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1 Einleitung 

"It is not birth, marriage, or death, but Gastrulation which is truly the most important time in your life." 
(Wolpert, 1991)1 

 

Dieses Zitat von dem Entwicklungsbiologen Lewis Wolpert deutet in Anlehnung an die 
Geburts-, Hochzeits- und Todesanzeigen der Londoner Tageszeitung „The Times“, wie z. B. 
in der Ausgabe unter dem Herausgeber von Haley am 19. April 1954 (Haley 1954), auf die 
zentrale Stellung der Gastrulation im Leben eines Menschen hin. Gastrulation (gaster, grie-
chisch für Magen) ist die embryonale Phase, in der die drei Keimblätter, Ektoderm, Meso-
derm und Endoderm entstehen und somit die Grundlage für die weitere Differenzierung in 
z. B. Epithelien des Magen gelegt wird. Mit der Bildung der anterior-posterioren (a.-p.) 
Achse zu Beginn der Gastrulation durch morphologische Strukturen sind die Körperach-
sen des Embryos definiert, so dass sich der Embryo achsenspezifisch weiterentwickeln und 
die Gastrulation erfolgreich durchlaufen kann. 

 

Die Gastrulation findet in der frühen Embryogenese bei den meisten Metazoa statt und 
ließ Häckel sein Konzept der Archigastrula ( Haeckel 1874) postulieren. Dennoch weisen die 
Klassen und sogar einzelne Arten an ihre jeweiligen Lebensbedingungen evolutionär ange-
passte Ausgangsformen des Keims und der Abläufe der Gastrulation auf. In der Klasse der 
Amphibien hat der Embryo zu Beginn der Gastrulation eine kugelige Form, die Blastula. 
Die Bildung der Keimblätter erfolgt durch die Einstülpung der Zellwand (Invagination) am 
Blastoporus (Krohn 1849; Johnson 1884; Keller und Shook 2004). Sowohl in der Klasse 
der Säugetiere als auch in der Klasse der Vögel liegt meistens eine flache, zweischichtige 
Keimscheibe, auch Blastodisc genannt, als Ausgangssituation der Gastrulation vor. Analog 
zum Blastoporus der Amphibien entstehen in der morphologischen Struktur des Primitiv-
streifens die drei Keimblätter durch Einwandern (Ingression) von Zellen (Stern 2004; 
Viebahn 2004; Wolpert et al. 2015). In der weiteren Entwicklung der Embryonen erweist 
sich der Primitivstreifen als Zeichen des posterioren Pols der a.-p. Körperachse. Bereits vor 
der Bildung des Primitivstreifens entwickeln Säugetiere und Vögel unterschiedliche mor-
phologische Strukturen als frühe Zeichen der Achse. Während beim Vogel das erste mor-
phologische Zeichen, die Koller-Sichel, posterior erscheint (Rauber, 1874, 1876), erscheint 
dieses, als vorderer Randbogen, (engl. anterior marginal crescent, AMC) beim Säuger anterior 
(Viebahn et al., 1995a; Hassoun et al., 2009; Moore et al., 2015). Trotz dieser im Vergleich 

 
1 „Es ist nicht Geburt, Hochzeit oder Tod, sondern die Gastrulation, die tatsächlich der 
wichtigste Zeitpunkt im Leben ist.“  
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invertierten Achsenbildung bildet sich in beiden Klassen der Primitivstreifen posterior, so 
dass komplexe molekulare Regulationsmechanismen angenommen werden müssen.  

1.1 Notwendigkeit einer normalen Achsenbildung 

Im Embryo entstehen fortlaufend Achsen, sowohl auf der zytologischen Ebene bei der 
Zellteilung zwischen den beiden Zentrosomen (Welsch et al. 2018) als auch auf der histo-
logischen Ebene bei der Unterteilung einer Region in zwei sich unterschiedlich differenzie-
rende Bereiche und Gewebe, sodass Differenzierung und somit Spezifizierung stattfinden 
kann (Wolpert et al. 2015). Diese Regionen können molekular durch unterschiedliche Gen-
expressionen oder morphologisch durch Strukturen eine Achse zwischen sich ausbilden. 
Unterteilungen von Regionen in immer weiter ausdifferenzierte Regionen und somit Bil-
dung von Achsen ist für die Entwicklung von komplexen Körperbauplänen unabdingbar. 
Diese Achsen zwischen Zellen bzw. Regionen lassen sich als Vektoren der Körperachsen 
darstellen, die sich während der frühen embryonalen Phase gebildet haben. Die Entstehung 
der Körperachse kann somit durch die Orientierung der zahlreichen Zellteilungen oder 
durch die Entstehung molekular oder morphologisch definierter Regionen oder beides ent-
stehen. Für die Entstehung durch molekular oder morphologisch definierte Regionen 
spricht, dass durch zusätzliche Expressionen multiple Achsen hervorgerufen werden kön-
nen (Shah et al. 1997) oder dass durch die Verpflanzung bestimmter morphologisch defi-
nierte Regionen an eine andere Stelle dort ebenfalls eine Achse entstehen kann (Spemann 
und Mangold 1924; Waddington 1932). Dagegen zeigen Experimente mit Wirkstoffen, die 
die Zellteilung stören, wie z. B. Urethan oder Vincristin, ein gehäuftes Auftreten von dop-
pelter Achsenbildung oder fehlerhafte Achsenbildung (Ferm 1963; Kaufman und O’Shea 
1978). 
 

Eine fehlende Ausbildung der Körperachsen führt zu einer tödlichen Entwicklung. Eine 

fehlerhafte Ausbildung der Körperachsen kann mit dem Leben, wenn auch in manchen 

Fällen nur kurz, vereinbar sein. Die Achsen können multipel angelegt sein, sodass eineiige 

Mehrlinge entstehen. Während beim Gürteltier normalerweise zwischen vier bis acht iden-

tische Mehrlinge geboren werden (Newmann und Patterson 1910; Loughry et al. 1998; 

Enders 2002), kommen eineiige Zwillinge in der Maus selten (Bodemann 1935), beim Men-

schen in 5:1000 Schwangerschaften (s. S. 198 im Uhl 2013) vor. Beim Menschen gehen 

eineiige, unter diesen vor allem die zu 1% vorkommenden monoamnialen Mehrlings-

schwangerschaften mit einer höheren Rate an Fehlgeburten und perinataler Mortalität ein-

her (s. S. 932 im Schneider et al. 2014). Das Vertauschen der Achsenpole kann wie beim 

Tausch vom rechten und linken Pol der Transversalachse ohne Konsequenz bleiben. Eine 

von 10.000 Lebendgeburten wurden im Zeitraum von 1998-2007 in den Vereinigten Staa-
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ten von Amerika als situs inversus totalis (Lin et al., 2014) ohne große Konsequenz für die 

Betroffenen diagnostiziert (Sutherland and Ware, 2009).  

1.2 Ausgangslage für die a.-p. Achsenbildung 

Vor der Bildung der a.-p. Achse sorgen Zellteilungen und Ausdifferenzierung zur Ausbil-
dung von zum Teil persistierenden Achsen im Vogel- und Säugerembryo. Im Vogelembryo 
bildet sich durch meroblastische Furchung eine embryo-abembryonaler Achse, die später 
zur dorsal-ventralen Achse wird, heraus. Diese Furchung sorgt für eine scheibenförmige 
Zellansammlung mit kleineren Zellen im Zentrum als in der Peripherie (Bellairs et al. 
1978), die somit anhand der Morphologie in die innere embryonale Area pellucida und in die 
äußere extraembryonale Area opaca unterteilt werden kann. Kurz vor der a.-p. Achsenbil-
dung liegt also eine symmetrische Scheibe mit einer dorsal-ventralen Achse vor. Bei den 
Säugern wird, abgesehen von den Ursäugern, der Keim anstelle eines Vorratsdepots in 
Form des Dotters (Ovoparie) über die Gebärmutter mit Nährstoffen (Viviparie) versorgt 
(Stern 2004; Weyerstahl und Stauber 2013), so dass eine holoblastische Furchung stattfin-
det und somit eine kugelförmige Zellansammlung entsteht. Durch die Differenzierung der 
äußeren Zellen des kugelförmigen Keims zum Trophoblast, einem extraembryonalen Ge-
webe, und der inneren Zellen zum Embryoblast, einem embryonalen Gewebe, entstehen 
zentral-periphere Achsen. Erst durch die Brechung der Kugelsymmetrie bei der Entste-
hung der Blastozystenhöhle (Gamow und Daniel 1970) bildet sich ein polarer Pol mit dem 
Embryoblast unter einer Schicht Trophoblasten aus und ein muraler Pol ohne Embryo-
blast. Somit bildet sich, wie beim Vogel, eine embryonal-abembryonale Achse heraus, die 
später als dorsal-ventrale Achse erhalten bleibt. Das embryonale Gewebe flacht von einem 
mehrschichtigen zu einem zweischichtigen Gewebe ab und nimmt dabei bei den meisten 
Säugern die Form einer Scheibe bzw. bei der Maus die eines Zylinders an. Dabei behält nur 
die obere Zellschicht der Scheibe bzw. des Zyklinders, der Epiblast, die Fähigkeit sich zu 
embryonalem Gewebe zu entwickeln. Die untere Zellschicht, der im Kaninchen sogenann-
te Hypoblast und in der Maus sogenannte viszerale Endoderm, sowie beim Kaninchen der 
dem Embryoblast aufliegende Trophoblast stellen das extraembryonale Gewebe der Schei-
be bzw. des Zylinders dar. Das extraembryonale Gewebe der Scheibe geht in das restliche 
extraembryonale Gewebe des Keims über: Beim Kaninchen besteht dies aus Trophoblast 
und Dottersackepithel, bei der Maus zusätzlich aus extraembryonalem Ektoderm und En-
doderm, die entsprechend in das Dottersackepithel und Trophoblast übergehen. Als Aus-
gangslage für die a.-p. Achse finden wir somit beim Vogel und bei den meisten Säugern 
eine flache Keimscheibe mit bereits definierter dorsal-ventraler Achse vor. (Wolpert et al. 
2015) 
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1.3 Morphologische Domänen der a.-p. Achsenbildung 

Aus den im Prinzip ähnlichen Ausgangslagen mit einer bereits definierten Achse bilden 
sich unterschiedliche erste morphologische Domänen der a.-p. Achse in Säugern und im 
Vogel aus. Die jeweils ersten morphologischen Domänen werden bis zur Entstehung des 
ersten gemeinsamen Zeichens der a.-p. Achse, des Primitivstreifens, im Folgendem be-
schreiben: Die Entwicklungsschritte im Vogelembryo werden an dem gut erforschten Mo-
dellorganismus Huhn (Stern 2005) dargestellt. Die Kenntnis über die morphologischen 
Entwicklungsschritte im Huhn ermöglicht es, die molekularen Expressionsmuster zu deu-
ten und somit die Auswahl der untersuchten Gene zu verstehen. Die im Vergleich komple-
xeren Entwicklungsschritte im Säuger mit einer anterioren Domäne können durch die ge-
wählte Reihenfolge besser herausgearbeitet werden. Im Säuger stehen vor allem zwei gut 
erforschte Modellorganismen zur Verfügung: Das Kaninchen zeigt eine für Säuger typische 
morphologisch Entwicklung (Hassoun et al. 2009; Fischer et al. 2012). Die Maus nimmt bei 
den Säugetieren in der frühen Embryonalphase morphologisch eine Sonderstellung ein. 
Anders als im Kaninchen können die Mausembryonen leichter molekular beeinflusst wer-
den, sodass zahlreiche Daten zur molekularen Entwicklung in der Maus vorhanden sind. 
Um diese Daten verwerten zu können, wird die abweichende Morphologie des Mausemb-
ryos ebenfalls vorgestellt, nachdem zuvor die typischen morphologischen Entwicklungs-
schritte der Säuger mit Hilfe des Kaninchenembryos dargestellt wurden.  

 Morphologische a.-p. Achsenbildung im Huhn 

Die flache, symmetrische Keimscheibe des Huhns besteht aus der zentralen, kreisrunden 
Area pellucida und der umgebenden, ringförmigen Area opaca. Histologisch kann der Bereich 
der Area opaca an weniger stark ausgeprägten prismatischen Zellen des sich über die ganze 
Keimscheibe erstreckenden Epiblasts (Bancroft und Bellairs 1974; Bellairs et al. 1978) und 
an einer darunter (ventral) liegenden mehrschichtigen Zellschicht aus Dotterzellen definiert 
werden. Unter dem Epiblast der Area pellucida bilden sich Hypoblast-Inseln, die wachsen 
und sich zu einer durchgehenden Zellschicht verbinden (Kochav et al. 1980; Fabian und 
Eyal-Giladi 1981; Eyal-Giladi 1984). Das Ausmaß der Fläche der Hypoblast-Inseln wird als 
Kriterium für die Klassifizierung der Entwicklung herangezogen: Das Erscheinen der ers-
ten Hypoblast-Inseln definiert Stadium X. Im Stadium XIII liegt eine durchgehende Zell-
schicht von Hypoblast vor (Eyal-Giladi und Kochav 1976). Interessanterweise scheint die-
ser Prozess posterior zu beginnen und sich nach anterior fortzusetzen und kann somit als 
ein Hinweis für die a.-p. Achse verwendet werden (Vakaet 1962). Ebenfalls als Zeichen der 
a.-p. Achse kann die posterior entstehende Koller-Sichel - auch Rauber-Sichel genannt - 
verwendet werden, die sich histologisch an kleinen Zellen am Rand der Area pellucida defi-
niert (Koller 1882; Callebaut und Van Nueten 1994) und in unmittelbarer Nachbarschaft 
zur molekular definierten posterior marginal zone liegt (Stern 1990). Im Stadium XIII beginnt 
die Verdrängung des Hypoblasts durch Endoblast von der Koller-Sichel aus. Kurz darauf 
entsteht der Primitivstreifen, der von posterior zum Zentrum der Keimscheibe zieht und 
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somit den Eintritt ins Hamburger und Hamilton-Stadium 2 (Hamburger und Hamilton 
1951) markiert. Durch die Zellbewegungen im Rahmen der Einwanderung von zukünftigen 
Mesodermzellen am Primitivstreifen kommt es zu Polonaise Bewegungen - symmetrische 
Bewegungen von Ektodermzellen zuerst zum posterioren Pol und dann zum Primitivstrei-
fen (Gräper 1929; Voiculescu et al. 2007). Im Hamburger und Hamilton-Stadium 3 ist der 
Primitivstreifen deutlich ausgeprägt. Die weitere Entwicklung des Hühnerembryos wird mit 
Hilfe von arabischen Zahlen klassifiziert.  

 Morphologische a.-p. Achsenbildung im Kaninchen 

Die flache Keimscheibe liegt am muralen Pol der Blastozyste und besteht aus drei Zell-
schichten: Rauber Zellen bilden die oberste, der Epiblast bildet die mittlere und der Hypo-
blast die unterste Zellschicht. Die Rauber Zellen und der Hypoblast gehen an der Periphe-
rie der Keimscheibe in den Trophoblast bzw. in das Dottersackepithel über. Zu diesem 
frühen Zeitpunkt der Entwicklung, der meist mit dem Stadium 0 gleichgesetzt wird 
(Weisheit 2002), ist die Grenze der embryonalen Keimscheibe ungleichmäßig mit dem ext-
raembryonalen Gewebe verzahnt. Die Zelldichte ist im Zentrum der Keimscheibe beson-
ders hoch. Während der weiteren Entwicklung nimmt die Zelldichte in einem äußeren Be-
reich der Keimscheibe durch eine Rotationsbewegung zu (Idkowiak et al. 2004b). Zeit-
gleich wird in diesem Bereich der Rand zum extraembryonalen Gewebe scharf abgrenzbar 
und histologisch sind kubische Hypoblastzellen erkennbar. Diese Veränderung wird als 
AMC beschreiben (Viebahn et al. 1995) und markiert das Stadium 1. Der AMC ist das erste 
morphologische Zeichen der a.-p. Achse (Viebahn 1999). Im Stadium 2 kommt es zur 
Proliferation und Migration von Zellen im zentralen Bereich der Keimscheibe, so dass die-
se nach posterior elongiert. Histologisch kann die Keimscheibe nun in zwei Bereiche unter-
teilt werden: Der durch die Elongation entstandene Bereich, der posterior gastrula extension 
(PGE), erkennbar durch kubische Epiblastzellen (Viebahn et al. 2002), und der dazu ante-
rior liegende Bereich. Durch die Ingression und epithelial-mesenchymale Transition von 
Zellen, die in Folge von U- und L-förmigen Zellbewegungen (Halacheva et al. 2011) und 
Zellteilungen in den Medianen der Keimscheibe liegen, bildet sich der Primitivstreifen und 
definiert so das Stadium 3 (Viebahn 2004). 

 Morphologische a.-p. Achsenbildung in der Maus 

Die Maus unterschiedet sich von den meisten Säugern durch ihren zweischichtigen Eizy-
linder, der durch die Elongation der oberen Zellschicht, des Epiblasts, entsteht. Die untere 
Zellschicht heißt Endoderm. Am distalen End des Zylinders ist das distale viszerale En-
doderm zu finden, das zu einer Seite des Zylinders nach proximal wandert, kubische Zellen 
ausbildet und dann anterior viszeral endoderm (AVE) genannt wird (Tam und Gad 2004). Für 
den Vergleich zwischen Maus, Kaninchen und Huhn kann der Eizylinder in einem theore-
tischen Modell zu einer flachen Keimscheibe ausgebreitet werden (Behringer et al. 2000). 
In diesem Modell würde das distale viszerale Endoderm in der Mitte der Keimscheibe liegen 
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und am Rand der Keimscheibe zum AVE werden. Auf der entgegengesetzten, posterioren 
Seite bildet sich wie im Kaninchen und Huhn der Primitivstreifen. Anstelle von Stadien 
wird die Zeit nach der Befruchtung zur Klassifikation der Entwicklung der Mausembryo-
nen angegeben.  

 

Abbildung 1: Modell zur Entwicklung der Keimscheibe und des Keimzylinders Entwicklung 

der Keimscheibe des Huhns (A-D) und des Kaninchens (E-H) bzw. des Keimzyklinders der Maus (I-M). Die Keim-
scheiben bzw. Keimzylinder sind ihrer zeitlichen Abfolge nach von links nach rechts angeordnet. Die Keim-
scheiben vom Huhn und Kaninchen sind den en-face Aufnahmen von dorsal nachempfunden, während die 
Keimzylinder von der Maus mit Hilfe eines sagittalen Schnittes dargestellt werden. Extraembryonales Gewe-
be außerhalb der Keimscheibe wird nicht dargestellt. Grau zeigt den Primitivstreifen an (D,H,M). Das erste 
morphologische Zeichen der a.-p. Achse wird grün dargestellt und zeigt im Huhn die Koller-Sichel an (B,C), 
im Kaninchen den AMC (F,G,H) und in der Maus den AVE (J,K,M). Der blaue Kreis zeigt die Area opaca an, 
das Zentrum die Area pellucida (A-D). Die gestrichelte orange Linie stellt die Keimscheibe (E-F) und den Teil 
der Keimscheibe, der anterior vom PGE liegt und die Form der Keimscheibe beibehält, dar (G-H). Die Er-
weiterung der Keimscheibe, der PGE, wird durch die gepunktete orange Linie dargestellt (G-H). Die violette 
Farbe stellt den Keimzylinder dar (I-M). Basierend auf Stern 2004; Viebahn 2004 und Wolpert et al. 2015.  

 

1.4 Molekulare Marker der a.-p. Achsenbildung  

Manche Gene zeigen ein Expressionsmuster, das die morphologische Achsenentwicklung 
molekular vorwegnimmt. Während bei einigen dieser Gene bereits ein direkter Einfluss auf 
die Achsenbildung nachgewiesen werden konnte, korreliert das Expressionsmuster von 
anderen Genen mit der Achsenbildung.  

A B C D

E F G H

I J K M
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 Frühe molekulare Marker der a.-p. Achse 

Im Huhn zeigt die Expression VG1, das als Protein ein Signalmolekül des TGF-Signalwegs 
darstellt, eine Region an, die als posterior marginal zone bezeichnet wird (Seleiro et al. 1996). In 
dieser Region entsteht die Koller-Sichel und später der Primitivstreifen (Seleiro et al. 1996; 
Shah et al. 1997; Skromne und Stern 2002), sodass VG1 als früher Marker des posterioren 
Pols der Keimscheibe gesehen wird. Auch WNT zeigt mit einem abnehmenden Gradienten 
von posterior nach anterior den posterioren Pol an (Skromne und Stern 2001). Als Mitglied 
des TGF-Signalwegs ist PITX2 in der Lage VG1 zu induzieren und ist somit ein früherer 
Indikator als VG1 (Torlopp et al. 2014). Bei demselben Screen, in dem auch die Expressi-
on von PITX2 am posterioren Pol entdeckt und darauf der Einfluss von PITX2 auf VG1 
herausgearbeitet wurde, wurden weitere Gene als mögliche Marker für den posterioren Pol 
gesucht (Torlopp et al. 2014): Als weitere Kandidaten für einen molekularer Marker des 
posterioren Pol wie PITX2 und VG1 kamen der Transkriptionsfaktor ELK3 und EOMES, 
die Proteinkinase PKDCC, der Nekrosefaktor LITAF, die T-Box Gene TBX6 und 
BRACHYURY und das am Transportsystem beteiligte Protein DENND5B in Frage. Als 
mögliche Marker für den anterioren Pol wurden der Repressor ID3, das mit den Lipoprote-
inen verwandte Protein LRP2 und das Calcium bindende Enzym SPOCK3 bezeichnet. Als 
weiterer Marker des anterioren Pols gilt der Transkriptionsrepressor SALL1 (persönliche 
Kommunikation mit C. Stern).  

 

Im Säugetier gibt es zwei orthologe Gene für VG1, wobei zum Entstehungszeitpunkt die-
ser Arbeit eine sichere Aussage zur Unterscheidung dieser beiden Gene schwierig zu tref-
fen ist (Chen et al. 2006; Andersson et al. 2007). Interessanterweise ist einer der beiden 
orthologen Gene bicistronisch, wird also zusammen mit dem Gen LASS1/CERS1, das als 
Membranprotein bei der Synthese von Ceramide eine Rolle spielt, in der Ratte transkribiert 
(Wang et al. 2007). Somit könnte das LASS1 Expressionsmuster mit dem Expressionsmus-
ter seines bicistronischem Partners im Säugetier identisch sein. Auch PITX2 Expressions-
muster aus diesen frühen Entwicklungsstadien fehlen. In der Maus ist WNT – wie im 
Huhn – bereits früh in der späteren Region des Primitivstreifens exprimiert (Liu et al. 1999; 
Kemp et al. 2005; Rivera-Perez und Magnuson 2005). Im Kaninchen ist WNT im Stadium 
1 in der ganzen Keimscheibe exprimiert, im Stadium 2 in einem posterioren sichelförmigen 
Areal und im Stadium 3 im Primitivstreifen (Idkowiak 2007). Als Marker für den anterioren 
Pol sind sowohl beim Kaninchen als auch bei der Maus Antagonisten wie DICKKOPF 
(Glinka et al. 1998; Fig. 3B in Pearce et al. 1999; Fig. 3B in Zakin et al. 2000; Weisheit 2002) 
und CERBERUS (Belo et al. 1997; Idkowiak et al. 2004a) von später posterior exprimier-
ten Genen wie WNT und dem Signalmolekül NODAL (Yoshida et al. 2016) genannt. Eine 
genaue Untersuchung der Expressionsmuster von früh exprimierten Genen, die in der 
Achsenbildung involviert sein könnten, ist im Hinblick auf die  invertierte Achsenbildung 
im Kaninchen also noch ausstehend. Von diesen Genen sind in der Maus die im anterior 



1 Einleitung 8 

und posterior Pol exprimierten Gene EOMES (Nowotschin et al. 2013), PKDCC (Fig. 2 in 
Imuta et al. 2009) und SALL1 (Sousa-Nunes et al. 2003) sowie TBX6 am posterioren Pol 
(Chapman et al. 1996) und das in der Peripherie des Keimzylinders exprimierte ID3 (Jen et 
al. 1997) in der fortgeschrittenen Achsenbildung untersucht. Diese Daten zeigen, dass die 
im Huhn allein posterior exprimierten Gene auch anterior im der Maus exprimiert sind. 
Insofern könnte auch im Kaninchen eine Expression an beiden Polen als Anpassung an die 
invertierte Achse vorliegen: Schließlich sind im Huhn die Gene in der posterioren Region 
und damit sowohl im ersten morphologischen Zeichen der Achse als auch am Entste-
hungsort des Primitivstreifens exprimiert.  

 Späte molekulare Marker der a.-p. Achse 

Das T-Box Gen BRACHYURY ist im PGE und im Primitivstreifen des Kaninchens 
(Viebahn et al. 2002), im Primitivstreifen der Maus (Beddington et al. 1992; Wilson et al. 
1993; Kispert und Herrmann 1994; Arnold et al. 2008) sowie im Primitivstreifen des 
Huhns (Kispert et al. 1995) exprimiert. Ein Marker für die anteriore Spitze des Primitiv-
streifens ist das Signalmolekül CHORDIN: Im Kaninchen bildet sich bereits im Stadium 2 
eine kreisförmige Expressionsdomäne im posterioren Teil des vorderen Dreiviertels der 
Keimscheibe aus (Weisheit 2002) und markiert somit die spätere anteriore Spitze des Primi-
tivstreifens. Auch das Signalmolekül vom TGF-Signalweg, NODAL, ist im Primitivstreifen 
in der Maus (Fig. 3 und 4 in Conlon et al. 1994) und im Huhn (Levin et al. 1995; Chapman 
et al. 2002) exprimiert. Im Huhn wurde nachgewiesen, dass NODAL zusammen mit 
CHORDIN die Ingression von Zellen induzieren kann und somit die Entwicklung von Mes-
oderm, das wiederum von BRACHYURY angezeigt wird (Streit et al. 1998; Skromne und 
Stern 2002). Insofern ist NODAL einer der Marker, der die molekulare Achsenbildung in 
die Morphologie übersetzt. Die Expression von NODAL selbst wird von VG1 und WNT 
induziert (Skromne und Stern 2001; Bertocchini und Stern 2002; Skromne und Stern 2002). 
Im Kaninchenembryo zeigt sich in den späten Stadien vor Primitivstreifenbildung ein si-
chelförmiges Muster (Yoshida et al. 2016). 

1.5 Zielsetzung der Arbeit 

Zielsetzung dieser Arbeit ist es, Gene, deren Expressionsmuster im Huhn auf eine Funk-
tion in der frühen a.-p. Achsenbildung hinweisen, im Modellorganismus für Säuger mit 
flacher Keimscheibe auf ihre Expression zu untersuchen und mit den bekannten Expressi-
onsmustern von Modellorganismen der Wirbeltiere zu vergleichen. Diese Untersuchung ist 
notwendig, weil über die frühe molekulare Achsenbildung besonders im Säuger mit einer 
flachen Keimscheibe im Gegensatz zur morphologischen Achsenbildung wenig bekannt 
ist. Mit der Untersuchung der Expressionsmuster entsteht für das Kaninchen eine moleku-
lare Topographie, die die Grundlage für molekulare Forschung darstellt. Die Muster könn-
ten Hinweise auf die Funktion der Gene in der a.-p. Achsenbildung geben und somit mög-
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licherweise einen Beitrag zur Zuordnung der Gene in der Achsenbildung und in den Sig-
nalkaskaden leisten. Im Vergleich zum Vogel sind die Expressionsmuster interessant, um 
mögliche molekulare Anpassungen an die invertierte Achsenbildung aufzuzeigen. Im Ver-
gleich zur Maus zeigen Säuger mit einer flachen Keimscheibe deutlich morphologische 
Gemeinsamkeiten zum Menschen, so dass die Ergebnisse dieser Arbeit wahrscheinlich auf 
den Menschen übertragen werden können und im Hinblick auf die Entstehung von multip-
len a.-p. Achsen, also eineiigen Mehrlingen, auch für die Humanmedizin relevant sein 
könnten. 
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2 Methoden  

Die Arbeiten für die vorliegende Doktorarbeit wurden zum größten Teil am Institut für 
Anatomie und Embryologie des Zentrums Anatomie der Georg-August-Universität Göt-
tingen und teilweise im Labor vom Claudio Stern, JZ Young Chair of Anatomy, Cell & 
Developmental Biology, Division of Biosciences, University College London durchgeführt. 
An die Sicherheitsbestimmungen wurde sich entsprechend den laborüblichen Standards 
gehalten.  

2.1 Gewinnung von Embryonen und Gewebeproben 

Die untersuchten Embryonen wurden Muttertieren der Kaninchenrasse Weiße Neuseelän-
der (New Zealand White) aus den Stämmen der Firma Charles River (in Frankreich) ent-
nommen. Diese Albino-Stämme wiesen gute Verpaarungseigenschaften mit einer Wurf-
größe von durchschnittlich sechs bis zwölf Jungen auf.  

 

Die Befruchtung des Muttertieres durch den Rammler fand auf natürlichem Wege statt. 
Abhängig von den benötigten Entwicklungsstadien der Embryonen verlängert sich die 
Dauer der Trächtigkeit (days post conception, dpc;). Zur Entnahme der Embryonen wurde 
dem Muttertier eine Überdosis (200-400 mg pro kg Körpergewicht) Pentobarbital (Nar-
coren®) i. v. in einer der beiden Ohrvenen gespritzt. Nach der chirurgischen Eröffnung 
des Abdomens wurde der zweihornige Uterus präpariert und reseziert. Die Embryonen im 
Präimplantationsstadium konnten mit 10 ml einer 37°C-warmen phosphatgepufferten Salz-
lösung (PBS) aus den am proximalen Ende eröffneten Uterus herausgespült werden. 

 

Tabelle 1: Entwicklungsstadien mit entsprechender Dauer der Trächtigkeit 

Entwicklungsstadium Dauer der Trächtigkeit (angegeben in dpc)  

Stadium 0 5,2  

Stadium 1 6,0  

Stadium 2 6,2  

Stadium 3 6,5  
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2.2 Präparation von Keimscheiben 

Die Embryonen wurden mit drei Waschschritten in PBS aufgereinigt, für eine Stunde in 
einer PBS-Lösung mit einem Anteil von 4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert und wieder mit 
zwei Waschschritten in PBS überführt. Mit Hilfe einer Wolframnadel und einer Pinzette 
wurde die Zona pellucida von den Blastozysten entfernt. Zur Ausbreitung der Blastozyste 
wurde der der Keimschreibe gegenüberliegende Pol der Blastozysten mit demselben Werk-
zeug eröffnet. Die Ausbreitung der Blastozysten erfolgte durch Einschneiden des extra-
embryonalen Gewebes an dem eröffneten Pol der Blastozyste in alle vier Himmelsricht-
ungen. Die ausgebreiteten Blastozysten durchliefen eine aufsteigende Ethanol-Reihe (25%, 
50%, 75%, 100% in PBS). Die Präparate konnten direkt für In-Situ-Hybridisierung verwen-
det oder bei -20°C in Methanol zur Lagerung eingefroren werden. Alle Präparationsschritte 
fanden unter einer Stereolupe statt.  

 Agarose-Gelelektrophorese 

Zur Herstellung eines einprozentigen Agarosegels wurden 0,5 g Agarose in 50 ml 1x Tris-
Hydroxymethyl-Aminomethan (TRIS)-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) erhitzt. Nach 
der Auflösung der Agarose und vor dem Gelieren wurde 0,5 µl kanzerogene Ethidium-
bromidlösung (10 mg/ml) unter streng eingehaltenen Sicherheitsbestimmungen und Vor-
sichtsmaßnahmen hinzugegeben. Die 5 µl der Probe, die mit 1 µl 6x-Loading-Dye-Lösung 
versetzt sind, wurden auf das Gel in dem Laufpuffer 1xTAE aufgetragen. Die Elektropho-
rese kam durch das elektrische Feld von 50 V zustande. Anschließend wurde die Verteilung 
der Proben im Gel durch UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert. Mit Hilfe eines 
Komigrationsstandards kann die Länge der Fragmente der Probe geschätzt werden. Hierfür 
werden neben der Probe unterschiedlich lange RNA- oder DNA-Fragmente aufgetragen. 
Die Gelelektrophorese wurde zum Nachweis einer erfolgreichen RNA-Extraktion (2.4), 
einer erfolgreichen Amplifikation (2.7), eines korrekten Klonierens nach dem Restriktions-
verdau (2.9) und der Sonde (2.10) durchgeführt.  

2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA- und 
RNA-Proben 

Mit dem Photometer wurde die Konzentration von DNA- und RNA-Proben bestimmt. 
Auf Grundlage des Lambert-Beerschen Gesetzes kann über die Ermittlung der Extinktion 
der Lösung bei Bekanntheit der Schichtdichte der Küvette und der molaren Extinktions-
koeffizienten die Konzentration bestimmt werden. Die Messung bei Konzentrationsbe-
stimmungen von DNA- und RNA-Proben muss bei monochromatischem Licht der Wel-
lenlänge 260 nm erfolgen, dem Absorptionsmaximum für Nukleinsäuren. Außerdem sollte 
die Verdünnung der Lösung so ausgewählt werden, dass die Extinktion zwischen 0,1 und 1 
liegt, um die beste Funktionsfähigkeit der Formel zu erreichen. Zur Eichung des Photome-
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ters und zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten wurde eine Reinprobe des Lö-
sungspuffers verwendet.  

2.4 RNA-Präparation 

Für die RNA-Extraktion wurden 20 Embryonen der Stadien 0 bis 3 ausgewählt. Die Daten 
aus den Hühner-Embryonen ließen vermuten, dass die untersuchten Gene während dieser 
Stadien im Kaninchenembryo deutlich exprimiert waren, entsprechend viel RNA von die-
sen Genen extrahiert und somit eine gute Grundlage für eine Amplifikation der Gene ge-
legt werden konnte. Mit der hohen Stückzahl von 20 Embryonen sollte der Einfluss von 
möglichen Pathologien minimiert werden. Das Protokoll des Rneasy ® Mini-Kit zur Gewin-
nung der RNA aus den Zellen musste an das Gewicht des embryonalen Gewebes ange-
passt werden. Um den Abbau der RNA durch RNasen zu verhindern, war der Arbeitsplatz 
explizit von RNasen sauber zu halten, wie zum Beispiel durch Verwendung von Einmalma-
terialien. Der Nachweis einer erfolgreichen RNA-Extraktion erfolgte quantitativ durch die 
Bestimmung der RNA-Konzentration mit Hilfe eines Photometers (s.2.1.4) und qualitativ 
durch die Kontroll-Elektrophorese (s.2.1.3). 

2.5 Reverse Transkription  

Die Umwandlung der RNA in cDNA ermöglichte eine sichere Lagerung und bessere Am-
plifikation der transkribierten Bestandteile des Kaninchengenoms für den Zeitraum des 
Klonierens. Für den ersten Schritt der reversen Transkription wurden 5 µg der RNA, der 
Oligo-dT-Primer CDSIIA und 12 µl Diethylpyrocarbonat (DPEC) H2O für 5 Min. bei 70°C 
im thermocycler inkubiert. Der Primer band an den Poly-A-Schwanz der RNA-Ketten, so dass 
die reverse Transkriptase diese dann in den komplementären cDNA-Strang übersetzte. Wäh-
rend der Hinzugabe von 4 µl 5x Reaktionspuffer, 1 µl Ribonuklease Inhibitor (20 U/µl), 
2 µl 10 mM Desoxyribonukleotidtriphosphat (dNTP) Mix wurde der Ansatz auf Eis zwi-
schengelagert. Nach einer Inkubation bei 37°C im thermocycler für 5 Min. wurde 1 µl (200 U) 
reverse Transkriptase hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde im thermocycler bei 42°C für 
60 Min. inkubiert. Das Erhitzen auf 70°C für 10 Min. beendete die Reaktion. Bis zur Ver-
wendung für die Polymerasekettenreaktion (englisch: polymerase chain reaction, PCR) wurde 
das Reaktionsprodukt bei -20°C gelagert.  

2.6 Primer für die Amplifikation 

Die Sequenz des zu amplifizierenden Gens wurde mit Hilfe der Sequenzdatenbank des 
National Center for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.gov/gene/) in das 
Computerprogramm A plasmid Editor (ApE) übertragen und anschließend analysiert. So 
wurde zum Beispiel der offene Leserahmen (open reading frame) markiert. Außerdem sollten 
die Introns nicht übertragen werden. Bei Genen, von denen die Sequenzen noch nicht be-
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kannt waren, wurde ein Alignement mit Hilfe der Anwendungen vom European Molecular 
Biology Laboratory und vom NCBI zwischen möglichst vielen und nah verwandten Tieren 
erstellt, Bereiche mit hohen Homologien erkannt und in dieser Region ein Primer entwi-
ckelt: Zum Zeitpunkt dieser Arbeit waren die Sequenzen von den Genen LASS1 und VG1 
im Genom vom Kaninchen unbekannt. Bereits komplett sequenzierte Genome anderer 
Spezies ermöglichten ein Alignement der bekannten Genesequenzen von diesen Genen 
und somit die Untersuchung auf evolutionär konservierte Bereiche im offenem Leserah-
men. Die Tiere, die zum Vergleich ausgewählt wurden, wurden nach dem Vorhanden-Sein 
des Genoms und der Klassen-Zugehörigkeit ausgewählt. Somit sollte durch die Auswahl 
von Arten aus unterschiedlichen Klassen ein konservierter Bereich der Gensequenz deut-
lich werden. Eine starke Gewichtung von Säugetieren sollte die Wahrscheinlichkeit erhö-
hen, dass ein Abschnitt mit hoher Übereinstimmung zwischen den verglichenen Lebewe-
sen auch dem Abschnitt des Kaninchens sehr ähnlich seien würde. Die für die Forschung 
beim Huhn benutzte Gensequenz war als Referenz gedacht. Die Abschnitte mit hoher 
Übereinstimmung sollten als Grundlage für das Entwerfen der Primer dienen. Dabei muss-
ten die Anzahl der übereinstimmenden Nukleinbasen in den ausgewählten Arten und die 
phylogenetische Verwandtschaft der jeweiligen Arten mit dem Kaninchen bei der Ent-
scheidung über die jeweiligen Nukleinbasen der Primer gegeneinander abgewogen oder 
berücksichtigt werden. Im Vergleich der LASS1-Gensequenzen von Eichhörnchen, Ratte, 
Beutelratte, Pferd, Rind, Meerschweinchen, Frosch und Huhn konnte ein hoch konservier-
ter Bereich ausfindig gemacht werden und zwei forward Primer und ein reverse Primer konn-
ten entwickelt werden. Zur Analyse der VG1 Gensequenz wurden Maus, Wildschwein, 
Weißbüschelaffe, Dreizehnstreifen-Hörnchen, Beutelratte, Frosch und Huhn ausgewählt. 
Da sich in den Abschnitten mit hoher Übereinstimmung trotzdem einige Basen unter-
schieden, bot sich das Entwickeln von degenerierten Primern an. Unter degenerierten Pri-
mern ist ein Primer-Gemisch zu verstehen, das Primer mit unterschiedlichen Nukleinbasen 
beinhaltet. Somit werden verschiedene Varianten des Abschnittes mit hoher Übereinstim-
mung benutzt und die Wahrscheinlichkeit einer passenden Variante zur Sequenz im Kanin-
chen erhöht. Bei einer PCR mit einem degenerativen Primer-Paar werden also gleich meh-
rere mögliche Sequenzen als Bindungsstellen getestet. Durch weitere Primer (nested PCR, 
s.2.1.8) kann die Spezifizität erhöht werden.  

 

Der Abstand zwischen zwei Primern sollte nicht unter 200 Basenpaaren liegen, um den 
Bau einer guten Sonde zu ermöglichen. Ebenso sollte bei der Wahl der Primer-Sequenz 
eine möglichst spezifische Sequenz für das Gen gefunden werden. Zur Testung einer spezi-
fischen Bindung der Primer während der später durchzuführenden PCR wurde ein Alig-
nement mit dem bekannten Genom des Kaninchens durchgeführt. Dabei sollten die Pri-
mer nicht komplementär zu anderen Bereichen den Genoms sein, um keine unspezifischen 
Amplifikate zu produzieren. Die Sequenz zwischen den Primern wurde auch auf mögliche 
weitere Übereinstimmung mit anderen Sequenzen im Genom des Kaninchen getestet, um 
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unspezifische Bindungen der Sonde mit anderer mRNA während der In-Situ-
Hybridisierung zu verhindern. Ein weiteres Kriterium für die Auswahl der Primersequenz 
war der GC-Gehalt, der nicht zu hoch sein durfte. Auch musste die Länge der Primer be-
achtet werden. In Abhängigkeit zur Primer-Länge steigt die Schmelztemperatur der Primer. 
Damit die PCR gut funktioniert, sollte die Schmelztemperatur bis zu 20°C unter der Tem-
peratur im Elongationszyklus liegen. Auch sollten die Schmelztemperaturen beider Primer 
in einer der PCR nicht mehr als 5°C abweichen. Mit der Wallace-Regel konnte die 
Schmelztemperatur (TM) vorhergesagt werden TM= 2∙(A+T) + 4 ∙ (G+C). 

2.7 PCR für die Amplifikation 

Die PCR war ein Verfahren zur Amplifikation eines meistens durch ein Primer-Paar be-
stimmten Abschnittes der DNA. Die entworfenen und hergestellten Primer (7.1.9) wurden 
zu einer Konzentration von 10 µMol/µl in autoklaviertem Wasser verdünnt. Von den je-
weiligen Primern des Primer-Paares wurden 1 µl, von dem cDNA-Ansatz der reversen Tran-
skription 1µl, zur Stabilisierung der cDNA 25 mM MgCl2 1 µl, vom Puffer 5x (NH4)2SO4 
5 µl und von der Polymerase Taq 0,25 µl mit H2O bidest auf 25 µl aufgefüllt und gemischt. 
Es wurde auf Eis gearbeitet. Die Elongationsphase musste an die Länge des Amplifikats 
angepasst sein (30 Sekunden pro 500 Basen). Mit der annealing Temperatur kann die Spezifi-
tät der Primerbindung in Abhängigkeit von der Schmelztemperatur beeinflusst werden. Je 
niedriger die Temperatur gewählt wurde, desto unspezifischer band der Primer an die 
cDNA. Dies konnte bei der verschachtelten PCR vorteilhaft sein. Wurde die Temperatur 
dagegen zu hoch gewählt, band der Primer nicht an die cDNA. Beide Primer sollten so 
ausgewählt werden, dass die perfekte annealing Temperatur (5-10°C unter der Schmelz-
temperatur) bei ihnen ähnlich ist. 

 

Unter einer verschachtelten PCR (nested PCR) war eine Abwandlung des Standardverfah-
rens zu verstehen, bei dem mehrere, häufig degenerative Primer-Paare bei der Amplifikati-
on zum Einsatz kommen und somit die Spezifität erhöhen. Der zu amplifizierende Bereich 
wurde durch ein äußeres und ein inneres Primer-Paar begrenzt. Die am weitesten außen 
liegenden Primer wurden für die erste PCR ausgewählt. Das Ergebnis nach Aufreinigung 
wurde für die nächste PCR mit dem nächstliegenden inneren Primer-Paar verwendet. Die 
nun gewonnen Amplifikate waren somit durch einen zweistufigen Prozess gelaufen und 
somit besonders spezifisch.  

Tabelle 2: Standard PCR-Protokoll 

Denaturierung  95°C für 1 Min. 

Denaturierung  95°C für 30 Sek. 



2 Methoden 15 

Annealing 

Elongation 

(insgesamt 40 Zyklen) 

60°C für 1 Min. 

68°C für 3 Min. 

Nachelongation 68°C für 7 Min. 

Als Kontrolle der PCR wurde das housekeeping Gen GAPDH, ein Enzym für Glykolyse, 
jeweils mitamplifiziert. Als housekeeping gen war GAPDH definitionsgemäß in jedem Ge-
nom einer Zelle und dabei sogar wegen der hohen Syntheserate in einem transkribierten 
Zustand, sodass es aus der verwendeten cDNA Probe amplifizierbar sein sollte. Insofern 
eignete es sich sowohl zur Kontrolle der cDNA als auch zur Kontrolle der PCRs. 

2.8 Aufbereitung des Ergebnisses der PCR durch Elektrophorese 

Aufgrund unspezifischer Bindung der Primer und möglicher Kontaminationen wurde eine 
Agarose-Elektrophorese durchgeführt. In dem Agarosegel ordneten sich die cDNA-
Fragmente aufgrund des elektrischen Feldes und der Beschaffenheit des Gels der Größe 
nach in Banden an, die durch UV-Strahlen sichtbar wurden. Bei der Übereinstimmung der 
Größe eines Fragments mit der theoretisch ermittelten Größe des gewünschten Amplifi-
kats erfolgte dessen Exzision aus dem Gel mit Hilfe des Skalpells. Im Eppendorf-Gefäß 
wurde die cDNA extrahiert. Das Herstellerprotokoll für DNA-Gelextraktion des Nucleo-
Spin® Extract-Kit wurde modifiziert in Abhängigkeit des Gewichts des mit dem Amplifikat 
zusammen herausgeschnittenen Gels. Deswegen wurde die Konzentration des gelösten 
Amplifikats ermittelt. Sowohl beim Kontakt mit dem UV-Licht als auch mit Ethidiumbro-
mid wurden entsprechende Sicherheitsvorkehrungen eingehalten.  

2.9 Ligation, Transformation und Klonierung von cDNA-
Fragmenten 

Zur Ligation des Amplifikats in das Plasmid pGEM T-Easy (Promega), das als Vektor-
system genutzt wurde, wurde folgender Ligationsansatz dem ligationskit entsprechend zu-
sammengestellt: 

5 µl 2x Ligationspuffer 

1 µl T-Easy Vektor (50ng) 

1 µl T4-DNA-Ligase (3 Weiss units) 

150 ng vom Amplifikat (Insert 3:1 Vektor)  

Auffüllung auf 10 µl mit H2O bidestilliert 

Die Inkubation erfolgte für eine Stunde bei Raumtemperatur.  
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Für eine erfolgreiche Transformation des Plasmids in die kompetenten E. coli Bakterium, 
die nach Douglas Hanahan benannten Stamm DH5α, mussten die bei -80°C gelagerten, in 
200µl Aliquots aufbereiteten Bakterien auf Eis aufgetaut werden. Hierfür wird Super-
Optimal-Broth-Medium (SOB-Medium) verwendet. Nach Hinzugabe von 5 µl des Ligations-
ansatzes erfolgte die 30-minütige Inkubation unter vorsichtigem, regelmäßigem Schütteln. 
Ein 90-Sekunden langer Hitzeschock bei 42°C ermöglichte eine bessere Aufnahme des 
Vektors, vermutlich durch Porenbildung der Membran. Im Anschluss erfolgte eine Kühl-
ung auf Eis und dann eine Inkubation für 60 Min. bei 37°C. Die Zentrifugation bei 
5000 G, das Abpipettieren des Überstandes und Resuspendieren des Sediments erhöhten 
die Konzentration der Bakterien.  

 

Zur Überprüfung der Ligation des Amplifikats in den Vektor und der Transformation des 
Vektors in die kompetenten Bakterien wurde die Blau-Weiß-Selektion durchgeführt: Bei 
der Ligation des Amplifikats in das Plasmid wurde die Gensequenz der Beta-Galaktosidase 
unterbrochen, so dass keine Proteinbiosynthese der Beta-Galaktosidase nach der erfolgrei-
chen Transformation des Plasmids in das Bakterium erfolgen konnte. Nach dem Auftragen 
der Bakterien auf eine Platte mit 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxly-β-D-Galactopyranosid (X-Gal) 
konnte das X-Gal nicht zur Galaktose und zu 5-Brom-4-Chlor-Indoxl aufgrund der feh-
lenden Beta-Galaktosidase-Aktivität in den Bakterien abgebaut werden. Somit blieb auch 
die Färbung der Bakterienkolonie durch Oxidation von 5-Brom-4-Chlor-Indoxl zum blau-
en Farbstoff 5,5‘-Dibrom-4,4‘-dichlor-Indigo während der Inkubation bei 37°C über Nacht 
aus. Bakterienkolonien mit erfolgreicher Ligation und Transformation nahmen also keine 
Färbung an und waren als weiße Kolonien auf den Platten erkennbar. Von jeder Platte 
wurden jeweils bis zu sechs weiße Kolonien mit einer sterilisierten Nadel in mit 2 ml lsyoge-
ny-broth-Flüssigmedium (LB-Medium) versehene Röhrchen gesetzt und über Nacht bei 
37°C im Schüttelinkubator angezüchtet. Die Plasmide wurden gemäß des Hersteller-
Protokolls des Qiagen® Plasmid Purification Kits extrahiert. Zur Ermittlung der späteren Ein-
sendemenge für die Sequenzierungen an die Firma MWG Biotech AG (Martinsried) musste 
die Konzentration photometrisch ermittelt werden. Als eigene (Vor-)Kontrolle wurde ein 
Restriktionsverdau durchgeführt. Hierfür wurde mit Hilfe einer passenden Endonuklease, 
meistens EcoR1, das Plasmid in Fragmente zerlegt. Die Endonukleasen setzten an einer 
bestimmten Erkennungssequenz an. Folglich konnten die Längen der Fragmente vorher 
theoretisch ermittelt werden. Bei zahlreichen oder zu kurzen Fragmenten aufgrund multip-
ler Erkennungssequenzen im Plasmid sollte auf eine andere Endonuklease mit entspre-
chend anderem Herstellerprotokoll ausgewichen werden. Im Normalfall sollten nach dem 
Restriktionsverdau und der Kontrollelektrophorese zwei Banden, eine auf der Höhe der 
entsprechenden und erwarteten Insert-Größe und eine auf der Höhe der Größe des restli-
chen Plasmids zu finden sein. Die Restriktionsverdau war wie folgt durchzuführen: 
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2 µg Plasmid DNA  

4 µg Tango Puffer 

13 µl H2O bidestilliert 

1 µl EcoR1 (10U) bzw. eine andere Endonuklease 

Inkubation im thermocycler für 1 h bei 37°C 

2.10 Herstellung einer cRNA-Sonde 

Die Sequenzierung bestimmte auch die Position und Orientierung des Inserts im Vektor 
und somit auch nachfolgend zusammen mit der für die In-Vito-Transkription wichtigen 
Lage der Promotorsequenzenden den geeigneten Primer für die PCR. Der PCR-Ansatz 
bestand aus 100 µl, die sich aus 10 µl 10x Puffer, 2 µl dNTPs (0,2mM), 2 µl SP6 Primer 
(10 pM) oder 2 µl T7 Primer (10pM), 8 µl MgCl2 (2mM), 100 ng Plasmid-DNA, 0,5 µl Taq 
Polymerase (1,25 U) und H2O bidest zusammensetzen. Die Abläufe der PCR waren wie 
folgt: Denaturierung (95°C für 1 Min.), 40 Zyklen bestehend aus Denaturierung (95°C für 
15 Sek.), annealing (59°C für 30 Sek.), elongation (68°C für 1 Min.) und am Ende eine 7 minü-
tige elongation bei 68°C. Die Aufreinigung erfolgte mit Hilfe des „NucleoSpin® Extract-
Kit“. Zur Vorbereitung der In-Vitro-Transkription wurde die DNA-Konzentration photo-
metrisch bestimmt. Je nach Lage des Inserts fand eine SP6- oder eine T7-RNA-Polymerase 
Verwendung, so dass das am Ende gewonnene RNA-Template komplementär zur mRNA 
der gewünschten Sequenz war. Die Herstellung der cRNA-Sonde umfasste zwei Schritte: 
Für den ersten Schritt wurden ca. 200 ng des PCR-Amplifikats, 2 µl DIG-RNA-Labeling-
Mix, 2 µl 10x Transkriptionspuffer, 2 µl RNA-Polymerase (20U/µl) mit DEPC H2O zu 
20 µl pipettiert. Nach Vortexen, Sedimentieren und zwei Stunden Inkubation bei 37°C im 
thermocycler erfolgte durch Zugabe von 7 µl DEPC H2O, 1 µl DIG-NTPs, 1 µl 10x Tran-
skriptionspuffer, 1 µl RNA-Polymerase, Vortexen, Sedimentieren und eine Stunde Inku-
bation bei 37°C im thermocycler der zweite Schritt. Zur Reinigung des Produktes wurde dies 
auf Eis ausgefällt. 

30 µl Transkriptionsprodukt 

1,5 µl 0,4 M Ethylendiamin-Tetraessigsäure (EDTA) 

3,75 µl 4 M LiCl2 

Vortexen 

100 µl 100% Ethanol 

Lagerung über Nacht bei -20°C 

45-minütige Zentrifugation in der Kühlzentrifuge (4°C) mit 15000 G 

Addition von 50 µl DEPC H2O 
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Addition von 5 µl 4 M LiCl2 

Addition von 150 µl 100% Ethanol 

60-minütige Inkubation bei -20°C 

30-minütige Zentrifugation in der Kühlzentrifuge (4°C) mit 15000g 

Auflösung des Pellet in 25 µl DEPC H2O 

Zur Überprüfung der RNA-Sonde wurde eine Gelelektrophorese durchgeführt: Die Länge 
der Sonden korrelierte mit der Länge des Amplifikats, ebenso bestand eine Korrelation der 
Intensität der Bande mit der Konzentration der Sonde. Die Sonde wurde bis zur Verwen-
dung bei -20°C eingelagert. Die Sonde für PITX2 und NODAL wurde uns dankenswert-
erweise zur Verfügung gestellt (Fischer et al. 2002). 

2.11 In-situ-Hybridisierung (ISH) an ganzen Keimscheiben 

Die Methode der In-Situ-Hybridisierung ermöglichte die Darstellung von Genexpressionen. 
Für die Anwendung im embryonalen Gewebe des Kaninchens wurde das Protokoll ent-
sprechend der Erfahrung im Institut modifiziert (Weisheit, 2002; Püschel and Jouneau, 
2014). Das Protokoll der In-Situ-Hybridisierung umfasste drei Tage. Am ersten Tag erfolgte 
die Andauung, Nachfixation und die Hybridisierung mit der Digoxigenin-markierten RNA-
Sonde bei 70°C über Nacht. Der folgende Tag umfasste das Auswaschen der Sonde, Blo-
ckierung der unspezifischen Antikörperbindungsstellen mit Böhringer Blocking Reagenz 
(BBR) und Ziegenserum (NGS) sowie die Inkubation des Präparats mit den mit der alkali-
schen Phosphatase gekoppelten Anti-Digoxigenin-Antikörpern über Nacht. Am dritten 
Tag erfolgte das Auswaschen des nichtgebundenen Antikörpers und der Beginn der an-
schließenden Farbreaktion durch die Zugabe von 2 ml Färblösung BM-Purple®. Die Farb-
reaktion konnte drei Stunden bis mehrere Tage dauern. Die Intensität der Färbung hing 
von verschiedenen Faktoren wie der Sonde, dem Gewebe und der Zeit ab, sodass Rück-
schlüsse auf die Menge der mRNA im Gewebe nicht gezogen werden konnten. Es handelte 
sich also um ein qualitatives Verfahren. Für jedes Stadium und jede Gen-Sonde wurden 
jeweils mindestens drei Embryonen in verschiedenen Durchläufen von In-Situ-
Hybridisierung untersucht.  

Tabelle 3: Protokoll für die In-Situ-Hybridisierung 

Tag 1 

75%, 50%, 25% Methanol/ PBT  je 5 Min.  auf Eis  

2x PBT waschen  je 5 Min. bei Raumtemperatur (RT) 
auf Schaukel 10 mg/ml Proteinase K 2-10 Min. 
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2x PBT waschen je 5 Min. 

0,2% Glutaraldehyd in PBT 20 Min. 

2x PBT waschen je 5 Min. 

50% Hybemix in PBT 5 Min. 

100% Hybemix  5 Min. 

100% Hybemix 60 Min. bei 70°C im Heizblock 

+ 0,4 µg DIG-cRNA-Sonde über Nacht  

Tag 2 

3x in Hybemix waschen je 30 Min. bei 70°C im Heizblock 

50% Hybemix in Maleic acid buffer con-
taining tween 20 (MABT)  

15 Min. bei RT auf Schaukel 

3x MABT  je 10 Sek. 

2x MABT je 30 Sek. 

2% BBR in MABT 60 Min. 

2% BBR, 20% NGS in MABT  60 Min. 

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

über Nacht im Kühlschrank (6°C) 

Tag 3 

3x MABT je 10 Sek. bei RT auf Schaukel 

7x MABT je 60 Sek. 

4x NaCl, Tris, MgCl, Tween (NTMT)  je 10 Min. 

BM-Purple 3 Stunden bis 6 
Tage 

bei RT unter Lichtaus-
schluss 

In-Situ-Hybridisierung von NODAL und PITX2 waren bereits im Institut durchgeführt, so 
dass lediglich die Anzahl von Embryonen zur Erhöhung der Stückzahl vervollständigt und 
die histologischen Schnitte angefertigt werden mussten. 

2.12 Einbettung der Keimscheiben  

Nach der In-Situ-Hybridisierung wurden die Embryonen auf einem Objektträger ausge-
breitet, um die Genexpression zu analysieren und zu fotografieren. Hierfür wurden die 
Embryonen aus dem PBS auf dem Objektträger in einen 50 µl großer Tropfen Mowiol 4-
88 mit Hilfe einer stumpfen Glaspipette platziert. Die Ausbreitung und richtige Lagerung 
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konnten mit Wolframnadeln durchgeführt werden. Für die Fotografie und die Begutach-
tung unter der Stereolupe musste das Präparat noch blasenfrei mit einem Deckglas abge-
deckt werden. Die Objektträger mit ihrem Präparat sollten im Kühlschrank (6°C) nur kurz 
gelagert werden, damit sich die Präparate noch gut vom Träger lösen ließen und die Ein-
bettung in Technovit® noch möglich wäre. Die Präparate konnten durch ein 60-minütiges 
Bad der Objektträger in 90% Methanol von ihrem Deckglas befreit und mit Hilfe von 
Wolframnadeln aus dem Mowiol herausgelöst werden. 

2.13 Einbettung der Keimscheiben zur histologischen Untersuchung 

Um die Genexpression histologisch beurteilen zu können, musste das Präparat zum 
Schneiden vorbereit werden. Hierfür wurde das Präparat in den Kunststoff Technovit 
8100® eingebettet. Dieses sollte möglichst direkt nach der Herauslösung aus dem Mowiol 
erfolgen, weil das Präparat bereits ausgebreitet ist und dies die nachfolgenden Schritte ver-
einfacht. Das Präparat wurde zuerst für zwei Stunden in ein Infiltrationsmedium (50 ml 
Technovit® und Härter I) und danach in das finale Einbettungsmedium aus Infiltrationslö-
sung und Härter II überführt. Mit Wolframnadeln wurde das Präparat entsprechend ausge-
richtet. Für die finale Einbettung wurde eine Tablettenhülle verwendet, die mit durchsichti-
gen Folien luftblasenfrei abgedichtet wurde. Über Nacht erfolgte die Inkubation auf einem 
Kälteblock bei 4°C. Am nächsten Tag wurde der ausgehärtete Block entsprechend der 
Schnittachse getrimmt. Hierfür wurden zuerst der Block von dem umgebenden Plastik der 
Tablettenhülle befreit und durch ein warmes Wasserbad wieder erwärmt, so dass leichter 
durch den Technovit® geschnitten werden konnte. Erst nach einer weiteren Inkubation 
über Nacht bei 6°C und somit weiteren Härtung des Technovit® konnte mit dem Schnei-
den begonnen werden. Die Lufttemperatur und -feuchtigkeit hatten Auswirkungen auf die 
Elastizität des Blockes und konnten somit das Schneiden beeinflussen, so wurde der Block 
härter, je länger er ungekühlt Berührung mit der Umgebungsluft hatte. Nach dem Schnei-
den war der Ausbreitung der Schnitte auf einem Objektträger besondere Aufmerksamkeit 
zu widmen: Mit Hilfe dünner Nadeln mussten die Schnitte faltenfrei auf dem Objektträger 
ausgebreitet werden. Anschließend wurden die Objektträger auf einen Wärmeblock gelegt, 
um das 25%ige Ethanol, in das die Schnitte zur Ausbreitung auf dem Objektträger gelegt 
werden, verdampfen zu lassen. Anschließend konnten die Schnitte unter dem Lichtmikro-
skop analysiert werden. Besonders deutlich konnten die Zellen mit Hilfe des Differentialin-
terphasenkontrastes dargestellt werden.  

2.14 Stadierung der Kaninchenembryonen 

Beim Kaninchenembryo erfolgte die Einteilung der Stadien an Hand morphologischer Zei-
chen (Viebahn, 2004). Für eine bessere Beurteilung der makroskopischen Kriterien war 
eine Beurteilung im stereomikroskopischen Dunkelfeld (Abb. 4 A-D) zu empfehlen. Die 
erste Stadierung erfolgte direkt nach der Entnahme der Embryonen aus dem Uterus. Der 
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histologische Beweis wurde zusammen mit der histologischen Analyse der Expressions-
muster erbracht. Das Fehlen einer morphologischen Polarität der a.-p. Achse definierte das 
Stadium 0. Der Rand der Keimscheibe war unregelmäßig und unscharf vom extra-
embryonalen Gewebe abgetrennt (Abb. 4A). Das Stadium 1 (Abb. 4B) war morphologisch 
durch einen scharf abgrenzbaren Rand der Keimscheibe zum extraembryonalen Gewebe 
definiert. Ebenso ließ sich eine höhere Dichte der Zellen in einem Drittel der Keimscheibe 
feststellen. In diesem Bereich lagen auch kubische Zellen im Hypoblast vor. Durch die 
Untersuchung nachfolgender Stadien ließ sich beweisen, dass diese Anzeichen für eine an-
teriore Differenzierung stehen. Dies Zeichen wurde AMC genannt (Viebahn, 1999, 2004). 
Im Stadium 2 (Abb. 4C) verlängerte sich die Keimscheibe am posterioren Pol. Dem AMC 
gegenüber entwickelte sich ein zellärmerer Bereich, der PGE genannt wurde und das Stadi-
um 2 (Abb. 4C) definierte. Histologisch war der PGE durch kubische Epiblastzellen er-
kennbar. Stadium 3 (Abb. 4D) war definiert durch das Auftreten der ersten mesodermalen 
Zellen. Diese befanden sich hauptsächlich auf der medianen Sagitallachse im posterioren 
Teil der Keimschiebe. Die Bildung der Mesodermzellen erfolgte durch die epitheliale-
mesenchymale Transition. Durch die Zellbewegungen im Rahmen der epithelialen-
mesenchymalen Transition entstand makroskopisch das Bild eine Primitivstreifens. Im 
Stadium 4 erreichte der Primitivstreifen seine maximale Ausdehnung mit einer Verdickung 
an seiner anterioren Spitze, dem Primitivknoten. 
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3 Ergebnisse 

Im Ergebnisteil werden zunächst die Ergebnisse von der Amplifikation von Genabschnit-
ten aus den entsprechenden Genen präsentiert und dann die Expressionsmuster beschrei-
ben.  

3.1  Amplifikation der entsprechenden Genabschnitte  

Erfolgreich amplifizierte Genabschnitte konnten aus den Genen von DENND5B, ELK3, 
EOMES, GAPDH, ID3, LASS1, LITAF, LRP2, PKDCC, SALL1, SPOCK3 und TBX6 
gewonnen werden. Aufgrund der Amplifikation aus der cDNA vom Kaninchen der Stadien 
0-3 müssen diese Gene in den frühen Stadien exprimiert seien. Da die Sonden für NODAL 
und PITX2 dankenswerterweise zur Verfügung gestellt wurden (Fischer et al. 2002), musste 
der Nachweis einer Expression von diesen Genen zu diesem frühen Zeitpunkt durch die 
Durchführung von In-Situ-Hybridisierungen erfolgen. Ein Genabschnitt von VG1 konnte 
nicht amplifiziert werden.  

Tabelle 4: Übereinstimmungsrate der amplifizierten Gensequenzen  

Gen  Variante Übereinstimmungs-
rate mit der pub. GS 
(in %) 

Amplifizierter 
Bereich aus der 
pub. GS (in bp) 

Länge 
(in bp) 

NCBI-Referenz 

DENND5B  99 1623. – 2615. 992 XM_008259434.1 
ELK3 1 

2 
99 
99 

269. – 1149. 
269. – 1050. 

880 
781 

XM_002711213.2 
XM_008256916.1 

EOMES 1 
2 
3 
4 

99 
99 
99 
99 

31. – 980. 
20. – 921. 
189. - 1138. 
168. – 718. 

949 
901 
949 
550 

XR_518364.1 
XM_008266083.1 
XM_008266084.1 
XM_008266085.1 

ID3  99 47. – 633. 586 XM_002715985.2 
LASS1  
 

1 Sch 
2 Sch 
3 Sch 

84 
84 
84 

583. – 985. 
587. – 985. 
857. – 1259. 

402 
398 
402 

XM_003123535.5 
XM_003123535.5 
XM_005652922.2 

LITAF 1 
2 
3 

97 
99 
97 

87. – 765. 
13. – 817. 
316. – 993. 

678 
804 
677 

XM_008257723.1 
XM_008257724.1 
XM_002711751.2 

LRP2  99 13051. – 14057. 1006 XM_008258707.1 
PKDCC  99 233. – 1040. 817 XM_008254480.1 
SALL1  99 50. – 3185 3135 XM_008257291.1 
SPOCK3  99 688. – 1663. 975 XM_008249486.1 
TBX6 1 

2 
99 
99 

2147.-2393. 
2074. -2320. 

246 
246 

XM_008257944.1 
XM_002711872.2 

Die Tabelle 4 zeigt die erfolgreich amplifizierten Gene vom Kaninchen, ihre Übereinstimmungsrate mit den 
publizierten Gensequenzen (pub. GS) der jeweiligen Transkriptvarianten vom Kaninchen oder bei LASS1 
aufgrund der unbekannten Gensequenz vom Schwein (Sch), die mit ihren Referenzen vom Nationalen Zent-
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rum für Biotechnologieinformation (National Center for Biotechnology Information (NCBI), Bethesda, 
USA) angegeben sind. Außerdem wird die Länge des übereinstimmenden Bereichs angegeben sowie der 
Abschnitt des amplifizierten Bereichs mit der vorderen und hinteren Basenposition.   

3.2 Expressionsmuster der untersuchten Gene 

Im Folgendem werden die Expressionsmuster von den untersuchten Genen beschrieben 
und gezeigt. Die Reihenfolge der Präsentation orientiert sich an dem frühsten Zeichen eins 
deutlichen achsenspezifischen Musters. Auf eine Darstellung der Gene DENND5B, 
LASS1, LITAF und LRP2 wird aufgrund eines fehlenden achsenspezifischen Musters 
während der Achsenbildung verzichtet.  

 NODAL 

Die Embryonen der Stadien 0 bis 3 weisen alle ein für sich typisches Expressionsmuster 
von NODAL auf (Abb.2). Im frühen Stadium 0 (n=3) weist die Keimschreibe ein an ein 
Mosaik erinnerndes Muster mit unterschiedlich starker Intensität auf (Abb. 2A und F). Die 
Schnitte zeigen eine Expression im polaren Trophoblast (Rauber Zellen), im Epiblast und 
Hypoblast (Abb. 2K). Stark gefärbte Epiblastzellen liegen neben fast negativ gefärbten Zel-
len (e und e‘, Abb. 2L). In der weiteren Entwicklung innerhalb des Stadiums 0 bildet sich 
ein etwas schwächerer und ein etwas stärker gefärbter Pol an der Keimschreibe aus, wobei 
das Muster weiterhin an ein Mosaik erinnert (Abb. 2B, G und M). Dabei hat das Expressi-
onsmuster durch die stärkere Intensität der Expression am Rand als im Zentrum mit den 
unterschiedlich stark gefärbten Polen eine Assoziation mit einer zum schwächer gefärbten 
Pol hin offenen Sichel. In den Schnitten zeigt sich, dass der Epiblast und Hypoblast an 
einem Pol der Keimschreibe schwächer gefärbt ist (Abb. 2N) als am gegenüberliegenden 
Pol (Abb. 2O).  
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Abbildung 2: Expressionsmuster von NODAL  
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Abb. 2: NODAL Expression in den dorsalen Aufsichten (A-J) und in Technovit® Schnitten (K-W) der 
Keimschreiben und dem umgebenden extraembryonalem Gewebe des Kaninchens der Stadien 0-3 (5.2-6.5 
dpc) nach In-Situ-Hybridisierung im Dunkelfeld (A-E) und im Hellfeld (F-W). Mit Buchstarben markierte 
Striche zeigen die Lage der sagittalen Schnitte innerhalb der gezeigten Keimscheibe (E-H). Die vergrößerten 
Bereiche der Schnitte sind durch Rechtecke markiert und durch Buchstaben zuzuordnen. Der anteriore Pol 
ist nach oben in den Aufsichten (A-J) oder zur linken Seite in den Schnitten (K-W) ausgerichtet. Die Stadien 
sind durch arabische Ziffern kenntlich gemacht. Die gebogene Klammer (D und I) zeigt in den Aufsichten, 
die eckige Kammer in den Schnitten (T) den PGE an. Die Rauber Zellen sind durch schwarze Pfeilköpfe (L 
und Q), die Flaschenzellen durch ein Plus (W) und die Grenzen der Keimscheiben durch einen Stern markiert 
(K, M-U). M: mesoderm, e: epiblast, e‘: schwach gefärbte Epiblastzelle, h: hypoblast. Der Schnitt in U ist von 
einem anderen Embryo ähnlich zu dem gezeigten (E und J). Maßstab (J) für die Aufsicht: 200 µm (A und F), 
400 µm (B-D, G-I), 640 µm (E und J). Maßstab (W) für die Schnitte: 100 µm (P,S und U), 50 µm (K und M), 
25 µm (Q-R, T, V-W), 12 (L, N und O). (Plöger und Viebahn 2018). Die Verwendung erfolgte mit freundli-
cher Genehmigung von Elsevier®.  
 
 

Auch im Stadium 1 (n=4) zeigt sich eine deutlichere ungleiche Verteilung der Färbung 
(Abb. 2Q) als im Stadium 0. Durch die Betrachtung der Dichte im Dunkelfeld, der Analyse 
des Keimscheibenrandes und der histologischen Untersuchung kann der anteriore Pol als 
der schwach gefärbte Pol bestimmt werden. Die NODAL Expression ist begrenzt auf eine 
breite sichelförmige Domäne in der posterioren Hälfte der Keimscheibe (Abb. 2C und H). 
Alle Schichten sind in dieser Domäne stark gefärbt (Abb. 2R), während nur vereinzelt Hy-
poblastzellen im AMC schwach gefärbt sind (Abb. 2Q).  

 

Im Stadium 2 (n=4) zeigt die NODAL Expression ebenfalls eine Sichelform (Abb. 2I). 
Diese ist aber durch einen negativ gefärbten Bereich vom posterioren Rand der Keim-
scheibe getrennt. Histologisch zeigt sich eine zunehmende Färbung vom Zentrum der 
Keimscheibe zum sichelförmigen, stark gefärbten Bereich der Keimschreibe (Abb. 1S). Die 
kuboidalen Epiblastzellen, Merkmal des PGE, sind im posterioren Teil der Expressions-
domäne zu finden (Abb. 2T). Somit besteht die sichelförmige Domäne aus dem anterioren 
Teil des PGE und den posterioren Zellen des anterioren Teils der Keimscheibe. 

 

Im Stadium 3 (n=4) hat die sichelförmige NODAL Domäne eine besonders starke Intensi-
tät in dem Bereich des vorderen Primitivstreifens angenommen. Durch die Elongation des 
PGE vergrößerte sich der Abstand zwischen der Expressionsdomäne und dem posterioren 
Rand der Keimscheibe. In einigen Embryonen zeigt sich eine Asymmetrie der Sichel: So-
wohl auf der rechten als auch auf der linken Seite konnte eine schwächere Färbung als im 
Zentrum der Sichel und der entsprechenden anderen Seite – auch histologisch in transver-
salen Schnitten nachweisbar (hier nicht gezeigt) - festgestellt werden (Abb. 2E und J).  
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Abbildung 3: Expressionsmuster von EOMES 
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Abb. 3: EOMES Expression in den dorsalen Aufsichten (A-H) und im Technovit® Schnitten (I-S) im Dun-
kelfeld (A-D) und im Hellfeld (E-S). Die eckige Klammer (O) zeigt den PGE an. Sonstige Symbole und Hin-
weise zur Abbildung sind aus den Legenden (s. oben) zu entnehmen. Maßstab (H) für die Aufsicht: 150 µm 
(A und E); 330 µm (B-D, F-H). Maßstab (P) für die Schnitte: 100 µm (I, K-L, N-O, Q-S), 200 µm (J, M, P). 

 

 

In den sagittalen Schnitten zeigte sich die positive Färbung von Epiblastzellen, Flaschenzel-
len und Mesodermzellen im Bereich der sichelförmigen Domäne (Abb. 2V und W). Wie 
bei Stadium 2 ist eine Expression mit einer schwachen Intensität ab dem Zentrum der 
Keimscheibe mit Zunahme bis zu Expressionsdomäne im Epiblast zu beobachten (Abb. 
2U). 

 EOMES 

Die Embryonen nach In-Situ-Hybridisation mit einer EOMES Sonde zeigen ebenso ein 
spezifisches Expressionsmuster. Im Stadium 0 (n=3) zeigt sich ein an ein Mosaik erinnern-
des Expressionsmuster in der Keimscheibe (Abb. 3A und E). Diese Musterung ist auch im 
extraembryonalen Gewebe erkennbar. Alle drei Schichten der Keimscheiben variieren in 
der Intensität (Abb. 3I). 

 

Im Stadium 1 (n=4) ist die Expression auf die Keimscheibe begrenzt. Das Expressions-
muster erinnert wie im Stadium 0 an ein Mosaik, wobei der Rand der Keimscheibe eine 
eher durchgehende Expression aufweist (Abb. 3B und F). Diese an einen Ring erinnernde 
Expression am Rand ist am posterioren Pol breiter als am anterioren. Im Schnitt zeigt sich 
eine starke Färbung der anterioren Hypoblastzellen (Abb. 3K). Im Zentrum der Keim-
scheibe (Abb. 3J) sind abwechselnd schwach und stark gefärbte Hypo- und Epiblastzellen 
verantwortlich für das Muster. Beide Zellschichten sind in der posterioren Bereich der 
Keimscheibe stark gefärbt (Abb. 3L).  

 

Im Stadium 2 (n=4) zeigt sich die EOMES Expression wieder als ringförmiges Muster. Am 
posterioren Pol ist die Expressionsdomäne so breit, dass der ganze PGE eine Expression 
von eomes aufweist (Abb. 3C und G). Im Vergleich zu Stadium 1 ist das dem Mosaik ähnli-
chem Muster im Innenring einer Expression von einzelnen Hypoblastzellen gewichen 
(Abb. 3M). Die anteriore Teil des Rings kommt ebenfalls durch anteriore Hypoblastzellen 
zustande (Abb. 3N). Im PGE exprimieren Epiblast- und Hypoblastzellen deutlich eomes 
(Abb. 3O).   
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Abbildung 4: Expressionsmuster von PITX2 
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Abb.4: PITX2 Expression in den dorsalen Aufsichten im Hellfeld (E-H), mit den entsprechenden Embryo-
nen vor In-Situ-Hybridisierung im Dunkelfeld (A-D) und Technovit® Schnitten (I-R). Die gepunktete Linie 
(A und E) markiert konzentrisch die Keimscheibe im Stadium 0, die weiße gestrichelte Linie markiert den 
Äquator der ausgebreiteten Blastozyste unter dem Deckglas. Der scharfe, vordere Rand der Keimscheibe 
wird durch die Pfeilköpfe (B) angedeutet. Das Raute-Zeichen markiert Artefakte. Sonstige Symbole und 
Hinweise zur Abbildung sind aus der Legende von Abb. 2 zu entnehmen. Maßstab für die Aufsicht: 400 µm 
(A und E), 350 µm (B bis D und F bis H); 340 µm (C und G); 320 µm (D und H); Maßstab für die Schnitte:  
50 µm (I); 12 µm (J); 100 µm (K,N and Q); 25 µm (L,M,O,P and R). (Plöger und Viebahn 2018). Die Ver-
wendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Elsevier®.  

 

 

Im Stadium 3 zeigt EOMES eine starke Expressionsdomäne, die an eine Y-Form mit 
Schwerpunkt auf der anterioren Spitze des Primitivstreifens erinnert. Der gesamte Primitiv-
streifen wie die lateralen Ränder der anterioren Keimscheibe zeigen eine starke Expression. 
Lateral des Primitivstreifens sowie im Zentrum des anterioren Teils der Keimscheibe findet 
sich ein gepunktetes Muster (Abb. 3D und H). Der anteriore Rand zeigt eine etwas stärkere 
Expression im Hypoblast als im Epiblast (Abb. 3P). Bereits mit den anteriorsten Flaschen-
zellen (Abb. 3Q) nimmt die Intensität von EOMES nach posterior zu und erreicht auf der 
Höhe der am weitesten anterior liegenden Mesodermzellen die höchste Intensität. Alle drei 
Zellschichten sind stark gefärbt (Abb. 3R). Im posterioren Teil des Primitivstreifens sind 
alle Zellschichten etwas schwächer gefärbt (Abb. 3S). 

 PITX2 

PITX2 ist exprimiert in allen vier untersuchten Stadien (0-3) mit einem unterschiedlichen 
Muster (Abb.4): Im Stadium 0 (n=10) ist PITX2 schwach in der gesamten Keimschreibe 
des Embryos und im extraembryonalen Gewebe bis zum Äquator der Blastozyste (Abb. 
4E) exprimiert. Die Expression verdichtet sich von einem an ein Mosaik erinnerndes Mus-
ter auf Höhe des Äquators zu einer durchgängigen Färbung in der Nähe der Keimscheibe. 
Distal des Äquators ist keine Expression von PITX2 erkennbar. Die Technovit® Schnitte 
zeigen eine Expression in allen Schichten der Keimschreibe wie auch in dem gefärbten Teil 
des extraembryonalen Gewebes. (Abb. 4l). Das einem Mosaik ähnliche Muster auf Höhe 
des Äquators kann auch histologisch durch abwechselnd gefärbte und ungefärbte Zellen 
nachgewiesen werden. Die Verteilung der Expression in den Zellschichten ist an dieser 
Stelle der Blastozyste unregelmäßig (nicht gezeigt).  

 

Im Stadium 1 (n=11) zeigen Zellen, die in der Peripherie der Keimscheibe gelegen sind, 
eine stärkere Intensität der Expression als die zentral in der Keimschreibe belegenden Zel-
len, so dass das Muster die Form eines Ringes andeutet. Am anterioren Pol sind diese In-
tensitätsunterschiede am deutlichsten, so dass sich der anteriore Pol innerhalb des ringför-
migen Musters hervorhebt. Der Wechsel zwischen besonders gefärbten Zellen und 
schwach gefärbten Zellen am anterioren Rand der Keimscheibe sorgt für die Assoziation 
einer gestrichelten Linie. Während der weiteren Entwicklung des Stadiums 1 nimmt auch 
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die Expression von PITX2 in den bisher wenig exprimierenden Zellen zu, sodass sich eine 
durchgezogene Linie entwickelt (nicht gezeigt). Im extraembryonalen Gewebe ist die nahe 
Umgebung der Keimscheibe gefärbt (Abb. 4F). Technovit® Schnitte bestätigen die Be-
obachtungen: Alle Schichten der Keimscheibe sind gefärbt, besonders der anteriore und 
posteriore Pol sind stärker gefärbt als die Zellen im Zentrum der Keimscheibe (Abb. 4K). 
Dabei sind die für den AMC typischen kubischen Zellen des Hypoblastes besonders stark 
gefärbt, wobei die vordersten ein bis zwei Zellen des kubischen Hypoblastes nicht oder nur 
leicht gefärbt sind (Abb. 4L). Die Intensität der Expression der vorderen Hypoblastzellen 
ist in den benachbarten Schnitten unterschiedlich und erklärt somit das an eine gestrichelte 
Linie erinnernde Muster in der Aufsicht. Am posterioren Pol (Abb. 4M) sind alle Schichten 
stark gefärbt und sorgen somit für die Assoziation mit einem Ring in der Aufsicht.  

 

Stadium 2 (n=5) zeigt ein ähnliches Expressionsmuster wie im Stadium 1: Der Rand der 
Keimscheibe zeigt wieder eine ringförmige Expression. Die Expression im AMC setzt sich 
deutlicher von der Expression in dem restlichen anterioren Teil der Keimscheibe ab als am 
posterioren Rand, auch weil im PGE eine stärkere Expression als in der anterioren Teil der 
Keimscheibe vorliegt (Abb. 4G). Die Hypoblastzellen in der Peripherie der Keimscheibe 
weisen eine deutliche Intensität der PITX2 Expression (Abb. 4O) auf. Im PGE zeigen die 
Epiblastzellen eine etwas stärkere Expression als anterior auf (Abb. 4N). 

 

Im Stadium 3 (n=5) ist die anteriore Expression erhalten. Während im Zentrum des vorde-
ren Teils der Keimschreibe die Expression schwach ist, ist sie in dem posterioren Teil des 
anterioren Teil der Keimscheibe und im PGE deutlich ausgeprägt. Ebenso deutet die starke 
Färbung auf der Mittellinie des PGE auf eine Korrelation mit dem Primitivstreifen hin. 
Das einem Mosaik ähnelnde Muster im extraembryonalen Gewebe ist wie im Stadium 2 zu 
erkennen. (Abb. 4D und H). Die Schnitte bestätigen das Muster in der Aufsicht: Schwach 
gefärbt ist der Epiblast, der anterior zu der Expressionsdomäne im posterioren Teil des 
anterioren Teils der Keimscheibe und im PGE liegt. In der Expressionsdomäne ist der 
Epiblast dagegen stark gefärbt. Der Hypoblast weist eine unregelmäßige Färbung auf, wo-
bei die anterioren Hypoblastzellen immer gefärbt sind (Abb. 4Q). Alle Mesodermzellen 
sind positiv (Abb. 4R).  

 ID3 

ID3 weist ein ringförmliches Expressionsmuster in den Stadien 0 bis 3 auf: Im Stadium 0 
(n=3) ist ein breiter Rand der Keimscheibe gefärbt. Doch einzelne, stärker als die Nachbar-
zellen gefärbte Zellen sorgen für ein gepunktetes Muster (Abb. 5A und E). Die Schnitte 
zeigen eine unterschiedlich starke Expression in den fünf bis sieben an der Peripherie der 
Keimscheibe liegenden Epiblastzellen (Abb. 5I). Vereinzelt sind die extraembryonalen Zel-
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len in unmittelbarer Nähe zur Keimscheibe noch positiv. Ansonsten ist das extraembryona-
le Gewebe negativ.  

 

Dagegen weist das extraembryonale Gewebe im Stadium 1 (n=5) ein gepunktetes Muster 
auf, wobei der abembryonale Pol der Blastozyste keine Expression aufweist. Die Keim-
scheibe hat einen breiten, anterior etwas stärker als posterior gefärbten Rand (Abb. 5B und 
F). Die Histologie bestätigt den Eindruck der unterschiedlichen Breiten des ringförmigen 
Expressionsmuster: Der anteriore Pol (Abb. 5K) weist einen schmaleren gefärbten Bereich 
auf als der posteriore Pol (Abb. 5L). Sowohl die Zellen des Hypoblasts als auch des 
Epiblasts sind in der ringförmigen Expressionsdomäne positiv. Dabei sind die Zellen des 
Epiblasts anterior schwächer als posterior gefärbt. 

 

Auch im Stadium 2 (n=4) ist die ringförmige Domäne erkennbar, aber mit deutlicheren 
Unterschieden der Ringbreiten als im Stadium 1 (Abb. 5C und G): Anterior besteht die 
Expression aus drei bis fünf stark positiven Hypoblast- und einigen schwach positiven 
Epiblastzellen (Abb. 5N). Posterior sind bis zu 12 Zellen positiv, wobei die Epiblastzellen 
deutlich stärker gefärbt sind als die Hypoblastzellen. Interessanterweise sind die am weites-
ten in der Peripherie der Keimschiebe liegenden Zellen besonders stark gefärbt (Abb. 5R). 
Die Färbung im extraembryonalen Gewebe hat abgenommen. 

 

Das Stadium 3 (n=3) weist eine starke Expression auf. Nur ein kreisförmiger Bereich im 
Zentrum des anterioren Teils der Keimscheibe ist negativ. Links und rechts neben dem 
posterioren Drittel der Keimscheibe sind einzelne Zellen im extraembryonalem Gewebe 
deutlich gefärbt (Abb. 5D und H). Hierfür zeigen sich histologisch ID3 exprimierende, ins 
extraembryonale Gewebe ausgewanderte Mesodermzellen verantwortlich. Insgesamt ist das 
extraembryonale Gewebe leicht gefärbt. In den Schnitten zeigen sich die ersten Epiblast- 
und Hypoblastzellen im AMC positiv (Abb. 5Q). Im posterioren Teil der Keimscheibe sind 
Epiblast- und Mesodermzellen stark gefärbt (Abb. 5R), wobei die Färbung bei den weiter 
anterior gelegenen Mesodermzellen wie auch den umgebenden Epiblastzellen abnimmt 
(Abb. 5P). 
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Abbildung 5: Expressionsmuster von ID3 
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Abb. 5: ID3 Expression in den dorsalen Aufsichten (A-H) und in den Technovit® Schnitten (I-R) der Keim-
schreiben und im umgebenden extraembryonalem Gewebe des Kaninchens der Stadien 0-3 (5.2-6.5 dpc) 
nach In-Situ-Hybridisierung im Dunkelfeld (A-D) und im Hellfeld (E-R). Sonstige Symbole und Hinweise zur 
Abbildung sind aus den Legenden (s. oben) zu entnehmen. Maßstab (H) für die Aufsicht: 250 µm (A und E); 
500 µm (B-D, F-H). Maßstab (P) für die Schnitte: 130 µm (I); 200 µm (J, P); 100 µm (K-L, Q-R), 160 µm 
(M), 80 µm (N-O). 

 

 

 SALL1 

Das Expressionsmuster von SALL1 ist auf die Keimscheibe begrenzt: Im Stadium 0 (n=3) 
liegt ein an ein Mosaik erinnerndes Muster vor (Abb. 6A und E), das sich durch die in un-
regelmäßigen Abständen vorkommenden einzeln positiven Hypoblastzellen erklären lässt 
(Abb. 6I).  

 

Das Stadium 1 (n=3) weist ebenfalls ein Mosaik ähnliches Muster (Abb. 6B und F) auf. Am 
anterioren Rand der Keimscheibe verdichtet sich das Muster zu einer fast durchgehenden 
Linie, die durch größtenteils positive kubische Hypoblastzellen des AMC zustande kommt 
(Abb. 6K). Der Epiblast ist unterschiedlich stark gefärbt und ist ebenso wie der Hypoblast 
in einzelnen Zellen stark gefärbt (Abb. 6J und L).  

 

Auch im Stadium 2 (n=4) ist ein an ein Mosaik erinnerndes Muster erkennbar. Durch eine 
Verdichtung des Musters bildet sich eine ringförmige, stark gefärbte Domäne innerhalb des 
anterioren Zweidrittels (Abb. 6C und G). In den Schnitten wird die starke Expression in 
beiden Zellschichten des AMC (Abb. 6N) und im posterioren Teil des Ringmusters, in der 
besonders der Epiblast stark gefärbt ist, deutlich (Abb. 6O). Dabei liegt die posteriore Do-
mäne anterior zum PGE (Abb. 6O). Insofern begrenzt der Ring den Teil der Keimscheibe, 
der anterior des PGE liegt. Die Zellen des PGEs sind fast negativ. 

 

Im Stadium 3 (n=5) heben sich eine ringförmige Verdichtung von dem generell vorhande-
nen, einem Mosaik ähnelnden Muster sowie eine deutliche, fast durchgehende Färbung des 
Primitivstreifens ab (Abb. 6D und H). Die Schnitte zeigen eine sehr starke Färbung der 
Zellen im AMC (Abb. 6Q), wobei die anteriorsten Zellen der Keimscheibe keine Färbung 
ausweisen. Posterior im AMC sind die Zellen in variierenden Intervallen unterschiedlich 
stark gefärbt. Die Mesodermzellen zeigen eine ähnliche Farbintensität wie die umliegenden 
Hypo- und Epiblastzellen (Abb. 6R und T). Das Ringmuster zeigt eine rechts-links Asym-
metrie (Abb. 6U). Diese wird auch durch die transversalen Schnitte bestätigt (Abb. 6S).   
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Abbildung 6: Expressionsmuster von SALL1 

  



3 Ergebnisse 35 

Abb. 6: SALL1 Expression in den dorsalen Aufsichten (A-H, U) und in den Technovit® Schnitten (I-T) der 
Keimschreiben und dem umgebenden extraembryonalem Gewebe des Kaninchens der Stadien 0-3 (5.2-6.5 
dpc) nach In-Situ-Hybridisierung im Dunkelfeld (A-D) und im Hellfeld (E-U). Sonstige Symbole und Hinwei-
se zur Abbildung sind aus den Legenden (s. oben) zu entnehmen. Maßstab (H) für die Aufsicht: 250 µm (A-
B, E-F); 330 µm (C-D, G-H, U). Maßstab (P) für die Schnitte: 100 µm (I, K-L, N-O, Q-R); 200 µm (J, M, P, 
S, T). 

 
 

 PKDCC 

Die Expression PKDCC zeigt in den Stadien 1 bis 3 ein spezifisches Muster. Stadium 0 
(n=3) zeigt eine sehr schwache Expression im Zentrum der Keimscheibe (Abb.7A und E). 
Im Stadium 1 (n=4) zeigt sich ein gepunktetes Expressionsmuster mit einer leichten Polari-
tät nach anterior (Abb. 7B und F). Das gepunktete Muster kann durch die Analyse der 
Schnitte auf unregelmäßig nebeneinanderliegende gefärbte Hypoblastzellen zurückgeführt 
werden (Abb. 7I und J). Im posterioren Teil der Keimscheibe zeigen einige Epiblastzellen 
eine schwache Färbung (Abb. 7K).  

 

Das Expressionsmuster in Stadium 2 (n=3) besteht aus einem gepunkteten Teil im anterio-
ren Drittel, einer ovalen Domäne in der Mitte und einem negativen posterioren Teil der 
Keimscheibe (Abb. 6C und G). Wie im Stadium 1 sind die Zellen des AMC negativ (Abb. 
7M und I). Leichte Färbung im Hypoblast sind die Ursache für das gepunktete Muster 
(Abb. 7L und N). Die stark gefärbte, ovale Domäne besteht aus positiven Epiblast- und 
Hypoblastzellen und kann durch die Schnitte an der Grenze vom anterioren Teil der Keim-
scheibe zum PGE positioniert werden (Abb. 7N). 

 

Das Expressionsmuster des Stadiums 3 (n=3) ähnelt dem des Stadium 2 sehr (Abb. 7D 
und H). Die Lage der Domäne ist aber unverändert an der Grenze zwischen anteriorem 
Teil der Keimscheibe und PGE (Abb. 7P). In späten Stadium 3 umfasst die Domäne den 
Bereich des anterioren Primitivstreifens (nicht gezeigt). Das extraembryonale Gewebe ist in 
allen untersuchten Stadien negativ.   
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Abbildung 7: Expressionsmuster von PKDCC 
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Abb. 7: PKDCC Expression in den dorsalen Aufsichten (A-H) und in den Technovit® Schnitten (I-P) der 
Keimschreiben und dem umgebenden extraembryonalem Gewebe des Kaninchens der Stadien 0-3 (5.2-6.5 
dpc) nach In-Situ-Hybridisierung im Dunkelfeld (A-D) und im Hellfeld (E-P). Sonstige Symbole und Hinwei-
se zur Abbildung sind aus den Legenden (s. oben) zu entnehmen. Maßstab (H) für die Aufsicht: 150 µm (A 
und E); 500 µm (B-D, F-H). Maßstab (O) für die Schnitte: 200 µm (I, O); 200 µm (J-K, P); 150 µm (L), 110 
µm (M-N). 

 

 

 TBX6 

Die Expressionsmuster von TBX6 unterscheiden sich in den untersuchten Stadien (0-3): 
Im Stadium 0 (n=3) zeigt sich eine gleichmäßige Färbung der Keimscheibe wie auch im 
extraembryonalen Gewebe (Abb. 8A und E). Die Schnitte zeigen eine gleichmäßige Ex-
pression von TBX6 in allen Schichten (Abb. 8I).  

 

Auch im Stadium 1 (n=3) ist das extraembryonale Gewebe gefärbt. Die Keimscheibe weist 
einen positiven Gradienten der Expressionsintensität nach anterior auf (Abb. 8B und F). 
Die Ursachen des Gradienten sind die deutlich stärker als die restlichen Hypoblastzellen 
gefärbten kubischen Hypoblastzellen des AMC (Abb. 8K) und die etwas stärker gefärbten 
anterioren Epiblastzellen im Vergleich zu den Epiblastzellen im posterioren Bereich der 
Keimscheibe (Abb. 5L).  

 

Im Stadium 2 (n=5) ist TBX6 weiterhin extraembryonal exprimiert und weist in der Keim-
scheibe - anstelle eines Gradienten - eher eine stufenförmige Abschwächung der Expres-
sionsintensität zum PGE auf (Abb. 8C und G). Diese stufenförmige Abschwächung ist 
auch gut in den Schnitten zu erkennen (Abb. 8M): Der anteriore Teil der Keimscheibe 
(Abb. 8N) weist eine stärkere Intensität der Expression auf als der PGE (Abb. 8O). 

 

Im Stadium 3 ist eine sichelförmige, anteriore, weit nach posterior ziehende Domäne er-
kennbar. Eine weitere Expressionsdomäne erinnert an ein an der Horizontalen gespiegeltes 
Dreieck, das mit seiner Spitze bis zum posterioren Rand der Keimscheibe zieht. Dieses 
Dreieck umgibt ein gepunktetes Expressionsmuster, das die Grenzen der Keimscheibe 
überschreitet und somit auch im extraembryonalen Gewebe vorliegt (Abb. 8D und H). In 
Schnitten zeigen sich positive Epiblast- und Hypoblastzellen im Bereich des AMC (Abb. 
8Q). Im posterioren Bereich der Keimscheibe, in dem sich stark gefärbte Mesodermzellen 
finden, zeigen die Epiblast- und Hypoblastzellen eine stärkere Expression als anterior 
(Abb. 8R). Die Punkte im extraembryonalen Gewebe gehen auf ausgewanderte, TBX6 ex-
primierende Mesodermzellen zurück (nicht gezeigt).   
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Abbildung 8: Expressionsmuster von TBX6 
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Abb. 8: TBX6 Expression in den dorsalen Aufsichten (A-H) und in den Technovit® Schnitten (I-R) nach In-
Situ-Hybridisierung im Dunkelfeld (A-D) und im Hellfeld (E-R). Sonstige Symbole und Hinweise zur Abbil-
dung sind aus den Legenden (s. o.) zu entnehmen. Maßstab (H) für die Aufsicht: 500 µm (A und E); 770 µm 
(B-C, F-G); 830 µm (D,H). Maßstab (P) für die Schnitte: 110 µm (I); 200 µm (J, P); 100 µm (K-L, Q-R), 165 
µm (M); 90 µm (N-O). 
 
 

 ELK3 

ELK3 zeigt für die Stadien 0 bis 3 ein Gen-spezifisches Expressionsmuster auf: Im Stadi-
um 0 (n=3) liegt eine unregelmäßige, fleckenförmige Expression sowohl im embryonalen 
als auch im extraembryonalen Gewebe vor (Abb. 9A und E). In den Schnitten wechseln 
sich Bereiche von stark gefärbten Zellen mit schwach gefärbten Bereichen in allen Zell-
schichten ab (Abb. 9I). Das Stadium 1 (n=3) weist eine gleichmäßige Expression innerhalb 
der Keimscheibe auf (Abb. 9F). Im Dunkelfeld (Abb. 5B) zeigt sich ein kreisrunder negati-
ver Rand der Keimscheibe. Auch in der histologischen Analyse sind die ersten drei bis vier 
Zellen am Rand der Keimscheibe negativ (Abb. 9J). Intensitätsunterschiede zwischen dem 
anterioren (Abb.9K) und posterioren Pol (Abb. 9L) der Keimscheibe existieren nicht. Das 
extraembryonale Gewebe weist keine Expression auf. 

 

Im Stadium 2 (n=4) ist eine Polarität der Färbung erkennbar. Das anteriore Teil der Keim-
scheibe ist konzentrisch gefärbt, während der posteriore Teil nur schwach gefärbt ist (Abb. 
9C und G). Im Dunkelfeld wird deutlich, dass der anteriore Rand negativ ist (ABB. 9C). 
Die Schnitte bestätigen den negativen Rand (Abb. 9N) und zeigen, dass der negative poste-
riore Teil mit dem PGE korreliert (Abb. 9O). In der Expressionsdomäne wechseln sich in 
beiden Zellschichten Bereiche von schwacher bis starker Intensität der ELK3 Expression 
ab (Abb. 9M).  
 

Im Stadium 3 (n=3) erinnert das ELK3 Expressionsmuster mit seinem negativen Rand und 
seiner anterioren, konzentrischen Domäne an das Stadium 2. Zusätzlich ist der Bereich des 
Primitivstreifens stark gefärbt (Abb. 9D und H). In den Schnitten zeigen sich deutlich der 
negative Rand und positiv gefärbte Epiblastzellen in der anterioren Domäne (Abb. 9Q). 
Interessanterweise sind die posterioren Mesodermzellen schwächer gefärbt als die anterio-
ren. Der Hypoblast ist im Bereich des Primitivstreifens auch positiv (Abb. 9R). Wie in den 
beiden früheren Stadien ist das extraembryonale Gewebe nicht gefärbt.  
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Abbildung 9: Expressionsmuster von ELK3 
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Abb. 9: ELK3 Expression in den dorsalen Aufsichten (A-H) und in den Technovit® Schnitten (I-R) der 
Keimschreiben und dem umgebenden extraembryonalem Gewebe vom Kaninchen der Stadien 0-3 (5.2-6.5 
dpc) nach In-Situ-Hybridisierung im Dunkelfeld (A-D) und im Hellfeld (E-R). Sonstige Symbole und Hinwei-
se zur Abbildung sind aus den Legenden (s. oben) zu entnehmen. Maßstab (H) für die Aufsicht: 150 µm (A 
und E); 500 µm (B, F); 400 µm (C-D, G-H). Maßstab (P) für die Schnitte: 100 µm (I, N-O, Q-R); 110 µm (J); 
70 µm (K-L), 200 µm (M, P). 
 
 

 SPOCK3 

SPOCK3 weist ein für sich spezifisches Expressionsmuster auf: Im Stadium 0 (n=3) ist die 
Keimscheibe mit unterschiedlicher Intensität gefärbt (Abb. 10A und E). Dieses spiegelt 
sich auch in dem histologischen Befund wider: Die Zellen von allen Schichten weisen eine 
ungleichmäßige Färbung auf (Abb. 10I). Im extraembryonalen Gewebe sind vereinzelt Zel-
len gefärbt. Im Stadium 1 (n=3) weist SPOCK3 eine schwache, gleichmäßige Expression in 
der gesamten Keimscheibe auf (Abb. 10B und F). Auch unter dem Mikroskop lässt sich 
keine Polarität in der Expression beschreiben (Abb. 10J, K und L). Im Stadium 2 (N=3) ist 
die Expressionsintensität zweistufig (Abb. 10C und G). Der schwächer gefärbte Bereich 
liegt in der PGE (Abb. 10N). Das Stadium 3 (n=3) weist eine kreisförmige Expression im 
anterioren Teil der Keimscheibe und eine Expressionsdomäne im posterioren Teil des 
Primtivstreifens (Abb. 10D und H) auf. Die Schnitte bestätigen eine im Epiblast vorliegen-
de Expression, die lediglich die am weitesten anterior liegenden Zellen auslässt (Abb. 10P). 
Im posterioren Teil des Primitivstreifens sind die Mesodermzellen gefärbt (Abb. 10Q).  

 DENND5B 

DENND5B weist keine extraembryonale Expression in den Stadien 0 bis 3 auf. Die Keim-
scheibe ist ab Stadium 1 (n=3) mit einem an ein Mosaik erinnerndes Muster gefärbt, wel-
ches sich zu einer flächigen Expression im Stadium 2 (n=3) verdichtet. Im Stadium 3 (n=3) 
kann eine leichte stärkere Expression am AMC und im Primitivstreifen als in dem restli-
chen Teil der Keimscheibe festgestellt werden. In den Schnitten kann die Expression den 
Zellen des Hypoblasts, des Mesoderms und des Epiblasts zugeordnet werden. 

 LASS1 

LASS1 weist eine gleichmäßige Expression in der gesamten Keimscheibe während der 
Stadien 1 (n=3), 2 (n=3) und 3 (n=3) auf. Eine Expression während des Stadiums 0 (n=3) 
konnte nicht festgestellt werden.  

 
  



3 Ergebnisse 42 

 

Abbildung 10: Expressionsmuster von SPOCK3 
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Abb. 10: SPOCK3 Expression in den dorsalen Aufsichten (A-H) und in den Technovit® Schnitten (I-Q) der 
Keimschreiben und dem umgebenden extraembryonalem Gewebe des Kaninchens der Stadien 0-3 (5.2-6.5 
dpc) nach In-Situ-Hybridisierung im Dunkelfeld (A-D) und im Hellfeld (E-R). Sonstige Symbole und Hinwei-
se zur Abbildung sind aus den Legenden (s. oben) zu entnehmen. Maßstab (H) für die Aufsicht: 125 µm (A 
und E); 190 µm (B-C, F-G); 250 µm (D,H). Maßstab (O) für die Schnitte: 130 µm (I, J, M); 80 µm (K-L, N); 
200 µm (O); 100 µm (P-Q). 

 

 

 LITAF 

LITAF zeigt ein fein gepunktetes Muster in der Keimscheibe in Stadium 0 (n=3). Im Sta-
dium 1 (n=3) und im Stadium 2 (n=3) ist LITAF flächig in der Keimscheibe exprimiert. 
Die Schnitte zeigen eine Färbung der Zellen im Epiblasten und Hypoblasten. Am anterio-
ren und posterioren Rand der Keimscheibe ist histologisch eine Zunahme der Intensität im 
Epiblasten in den Embryonen des Stadiums 2 erkennbar, ohne dass ein achsenspezifisches 
Muster entsteht. Im Stadium 3 (n=3) ist die flächige Expression im anterioren Bereich der 
Keimscheibe von etwas stärkerer Intensität als der posteriore Bereich der Keimscheibe. 
Das extraembryonale Gewebe zeigt keine Expression während der untersuchten Entwick-
lungsstadien. 

 LRP2 

LRP2 ist in beiden Schichten des extraembryonalen Gewebes während der Stadien 0 (n=3) 
und 1 (n=3) exprimiert. Im Stadium 2 (n=3) und Stadium 3 (n=3) zeigt das extraembryona-
le Gewebe keine Expression. Die Keimscheibe weist ein diffus gepunktetes Muster wäh-
rend der Stadien 0-3 auf. Durch die histologische Analyse kann die Expression dem Hypo-
blast zugeordnet werden. Die Expression an den beiden Pol ist unspezifisch. 
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4 Diskussion 

Die Amplifikation der Gene aus der gesamten RNA von 20 Embryonen der Stadien 0-3 ist 
der erste Nachweis einer Expression dieser Gene in diesen Stadien. Als frühestes Gen von 
den untersuchten Genen zeigt NODAL eine achsenspezifische Expression noch vor dem 
ersten morphologischen Zeichen der Achse auf. Die Expressionsmuster von EOMES, 
PITX2, ID3, SALL1, PKDCC und TBX6 weisen in abnehmender Deutlichkeit eine mole-
kulare Achse zu einem ähnlichen Zeitpunkt auf wie die morphologische Achse, also im 
Stadium 1. ELK3 und SPOCK3 bilden erst mit der zweiten morphologischen Domäne der 
a.-p. Achse ein achsenspezifisches Muster aus. Die Gene DENND5B, LASS1, LITAF und 
LRP2 zeigen ein jeweils spezifisches, aber kein achsenspezifisches Expressionsmuster wäh-
rend der Achsenbildung. Das achsenspezifische Muster kommt durch Intensitätsunter-
schiede sowie komplexere und multiple Expressionsdomänen zustande: Zum einen entwi-
ckeln EOMES, PITX2, ID3 und SALL1 zu einem Zeitpunkt während der Achsenbildung 
ein ringförmiges Muster mit unterschiedlich breiten Expressionsdomänen. Zum anderen 
weisen andere Gene wie NODAL, TBX6, PKDCC, ELK3, SPOCK3 und nach Abschluss 
der Achsenbildung auch LITAF sowie DENND5B einen unterschiedlich starken Gradien-
ten auf der a.-p. Achse in ihrer Expressionsintenstität auf. NODAL und PKDCC zeigen 
zusätzlich eine deutliche Domäne in der Mitte der Keimscheibe auf.  

4.1 Methodisches 

Die Auswahl des Modellorganismus und die Methode soll zuerst diskutiert werden, sodass 
die erhobenen Daten auf ihre Qualität geprüft sind, bevor die einzelnen Expressionsmuster 
diskutiert werden.  

 Modellorganismus 

Die Ergebnisse zeigen, dass die Expressionsmuster mit Hilfe der Auflichtmikroskope gut 
erkennbar sind und gut analysiert werden können. Die Expressionsmuster können gut mit 
den Ergebnissen aus dem Huhn verglichen werden und erleichtern somit den Vergleich 
zwischen Huhn und Kaninchen. Hier zeigt sich ein großer Vorteil im Vergleich zum Eizy-
linder der Maus. Im Vergleich zu anderen Säugern ist das Kaninchen neben der Maus ein 
bereits gut etablierter Modellorganismus (Fischer et al. 2012). Die morphologische Ent-
wicklung der Keimscheibe ist gut beschrieben, so dass die Expressionsdomänen den mor-
phologischen Domänen der Keimscheibe zugeordnet und somit auf der a.-p. Achse einge-
ordnet werden können. Standardisierte Verfahren ermöglichen die Reproduzierbarkeit der 
Ergebnisse. Das zum Zeitpunkt der Arbeit noch nicht vollständige sequenzierte Genom 
des Kaninchens erschwert die molekulare Forschung am Kaninchen. Dennoch konnten die 
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Gene dieser Arbeit mit Ausnahme von VG1 erfolgreich kloniert werden. Aufgrund der 
negativen Ergebnisse bei der Amplifikation mit Primern auf Grundlage eines alignments 
konnten die Expressionsmuster nicht präsentiert werden. Für die gewählte Methodik 
spricht, dass das Gene LASS1 auf diesem Weg amplifiziert und bezüglich des Expressi-
onsmusters untersucht werden konnten. Trotz der Daten in der Ratte, dass LASS1 und 
eines der möglichen Orthologen von VG1 bicistronisch verknüpft sind (Wang et al. 2007), 
ist eine Gleichsetzung der Expressionsmuster im Kaninchen beim jetzigen Stand der For-
schung verfrüht. Die fehlenden experimentellen Möglichkeiten im Kaninchenembryo ver-
hindern den Nachweis von der Kausalität zwischen Genexpression und Achsenbildung. 
Erst nach der Entwicklung der ersten Zeichen der Achsenbildung sind Kulturexperimente 
möglich (Idkowiak et al., 2004a; Idkowiak, 2007; Stankova et al., 2015). Das Herstellen 
transgener Kaninchenembryonen ist aufgrund der langen Generationsdauer erschwert und 
wurde trotz erster Anwendungen von transgenen Kaninchen in der Herzforschung 
(Brunner et al., 2008; Duranthon et al., 2012) noch nicht in der Erforschung der frühen 
Entwicklungsphase des Kaninchenembryos angewendet.  

 

 Klonieren, In-Situ-Hybridisierung und Histologie 

Als zusätzliche Sicherung wurde das Klonieren des richtigen Genes nicht nur durch einen 
Restriktionsverdau, sondern auch durch das Einschicken der Plasmide zur Sequenzierung 
untersucht, so dass die korrekte Herstellung der Sonde zum gewünschten Gen garantiert 
werden kann. Die Ähnlichkeit der Ergebnisse von NODAL mit den bereits publizierten 
Ergebnissen (Yoshida et al. 2016) spricht für die adäquate Durchführung der In-Situ-
Hybridisierung. Die vorgestellten Ergebnisse sind qualitativ zu werten. Um eine Verallge-
meinerung des Expressionsmusters zu ermöglichen, wurden mindestens drei hybridisierte 
Embryonen im gleichen Stadium miteinander verglichen. Für quantitative Aussagen wäre 
eine höhere Stückzahl notwendig.  

 

Die Unterteilung der Keimscheibe in den AMC und den PGE beim Kaninchen erfordert 
eine histologische Untersuchung des Expressionsmusters, um dieses exakt der jeweiligen 
Domäne der Keimscheibe zuordnen zu können. Schließlich ist es relevant, ob das Gen 
molekular in dem AMC oder dem PGE markiert und somit als Marker für die jeweiligen 
Domäne bezeichnet werden kann. Die Intensitätsunterschiede innerhalb eines gefärbten 
5 µm Semidünnschnitte ermöglichen eine quantitative Unterscheidung der Genexpression. 
Berücksichtigt werden muss dabei, dass die Dicke der Semidünnschnitte durch die klimati-
schen Bedingungen, wie z.B.: Luftfeuchtigkeit, beim Schneiden mitbeeinflusst werden 
kann. Bei breiteren Schnitten liegen mehrere Zellen aufeinander, die Expressionsintensität 
addiert sich entsprechend. Um die Bedingungen beim Schneiden konstant zu halten, wurde 
das jeweilige Präparat möglichst komplett geschnitten. Außerdem muss geklärt werden, zu 
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welcher Zellschicht sich die Expression zuordnen lässt. Mit semiquanitativen Verfahren 
wie eine Computer unterstützte Messung der Intensität oder real-time-PCR zur quantitativen 
Bestimmung der mRNA-Kon-zentration im anterioren und posterioren Pol könnte bei 
diffusen Expressionen wie LRP2 ohne ein makroskopisch und mikroskopisch erkennbares 
achsenspezifisches Muster der endgültige Ausschluss eines achsenspezifischen Musters 
erfolgen. Mit Hilfe einer real-time-PCR könnte auch in einem screen eine Untersuchung zur 
Benennung von achsenspezifischen Genen im Kaninchen wie im Huhn (Torlopp et al. 
2014) wiederholt werden. Das screen im Kaninchen hätte – möglicherweise – eine Vielzahl 
an möglichen Marker nachgewiesen, ohne zu beantworten, ob wirklich ein achsenspezifi-
sches Muster vorliegt. Die Analyse der Expressionsmuster hätte diese Untersuchung nicht 
ersetzt. Die genaue Analyse der zahlreichen im Screen neu entdeckten Gene hätten einen 
hohen Verbrauch an Embryonen und somit Kaninchen verursacht. Ein gerichtetes Vorge-
hen von bereits untersuchten bzw. aktuell untersuchten Genen (in Absprache mit C. Stern 
und C. Viebahn) schien ethisch vertretbarer. Außerdem konnten die bereits bekannten 
Ergebnisse aus dem Huhn helfen die Funktion dieser Gene im Kaninchen zu verstehen.  

4.2 Expressionsmuster 

Die Expressionsmuster werden in der gleichen Reihenfolge wie bei der Vorstellung der 
Expressionsmuster diskutiert. 

 NODAL  

Die histologische Analyse und die Gegenüberstellung der Hell- und Dunkelfeldaufnahmen 
zeigten einige Unterschiede zum bisher bekannten Muster (Yoshida et al. 2016): Bereits 
bevor sich das erste morphologische Zeichen der a.-p. Achse herausbildet, nimmt die In-
tensität der Expression von NODAL an einem Pol der Keimscheibe ab und kann somit als 
erstes Zeichen einer molekularen Achse gewertet werden. Die sichelförmige Expressions-
domäne besteht sowohl aus posteriorem Gewebe des anterioren Teils der Keimscheibe 
(Fig. 7a in Yoshida et al. 2016) als auch aus anterioren PGE (Abb. 1D, I, S, und T). Eine 
frühe rechts-links Asymmetrie ist durch eine unterschiedlich starke NODAL Expression 
erkennbar, aber erscheint randomisiert entweder auf der linken oder rechten Seite der 
Keimscheibe. Die identische Behandlung der beiden Seiten schließt einen methodischen 
Fehler aus. Auch die gut erforschte Beteiligung von NODAL an der  Entstehung der 
rechts-links Asymmetrie während der späteren Entwicklung (Levin et al. 1995; Feistel und 
Blum 2008; Tsikolia et al. 2012; Schröder et al. 2016) spricht für eine weiterführende funk-
tionale Untersuchung dieser frühen molekularen Asymmetrie.  

 

Die Expressionsmuster der NODAL Inhibitoren wie CERL1 sind komplementär zu dem 
Expressionsmuster von NODAL, so könnte die aufkommende Expression von CERL1 
(Idkowiak et al. 2004a) für die Reduktion von NODAL am späteren morphologisch defi-
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nierten anterioren Pol zuständig sein. Während NODAL im anterioren Teil des Primitiv-
streifens exprimiert ist, markieren Inhibitoren den posterioren Teil des Streifens, so dass 
der Primitivstreifen, passend zu den unterschiedlichen Entwicklungen der Zellen im Primi-
tivstreifen (u.a. beschrieben im Huhn, siehe Selleck und Stern 1991; Psychoyos und Stern 
1996), durch molekulare Marker unterteilt werden kann. Die sichelförmige NODAL Do-
mäne stimmt überein mit der Expressionsdomäne von CHORDIN, Marker für den später 
erscheinenden Knoten (Weisheit 2002). Auch die spätere Restriktion von NODAL in dem 
anterioren Teil des Primitivstreifens spricht für eine besondere Funktion dieser Expressi-
onsdomäne. 

 

In der flachen Keimscheibe des Huhns sind NODAL und seine Inhibitoren von inverser 
Reihenfolge und Muster im Vergleich zum Kaninchen: Die Inhibitoren sind exprimiert in 
dem Hypoblast der gesamten Keimscheibe und ziehen sich nach anterior zurück, so dass 
NODAL am posterioren Pol der Keimscheibe sichelförmig exprimiert wird und dort eine 
wesentliche Rolle in der Bildung des Primitivstreifens einnimmt (Bertocchini und Stern 
2002; Chapman et al. 2002). Durch die Polonaise Bewegungen (Gräper 1929; Voiculescu et 
al. 2007) verbleibt die NODAL Domäne im Huhn zuerst posterior und dann im gesamten 
Primitivstreifen, bis NODAL nur noch im anterioren Teil von diesem exprimiert wird 
(Tsikolia et al. 2012). Im Kaninchen dagegen findet die Elongation nicht durch die Polo-
naise Bewegungen statt, sondern durch die Verlängerung der Keimscheibe am posterioren 
Pol, da wo die NODAL Domäne liegt. Die NODAL Domäne bleibt somit in der Mitte der 
Keimscheibe und der PS formiert sich von posterior zu der NODAL Domäne hin. Die 
Expression von NODAL weist in der Maus große Ähnlichkeiten mit der des Kaninchens 
auf. In dem theoretischen Modell (Behringer et al. 2000) einer flachen Keimscheibe des 
Mausembryos wäre zuerst in beiden Schichten der gesamten Keimscheibe und schließlich 
am posterioren Pol der Keimscheibe NODAL exprimiert (Conlon et al. 1994). Mausemb-
ryonen mit einer Funktionsverlust von dem Gen NODAL bilden keine a.-p. Achse aus 
(Varlet et al. 1997) und verdeutlichen somit die wichtige Bedeutung von dem Gen NO-
DAL in der Achsenbildung. Somit passt das Expressionsmuster im Kaninchen zu den be-
schriebenen Expressionsmustern von NODAL in den anderen Modelorganismen. Das 
zum TGF-Signalweg gehörende Signalmolekül NODAL (Schier 2003) spielt somit eine 
wichtige Rolle bei dem Wachstum für die Elongation der Keimscheibe und bei der Diffe-
renzierung zu Mesodermzellen.  

 EOMES 

Die starke Expression vom Transkriptionsfaktor EOMES am posterioren Rand der Keim-
scheibe ist eine Parallele zum NODAL Expressionsmuster, ebenso die fehlende extraemb-
ryonale Expression in den späteren Stadien. Deutlicher, aber zu einem späteren Stadium als 
NODAL, zeigt das Expressionsmuster von EOMES durch unterschiedliche Breiten der 
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anterioren und posterioren Domäne die a.-p. Achse an. Im Stadium 3 deutet das y-förmige 
Expressionsmuster auf eine starke Expression in der Region hin, in der auch NODAL und 
CHORDIN (s. o.) exprimiert sind. Die evolutionär konservierte Eigenschaft von EOMES 
als Marker für Mesodermzellen (Probst und Arnold 2017) wird durch die Expression in 
den Mesodermzellen bestätigt. Die beiden kurzen Arme des Y deuten aufgrund ihrer unter-
schiedlichen Länge auf einen rechts-links Unterschied hin.  

 

Im Huhn ist EOMES ähnlich wie beim Kaninchen in den frühen Stadien auch im extra-
embryonalen Gewebe exprimiert. Im Gegensatz zu den Säugetieren fehlt die anteriore Ex-
pressionsdomäne im Huhn (s. Abb.1 bei Pernaute et al. 2010) passend zum fehlenden ante-
rioren Zeichen der a.-p. Achse. Als Gemeinsamkeit zeigt sich die extraembryonale Expres-
sion in den frühen Stadien. In der Maus ist EOMES im Primitivstreifen (Hancock et al. 
1999) und im extraembryonalem Gewebe exprimiert und spielt dort in der Entwicklung des 
AVEs eine wichtige Rolle (Nowotschin et al. 2013), die für die EOMES Expression im 
AMC des Kaninchens wahrscheinlich ebenso zutreffen könnte. Die Übereinstimmung der 
Expression von EOMES in der Region des Kaninchens, in der auch CHORDIN und NO-
DAL exprimiert sind, kann durch die möglicherweise enge Verbindung zwischen NODAL 
und EOMES in der Maus erklärt werden: Bei Mausembryonen mit defektem NODAL Gen 
ist keine EOMES Expression darstellbar (Fig. 1b, n in Brennan et al. 2001). 

 PITX2 

Die starke Expression im AMC spricht für eine Beteiligung des Genes in der frühen Ach-
senbildung des Kaninchens und somit ist das Gen PITX2 ein evolutionär konservierter 
Marker für die frühe Achsenbildung. Die leichte Betonung des restlichen Keimscheiben-
rands unterstützt die Theorie der AMC Bildung (Idkowiak et al. 2004b). Als Mitglied des 
NODAL Signalweges wird PITX2 durch NODAL unter Beteiligung zahlreicher weiteren 
Gene auf komplizierte Weise reguliert (Schier 2003), wodurch das unterschiedliche Expres-
sionsmuster dieser beiden Gene erklärt werden kann. Auch könnte das unterschiedliche 
Expressionsmuster durch eine Verzögerung in der Signalkaskade zustande kommen: Die 
sich rückbildende NODAL Expression im anterioren Teil der Keimscheibe reicht aus, um 
die anteriore PITX2 Expressionen zeitverzögert zu induzieren. Die extraembryonale Ex-
pression von PITX2 zeigt Ähnlichkeiten zur extraembryonalen Expression von dem Tran-
skriptionsfaktor GATA2 (unpubliziert) in der Ausbreitung bis zum Äquator der Blastozys-
te. Eine Beeinflussung der Achsenbildung durch das extraembryonale Gewebe ist durch die 
Expression von PITX2 besonders aufgrund der bis zur Keimscheibe heranreichenden Ex-
pression denkbar und wird durch das Beispiel einer achsenspezifischen Expression von 
GATA2 im extraembryonalen Gewebe unterstützt.  
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Im Huhn scheint das extraembryonale Gewebe in der Area opaca ebenfalls Einfluss auf die 
Achsenbildung in der Keimscheibe nehmen zu können. Darauf weist die extraembryonale 
Expression GATA2 (Bertocchini und Stern 2012) und das zur TGF-Familie gehörende 
und als Signalmolekül translatierte Gen BMP4 hin (Arias et al. 2017). Passend zur Expres-
sion von PITX2 im Huhn, markiert auch PITX2 im Kaninchen die Stelle, an der das erste 
morphologische Zeichen der Achsenbildung auftritt, und den Primitivstreifen (Torlopp et 
al. 2014). Eine genauere Untersuchung von PITX2 während der Gastrulation in Mäusen ist 
noch ausstehend, wobei mutierte Mausembryonen zum Ende der Embryogenese schwere 
Fehlbildungen zeigten (Gage et al. 1999). Der Transkriptionsfaktor PITX2, der die Tran-
skription von VG1 im Huhn und somit die Bildung des Primitivstreifens aktiviert (Torlopp 
et al. 2014), ist somit ebenso wie EOMES in seiner Funktion als Marker des ersten mor-
phologischen Zeichens der a.-p. Achse und Marker für die zukünftige Bildungsstelle des 
Primitivstreifens zweigeteilt.  

 ID3 

Das ringförmige Expressionsmuster von ID3, dessen Protein ein zur Helix-loop-Helix-
Familie (Murre et al. 1989) gehörende Transkriptionsfaktor ist und Zellwachstum und -
differenzierung steuert (Christy et al. 1991; Ellmeier et al. 1992; Deed et al. 1993; Deed et 
al. 1994), zeigt durch die unterschiedliche Breite des Rings seine Achsenspezifität. Dieses 
ringförmige Muster weist Ähnlichkeiten mit dem Expressionsmuster von WNT3 (Idkowiak 
2007) und von BMP3 und 4 (Hopf et al. 2011), deren Proteine beide die Expression von 
dem Gen ID3 aktivieren können (Kowanetz et al. 2004; Yang et al. 2013). Obwohl ID3 
durch Proteinkinasen (Deed et al. 1993) reguliert wird, ist aufgrund des komplementären 
Expressionsmusters ein Einfluss durch die Proteinkinase PKDCC eher unwahrscheinlich. 
Im Huhn ist ID3 zuerst in der ganzen Keimscheibe exprimiert und zeigt eine Aussparung 
in der Region von der posterior marginal zone in der weiteren Entwicklung (persönliche 
Kommunikation mit C. Stern), so dass dieses Gen anders als im Kaninchen nur anterior 
exprimiert ist. Um die Aktivität zu beurteilen, müsste das Expressionsmuster von ID3 akti-
vierenden Proteinkinasen in beiden Spezien untersucht werden. In der Maus ist ID3 im 
embryonalen Ektoderm und im extraembryonalen Endoderm exprimiert und ist somit wie 
im Kaninchen eher in der Peripherie exprimiert (Jen et al. 1997).  

 SALL1 

Durch sein dichter gepunktetes Expressionsmuster anterior als posterior könnte SALL1 
eine Rolle in der Achsenbildung im Kaninchen spielen. Während der späteren Entwicklung 
stimmen die Regionen mit nur schwacher Intensität von SALL1 mit den Expressionsdo-
mänen von DICKKOPF (Idkowiak et al. 2004a) und BRACHYURY (Viebahn et al. 2002) 
überein und unterstützen somit die Beobachtung, dass beide Gene durch die Überexpressi-
on von SALL1 inhibiert werden (Fig. 5C in Karantzali et al. 2011). Im Huhn ist SALL1 
mit Ausnahme der Expressionsdomäne von den posterior exprimierten Genen deutlich in 
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der Keimscheibe, also im anterioren Teil der Keimscheibe und des Primitivstreifens expri-
miert (persönliche Kommunikation C. Stern) und zeigt somit Gemeinsamkeiten mit der 
schwachen Expressionsintensität am posterioren Pol der Keimscheibe. In der Maus liegt 
mit einer starken Expression anterior und eine schwächeren Expression posterior eine ähn-
liches Expressionsmuster wie im Kaninchen vor (Fig. 1C in Sousa-Nunes et al. 2003). Als 
Repressor der Transkription inhibiert SALL1 die Zellproliferation und Zellmigration (Chi 
et al. 2019), so dass die schwache Expression im posterioren Teil der Säuger gut zu erklären 
ist.  

 PKDCC 

PKDCC ist durch seine Expression im Zentrum der anterioren Keimscheibe komplementär 
zu WNT3 (Idkowiak 2007) exprimiert und lässt die inhibierende Funktion von PKDCC auf 
WNT3 im Krallenfrosch evolutionär konserviert erscheinen: Im Krallenfrosch inhibiert die 
Proteinkinase PKDCC den WNT-abhängigen Signalweg zur Zellpolarität (Vitorino et al. 
2015) und den canonical WNT-Signalweg unabhängig von der Kinase Aktivität (Ding et al. 
2017). Obwohl im Huhn eine genaue Analyse des Expressionsmusters noch fehlt, weist das 
screen auf eine posteriore Expressionsdomäne und somit auf eine Funktion im ersten mor-
phologischem Zeichen der a.-p. Achse und in der Bildung des Primitivstreifens hin 
(Torlopp et al. 2014). Diese Daten passen zu der leichten Betonung der anterioren Expres-
sionsdomäne im Anbetracht der inversen Achsenbildung im Kaninchen, der Expressions-
domäne am Übergang zum PGE in der späteren Achsenbildung und der Expression im 
anterioren Teil des Primitivstreifens. In der Maus ist PKDCC zuerst anterior im AVE und 
im anterioren Primtivstreifen exprimiert (siehe Abb. 2A-C bei Imuta et al. 2009; Goncalves 
et al. 2011) und weist somit große Ähnlichkeiten zur Expression im Kaninchen auf.  

 TBX6 

TBX6 zeigt durch den Gradienten zum anterioren Pol die a.-p. Achse an und markiert so-
mit wie im Huhn das erste morphologische Zeichen der a.-p. Achse (persönliche Kom-
munikation mit C. Stern). Passend zur Zugehörigkeit zu den T-Box Genen wird TBX6 im 
Mesoderm exprimiert und weist somit in diesem Punkt Ähnlichkeiten zu den Expressi-
onsmustern von weiteren, beschriebenen T-Box Genen im Kaninchen wie EOMES (s. o.) 
und BRACHYURY (Viebahn et al. 2002) auf. Diese Funktion ist evolutionär konserviert, 
worauf die Expression im Primitivstreifen im Huhn hinweist (Fig. 3G` in Hardy et al. 
2011). Auch in der Maus ist TBX6 im Primitivsteifen exprimiert und scheint ein wichtiger 
Marker für das paraxial Mesoderm zu sein (Chapman et al. 1996; Chapman et al. 2003). Um 
diese Funktion im Kaninchen nachzuweisen, bedarf es einer weiteren Untersuchung wie 
z. B. der Darstellung der Bewegungen und somit des zukünftigen Schicksals der TBX6 
exprimierenden Zellen. Funktionelle Experimente mit Mutationen von EOMES im Mau-
sembryo zeigten eine verringerte Intensität von TBX6 Expressionen im Primitivstreifen 
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(Fig. 2K-N in Arnold et al. 2008) und somit die molekulare Grundlage für die Expression 
von beiden Genen im Primitivstreifen im Säuger. 

 ELK3 

Mit der flächigen Expressionsdomäne mit Auslassung des Rands zeigt ELK3 Ähnlich-
keiten zu PKDCC im Kaninchen und zu seiner Expression im Huhn. Im Huhn ist 
ELK3 nur in der anterioren Spitze des Primitivstreifens exprimiert (persönliche 
Kommunikation mit C. Stern), so dass ELK3 im Kaninchen durch seine stärkere Ex-
pression im anterioren als im posterioren Primitivstreifen Ähnlichkeiten ausweist. In 
der Maus wurde eine Expression von ELK3 bisher erst in Stadien nach Abschluss der 
Gastrulation in acht Tage alten Embryonen, nachgewiesen (Nozaki et al. 1996). Um die 
Funktion vom Transkriptionsfaktor ELK3 zu beurteilen, bedarf es eines Vergleichs mit 
dem Expressionsmuster von G-Protein RAS, weil ELK3 mit RAS zusammen aktivie-
rend, ohne Co-expression inhibierend auf die Transkription wirkt (Giovane et al. 1994; 
Ducret et al. 2000)2. 

 SPOCK3 

SPOCK3 zeigt große Ähnlichkeiten zu dem Muster im Huhn, in dem SPOCK3 ebenfalls 
anterior exprimiert ist (persönliche Kommunikation mit C. Stern). Die Expression in den 
Mesodermzellen im Primitivstreifen des Kaninchens erfordert eine histologische Untersu-
chung im Huhn. Das Expressionsmuster von SPOCK3 in der Maus während der Gastrula-
tion ist noch unbekannt. Als Kalzium bindendes Proteoglykan könnte SPOCK3 die Pro-
teinkinasen des Typ C, deren Aktivität von Kalzium abhängt (Lipp und Reither 2011), und 
somit das von Kinasen regulierte ID3 (Deed et al. 1993) in dem überschneidenden Expres-
sionsbereich mitbeeinflussen.  

 Untersuchte Gene ohne frühes achsenspezifisches Muster 

DENND5B ist sowohl aufgrund des zeitlichen Auftretens als auch der Lokalisation und 
des Musters ähnlich im Huhn exprimiert (Torlopp et al. 2014). Da DENND5B beim Ka-
ninchen erst nach Abschluss der Achsenbildung im AMC eine stärkere Expression als im 
Rest der Keimscheibe hat, zeigt sich eine im Vergleich zum Huhn inverse Herausbildung 
des Expressionsmusters und somit ist die Expression von DENND5B ein später Marker 
für das erste morphologische Zeichen der a.-p. Achse. Histologisch ist dieser Unterschied 
zwischen dem AMC und der Rest der Keimscheibe nur minimal, so dass die stärkere Ex-
pression im Aufsicht-Mikroskop zum größten Teil auf die höhere Zelldichte am AMC zu-
rückzuführen ist. Schließlich ist DENND5B für den Transport von Triglyzeriden in die 
und aus den Zellen zuständig (Gordon et al. 2019) und somit in allen Zellen exprimiert. 
Zum Zeitpunkt dieser Arbeit waren die Expressionsmuster in den Embryonen der Maus 
während der Achsenbildung nicht bekannt. 

 
2 ELK3 wird in der Literatur auch unter dem Pseudonym NET geführt (NCBI 2020). 
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LASS1 zeigt trotz seiner bicistronischen Verknüpfung mit einem der möglichen ortholo-
gen Gene für VG1 (Wang et al. 2007) in der Ratte kein achsenspezifisches Muster im Ka-
ninchen und stellt eine ähnliche Verknüpfung dieser beiden Gene im Kaninchen in Frage. 
Daten von LASS1 im Huhn und in der Maus liegen nicht zu diesem frühen Entwicklungs-
stadium vor. Sein ubiquitäre Expression lässt sich auch seine Funktion als Hersteller von 
Ceramide erklären (Zhao et al. 2011). 

 

LITAF gehört zu den Genen, die im Huhn zu den Markern des posterioren Pols gehören, 
und ist im Vergleich zu diesen Markern erst zum Ende der Achsenbildung exprimiert. (Fig. 
2, L und L', Torlopp et al. 2014), so dass Ähnlichkeiten im Zeitpunkt des Auftretens eines 
achsenspezifischen Musters im Kaninchen bestehen. In der Maus liegen keine Daten zu 
diesem frühen Entwicklungszeitpunkt vor. Da LITAF in Abhängigkeit von Lipopolysac-
chariden die Expression von Tumornekrosefaktor und somit die Apoptose von Zellen 
reguliert (Myokai et al. 1999), passt die ubiquitäre Expression in der Keimscheibe während 
der Gastrulation. Schließlich findet während der Gastrulation immer wieder Apoptose statt 
(Sanders et al. 1997).  

 

LRP2 gehört zu den Markern im Huhn, die nur einen schwachen Unterschied zwischen 
dem anterioren und posterioren Pol zeigen (Torlopp et al. 2014) und relativiert somit die 
Tatsache, dass kein achsenspezifisches Muster bei der makroskopischen und histologischen 
Untersuchung gefunden werden konnte. Weil die Expressionsmuster im Huhn noch nicht 
untersucht sind, kann auch über makroskopisches und histologisches Aussehen der Ex-
pressionsunterschiede im Huhn keine Angabe gemacht werden. Möglicherweise liegt ein 
ähnliches Muster mit nur molekular feststellbaren Unterschieden vor. Entsprechende Ex-
pressionsmuster in der Maus lagen zum Zeitpunkt dieser Arbeit nicht vor. LRP2 ist ein 
Rezeptor für Lipoproteine und scheint in der Zellkommunikation eine Rolle zu spielen 
(Myokai et al. 1999; Gotthardt et al. 2000). 

4.3 Marker in der frühen Achsenbildung  

Unter den untersuchten Genen zeigt NODAL als erstes Gen ein achsenspezifisches Mus-
ter und dies sogar, bevor morphologisch die Achse feststeht. Damit ist die Reihenfolge der 
Gene, die ein achsenspezifisches Muster zeigen, invers. Im Huhn erscheint NODAL erst 
kurz vor der Primitivstreifenbildung am posterioren Pol der Keimscheibe (Bertocchini und 
Stern 2002), während die anderen untersuchten Gene bereits vorher ein achsenspezifisches 
Muster aufweisen (Torlopp et al. 2014, persönliche Kommunikation C. Stern). Ebenfalls 
invers ist das Muster: Im Kaninchen zieht sich die flächige Expression zu einer posterior 
gelegenen Sichel zurück, während sich im Huhn eine posterior gelegene Sichel nach ante-
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rior ausbreitet. In diesen beiden Punkten ist WNT durch die Expression zuerst in der ge-
samten Keimscheibe und dann durch die sichelförmige, manchmal ringförmige Expression 
im Kaninchen (Idkowiak 2007) wie NODAL ähnlich invers zum Huhn. Auch die Inhibito-
ren zeigen durch ihr späteres Erscheinen und inverse Ausbildung hierzu passende Expres-
sionsmuster (Idkowiak et al. 2004a). Die inverse Morphologie der Keimscheibe scheint 
somit auch in einer inversen molekularen Achsenbildung begründet zu sein.  

 

Mit dem Erscheinen des AMC weisen EOMES, PITX2, ID3, SALL1, PKDCC und TBX6 
zusätzlich zu NODAL ein achsenspezifisches Muster auf, wobei diese auch im AMC ex-
primiert sind und somit die wichtige Funktion des AMC während der Achsenbildung be-
stätigen. EOMES, PITX2 und TBX6 sind durch die Expressionsmuster sowohl in der 
Ausbildung des ersten morphologischen Zeichens der a.-p. Achse wie auch in der Ausbil-
dung des Primitivstreifens im Kaninchen wie auch im Huhn exprimiert. Ihre noch unge-
klärte Funktion im ersten morphologischen Zeichen der a.-p. Achse ist also evolutionär 
konserviert. Dennoch heben sie somit das duale System aus zwei Polen mit jeweiligen spe-
zifischen Genexpressionen im Hühnerembryo auf. Passend zum dem Primitivstreifen ge-
genüberliegenden Pol sind mit ID3 und SALL1 auch Gene im AMC exprimiert, die die 
Bildung des Primitivstreifens inhibieren sollen. Es kommt somit zur Überlagerung von 
Genexpressionen, die inhibieren und aktivierend auf dem Primitivstreifen wirken.  

 

Während TBX6, NODAL und zu diesen Zeitpunkt auch SALL1 mit einem Gradienten die 
molekulare Achse definieren, unterstützen EOMES, PITX2 und ID3 mit ihren ringförmi-
gen Mustern die Theorie des rotierenden Randes der Keimscheibe, bis die Achse feststeht 
(Idkowiak et al. 2004c). Besonders EOMES, PITX2 und ID3 zeigen eine deutlich stärkere 
Expressionsintensität im Hypoblast als im Epiblast des AMCs und eine eher gleichstarke 
Expressionsintensität im anterioren Hypoblast wie im Hypoblast und Epiblast am posterio-
ren Pol, so dass molekular der Epiblast am posterioren Pol als die den Unterschied brin-
gende Zellschicht wahrgenommen werden muss. Trotz des molekularen Unterschieds im 
Epiblast an beiden Polen ist der morphologische Unterschied im Hypoblast. Dies verweist 
auf jeden Fall auf weitere Gene, die die molekularen Mechanismen zur Bildung der kubi-
schen Zellen des Hypoblasts auslösen und daher nicht im posterioren Hypoblast exprimiert 
sind wie z. B. CERBERUS (Idkowiak et al. 2004). Vielleicht spielen auch die Breitenunter-
schiede der ringförmigen Muster beim Austarieren der jeweiligen Pole eine Rolle. Das aus 
histologischer und makroskopischer Sicht symmetrische Expressionsmuster der Gene vor 
dem Erscheinen der morphologischen Achse scheint zu zeigen, dass der Rand zu Beginn 
an jeder Stelle sowohl den anterioren Rand als auch den posterioren Rand bilden kann.  
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4.4 Marker der späten Achsenbildung 

Mit Fortschreiten der Achsenbildung zeigen ELK3 und SPOCK3 eine schwache Expressi-
onsintensität im PGE und ähneln sich somit trotz ihrer gegensätzlichen Zuordnung im 
dualen System der Genzuordnungen im Huhn. Beide Gene scheinen im Huhn gegensätz-
lich exprimiert zu sein, was sich auch im Stadium 3 durch die fehlende Expression von 
ELK3 und der vorhandenen Expression von SPOCK3 im Rand der Keimscheibe und der 
komplementären Expression im Primitivstreifen des Kaninchens überträgt. In diesem Sta-
dium sind besonders die Expressionen im PGE mit einer hohen Intensität wie EOMES, 
PITX2 und ID3 wichtig. Schließlich bildet sich hier das erste evolutionär konservierte Zei-
chen der a.-p. Achse für Säuger und Vögel. Auch WNT (Idkowiak 2007) ist im PGE ex-
primiert. Während im Huhn NODAL und WNT den Primitivstreifen induzieren (Skromne 
und Stern 2001; Bertocchini und Stern 2002), unterscheidet sich das Expressionsmuster im 
Kaninchen insofern, als NODAL und WNT sich nur im anterioren Teil des PGE über-
schneidend exprimieren. Wieso sich der Primitivstreifen trotzdem vom posterioren Pol her 
bildet und welchen Einfluss EOMES, PITX2 und ID3 auf die Bildung des Primitivstreifens 
haben, sind spannende Untersuchungsfragen. SALL1 und SPOCK3 könnten durch ihre 
starke Expression im anterioren Teil der Keimscheibe ihre im Huhn beschriebene inhibito-
rische Funktion auf den Primitivstreifen wahrnehmen.  

 

Expressionsmuster im Primitivstreifen unterteilen diesen in verschiedene Abschnitte. Das 
passt zu dem Schicksal der Zellen in den jeweiligen Abschnitten im Huhn (Psychoyos und 
Stern 1996). Die untersuchten Gene bestätigen diese Unterteilung des Primitivstreifens im 
Kaninchen. Während PITX2, EOMES, ELK3 und SALL1 im gesamten Primitivstreifen 
exprimiert sind, sind NODAL und PKDCC im anterioren und TBX6, ID3 und SPOCK3 im 
posterioren Primitivstreifen exprimiert. Um die genaue Funktion dieser Gene in den jewei-
ligen Abschnitten herauszufinden, bedarf es weitere Untersuchungen.  

4.5 Neue Domänen im Kaninchenembryo  

 Die anteriore Gastrulationsscheibe (AGP) 

Im Gegensatz zu ID3 und EOMES sind PKDCC nur und ELK3, SPOCK3, SALL1 sowie 
TBX6 stärker im Teil der Keimscheibe anterior zum PGE exprimiert und verlangen eine 
genauere Untersuchung dieses Teils der Keimscheibe. Histologisch kann dieser Teil durch 
hochprismatische Zellen von den kubischen Zellen des Epiblasten abgrenzt werden. In 
Hinblick auf die Form wird dieser Bereich die anteriore Scheibe und mit Hinblick auf ihre 
Funktion als Ausgangspunkt für die Verlängerung einer ihre Seiten zum PGE und das dor-
tige Stattfinden der Gastrulation die anteriore Gastrulationsscheibe (im englischen: anterior 
gastrula platte, AGP) genannt. Mit der starken Expression von SALL1 und in den späteren 
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Stadien SPOCK3 sind eher Gene exprimiert, die auch im anterioren Teil der Keimscheibe 
des Huhns exprimiert sind, d.h. inhibierend auf die Bildung des Primitivstreifens wirken 
sollen. Ob es eine ähnliche Region auch in anderen Säugern gibt, muss erst noch unter-
sucht werden. In der Maus würde sich die Region vom AVE bis zur Region, wo die Spitze 
des Primitivstreifens zu liegen kommt, anbieten. Die molekularen Marker wie SALL1, 
PKDCC und SPOCK3 müssen nun in der Maus untersucht werden.  

 Die Domäne des anterioren Primitivstreifens (ASD) 

Sowohl NODAL als auch PKDCC zeigen im Stadium 2 eine Expressionsdomäne, die an 
der Grenze bzw. auf der Grenze zwischen der AGP und der PGE liegt. Interessanterweise 
korreliert diese Expressionsdomäne mit dem anterioren Teil des Primitivstreifens im Stadi-
um 3, so dass dieser molekular definierte Bereich der Keimscheibe Domäne des anterioren 
Primitivstreifens (anterior streak domain, ASD) genannt wird. Weil CHORDIN (Weisheit 
2002) ein Marker für den später in der Entwicklung entstehenden Knoten, ebenfalls in der 
ASD exprimiert ist und NODAL auf den anterioren Teil des Primitivstreifens begrenzt ist, 
deutet diese Koexpression auf eine gemeinsame Entstehungsregion von Knoten und ante-
rioren Primitivstreifen hin. Die Topographie erinnert an den mid gastrula organizer in der 
Maus (Tam et al. 1997; Tam und Behringer 1997; Kinder et al. 2001; Tam et al. 2001) und 
stellt somit die Frage, ob der ASD nicht auch Potential eines Organisators hat (Anderson 
und Stern 2016). 

 

Die ASD scheint bereits durch die sichelförmige Expression von NODAL und die Expres-
sion von PKDCC im Epiblast im Stadium 1 vor der Elongation der Keimscheibe molekular 
den posterioren Pol der AGP zu definieren. Insofern bildet sich der ASD kurz vor oder 
zusammen mit dem AMC, nur auf der entgegengesetzten Seite. Der ASD kann somit als 
zweites molekulares Zeichen der a.-p. Achse gesehen werden. Von dieser Region aus 
kommt es durch Zellteilungen und Zellbewegungen zur Ausbildung des PGE (Stankova et 
al. 2015). Hierzu passt die Expression von NODAL und PKDCC in den anterioren Zellen 
des PGEs.  

4.6 Das Drei-Anker Modell  

Mit den neu beschriebenen Domänen im Kaninchenembryo kann das bestehende Modell 
der Achsenbildung im Kaninchen als Modell für Säuger mit flacher Keimscheibe erweitert 
werden: Die unpolare Keimscheibe im Stadium 0 lässt sich molekular in einen peripheren 
Rand (margin), der durch u. a. ID3 markiert ist, und einen zentralen Bereich (inner cycle), der 
durch PKDCC markiert ist, unterteilen. Gene wie NODAL fangen an, ein achsenspezifi-
sches Muster zu etablieren. Infolgedessen könnte sich das Zentrum ausdehnen und der 
molekulare Rand so seine Form verändern, dass asymmetrische Ringmuster wie das von 
EOMES und ID3 entstehen. Dabei kommt es zu Rotationsbewegungen des Randes 
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(Idkowiak et al. 2004). Der AMC entsteht als erstes morphologisches Zeichen der a.-p. 
Achse, sozusagen als erster Anker der Achse. Auf der gegenüberliegenden Seite bildet sich 
am posterioren Rand der Keimscheibe im Hypoblasten und Epiblasten eine Expressions-
domäne namens ASD aus, die zum einen die a.-p. Achse vollständig definiert, die als Aus-
gangspunkt für die Elongation der Keimscheibe betrachtet werden muss und die die Lage 
des Primitivstreifens vordefiniert. Der ASD ist somit der zweite Anker. Zum Schluss der 
Achsenbildung entsteht nun nach der Elongation am posterioren Pol der Keimscheibe der 
Primitivstreifen. Somit gibt es drei wichtige Anker der Achsenbildung: den AMC, den ASD 
und den posterioren Pol der Keimscheibe, von dem sich der Primitivstreifen bildet. Im 
Huhn dagegen gibt es nur ein Zwei-Anker Modell: den molekular definierten vorderen 
Rand (Arias et al. 2017) und posterior die Koller-Sichel und den Ausbildungsort des Primi-
tivstreifens. Im Vergleich besitzt das Kaninchen somit eine besser abgesicherte Achsenbil-
dung als das Huhn. Inwieweit dies Einfluss auf die Entstehung von multiplen Primitivstrei-
fen hat und sich dieses Drei-Anker Modell auf weitere Säuger übertragen lässt, muss weiter 
untersucht werden. Sollte sich dieses Modell auf weitere Säuger anwenden lassen, könnte 
dieses Modell auch für den Menschen gelten. Desweiteren wäre es wichtig herauszufinden, 
ob einer der drei Anker das Potential eines Organisators (Anderson und Stern 2016) hat 
bzw. dieses entwickelt. In diesem Fall würden bereits zu diesem frühen Zeitpunkt der 
Gastrulation die Zellen in der Umgebung induziert, sich ihrem Schicksal entsprechend zu 
differenzieren. Neben einer morphologischen wäre somit eine molekulare „Archigastrula“ 
geschaffen: das Nieuwkoop-Zentrum der Amphibien induziert die morphologische Struk-
tur des Mangold-Spemann-Organisators (Wolpert et al. 2015) und die ASD der Säuger den  
nach Victor Hensen genannten Knoten des Primitivstreifens.  

 

Abbildung 11: Modell zur Entwicklung des Kaninchenembryos bis zur Gastrulation Die 

schematische Zeichnung zeigt den polaren Pol der Blastozyste (roter Kreis) mit der Keimscheibe (orange 
gestrichelte Linie). In den späteren Keimscheiben ist die Keimscheibe in die AGP (orange gestrichelte Linie) 
und die PGE (orange gepunktete Linie) unterteilt. Durch Rotation (blaue Pfeile) am Rand der Keimscheibe 
kommt es zur Verschiebung der Zellen des Zentrums (ic) und zur Ausbildung eines molekular definierten 
Randbereichs (m). An einem Pol der Keimscheibe, der Seite mit dem breitesten Rand gegenüberliegend, 
bildet sich der AMC (grün). Im Zentrum der Keimscheibe (ic), in unmittelbarer Nähe zu diesem Rand, kann 
eine molekular definierte Region beschreiben werden, der ASD (violett). Es kommt zur Elongation der 
Keimscheibe am posterioren Rand und der Primitivstreifen (grau) entsteht. 
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5 Zusammenfassung 

Während der Gastrulation sind die morphologischen Entwicklungsschritte bei den Wirbel-
tieren bereits gut erforscht. Asymmetrische Expressionsmuster sind das erste Zeichen einer 
a.-p. Achsenbildung und somit Beginn der Gastrulation. Frühe molekulare Marker der a.-p. 
Achse sind im Huhn und teilweise auch in der Maus bekannt. Diese Modellorganismen 
lassen die Ähnlichkeit in der Morphologie oder die phylogenetische Nähe zum Menschen 
im Gegensatz zum Kaninchen, das als Modellorganismus mit einer flachen Keimscheibe 
die meisten Säuger repräsentiert, vermissen. Die Expressionen der molekularen Marker 
konnten durch die gewählte Methodik, die Gene aus dem Kaninchen zu klonieren, ent-
sprechende Sonden zu entwickeln, die Expressionen der jeweiligen Gene durch die In-Situ-
Hybridisierungen im Kaninchenembryo zu färben und histologisch zu untersuchen, darge-
stellt werden. Die genspezifischen Muster ließen sich in ringförmige Muster wie PITX2, 
EOMES, SALL1 und ID3 und flächige Genexpressionen mit unterschiedlich starken Gra-
dienten wie NODAL, TBX6, ELK3, PKDCC, SALL1, SPOCK3, LITAF und DENND5B 
unterteilen. NODAL weist vor dem Erscheinen der morphologischen Achse, EOMES, 
PITX2, ID3, SALL1, PKDCC und TBX6 weisen mit dem ersten morphologischen Zeichen 
(AMC), ELK3 und SPOCK3 mit dem zweiten morphologischen Zeichen (PGE), und LI-
TAF und DENND5B nach Abschluss der Achsenbildung ein achsenspezifisches Muster 
auf. Die molekulare a.-p. Achsenbildung im Kaninchen zeigt ein invertiertes Muster durch 
die Abnahme im Gegensatz zum Erscheinen von Expressionen im Huhn und eine inver-
tierte zeitliche Abfolge der achsenspezifischen Genexpressionen und zeigt somit eine An-
passung an die morphologisch invertierte Achsenbildung. Im AMC waren sowohl im Huhn 
als posteriore Marker bekannte Gene exprimiert - passend zum ersten morphologischen 
Zeichen der a.-p. Achse – als auch im Huhn als anteriore Marker bekannte Gene exprimiert 
– passend zur Inhibition des Primitivstreifens am von diesem entgegengesetzten Pol. Das 
duale Prinizip aus dem Huhn, Gene in anteriore Marker und posteriore Marker aufzuteilen, 
ist durch ein komplexeres System im Kaninchen ersetzt: Rand und Zentrum der Keim-
scheibe scheinen Teil dieses Systems zu sein wie auch die durch die Expressionsmuster von 
PKDCC und NODAL molekular definierte Struktur des ASDs. Zusammen mit dem AMC 
und dem posterioren Pol des PGE sorgen diese drei „Anker“ im gleichnamigen Modell für 
die Stabilität der Achsenbildung im Kaninchenembryo. In der Forschung nach den Ursa-
chen für multiple Achsen könnte der molekulare ASD neben dem AMC eine Schlüsselrolle 
einnehmen, weil diese beiden Punkte die a.-p. Achse definieren. In Anlehnung an das Zitat 
von Wolpert (s.o.) bleibt Gastrulation einer der spannendsten Zeitpunkte im Leben eines 
Menschen. 
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7 Anhang 

7.1 Materialien 

Die Materialien werden einmalig aufgelistet.  

 Laborgeräte 

 

Arbeitsbank (steril)  Heraeus (Hanau) 

Brutschrank, Heracell 150 Tri-Gas Cell Culture Incu-
bator 

Heraeus (Hanau) 

Computer Dell (Round Rock, USA) 

Elektrophoresekammer AGS GmbH (Heidelberg) 

Feinwaage, Sartorius TE214S Sartorius (Göttingen) 

ISH Gerät, Biolane HTI Hölle & Hüttner (Tübingen) 

Mikrotom Jung RM2065 Leica (Bensheim) 

Mikrowelle, MD10482 Medion (Mühlheim) 

MiniCentrifuge Model GMC-060 UMS Co LTD 

Photometer, BioPhotometer Eppendorf (Hamburg) 

Pipetten Eppendorf (Hamburg) 

Gilson inc. (Middleton, WI, USA) 

Pipetus  Eppendorf (Hamburg) 

 Hirschmann Laborgeräte (Eber-
stadt) 

Schüttel-Inkubator, InnovaTM 4000 Inkubator  New Brunswick Scientific (Nürn-
berg) 

Shaker  

Spannungsgerät Shandon Southern SAE2761 Vokam (Manchester, GB) 

Thermoblock Grant instruments (Cambridge, 
GB) 

Thermocycler, PTC-200 Peltier Thermal cycler  Biozym (Oldendorf) 
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Tischzentrifuge Centrifuge 5417R Eppendorf (Hamburg) 

UV Tisch Epichemi3 Darkroom und Kamera  Intas (Göttingen) 

INTAS302  

Vortex, Heidoph REAX top Heidolph (Schwabach) 

Waage, Sartorius exellence Sartorius (Göttingen)I 

Wasserbad, Lauda A 100 Lauda (Lauda- Königshofen 

Wippe (elektrisch), Vari-Mix Barnstead/Thermoline (Dubuque, 
USA) 

Wolframnadel Agar scientific (Stansted GB) 

Zentrifuge, Biofuge fresco  Heraeus (Hanau) 

 

 Mikroskopie 

Stereolupe Stemi SV11 

mit Digitalkamera 

Zeiss (Jena) 

Visitron systems (Puchheim) 

Mikroskop, Axioplan 2  

mit Kamera 

Zeiss (Oberkochen) 

Intas (Göttingen) 

Immersionsöl für Mikroskopie  Merck KGaA (Darmstadt) 

 

 Verbrauchsmaterial 

24-Well-Platten Sarstedt (Nümbrecht) 

4-Well-Platten Nunc A/S (Roskilde, Dänemark) 

Bakterien-Kultur-Röhrchen T406-2A Simport (Beloeil, QC, Kanada) 

Deckgläser Menzel-Gläser (Braunschweig) 

Filtertips TipOne 10 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl Starlab (Ahrensburg) 

Kryogefäße, Micro-Röhrchen, 2ml Starstadt (Nümbrecht) 

Küvetten, UVette® Photometer 220-1600 nm Eppendorf (Hamburg) 

Multipette Combitips Eppendorf (Hamburg) 

Nitrilhandschuhe Kimberley-Clark (Koblenz) 

Objektträger  Menzel-Gläser (Braunschweig) 
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Organkulturschalen, Falcon ® Becton, Dickinson Labware and 
Company (Le Pont de Claix, 
Frankreich) 

Parafilm Pechiney plastic packaging (Chica-
go) 

Petrischalen (Ø 4 cm, 6 cm, 10 cm) Greiner-Bio-One GmbH (Fri-
ckenhausen) 

Polypropylenröhrchen 20 ml mit Deckel Elkay (Hampshire, GB) 

Reaktionsgefäße für PCR: 0,5 ml 1,5 ml, 2ml Eppendorf (Hamburg) 

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 20 ml Sarstedt (Nümbrecht) 

Skalpellklingen  Aeskulap (Tuttlingen) 

Tablettenhülsen Bayer (Leverkusen) 

Zentrifugenröhrchen Eco 50 ml, Rotilabo® Roth (Karlsruhe) 

 

 Allgemeine Laborchemikalien 

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma (München) 

Ethanol absolut  Merck und AppliChem (Darm-
stadt) 

EDTA Fluka (Sigma-Aldrich Laborchemi-
kalien GmbH, Seelze) 

Formamid Fluka (Sigma-Aldrich Laborchemi-
kalien GmbH, Seelze) 

Glycerol wasserfrei, reinst  Merck KGaA (Darmstadt) 

LiCl2 Calbiochem, Merck (Darmstadt) 

Methanol Merck (Darmstadt) 

Mowiol 4-88 Hoechst (Frankfurt) 

NaCl AppliChem (Darmstadt) 

Tris für Molekularbiologie AppliChem (Darmstadt) 

 

 Standardlösungen 

PFA Merck KGaA (Darmstadt), Roth 
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GmbH&Co (Karlsruhe), Serva 
(Heidelberg) 

PBS Roche (Mannheim) 

PBS Dulbecco Biochrom (Berlin) 

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) Sigma (München) 

 

 Chemikalien für die Gelekektrophorese 

DNA-Marker 100 bp, Marker III Fermentas (St. Leon-Rot) 

Ethidiumbromidlösung (0,07%) AppliChem (Darmstadt) 

Loading-Dye-Lösung Fermentas (St. Leon-Rot) 

RNA-Probenpuffer Roche (Mannheim) 

Seakem LE AgarosegelGel Cambrex (Charles City, IA, USA) 

TAE-Puffer 50X AppliChem (Darmstadt) 

 

 Labortiere 

Kaninchen Charles River (in Frankreich) 

 

 Pharmakologische Substanzen 

Narcoren® (Pentobarbital-Natrium) Mexical GmbH (Habergmoos) 

Ampicllin Roche (Mannheim) 

Heparin Sigma (München) 

 

 Substanzen für die Molekularbiologie (ink. Primer) 

Desoxyribonukleosid-Triphosphate  Roche (Mannheim) 

MgCl2 Roche (Mannheim) 

NucleoSpin Extract II-Kit (TE-Puffer, NT-Puffer, 
Säulchen, NT3-Puffer, NE-Puffer) 

Mackerey-Nagel (Düren) 

PCR-Puffer 10x Roche (Mannheim) 

Taq-Polymerase  Roche (Mannheim) 
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5X First-strand reaction buffer Fermentas (St.Leon-Rot) 

Oligo-dT-Primer CDSIIA Biomers.net GmbH (Ulm) 

Primer (s. u.) Invitrogen by Thermo Fisher Scien-
tific  

Reverse Transcriptase mit Reaktionspuffer Promega (Fitchburg, USA) 

Ribonukleaseinhibitor: RNAse Out Promega (Fichtburg, USA) 

RNeasy Mini Kit  Qiagen (Venlo, Niederlande) 

 

Primer: 

DENND5B, forward Primer 5’- GAAGGTGGACCTCTCTTCGC -3’ 

DENND5B, reverse Primer 5’- CCACAAAGCTGACTTCCCCT -3’ 

ELK3, forward Primer 5’- TGTACACGAACTTCTGCCCGATCA -3’ 

ELK3 reverse Primer 5’- TAGCCGGGCAGGACTCAATG -3’ 

EOMES, forward Primer 5’- GCAGGCGCATGTTTCCATTC -3’ 

EOMES, reverse Primer 5’- CGTCTTCACAGCCTGCTTCTC -3’ 

GAPDH, forward Primer 5’- GCTTCTTCTCGTGCAGTGCTAG -3’ 

GAPDH, reverse Primer 5’- GCAGATTCTCAGCGTGGTGG -3’ 

ID3, forward Primer 5’- CTCGTGTGCATCTCCGAAGC -3’ 

ID3, reverse Primer 5’- CCACCCAAGTTCACAGTCCTTC -3’ 

LASS1, forward Primer 1 5’- TACATGGACACCTGGCGCAA -3’ 

LASS1, forward Primer 2 5’- TACCACAACGTGGGCATCCT -3’ 

LASS1, reverse Primer 5’- GTACAGGAACCAGTAGAGGTTCAT -3’ 

LITAF, forward Primer 5’- GTTCAGGCTAGTGTTGGTGG -3’ 

LITAF, reverse Primer 5’- GCGACTCCAAGCAGCAATTC -3’ 

LRP2, forward Primer 5’- CCACACTTCTCCCTTCTCCTTAGA -3’ 

LRP2, reverse Primer 5’- GCACAGCTAAAGGCCGTCAAG -3’ 

PKDCC, forward Primer 5’- TCGGTCCTCAACGTGCTCTTC -3’ 

PKDCC, reverse Primer 5’- GCATTATTGCACGTTTGTCCTGG -3’ 

SALL1, forward Primer 5’-CCACGTTCACCAACCCCTCTG-3’ 

SALL1, reverse Primer 5’- GCCAGATTAAGACCGCCTAG-3’ 
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SPOCK3, forward Primer 1 5’- TGGCTCGGCGATGCCAAGTT -3’ 

SPOCK3, forward Primer 2 5’- TGGCGAACAGATTACGGGAC-3'  

SPOCK3, reverse Primer 1 5’- TCCCAAGCACGCATTGTCTG -3’ 

SPOCK3, reverse Primer 2 5’- GACTCGTTAGTGACCTGGGC -3’ 

TBX6, forward Primer 1 5’- GCAGGTGAGCGTTGTTCCAG -3’ 

TBX6, forward Primer 2 5’- AGGCAGCTTGACCTGAAGAC -3’ 

TBX6, reverse Primer 5 5’- 5’ AGAGCCTCCCTCCATTCACAC -3’ 

VG1, forward Primer außen 1 5’- CCGTGCCACGTGGAGGAGCT -3‘ 

VG1, forward Primer außen 2 5’- CTGTGCCYCCKGTCATGTGGMG -3‘ 

VG1, forward Primer innen 1 5‘-ACCTGTGCCTCCTGTCATGTGGCG -3‘ 

VG1, forward Primer innen 2 5’- GGCCATGCCACGTGGAGGARYT -3’ 

VG1, reverse Primer innen 1 5’- CCTGGCAGTAGTTGGCTAGG -3 

VG1, reverse Primer innen 2 5’- GTGCCCTGGCAWAGTTGGC -3‘ 

VG1, reverse Primer außen 1 5’- GAGCACAGAGATAGGCGATAG -3‘ 

VG1, reverse Primer außen 2 5’- AGCCACACTCATCCACCATGT -3‘ 

 

Die Sequenzen der Gene konnten mittels der Hilfe von Pubmed ermittelt werden und in A 
plasmid Editor übertragen werden. Die Primer wurden designend und auf Ihre Spezifität für 
das Kaninchen untersucht und von der Firma Thermo Fisher bezogen.  

Zur Herstellung der Sonde für die Gene PITX2 und NODAL wurde auf die Arbeit von 
Fischer et al. (2002) zurückgegriffen.  

 

 Substanzen für die Bakteriologie 

EcoRI Restriktionsendonuklease und Puffer Fermentas (St. Leon-Rot) 

E. coli vom Stamm DH5α Laborbestand 

Ligationskit  Promega (Mannheim) 

Natrium-Acetat  Merck KGaA (Darmstadt) 

Plasmid Purification kits Qiagen (Venlo, Niederlande)  

Tango Puffer Thermo Fisher (Waltham, USA) 
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 Nährmedien und Zusätze 

Agar Roth GmbH&Co (Karlsruhe) 

IPTG  Roth GmbH&Co (Karlsruhe) 

Trypton Roth GmbH&Co (Karlsruhe) 

X-Gal  Roth GmbH&Co (Karlsruhe) 

Yeast extract für Bakteriologie Roth GmbH&Co (Karlsruhe) 

 

SOB-Medium: 10 g Trypton, 2,5 g Hefeextrakt, 0,25 g NaCl wurden in 500 ml bidestillier-
ten Wasser aufgelöst, gut mischt und autoklaviert. 

 

LB-Medium: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, wurden mit 950 ml bidestilliertem 
Wasser gemischt. Ein pH-Wert von 7 wurde mit NaOH eingestellt. Mit bidestillierten Was-
ser wurde auf 1000 ml aufgefüllt. Anschließend wurde autoklaviert. Pro 200 ml wurden 3 g 
Agar und X-Gal hinzugeben. Nach Aufkochen wurde 400 µl Ampicillin hinzugeben. Das 
Medium wurde in die Platten gegossen und es wurdegewartet bis das Medium abgekühlt 
war.  

 

 Substanzen für den RNA-Sondenbau 

Dig-RNA-Labeling Mix Roche (Mannheim) 

RNA-Polymerase SP6 Roche (Mannheim) 

RNA-Polymerase T3 Roche (Mannheim) 

RNA-Polymerase T7 Roche (Mannheim) 

Transkriptionspuffer 10X Roche (Mannheim) 

 

 Substanzen für die In-Situ-Hybridisierung 

BBR  Roche (Mannheim) 

Anti-Digoxigenin-Antikörper Roche (Mannheim) 

BM-Purple  Roth (Mannheim) 

Chaps (3-((3Cholamidipropyl) dimethylaminonio)-1-
propane sulfonate) 

Biomol (Hamburg) 

Heparin Novo, Applichen (Darmstadt) 
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Levamisol Sigma (Taufkirchen) 

Maleinsäure Serva (Heidelberg) 

NGS  Sigma (München) 

Proteinase K Roche (Mannheim), Serva (Heidel-
berg) 

SSC (Saline-sodium citrate buffer) Sigma (Taufkirchen) 

t-RNA Sigma (München) 

Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan Monolaurat) Roche (Mannheim), Sigma 
(Taufkirchen) 

 

 Lösungen für die In-Situ-Hybridisierung 

DEPC-H2O: 1000 ml bidestillierten Wasser und 1ml Diethylpyrocarbonat (DEPC) wurden 
gemischt, 2h unter dem Abzug bei Raumtemperatur und regelmäßigem Rühren stehen ge-
lassen, zum Abschluss autoklaviert. 

PBT: Tween 20 wurde in PBS-DEPC gegeben, bis ein Gehalt von 0,1% Tween 20 in PBS-
DEPC erreicht wurde. 

PBS-DEPC: Es wurden 100 ml 10x PBS und 900 ml DEPC-H2O gemischt. 

Proteinase K-Lösung: Es wurden 100 mg Proteinase K mit 10 ml DEPC-H2O gemischt. 
Bis zum Benutzen erfolgte die Lagerung bei -20°C. 

MAB: 100ml Maleinsäure (Endkonzentration 100 mM) und 100 ml NaCl (Endkonzentrati-
on 150mM) wurden mit Aqua bidest zu 1000 ml aufgefüllt. Der pH-Wert wurde mit 
NaOH-Zugabe auf 7,5 eingestellt.  

MABT: Zum Erreichen der Endkonzentration von 0,1% wurde 999 ml MAB und 1ml 
Tween gemischt. 

NTMT: Es wurden 40 ml Tris (1M), 8 ml NaCl (5M), 20 ml MgCl2 (1M), 0,8 ml Levamisol 
(1M), 0,4 ml Tween mit bidestilliertem Wasser auf 400 ml aufgefüllt. 

BBR: 5g BBR wurden in 50 ml MAB aufgelöst, 30 min lang bei 70°C gemischt und bei 
20°C bis zum Gebrauch gelagert.  

Chaps: 1 g Chaps wurden in 10 ml DEPC-H2O gelöst, steril filtriert und im Dunkeln bei 
4°C gelagert.  

Heparin: 50 mg Heparin wurden in 1 ml DEPC-H2O gelöst. 

t-RNA: Es wurden 2000 U in 10 ml DEPC-H2O gegeben, steril filtriert und bei -20°C bis 
zum Einsatz gelagert. 
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20x SSC: Die Gebrauchslösung wurde auf pH 4,5 einstellen. 

Hybemix 50ml (180ml für 10 Körbchen): Folgende Substanzen wurden zusammengeben: 

Formamid 25 ml 

20x SSC (pH 4,5) 3,5 ml 

t-RNA (10mg/ml) 0,25 ml 

0,5 M EDTA (pH 8) 0,05 ml 

Tween 20  0,1 ml 

10% Chaps 2,5 ml 

Heparin (50mg/ml) 0,05 ml 

DEPC-H2O  18,6 ml 

 

 Materialien für die histologische Aufbereitung 

Technovit 8100-Kit (Infiltrationsmedium, Härter 1, 
Härter 2) 

Heraeus Kulzer, Mitsui Chemicals 
Group, Hanau 

 

 Software 

A plasmid Editor Wahny Davis (Universität von Utah) 

BLAST  NCBI (USA) 

CrustalW2 European Molecular Biology Laboratory 
(Heidelberg) 

Word  Microsoft (Redmond, USA) 

Zotero Roy Rosenzweig Center for History and 
New Media (George Mason University) 
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