerungen

A) Bei Xenopusembryonen lduft die Lageentwicklung des PE nach einem bilateral
asymmetrischen Muster ab, bei dem das definitive PE lediglich aus einer rechtsseitigen
PE-Anlage gebildet wird. Die PE-Entwicklung von Xenopusembryonen gleicht somit
derjenigen von Hiihnerembryonen. Im Unterschied zu Hiihnerembryonen kommt es
allerdings nicht zur Ausbildung einer morphologisch identifizierbaren rudimentiren
linken PE-Anlage. Die Tatsache, dass sich bei allen bisher untersuchten Wirbel-
tierspezies paarige PE-Anlagen finden, ldsst vermuten, dass es bei Xenopus eine
linksseitige PE-Anlage geben konnte, deren Entwicklung noch vor Ausbildung eines

morphologischen Phianotyps stoppt.

B) Bei Xenopusembryonen geht der MPV aus der linken Korperhilfte hervor und liegt
bereits von Anfang an im spéteren linken Vorhof. Da zu keinem Entwicklungszeitpunkt
eine morphologisch erkennbare rechte MPV-Anlage gefunden wurde, kann eine

mogliche Paarigkeit der MPV-Anlage weder bestétigt noch ausgeschlossen werden.

Ausblick

Xenopus ist ein Modellorganismus, bei dem sich die Spezifizierung der Rechts/Links-
Korperachse relativ einfach storen ldsst. Durch experimentelle Studien an
Xenopusembryonen lieen sicht evtl. neue Einsichten in die Steuerung der Entwicklung
des PE und des herznahen Abschnittes der pulmonal-vendsen Strombahn gewinnen.
Bisher fehlten morphologische Daten zur Lageentwicklung des PE und des MPV bei
Xenopus. Die vorliegende Studie schlieBt diese Datenliicke und schafft somit eine

Grundlage fiir zukiinftige experimentelle Studien.
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