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1 Einleitung

Die duBlerliche bilaterale Symmetrie der Wirbeltiere wird im Inneren von einer bilateralen
Asymmetrie in der Transversalebene begleitet. Das Herz, beispielsweise, liegt bei hoheren
Wirbeltieren auf der linken, die Leber auf der rechten Korperseite. Die Asymmetrie des
adulten Organismus wird bereits wihrend der frithen Embryonalentwicklung etabliert und
geht wahrscheinlich auf die Brechung eines initial morphologisch und molekular
symmetrischen Bauplans zuriick. Die Brechung dieser initialen Symmetrie beginnt in den
meisten Spezies mit der Brechung der molekularen Symmetrie, die spiter in der Asymmetrie
der Organanlagen resultiert. Bei der Brechung der bilateralen Symmetrie bildet sich die
Rechts-Links-Korperachse als dritte und letzte der Hauptkorperachsen. Als erstes entwickelt
sich bei den hoheren Wirbeltieren durch die Differenzierung des dorsal liegenden Epiblast
und des ventral liegenden Hypoblast die dorsoventrale Achse oder Sagittalachse. Als zweites
wichst im Rahmen der Gastrulation von einer Stelle am Rand des embryonalen Gewebes
der Primitivstreifen aus. Diese Stelle definiert den posterioren Pol des Embryos. Da der
Primitivstreifen zum gegentiberliegenden Pol auswichst, ist an seinem Verlauf bereits die
spitere kraniokaudale oder Longitudinalachse erkennbar. In dieser dorsoventral und
kraniokaudal fixierten Kérperanlage ist die Transversalachse, und damit auch die rechte und
linke Seite des Korpers, aus geometrischen Grinden zwar festgelegt, die Anordnung der
asymmetrischen inneren Organanlagen auf der rechten oder linken Seite der
Transversalachse ist jedoch noch offen. Fur diese Festlegung sind in verschiedenen Spezies
Gewebe oder Zellgruppen beschrieben worden, denen die Funktion des Rechts-Links-
Organisators zugeschrieben werden. Auf den Zellen des Organisators wurden bei Fischen,
Froschen und Miusen bewegliche Zilien identifiziert. Diese Zilien fithren durch rotierende
Bewegungen zu einem immer gleichsinnig gerichteten Flissigkeitsstrom auf frei liegenden
Zelloberflichen, der die einseitige Expression bestimmter Schliisselgene, beispielsweise
Nodal, in unmittelbarer Nihe des Organisators induzieren soll (Zilienstrom-Hypothese).
Genetische Mutationen einiger zilienassoziierter Proteine wie Dyneinen bei Mensch und Maus
liefern die bisher schlissigsten Hinweise fiir diese Theotie, da sie zu Fehlbildungen der
Rechts-Links-Differenzierung bis hin zur vollstindigen Umkehrung der Organe — dem Sizus
inversus totalis — fihren. Beim Huhn und einigen Sdugetierspezies wie dem Schwein konnten
jedoch Zilien an deren Organisatorgeweben bisher nicht gefunden werden. Alternativ zur
Zilienstrom-Hypothese konnte daher bei Hithner- (und Xengpus-)Embryonen die Ionenfluss-
Hypothese greifen, nach der positiv geladene Teilchen tiber benachbarte Zellgrenzen hinweg
gerichtet in der Transversalebene transportiert und so auf einer Seite des Embryos
konzentriert werden. Diese erhéhte Ionenkonzentration koénnte darauthin Gber bisher
unbekannte Mechanismen zur einseitigen Expression des Gens Noda/ fiihren. Unabhingig
von diesen funktionellen Modellen ist gerade beim Huhn eine sehr frihe morphologische

Asymmetrie des Hensen-Knotens bekannt. Diese morphologische Symmetriebrechung geht
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der asymmetrischen Expression von Noda/ voraus und steht damit im Gegensatz zu den
Verhiltnissen bei Fischen, Froschen und Mausen, bei denen als erste morphologische
Asymmetrie die sich einseitig windende Herzschleife gilt. Im Huhn wird diese
morphologische Symmetriebrechung von asymmetrischen Zellbewegungen im Bereich des
Primitivknotens begleitet. Die nachfolgenden Kapitel der Einleitung beschreiben deshalb
zunichst die Morphologie, Entstehung und Entwicklung des nach Hensen benannten
Primitivknotens und danach die funktionellen Uberlegungen fiir die Entstehung der Rechts-

Links-Asymmetrie.

1.1 Der Hensen-Knoten

Der Hensen-Knoten (Hensen 1876; Viebahn 2001), der auch als Primitivknoten bezeichnet
wird, bildet sich im Huhn als Verdichtung am vorderen Ende des Primitivstreifens (Baer
1828). Der Primitivstreifen, der die fritheste embryonale kraniokaudale Achsenstruktur
darstellt, und damit auch der Hensen-Knoten, werden der obetflichlichen Zellschicht des
Embryos zugeordnet — dem Epiblast. Seine Zellen zeigen epithelialen Charakter, sind also
polar gebaut und sitzen einer Basalmembran auf. Der Epiblast wird ventral von den Zellen
des Hypoblast bedeckt (Eyal-Giladi et al. 1992; Bertocchini und Stern 2002). Noch bevor
der Primitivstreifen entsteht, wird durch die Bildung von Epiblast und Hypoblast die erste
embryonale Achse, die dorsoventrale Achse, definiert. Zwischen diesen beiden
Zellschichten, die nur an ihren Rédndern miteinander verbunden sind, liegt formal eine
embryonale Hohle, die als Blastoz6l bezeichnet wird (Gilbert 2000). Im Primitivstreifen und
im Hensen-Knoten differenzieren sich die epithelialen Zellen um, erlangen mesenchymalen,
also unpolarisierten Charakter, und verlieren ihren Bezug zur Basalmembran. Diese wird im
Primitivstreifen und im Hensen-Knoten unterbrochen. So kénnen die entstehenden
Mesodermzellen zwischen die beiden Zellschichten, oder Keimblittern, der bisher
zweiblittrigen Keimscheibe abtauchen und das mittlere im Blastozol liegende dritte
Keimblatt bilden — das Mesoderm. Die dreiblittrige Keimscheibe entsteht. Der Prozess der
Umdifferenzierung im Primitivstreifen und im Hensen-Knoten wird auf zellulidrer Ebene als
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet (Kalluri und Weinberg 2009; Nakaya
und Sheng 2009; Nakaya und Sheng 2013). Auf den ganzen Embryo bezogen spricht man
bei der Bildung der dreiblittrigen Keimscheibe von Gastrulation (Haeckel 1874; Keller et al.
1991; Stern 2004). Parallel zur Bildung des Mesoderm verlassen weitere Zellen den Verband
des Epiblast, um ventral des Mesoderm das Endoderm zu bilden (Lawson und Schoenwolf
2003). Diese Zellen ersetzen den vorher gebildeten Hypoblast vollstindig. So entstammen
alle Zellen, die den definitiven Embryo bilden, letztlich dem Epiblast (Rosenquist 19606;
Rosenquist 1972). Alle Zellen, die im Lauf der Embryonalentwicklung nicht entweder die
EMT durchlaufen, um zu Zellen des Mesoderm zu differenzieren oder das Endoderm bilden,

werden dem Ektoderm zugeordnet.
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Auf Basis histologischer Schnitte durch den Hensen-Knoten wurde dieser durch seine enge
Verzahnung der drei Keimblitter miteinander charakterisiert, wobei sich diese hier nicht klar
voneinander abgrenzen lassen (Kolliker 1879; Rabl 1897). Funktionell kommt dem Hensen-
Knoten die Rolle des sogenannten Organisators zu. Dieser Begriff wurde fur Molch-
Embryonen der Gattung Triturus fir die dorsale Urmundlippe geprigt. Eine Transplantation
der dorsalen Urmundlippe auf einen zweiten Triturus-Embryo fihrt zur Induktion einer
neuen zweiten embryonalen kraniokaudalen Achse (Spemann und Mangold 1924). Da auch
eine Transplantation des Hensen-Knotens vom Huhn in einen zweiten (Hithner-)Embryo
zur Bildung einer zweiten Achse fihrt, werden beide Gewebe als homolog angesehen
(Boettger et al. 2003). Die Identifikation des Hensen-Knotens als Organisator gelang als
erstes in Hithnerembryonen, sodass dies die erste Spezies war, in der das Prinzip des
Organisators fiir einen Amnioten beschrieben wurde (Waddington und Schmidt 1933). Auch
in Mausembryonen kann der vorderste Teil des Primitivstreifens nach seiner Transplantation
auf einen zweiten Embryo dort eine zweite Achse induzieren (Beddington 1994). Somit ist
auch der Hensen-Knoten der Maus als homolog zum Hensen-Knoten des Huhns und zur
dorsalen Urmundlippe des Molches zu betrachten. Im Hensen-Knoten des Huhns und in
der dorsalen Urmundlippe der Amphibien werden als weiterer Hinweis fiir deren Homologie
auflerdem die gleichen Gene exprimiert. Bei diesen Genen handelt es sich beispielsweise um
Goosecoid (1zpista-Belmonte et al. 1993; Psychoyos und Stern 1996), Noggin (Smith und
Harland 1992; Streit und Stern 1999), Chordin (Sasai et al. 1994; Chapman et al. 2002) und
Sonic Hedgehog (shh, Johnson et al. 1994; Otto et al. 2014). Den Produkten dieser Gene wird
teilweise Morphogencharakter zugeschrieben. Morphogene sind parakrin  wirkende
Gewebshormone, die in ihrer Wirkung zur morphologischen Entwicklung und
Differenzierung der Zielzellen beitragen (Wolpert 1969; Christian 2012). FEin
morphogenetischer Prozess, der direkt im Knoten stattfindet, ist die Bildung des
sogenannten axialen Mesoderm. Dazu werden alle mesodermalen Strukturen gezihlt, die im
Embryo in der Mittellinie anterior des Hensen-Knotens liegen. Dies sind unter anderem die
Chorda dorsalis und das pri- und subchordale Mesoderm. Diese Strukturen entstehen aus
denjenigen Epiblastzellen, die direkt im Hensen-Knoten eine EMT durchlaufen und
anschlieBend Richtung anterior auswandern (Rosenquist 1983; Selleck und Stern 1991).

1.2 Die Entwicklung der asymmetrischen Morphologie

Die Embryonalentwicklung des Huhns wird in Stadien eingeteilt, die nach morphologischen
Kriterien definiert sind (Stern 2018). In allen Stadien ist die durchscheinende Area pellucida,
die das embryonale Gewebe enthilt, von der Area gpaca umgeben (Pander 1817). Diese stellt
das extraembryonale Gewebe dar. Zusammengenommen werden beide Bereiche als
Keimscheibe bezeichnet. Diese liegt zwischen der Dottermembran, die das gesamte Eigelb
des Eis umgibt, und dem Dotter. In den frithen Embryonalstadien erfolgt die Einteilung der
Stadien vor allem nach der Morphologie des Primitivstreifens und des Hensen-Knotens
(Hamburger und Hamilton 1951; Selleck und Stern 1991; Tsikolia et al. 2012). In den ersten
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Entwicklungsstadien kommt bei jedem nichsthéheren Stadium eine morphologische
Eigenschaft hinzu, wodurch sich eine grobe Einteilung ergibt. Diese Einteilung wird nach
Hamburger und Hamilton vorgenommen und mit der Abkurzung HH angegeben. Die

Bezeichnung Stadium HH 4 steht so beispielsweise fiir einen Embryo in Stadium 4.

In Stadium HH 1 findet sich eine rundliche Keimscheibe mit einer kreisrunden Area pellucida,
die sich kaum weiter differenzieren lisst. Stadium HH 2 ist durch erste Anzeichen des
Primitivstreifens am dann erkennbaren posterioren Embryonalpol gekennzeichnet. In
Stadium HH 3 differenziert sich der Primitivstreifen weiter. In Stadium HH 4 bildet sich an
seinem vorderen Ende der Hensen-Knoten. In Stadium HH 5 wichst aus diesem die Chorda
dorsalis als zweite embryonale Achsenstruktur aus. In Stadium HH 6 bildet sich die Kopffalte
und ab Stadium HH 7 bilden sich aus dem paraxialen Mesoderm entlang der Chorda dorsalis
die Somiten, die sich in der weiteren Entwicklung zu verschiedenen Bestandteilen des
Bewegungsapparates differenzieren (Hamburger und Hamilton 1951). Die meisten dieser
Stadien lassen sich anhand morphologischer Gesichtspunkte weiter unterteilen, sodass
feinere Stadierungssysteme entwickelt wurden (Eyal-Giladi und Kochav 1976; Schoenwolf
et al. 1992). Diese werden allerdings insbesondere in Bezug auf die Stadien HH 3 bis HH 5
recht unterschiedlich angewandt. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgt eine Orientierung vor
allem an der Arbeit von Stern (Stern 2004). In Abb. 1 sind beispielhaft Embryonen

dargestellt, um die Kriterien fiir die Stadierung zu veranschaulichen.
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Abb. 1: Entwicklung des Hensen-Knotens. (A-E) Ubersichtsaufnahmen von
Hithnerembryonen in den Stadien HH 3+ bis HH 5. (A*-E) VergroBerte Darstellungen des

Hensen-Knotens, Anordnung nach der relativen Distanz des Vorderendes des

Primitivstreifens zum vorderen Rand der Area pellucida. Der Mal3stabsbalken in E° gibt fiir
die Abbildungsteile A-E eine Linge von 570 um und fir A-E‘ eine Linge von 200 um an.
Die gekreuzten Pfeile in A geben die Orientierung der Keimscheibe an. a: anterior, p:
posterior, 1: links, r: rechts (Abbildung verindert nach Pieper et al. 2019; die Verwendung
erfolgt mit freundlicher Genehmigung des John Whiley and Sons Vetlags).

In Stadium HH 3+ (Abb. 1A, A9 ist der Primitivstreifen als Achsenstruktur des frithen
Embryos deutlich in der Mittellinie erkennbar und erstreckt sich tUber etwa 2/3 der
Gesamtlinge der Area pellucida. Ex besteht aus zwei parallel angeordneten streifenférmigen
Zellansammlungen hoherer Dichte, zwischen denen sich eine weniger zelldichte Region
befindet. Diese wird als Primitivrinne bezeichnet. Sie ist das morphologische Kriterium, das
die Abgrenzung zu Stadium HH 3 ermoglicht. So hat sich in Stadium HH 3 noch keine
Primitivrinne im Primitivstreifen gebildet (keine Abbildung). Das vordere Ende des
Primitivstreifens ist (noch) undifferenziert und lediglich unscharf gegeniiber dem
umliegenden Epiblast abgrenzbar (Abb. 1Af). Die Breite des Primitivstreifens nimmt an

seinem vorderen Ende, der Position des sich dann bildenden Hensen-Knotens, nicht zu
(Selleck und Stern 1991).

In Stadium HH 4 (Abb. 1B, BY) hat sich am vorderen Ende des Primitivstreifens eine
hufeisenférmige, mit seiner Offnung nach posterior gerichtete, gegeniiber dem umliegenden

Epiblast abgrenzbare Verdichtung gebildet — der Hensen-Knoten (s. 1.1). Durch ihn wird
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das voll entwickelte Stadium HH 4 definiert. Er ist etwas breiter als der Primitivstreifen.
Aullerdem zeigt er eine morphologische bilaterale Symmetrie. In der Mitte des Hensen-
Knotens liegt die Primitivgrube. Thre kraniokaudale Lingsachse geht in einer geraden Linie
in die sich posterior anschlieBende Primitivrinne iiber. Der Primitivstreifen hat sich
gegentiber dem Stadium HH 3+ deutlich verlingert. Das bereits ausgewanderte Mesoderm
ist noch undifferenziert. Einzelne Dominen des Mesoderm lassen sich in der Ubersicht

morphologisch nicht voneinander unterscheiden (Streit und Stern 2008).

In Stadium HH 4+ (Abb. 1C, C°) hat die rechte Domiane des Hensen-Knotens begonnen
sich zu verdichten und bildet die rechte Knotenschulter (Tsikolia et al. 2012). Der Knoten
ist breiter als der Primitivstreifen. Er befindet sich in diesem Stadium an seiner maximal
anterioren Position, da der Primitivstreifen in diesem Stadium seine maximale kraniokaudale
Ausdehnung erreicht. Auch das Mesoderm beginnt sich morphologisch zu differenzieren.
Das axiale Mesoderm vor dem Knoten ist als zellulire Wolke sichtbar. In manchen Studien
wird es als dreieckig mit breiter, zum Knoten gerichteter Basis beschrieben (beispielsweise
Stern 2018). Es ist nicht scharf vom umliegenden Mesoderm abgrenzbar. Dieses bereits
gebildete axiale Mesoderm wird in den folgenden Chordastadien als prachordales Mesoderm
bezeichnet (Seifert et al. 1993).

Stadium HH 5- (Abb. 1D, D) ist durch das beginnende Auswachsen der Chorda dorsalis
definiert, die sich vom umliegenden Mesoderm abgrenzen lisst. Sie entsteht als weitere
Struktur des axialen Mesoderm aus Epiblastzellen, die im Hensen-Knoten die EMT
durchlaufen und nach anterior auswandern. In Stadium HH 5 (Abb. 1E, E°) ist die Chorda
dorsalis als stabformige, zelldichte Struktur vor dem Hensen-Knoten zu erkennen und wird
durch Areale mit geringerer Zelldichte zu beiden Seiten flankiert (Tsikolia et al. 2012). Ihre
Form ist dreieckig mit einer schmalen zum Knoten gerichteten Basis. Der Hensen-Knoten
ist in diesem Stadium zur linken Seite verdreht, sodass die nun dichtere rechte Knoten-
schulter anterior der linken Knotenschulter zu liegen kommt. Dies ist auch an einem Knick
zwischen den Lingsachsen von Primitivrinne und Primitivgrube erkennbar. Der sich anterior
zwischen deren Achsen bildende Winkel betrdgt etwa 45°. Die weiter anterior liegende rechte
Knotenschulter geht in die Chorda dorsalis iber, wohingegen die weiter posterior liegende
linke Knotenschulter keine rdumliche Beziehung zur Chorda dorsalis zeigt. Die beiden
Knotenschultern sind durch einen weniger dichten Bereich vollstindig voneinander getrennt
(Abb. 1E9). AuBlerdem beginnt die Knotenregression, bei der sich der Hensen-Knoten
entlang des Primitivstreifens immer weiter vom Vorderrand der Area pellucida entfernt.
Dadurch wird der Primitivstreifen kiirzer, wihrend die zeitgleich auswachsende Chorda
dorsalis linger wird. Dies wird in der Anordnung der vergrof3erten Knotenausschnitte in Abb.
1 A-Efdeutlich. Der Hensen-Knoten ist auf allen Ausschnitten in Relation zum Vorderende
der Area pellucida ausgerichtet. Somit wird deutlich, dass sich der Primitivstreifen zunichst
bis Stadium HH 4+ verlingert und mit Beginn der Bildung der Chorda dorsalis in Stadium
HH 5- verkiirzt. Da der Hensen-Knoten das Vorderende des Primitivstreifens bildet, kommt

es zur Knotenregression (Spratt 1947; Carpaij 2014).
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In der weiteren Entwicklung induziert die Chorda dorsalis die Bildung des Neuroektoderm
und somit des Neuralrohrs ab Stadium HH 7. Die Stadien der Neuralrohrbildung werden als
Neurulationsstadien bezeichnet. Bei den vorherigen Stadien von Stadium HH 3 bis HH 5
spricht man von Gastrulationsstadien (Keller et al. 1991; Stern 2004).

Zusammenfassend werden dem Hensen-Knoten des Huhns drei wesentliche funktionelle

Eigenschaften und Attribute zugeschrieben:

1) Im Knoten werden viele Gene exprimiert, deren Genprodukte Morphogen-Charakter

haben und in anderen Spezies der Organisator-Funktion zugeordnet werden.

2) Der Knoten wird von Zellen durchwandert, die nach ihrer epithelial-mesenchymalen

Transition das axiale Mesoderm bilden.

3) Der Knoten des Huhns zeigt die ersten Anzeichen fir eine asymmetrische Morphologie.

1.3 Mechanismen der Rechts-Links-Differenzierung

Morphologische und funktionelle Asymmetrien entlang der Rechts-links-Korperachse sind
ein universelles Phinomen der Wirbeltiere und auch vieler wirbelloser Organismen. Solche
Asymmetrien treten in verschiedenen Organsystemen wie dem kardiovaskuldren System
(Franco et al. 2014), dem Magen-Darm-Trakt (Burn und Hill 2009) und dem zentralen
Nervensystem auf (Roussigné et al. 2012; Aizawa 2013). Bei normaler Lage der Organe
spricht man von einem Sizus solitus. Die Mechanismen, die zu den Asymmetrien im tblichen
Situs fuhtren, sind sehr robust. Fehler in diesen Mechanismen treten zwar auf, sind aber
vergleichsweise selten. Kommt er zu einer komplett spiegelbildlichen Entwicklung spricht
man von einem Szus inversus totalis. Dieser tritt bei Menschen in etwa einer von 10.000
Lebendgeburten auf (Lin et al. 2014). Ein solcher Zustand ist mit dem Leben meist gut
vereinbar (Sutherland und Ware 2009). Kommt es bei einer Mutation in einem Signalweg der
Rechts-Links-Differenzierung zu einem etwa gleich haufigen Auftreten des Sizus solitus und
des Situs inversus, spricht man von einer Randomisierung. Fine isolierte Storung der
Lateralisierung einzelner oder weniger Organe, wobei alle anderen Organe regelrecht liegen,
wird Heterotaxie genannt. Diese Fehlbildungen gehen im Gegensatz zum Situs inversus totalis
hiufig mit schwerwiegenderen gesundheitlichen Problemen einher (Bowers et al. 1996;
Peeters und Devriendt 2006; Shiraishi und Ichikawa 2012). Als weitere Defekte in der
Rechts-Links-Differenzierung von inneren Organen werden Isomerien angesehen. Bei
solchen Stérungen werden zwei morphologisch gleiche Seiten bei im Normalfall
asymmetrischen Organen angelegt. Auf das Herz bezogen finden sich in einem solchen Fall
beispielsweise zwei morphologisch linke Vorhofohren (Tynan et al. 1979). In Bezug auf den
Oberbauchsitus gehen solche Fehlbildungen beispielsweise haufig mit einem Fehlen der Milz
— bei einer Rechts-Isomerie — oder der Anlage multipler Milzen einher — bei einer Links-

Isomerie (Raman et al. 2003). Solche Fehlbildungen entstehen bereits sehr frith wihrend der
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Embryonalentwicklung, weshalb davon ausgegangen wird, dass die Rechts-Links-
Symmetriebrechung in der embryonalen Frithentwicklung stattfindet (Blum et al. 2014a).

Fir die Etablierung der spateren morphologischen Asymmetrie werden drei Phasen
angenommen (Levin und Palmer 2007; Tabin 2011). Zunichst wird die Symmetrie anhand
der Orientierung an den beiden bereits etablierten — dorsoventralen und kraniokaudalen —
Korperachsen gebrochen. Die so generierten Rechts-Links-Unterschiede werden als
nichstes auf molekularer Ebene durch seitenspezifische Genexpression fixiert. Schlieflich
tihrt die differentielle Genexpression zur Ausbildung der morphologischen Rechts-Links-
Unterschiede. Als Zeitpunkt der Symmetriebrechung auf molekularer Ebene, die bei der
Uberwiegenden Anzahl der Spezies der Symmetriebrechung auf morphologischer Ebene
vorausgeht, werden die Gastrulations- und Neurulationsstadien der Embryonen
angenommen (Blum et al. 2014a). Als fritheste grobe morphologische Asymmetrie wird in
den meisten Spezies der asymmetrisch werdende Herzschlauch angesehen, der wenig spiter
die Herzschleife bildet. Diese verlagert sich im Regelfall zur rechten Korperseite (Stalsberg
1969). Als molekularer Signalweg der Symmetriebrechung wurde in allen bisher untersuchten
Wirbeltierspezies der Nodal-Signalweg im linken Seitenplattenmesoderm identifiziert
(Nakamura und Hamada 2012). Teile dieses Signalweges sind Nodal selbst und sein Inhibitor
Lefty, das auch als Antivin bezeichnet wird (Chen und Shen 2004; Li et al. 2017). Bei beiden
handelt es sich um sekretierte Proteine, die zur #ransforming growth factor TGF-3-Superfamilie
gezihlt werden (Zhou et al. 1993; Meno et al. 1996; Thisse und Thisse 1999). Nodal kann
sowohl seine eigene Expression (Saijoh et al. 2005) als auch die von Lefty induzieren
(Marjoram und Wright 2011). Schlussendlich fiihrt die Nodal-Signalkaskade im linken
Seitenplattenmesoderm zur frithen Expression des Homoobox-Transkriptionsfaktors Przx2
(Shiratori et al. 2001). Pitx2 wird deutlich linger im Seitenplattenmesoderm exprimiert als
Nodal (Ryan et al. 1998; Shiratori et al. 2001). Die molekulare Asymmetrie der Pifx2-
Expression wird fir die asymmetrische Morphogenese der Organe verantwortlich gemacht.
Eine kunstlich erzeugte zusatzliche Expression von Pizx2 im rechten Seitenplattenmesoderm
fihrt in Hihnerembryonen zu einem Linksisomerismus des Herzens (Logan et al. 1998;
Franco et al. 2017). Eine Mutation, die ein Ausbleiben der Pitx2-Expression wihrend der
Entwicklung von Mausembryonen verursacht, fithrt hingegen zum Rechts-Isomerismus der
Lunge (Lin et al. 1999). AuBlerdem reguliert Pitx2 die asymmetrische Morphogenese der
Blutgefifle (Shiratori et al. 20006). Bei der asymmetrischen Morphogenese des Darmrohrs
induziert Pitx2 einseitig extrazellulire Matrixproteine, sodass der Transkriptionsfaktor auch
hier eine Rolle bei der Rechts-Links-Symmetriebrechung spielt (Davis et al. 2008; Kurpios et
al. 2008). Interessanterweise sind Nodal und Pitx2 auch bei der Bildung der kraniokaudalen
Achse in Kaninchenembryonen beteiligt. Sie werden hier zunidchst gemeinsam an der Stelle
exprimiert, an der der Primitivstreifen am posterioren Pol der Keimscheibe entsteht (Ploger
und Viebahn 2018).

Die Nodal-Signalkaskade ist in allen bisher untersuchten Spezies innerhalb der

Deuterostomia an der Rechts-Links-Differenzierung beteiligt (Chea et al. 2005). So wurden
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alle drei Komponenten der Signalkaskade Nodal, Lefty und Pitx2 auch in Seeigelembryonen
in einem asymmetrisch Expressionsmuster identifiziert — hier jedoch auf der
definitionsgemal rechten Seite des Embryos (Duboc et al. 2005; Molina et al. 2013). Dariiber
hinaus wurde der Nodal-Signalweg auch in einigen Protostomia gefunden. In Spezies aus
dieser Gruppe ist er ebenfalls in der Rechts-Links-Symmetriebrechung direkt involviert. So
spielt die Nodal-Expression in gehdusetragenden Schnecken eine Rolle fir die Richtung, in
die sich ihr Schneckenhaus spiralig windet. Dies ist ein weit bekanntes Beispiel fiir
asymmetrische Morphologie bei Invertebraten (Grande und Patel 2009). Dariiber hinaus
wurde die gesamte Nodal-Signalkaskade inklusive Pitx2 in sehr vielen verschiedenen
phylogenetischen Gruppen innerhalb der Bilateria identifiziert (Grande et al. 2015). In den
hiufig fir embryologische Fragestellungen genutzten Modellorganismen Caenorbabditis elegans
oder Drosophila melanogaster wurden hingegen bislang keine Nodal- oder Nodal-dhnlichen Gene
gefunden, obwohl auch in diesen Spezies morphologische und funktionelle Asymmetrien

entlang der Rechts-Links-Korperachse beschrieben wurden (Blum et al. 2014b).

Wie die asymmetrische Expression des Gens Noda/ in den verschiedenen Spezies aber
Uberhaupt etabliert wird, ist bisher nicht abschlieBend geklirt. Es scheint verschiedene
Mechanismen zu geben, die in unterschiedlichen Tiergruppen genutzt werden (Tabin 20006).
Bisher wurden zur initialen Brechung der molekularen Symmetrie in Wirbeltierembryonen
zwei Hypothesen zu Mechanismen entwickelt (Blum et al. 2014a): die Zilienstrom-
Hypothese (s. 1.3.1) und die Ionenfluss-Hypothese (s. 1.3.2). Zu beiden Hypothesen gibt es
zahlreiche Hinweise, dass die vermuteten Mechanismen in verschiedenen Spezies eine
entscheidende Rolle bei der Rechts-Links-Differenzierung spielen. Beiden Hypothesen ist
gemein, dass sie vom Vorhandensein eines intrinsisch chiralen Molekils ausgehen, das als
,»F-Molekil* bezeichnet wird (Brown und Wolpert 1990). Ein solches Molekiil ist auch bei
seiner vollkommen symmetrischen Verteilung im Embryo in der Lage, eine Asymmetrie zu
generieren. Dazu wird dieses Molekiil entlang der beiden bereits gebildeten dorsoventralen
und kraniokaudalen Koérperachsen ausgerichtet (Danilchik et al. 2006; Aw et al. 2008). Am
chesten kommen hierfiir Zytoskelettbestandteile wie fibrillire Molekiile oder Zentriolen als
Mikrotubuli-organisierende Zentren in Betracht (Blum et al. 2014a). In den nichsten beiden
Unterkapiteln werden die Zilienstrom- und die Ionenfluss-Hypothese in ihren bisher

bekannten Einzelheiten beschrieben.

1.3.1 Die Zilienstrom-Hypothese

Ein gut untersuchter Mechanismus zur molekularen Rechts-Links-Symmetriebrechung wird
unter der Zilienstrom-Hypothese zusammengefasst. Dabei wird vom Vorhandensein
einzelner beweglicher (motiler) Monozilien auf den Zellen des Rechts-Links-Organisators
ausgegangen. Diese Zilien zeigen in ihrer Innenarchitektur ultrastrukturell eine 9x2+0-
Struktur und werden somit den primiren Zilien zugeordnet (Kathem et al. 2014). Zilien-
tragende Organisatorgewebe wurden in einigen verschiedenen Wirbeltierspezies gefunden

(Blum et al. 2014b). Die Bildung motiler Zilien wird vor allem durch den



1 Einleitung 10

Transkriptionsfaktor Foxjl gesteuert (Blatt et al. 1999). Dieser fithrt unter anderem zur
Bildung von sogenannten axonemalen Proteinen, die letztendlich die Zilien aufbauen
(Choksi et al. 2014). Zu diesen Proteinen gehéren auch Proteine, die als Rechts-Links-
Dyneine bezeichnet werden, da sie an der Rechts-Links-Differenzierung von verschiedenen
Spezies beteiligt sind (Sauer und Klar 2012). Eine Mutation des Foxj7-Gens fihrt in
Mausembryonen zu einem Ausbleiben der Ausbildung von Zilien auf den Zellen des Rechts-
Links-Organisators (Stauber et al. 2017). Dariiber hinaus wird in diesen Madusen eine
Randomisierung des Situs beobachtet (Chen et al. 1998; Brody et al. 2000).

Zu den Organismen, in denen ein zilienbasierter Mechanismus der Symmetriebrechung
beschrieben ist, gehéren Fische, Amphibien und einige Sdugetiere. Im Zebrafisch Danio rerio
stellt das Kupffer-Vesikel dieses zilientragende Gewebe dar, dessen normale Funktion
essentiell fiir die asymmetrische Genese von Herz, Hirn und Darm ist (Essner et al. 2005).
Auch im Killifisch Fundulus heterolyticus wurde ein solches Kupffer-Vesikel identifiziert, das
zilientragende Zellen enthilt (Brummett und Dumont 1978). Im afrikanischen Krallenfrosch
Xenopus laevis finden sich Zilien auf den Zellen des Urdarmdachs, der gastrocoel roof plate. Diese
mesodermale Struktur geht aus dem oberflichlichen Mesoderm durch Involution an der
dorsalen Urmundlippe hervor und bildet die dorsale Begrenzung des Gastrozols, das auch
als Urdarm oder Archenteron bezeichnet wird. Hier liegen Zellen des Mesoderm mit ihrer
Oberfliche frei zur embryonalen Korperhohle hin. Sie werden erst sekundir von
endodermalen Zellen tiberwachsen (Shook et al. 2004). Eine Stérung der Zilienfunktion in
dieser Struktur fithrt zu Heterotaxien (Vick et al. 2009; Walentek et al. 2012). Auch in einigen
Sdugetieren wie bei Mdusen und Kaninchen wurde mit der Identifikation des ventralen
Knotens zilientragendes Gewebe gefunden (Sulik et al. 1994; Essner et al. 2002; Okada et al.
2005; Blum et al. 2007), das bei Stérungen zumindest in der Maus zu Rechts-Links-Defekten
fihrt. Auch in Seeigelembryonen wurden Zilien auf mesodermalen Zellen identifiziert, die
die asymmetrische Noda/-Expression induzieren. In motilen Zilien kommen Motorproteine
vor, die zur Gruppe der Dyneine gezéihlt und hier als axonemale Dyneine bezeichnet werden.
Sie bewirken den gerichteten Schlag der Zilien (Roberts et al. 2013). Diejenigen Dyneine, die
in den Zilien der Rechts-Links-Organisatoren der verschiedenen Spezies vorkommen,

werden Rechts-Links-Dyneine genannt (Essner et al. 2002).

Die Zilien werden entlang der kraniokaudalen Koérperachse Uber den planar cell polarity-
Signalweg am posterioren Pol der einzelnen Zellen positioniert (Antic et al. 2010; Song et al.
2010; Wallingford 2010). Dass es zu einer solchen polaren Verteilung der Zilien kommt,
wurde unter anderem bereits in Seeigelembryonen beschrieben (Boskovski et al. 2013).
Zusitzlich wird anhand der bereits etablierten Korperachsen die Zilienbewegung
ausgerichtet, die hier eher einer Rotation entspricht als dem Zilienschlag der respiratorischen
Epithelien (Hashimoto et al. 2010). Durch ihre Positionierung und die gerichtete Rotation
wird ein Flussigkeitsstrom der extrazelluliren Flissigkeit erzeugt, der zur linken Seite
gerichtet ist (Nonaka et al. 1998; Kramer-Zucker et al. 2005). Eine Umkehr des
Flussigkeitsstroms in der Maus fihrt zur Umkehrung des Organsitus (Nonaka et al. 2002).
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In einer Studie wurde gezeigt, dass zwei rotierende Zilien auf dem ventralen Knoten der

Maus ausreichen, um die Symmetrie zu brechen (Shinohara et al. 2012).

Zu der Frage, wie der gerichtete Flissigkeitsstrom zur einseitigen Expression von Noda/
fuhrt, wurden wiederum verschiedene Theorien entwickelt. Einerseits konnten mit der
Flussigkeit Morphogene wie sonic hedgehog entweder als geloéste Molekile oder aber
gebunden an sogenannte node vesicular parcels zu einer Seite transportiert werden. Dort werden
Signalkaskaden aktiviert, die zur einseitigen Expression von Noda/ fithren (Tanaka et al.
2005). Eine andere Theorie besagt, dass es zur mechanischen Wahrnehmung des
Flussigkeitsstroms kommt. Hierfiir gibt es neben den motilen Zilien eine zweite Population
sensorischer Zilien im ventralen Knoten der Mausembryonen (Tabin und Vogan 2003).
Diese Zilien sind unbeweglich und tragen keine axonemalen Dyneine. Die Auslenkung
solcher Zilien aktiviert eine Signalkaskade, die auf dem Einstrom von Kalziumionen aus dem
Extrazellulirraum basiert (Norris 2012). Auf diesen Zilien befindet sich hierfir der
mechanosensitive Kalziumkanal PKD-2 (Gonzalez-Perrett et al. 2001). Eine Mutation dieses
Rezeptors in Miusen fithrt zur bilateralen Expression von Pitx2 und so zu Isomerien
(McGrath et al. 2003). In Xengpus wurde gezeigt, dass die Expression des Gens Coco als
physiologischem Nodal-Inhibitor als Resultat des gerichteten Flissigkeitsstroms im linken
Seitenplatten-mesoderm herunterreguliert wird und so die verstirkte Expression des Gens
Nodal auf dieser Seite ermdglicht (Schweickert et al. 2010).

Da der Flussigkeitsstrom extrazelluldr stattfindet, wird der zilienbasierte Mechanismus auch
als extrazellulires Modell bezeichnet (Vandenberg und Levin 2010). Dabei tritt der
Flussigkeitsstrom in fortgeschrittenen Gastrulationsstadien der Embryonen auf — in Xenopus
in den Stadien 15 bis 19 nach Faber und Nieuwkoop (Faber und Nieuwkoop 1994). Daher
wird in diesem Zusammenhang auch von einer spiten Symmetriebrechung gesprochen
(Vandenberg und Levin 2013).

Erkrankungen, bei denen Zilien in ihrer Struktur und Funktion geschidigt sind, werden als
Ziliopathien bezeichnet. Dazu zihlen auch die primiren zilidren Dyskinesien, die beim
Menschen als syndromale Erkrankungen vorkommen. Gehen diese mit einem Situs inversus
totalis einher, spricht man vom Kartagener-Sydrom. Betroffene leiden oft unter chronischen
Sinusitiden und Infertilitit. Diese Gruppe von Erkrankungen konnte unter anderem mit
Defekten in Dyneinstrukturen in Zilien assoziiert werden (Afzelius 1976; Zariwala et al. 2007;
Leigh et al. 2009). Die zugrunde liegenden Mutationen kommen unter anderem in den

Dynein-Genen vor und fihren zur Immobilitit der sonst beweglichen Zilien.

Zusammengefasst geht man gemil3 der Zilienstrom-Hypothese vom Vorkommen motiler
Zilien auf den Zellen des Rechts-Links-Organisators aus. Diese fihren durch
Rotationsbewegungen zu einem immer gleichsinnig gerichteten extrazelluliren
Flussigkeitsstrom, der wiederum einseitig die Expression den Gens Noda/ induziert.
Hinweise, die auf die Giltigkeit der Zilienstrom-Hypothese zur Rechts-Links-

Symmetriebrechung hindeuten, stammen aus Fischen, Fréschen und Mausen.
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1.3.2 Die Ionenfluss-Hypothese

Alternativ zur Hypothese der Symmetriebrechung durch bewegliche Zilien wurde die
Ionenfluss-Hypothese formuliert. Die einzelnen Aspekte dieser Theorie wurden bisher
hauptsichlich an Xengpus- und Hithnerembryonen untersucht. Demnach sollen die F-
Molekiile anhand der Orientierung an der dorsoventralen und der kraniokaudalen Achse
bereits wihrend der ersten Furchungsteilungen ausgerichtet werden (Danilchik et al. 2000).
Entlang dieser bisher nicht identifizierten F-Molekiile werden dann mRNA-Molekiile oder
Proteine wie Protonenpumpen und Kaliumkanile gerichtet an eine Seite des Embryos
transportiert (Qiu et al. 2005). Dabei handelt es sich in diesen Entwicklungsstadien noch um
maternale RNA-Molekiile. Gezeigt wurde ein solcher Mechanismus der Verteilung
maternaler RNA zur Etablierung einer Korperachse erstmalig bei Drosophila-Embryonen
(Nisslein-Volhard 1977). Die Aktivitit der asymmetrisch verteilten Ionenpumpen und -
kanile fihrt zu pH- und Depolarisationsgradienten (Levin et al. 2002; Adams et al. 20006;
Morokuma et al. 2008). Entlang solcher Gradienten werden kleine geladene Molekiile
gerichtet auf eine Seite des Embryos transportiert. Der interzelluldre Transport geschieht
dabei am ehesten tber gap junctions (Levin und Mercola 1999; Fukumoto et al. 2005a;
Fukumoto et al. 2005b). Der Offnungszustand dieser Zell-Zell-Verbindungen ist unter
anderem vom pH-Wert der Umgebung abhingig. In Xengpus wurde gezeigt, dass in den
Stadien der Furchungsteilungen der Transport von intrazelluliren Molekilen iber
Zellgrenzen hinweg gerichtet stattfinden kann. Manche Zellen kénnen Molekiile an andere
abgeben, nehmen selbst aber keine auf (Guthrie et al. 1988). Der gerichtete Transport kann
auflerdem durch einen Isolator in eine Richtung verhindert werden (Blum et al. 2014a). Eine
Mutation im humanen Connexin43-Gen beispielsweise, das vor allem an der Bildung der
kardialen gap junctions beteiligt ist, fihrt beim Menschen zu Heterotaxien und Isomerien
(Britz-Cunningham et al. 1995). Als entlang des Spannungsgradienten UGber gap junctions
verteiltes Molekiil kommt am ehesten das biogene Amin Serotonin in Betracht. In Xengpus
kann Serotonin Uber epigenetische Modifikationen die Expression von Noda/ (bzw. dessen
Xenopus-Homolog) auf der rechten Korperseite unterdricken (Carneiro et al. 2011). Dies

konnte also zu einer Nodal-Expression im linken Seitenplattenmesoderm fithren.

Als asymmetrisch verteilte oder agierende Ionenpumpe wurde in Xenopus und Huhn die
H"/K'-ATPase ATP4 beschrieben (Levin et al. 2002). In den adulten Organismen ist diese
wie auch beim Menschen fur die Produktion der Magensidure verantwortlich. Im mehrteiligen
Magen der Hithner ist sie vor allem im sogenannten Drisenmagen, Proventrikulus, aber nicht
im Muskelmagen, Ventrikulus, vorhanden (Scanes 2014). Aullerdem wird sie in den Nieren
von Kaninchen, Miusen und Ratten exprimiert, wo sie an der Regulation des Siure-Basen-
Haushalts mitwirkt (Wingo 1989; Gumz et al. 2009). Im Magen kommt sie insbesondere an
den Parietalzellen der Mukosa vor (Sachs et al. 1976). Eine Mutation der ATP4 fihrt in
Miusen zum Fehlen der Magensidure — einer sogenannten Achlorhydrie — und einer
konsekutiven Eisenmangelanidmie (Spicer et al. 2000; Krieg et al. 2011). Unter Spaltung von

ATP transportiert diese Ionenpumpe ein Proton H" aus der Zelle heraus. Dafir wird ein
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Kaliumion K" aufgenommen. Dieses kann tber Kaliumkanile die Zelle wieder verlassen.
Die Kaliumkanile, die diese Rezirkulation hauptsichlich ermoglichen, sind KCNQ1-
KCNE2 und Kir4.1 (Fujita et al. 2002; Lambrecht et al. 2005). Die ATPase besteht aus zwei
Untereinheiten — a und B. Die a-Untereinheit — ATP4a — ist die katalytisch aktive Einheit.
Sie besteht in verschiedenen Sduger-Spezies aus 1.033 oder 1.034 Aminosiuren, die in ihrer
Sequenz zu 98% homolog sind (Shull und Lingrel 1986; Maeda et al. 1988; Shin et al. 2009).
Zur weit verbreiteten Na*/K"-ATPase ATP1 ist die ATP4 zu etwa 63% homolog (Maeda et
al. 1990). Die B-Untereinheit — ATP4b — spielt vor allem eine Rolle bei dem korrekten
Transport der heterodimeren Ionenpumpe an die apikale Zellmembran der Parietalzellen des
Magens und bei der Stabilisierung der Ionenpumpe (Beggah et al. 1999; Vagin et al. 2004;
Vagin et al. 2005). In Embryonen wurde die ATP4 ebenfalls nachgewiesen. In Xenopus wurde
mittels [n-sitn-Hybridisierung bereits im Zweizellstadium eine asymmetrische Verteilung der
maternalen ATP4a-mRNA beschrieben (Levin et al. 2002).

Da sich alle Prozesse, die unter der lonenfluss-Hypothese zusammengefasst werden,
intrazelluldr abspielen, spricht man in diesem Zusammenhang vom intrazelluliren Modell
zur Rechts-Links-Symmetriebrechung (Vandenberg und Levin 2013). Aullerdem finden
diese Prozesse sehr frith wahrend der Entwicklung statt, sodass dieses Modell auch als frihes
Modell zur Rechts-Links-Symmetriebrechung bezeichnet wird (Vandenberg und Levin
2010).

Pharmakologische Inhibitoren der H'/K"-ATPase des Magens sind aus der modernen
Medizin nicht mehr wegzudenken. Sie sind heutzutage als ,,Sdureblocker* die erste Wahl zur
medikamentdsen Behandlung von Magengeschwiiren und der gastrodsophagealen
Refluxkrankheit (Herold 2015). Es handelt sich bei diesen Protonenpumpeninhibitoren um
Wirkstoffe wie Omeprazol oder Pantoprazol. Chemisch betrachtet geh6ren diese Substanzen
zu den Benzimidazolen (Fellenius et al. 1981; Wallmark et al. 1983). Ein weiterer — klinisch
aufgrund von Leberwerterh6hungen nicht angewendeter Protonenpumpeninhibitor (Sugano
2018) — ist das Imidazopyridin 2-Methyl-8-[Phenylmethoxy] Imidazo-(1,2a) Pyridin 3-
Acetonitril — oder kurz SCH28080 (Keeling et al. 1988). Anders als die Benzimidazole wirkt
SCH28080 unabhingig vom umgebenden pH-Wert auf die Protonenpumpe inhibitorisch
(Lorentzon et al. 1987; Sachs et al. 2007). Solche Protonenpumpeninhibitoren wurden neben
vielen weiteren Substanzen in einer groB3en Versuchsreihe an Xengpus-Embryonen bei der
Suche nach Pharmaka eingesetzt, die zu Defekten der Lateralisierung fithren. Dabei haben
Embryonen, die mit den Wirkstoffen Lansoprazol, Omeprazol und SCH28080 behandelt
wurden, Heterotaxien des Herzens, der Gallenblase und des Magens gezeigt (Levin et al.
2002). In der zu den Chordaten gehérenden Seescheide Ciona intestinalis fihrt die Behandlung
mit Omeprazol zu einer beidseitigen Expression von Pix2 (Shimeld und Levin 2006). In
Seeigeln fuhrt eine Behandlung mit Omeprazol zu einer Randomisierung der Nodal-
Expression (Bessodes et al. 2012). Unter den Wirbeltieren konnte ein Effekt der Behandlung
sowohl fiir Omeprazol als auch fir SCH28080 in Zebrafischembryonen gezeigt werden. Die
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Behandlung fithrte zu einer umgekehrten Herzschleifenbildung und zu einer rechtsseitigen

Expression von Pizx2 in fast der Hilfte der behandelten Embryonen (Kawakami et al. 2005).

Zusammenfassend geht man bei der Ionenfluss-Hypothese von einer frithen
asymmetrischen  Verteilung der Ionenpumpe ATP4 aus. Diese fihrt dber
Membrandepolarisationsgradienten zu einer asymmetrischen Verteilung kleiner, geladener
Molekiile, die am ehesten tiber epigenetische Faktoren zur einseitigen Expression von Nodal/

fihren. Hinweise fir die Ionenfluss-Hypothese stammen bisher vor allem aus Xengpus.

1.4  Symmetriebrechung in Hithnerembryonen

Auch in Hithnerembryonen wird Noda/ in den frithen Somitenstadien im linken
Seiteplattenmesoderm exprimiert (Levin et al. 1995). Allerdings stellen Hithnerembryonen
beztiglich ihrer Mechanismen zur Symmetriebrechung eine Ausnahme dar (Blum et al
2014b). So wurde ein Aquivalent zu den Zilien-tragenden Regionen anderer Organismen wie
dem ventralen Knoten der Maus, der gastrocoel roof plate von Xenopus oder dem Kupffer-
Vesikel des Zebrafischs vergeblich gesucht. Zwar wurden Zilien in der Region des Hensen-
Knotens des Huhn beschrieben (Essner et al. 2002), allerdings sind diese auf dem Endoderm
lokalisiert (Gros et al. 2009). Die Zilien, die fir die Rechts-Links-Symmetriebrechung in der
Maus, in Xenopus und im Zebrafisch verantwortlich gemacht werden, sind auf mesodermalen
Zellen lokalisiert. Die im Huhn gefundenen Zilien befinden sich dagegen auf sehr breiten
flachen Zellen und sind zudem sehr kurz. Daher wird davon ausgegangen, dass diese nicht
fir die Etablierung eines gerichteten Flussigkeitsstroms ausreichen (Minner 2001). Die
Chorda dorsalis und der Hensen-Knoten des Huhns sind ventral vollstindig von Endoderm
bedeckt. Die Chorda dorsalis wird anders als in der Maus nicht in das Endoderm integriert.
Dadurch gibt es keinen Raum fir einen extrazelluliren Flissigkeitsstrom. Zudem wurden
keine motilen Zilien an der entscheidenden Stelle nachgewiesen (Manner 2001). Zwischen
der Chorda dorsalis und dem Hypoblast liegt zusatzlich mit dem subchordalen Mesoderm eine
weitere Zellschicht, die einen gerichteten Flussigkeitsstrom verhindert (Tsikolia et al. 2012;
Otto et al. 2014; Schréder 2017). In Talpid-Hihnern (Davey et al. 2000), die aufgrund einer
Mutation keine primiren Zilien bilden, wurden dartiber hinaus keine Rechts-Links-Defekte
beschrieben (Stephen et al. 2014). Ein Knockout des Tajpid-Gens in der Maus fihrt hingegen
zur Ausbildung von Rechts-Links-Defekten (Bangs et al. 2011).

Eine weitere Spezies, in deren Embryonen bisher keine Zilien im Rechts-Links-Organisator
nachgewiesen wurden, ist das Schwein. Auch hier wird die Chorda dorsalis nicht in das
Endoderm integriert, sodass sie ventral vollstindig von dieser Zellschicht bedeckt bleibt
(Gros et al. 2009).

Im Gegensatz zu Embryonen vieler anderer Organismen zeigt der Hensen-Knoten des
Huhns bereits sehr frith kurz nach seiner Bildung eine asymmetrische Morphologie. Diese
friihe morphologische Asymmetrie wurde auch in Embryonen des phylogenetisch ilteren

Emus beschrieben (Nagai et al. 2011). Daher wird davon ausgegangen, dass es sich hierbei
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um ein generelles Phinomen der Vogelembryonen handelt. Aullerdem wurde eine
asymmetrische Knoten-Morphologie auch in Embryonen des Weil3biischelaffen Calithrix
Jacchus gefunden (Rulle et al. 2018).

1.4.1 Friithe morphologische Asymmetrien

Hithnerembryonen weisen bereits sehr frith eine morphologische Asymmetrie auf (Rabl
1897; Wetzel 1929; Dathe et al. 2002; Cooke 2004; Tsikolia et al. 2012). Anders als in den
meisten untersuchten Wirbeltierembryonen ist es nicht das Herz, das die erste asymmetrische
Morphologie ausweist, sondern der Hensen-Knoten selbst (s. 1.2). Diese Asymmetrie wird
nach bisherigem Wissensstand noch vor der frithesten bekannten asymmetrischen
Genexpression etabliert (Dathe et al. 2002; Tsikolia et al. 2012). Der Knoten des Huhns ldsst
sich in zwei Dominen unterteilen: die rechte und die linke Knotenschulter (s. 1.2). Die rechte
Knotenschulter kann in (rasterelektronen-) mikroskopischen Aufnahmen an einer dorsalen
Wolbung erkannt werden. Aulerdem entstehen im Huhn weitere axiale Strukturen aus dem
bereits asymmetrischen Knoten auf asymmetrische Art und Weise. Die Chorda dorsalis geht
aus der rechten Knotenschulter hervor, wihrend die linke Knotenschulter die zukinftige
Bodenplatte des Neuralrohrs bildet (Otto et al. 2014; Kremnyov et al. 2018).

Die morphologische Asymmetrie des Knotens kann nicht nur in Ubersichtsaufnahmen der
Embryonen gefunden werden (Abb. 1), sondern auch in histologischen Schnitten (Dathe et
al. 2002; Tsikolia et al. 2012; Otto et al. 2014). Ab Stadium HH 5- wird die rechte
Kotenschulter bei transversaler Schnittfithrung in weiter anterior liegenden Schnitten
sichtbar. Der Anschnitt der linken Knotenschulter beginnt erst weiter posterior. Die rechte
Schulter wolbt sich nach dorsal und zeigt eine groBere dorsoventrale Ausdehnung als die
linke Schulter. In schrigen Semidinnschnitten von Huhnerembryonen aus dem
Knotenbereich wurden Knotenabschnitte miteinander verglichen, die in Stadium HH 4+
noch nebeneinander lagen (Carpaij 2014). Die weiter anterior liegende rechte Knotenschulter
zeigt in dieser Schnittfithrung eine deutliche dorsale Wélbung, die auf der linken Seite
vollstindig fehlt (Abb. 2C/D). Diese Vorwoélbung des Ektoderm kommt am ehesten durch
eine Verdickung des darunter liegenden Mesoderm zustande. Hier wichst axiales Mesoderm
aus, das seinen Ursprung in der rechten Knotenschulter nimmt. Die linke Knotenschulter
bleibt an der Oberfliche und die Zellen werden zur zukiinftigen Bodenplatte des Neuralrohrs
(Otto et al. 2014). Unter der linken Knotenschulter ist das Mesoderm in seiner

dorsoventralen Ausdehnung diinner als auf der rechten Seite. (Abb. 2).

In den Semidinnschnitten fallen besondere extrazellulire Riume im Knotenbereich und im
knotennahen auswachsenden axialen Mesoderm auf. Diese Riume enthalten eine Matrix, die
weniger stark gefirbt ist als die umgebenden zelluliren Bestandteile. Sie wurden bisher als
intraepitheliale Riume gedeutet und entsprechend als zntraepithelial spaces bezeichnet (Carpaij
2014).



1 Einleitung 16

Abb. 2: Knotenasymmetrie in Semidiinnschnitten. Semidiinnschnitte eines Embryos in
Stadium HH 5 in schriger Schnittfiihrung. Der Maf3stabsbalken gibt eine Linge von 50 um
an. Die gekreuzten Pfeile geben die Orientierung im Embryo an: d: dorsal, v: ventral, I: links,
r: rechts (Abbildung verindert nach Pieper et al. 2019; die Verwendung erfolgt mit
freundlicher Genehmigung des John Whiley and Sons Verlags).

1.4.2 Frithe molekulare Asymmetrien

Wie in vielen bisher untersuchten Spezies innerhalb der Bilateria, ist auch in
Hithnerembryonen Noda/ asymmetrisch im linken Seitenplattenmesoderm exprimiert.
Allerdings gibt es anders als in den meistens anderen Spezies auch frither wihrend der

Entwicklung bereits molekulare Unterschiede entlang der Rechts-Links-Korperachse. So
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wird Nodal selbst bereits in Stadium HH 5 in einem Bereich neben dem Hensen-Knoten,
einer paranodalen Domine, asymmetrisch exprimiert (Tsikolia et al. 2012). Aullerdem
wurden bereits ab Stadium HH 4+ bei der Untersuchung der Gene FGFS und shh
asymmetrische Expressionsmuster gefunden. FGF8 ist im Primitivstreifen exprimiert, wobei
die Expression auf der rechten Seite bis weiter nach vorne reicht (Levin et al. 2002). sh) wird
in der Mittellinie anterior des Knotens und in der linken Knotenschulter exprimiert (Levin
et al. 1995; Otto et al. 2014).

Die molekularen Bestandteile, auf denen die Zilienstrom-Hypothese zur Rechts-Links-
Symmetriebrechung beruht, sind in Hithnerembryonen bisher lediglich unvollstindig
untersucht worden. Bislang wurde die Expression eines Rechss-Links-Dyneins im Huhn
beschrieben (Essner et al. 2002). Die Expression des Mastergens fiir motile Zilien Foxy7, das
in Xenopus und Maus die Expression des Rechts-Links-Dyneins induziert (Stubbs et al. 2008),
wurde in Hithnerembryonen bisher nicht untersucht (Blum et al. 2014b). Eine Mutation in
beiden Genen fihrt in der Maus und in Xengpus zu Defekten bei der Rechts-Links-
Differenzierung (Supp et al. 1997; Zhang et al. 2004).

Bei einer Untersuchung zum ATP4-basierten Mechanismus (Ionenfluss-Hypothese, s. 1.3.2)
der Rechts-Links-Symmetriebrechung im Huhn wurde vermeintlich die mRNA sowohl fiir
die a- als auch fir die 3-Untereinheit der Protonenpumpe gefirbt. Dabei zeigte sich eine
symmetrische Firbung im Primitivstreifen noch bevor die Bildung der Chorda dorsalis beginnt
(Levin et al. 2002). Allerdings ist die angegebene Sequenz in der Originalarbeit eher einer
Na+/K+-ATPase zuzuordnen als der H+/K+-ATPase ATP4. Es liegen also zur
Expression der a-Untereinheit der ATP4 bisher keine Daten aus Hithnerembryonen vor. Die
Expressionsdaten aus Xenopus wurden bereits reevaluiert und das gefundene asymmetrische
Muster in den frihen Furchungsstadien konnte nicht bestatigt werden (Walentek et al. 2012).
Die Unterdrickungsexperimente mit Protonenpumpeninhibitoren, die in Xengpus zu
Heterotaxien gefiihrt haben, fihrten bei etwa 14% der behandelten Hihnerembryonen zu
einer Verlagerung der Herzschleife zur linken Seite. Bei diesen Experimenten wurden die
Inhibitoren Omeprazol und SCH28080 entweder durch eine direkte Injektion in das Eiweil,
also 7n ovo, appliziert oder die Embryonen wurden in einer einfachen Filterkultur behandelt
(Chapman et al. 2001). Bei diesen experimentellen Embryonen zeigte sich teilweise eine
beidseitige Expression der Gene Noda/und Pifx2 im Seitenplattenmesoderm. Zudem wurden
Farbungen mit dem Fluoreszenzfarbstoff DiBAC4(3) an Hihnerembryonen durchgefiihrt,
mit denen die Depolarisation der Zellmembranen in Geweben visualisiert werden kénnen.
Hierbei zeigte sich ein asymmetrisches Depolarisationsmuster mit einer stirkeren
Depolarisation links neben dem Hensen-Knoten in den Stadien HH 3 bis HH 4. Dieses
Muster wurde auf die Aktivitdit der H+/K+-ATPase zurtckgefiihrt, da sich nach der
Applikation eines Protonenpumpeninhibitors ein symmetrisches Depolarisationsmuster

zeigte (Levin et al. 2002).
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1.4.3 Asymmetrische Zellbewegungen

In Hihnerembryonen wurde ein Prozess gefunden, der alternativ zur Zilienstrom- oder
Ionenfluss-Hypothese als Grundlage fiir die Symmetriebrechung dienen koénnte. Es wurden
asymmetrische Zellbewegungen des Epiblast unmittelbar vor dem Hensen-Knoten
nachgewiesen. Dabei wandern in Stadium HH 4 einige Zellen von der rechten auf die linke
Seite iiber die Mittellinie hinweg (Gros et al. 2009). Als molekulare Grundlage fiir solche
gerichteten Zellbewegungen kommen am ehesten Zell-Adhidsionsmolekiile in Betracht.
Zunichst wurde N-Cadherin als mégliches beteiligtes Molekutl angenommen. Dieses wird
insbesondere in Geweben exprimiert, in denen Zellen voneinander separiert werden. Bei
solchen Geweben handelt es sich unter anderem um den Primitivstreifen, das
Neuroektoderm und die Linsenplakode (Hatta und Takeichi 1986). In Hithnerembryonen
wurde die Expression des Gens N-Cadberin im Primitivstreifen gefunden (Garcia-Castro et
al. 2000). Die Expression auf mRNA-Ebene ist ab Stadium HH 4+ als asymmetrisch auf der
rechten Seite des Knotens beschrieben (Mendes et al. 2014). Eine Inhibition der durch N-
Cadherin gebildeten Zell-Zell-Kontakte mit einem Antikorper gegen N-Cadherin resultiert
bei Embryonen, die in Stadium HH 4 in New-Kultur (s. 2.1.2.2) behandelt wurden, zur
Randomisierung des Herzschleifenbildung (Garcia—Castro et al. 2000). Spatere Inhibitions-
experimente haben gezeigt, dass N-Cadherin nicht die gerichtete Bewegung initiiert. Eine
Blockierung des N-Cadherins fihrt dazu, dass die Zellen linger um den Knoten herum
wandern. Daher wird davon ausgegangen, dass N-Cadherin an der Beendigung der
Zellbewegungen beteiligt ist (Mendes et al. 2014). Diese Zellbewegungen resultieren in der
Drehung des Knotens zur linken Seite, die zu einer asymmetrischen Expression der Gene
shh und Fibroblast growth factor 8§ (FGES) tihrt. FGF8 wurde als Molekil identifiziert, das
Zellen nicht anzieht, sondern eher zuriicktreibt. FGF4 hingegen wirkt auf Zellen anziehend
(Yang et al. 2002). Embryonen, die mit Rho-Inhibitoren oder dem MyosinlI-Inhibitor
Blebbistatin zur Unterdriickung der Zellebewegungen behandelt wurden, zeigen eine eher
symmetrische und nach anterior verlingerte Knotenmorphologie (Gros et al. 2009).
Interessanterweise besteht eine Verbindung zwischen der Ionenfluss-Hypothese und N-
Cadherin. In Embryonen, die in Stadium HH 4 mit Omeprazol behandelt wurden, wird N-
Cadherin in Stadium HH 5 anders als in unbehandelten Embryonen symmetrisch exprimiert
(Mendes et al. 2014).

In diesem Modell zur gerichteten Zellbewegung als Grundlage fiir die Symmetriebrechung
bleibt allerdings unklar, wieso genau die Zellen ihre Migration gerichtet vollziehen. Auch
dafir kénnten F-Molekiile verantwortlich sein (Brown und Wolpert 1990). Eine weitere
Quelle fir die Richtungsinformation koénnte das umliegende Gewebe um den Knoten
darstellen. So fiihrt eine autologe Transplantation des Knotens in umgedrehter Orientierung
in Stadium HH 4 zur normalen Expression von Noda/ auf der linken Seite. Das gleiche
Experiment an Embryonen in den Stadium HH 5 und HH 5+ fthrt zur beidseitigen
beziehungsweise rechtsseitigen Nodal-Expression (Pagan-Westphal und Tabin 1998).
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Ein Mechanismus zu gerichteten Zellbewegungen wurde auch in Drosophila-Embryonen
gefunden. Hier kommt es zur asymmetrischen Interkalation von Zellen, die zur

asymmetrischen Morphogenese der Genitalorgane der Fliegen fithren (Sato et al. 2015).
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1.5 Ziele dieser Arbeit

Der gegenwirtige Forschungsstand zur Rechts-Links-Differenzierung des Huhns bietet in
den drei folgenden Feldern Untersuchungslicken oder Widerspriiche, zu denen in der

vorliegenden Arbeit klirende Befunde erhoben werden sollen:

1) Da beim Huhn nach rotationsfihigen Zilien bisher nur an den auflen liegenden
Zelloberflichen des frithen Embryos gesucht wurde, ist die Frage bisher unbeantwortet, ob
an inneren Oberflichen wie beispielsweise den intraepithelialen Raumen Zilien vorkommen.
Dabher soll der Hensen-Knoten licht- und elektronenmikroskopisch untersucht werden.
Weitere Hinweise auf das eventuelle Vorkommen motiler Zilien sollen durch die

Expressionsanalyse von Foxy7 und Rechts-Links-Dynein gesammelt werden.

2) Da die ATPase-abhingige Ionenfluss-Hypothese durch erneute Expressionsanalyse der
ATP4 in Xenopus und dem dabei gefundenen symmetrischen Expressionsmuster infrage
gestellt wurde und aullerdem bei der Expressionsanalyse im Huhn eine Sonde fiir eine
Na'/K"-ATPase verwendet wurde, soll hier eine Sonde fiir die H+/K+-ATPase hergestellt
und die Expression im Huhn neu untersucht werden. Aullerdem sollen die
Membrandepolarisationsmuster Uberprift werden. SchliefSlich soll auch die Nodal-
Expression nach pharmakologischer ATP4-Unterdriickung in kultivierten Embryonen

reevaluiert werden.

3) Da in Xengpus die Foxjl-gesteuerte Zilienbildung vom Ionentransporter ATP4 abhingig
sein soll und an diesem Regulationsmechanismus auch der Wnt-Signalweg beteiligt sein soll,
soll —unter der Annahme, dass Foxj1 beim Huhn eine verkappte Zilienbildung antreibt — die
Foxy1-Expression nach pharmakologischer Unterdriickung der ATP4 untersucht werden.
AuBlerdem soll die Noda/-Expression nach Unterdrickung des Wnt-Signalwegs untersucht

werden.
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2 Methoden

Alle Laborarbeiten wurden in der Abteilung Anatomie und Embryologie der
Universititsmedizin Gottingen durchgefihrt. Da im Rahmen dieser Arbeit nicht mit
humanem Material gearbeitet wurde, war kein Ethikvotum der Ethikkommission nétig. Ein
entsprechender Bescheid ist unter der Antragsnummer DOC_216_2015 zu finden.
Aullerdem wurden im Rahmen dieser Arbeit keine genehmigungspflichtigen Tierversuche
durchgefiihrt, sodass kein Tierversuchsantrag gestellt wurde. Die Arbeit mit den
gentechnisch  verinderten Organismen erfolgte nach den Bestimmungen des
Gentechnikgesetzes (GenT'G vom 20.06.1990) unter S1-Bedingungen.

Listen der verwendeten Gerite, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Reagenzien
befinden sich im Anhang (s. 6.1).

2.1 Embryologische Methoden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Fier der Haushuhnrassen (Gallus gallus
domesticus) White leghorn und Vorwerk verwendet. AuBlerdem wurden Eier transgener
Hihner, deren Zellmembranen durch Insertion des green fluorescent protein (GFP)-Gens griin
fluoreszieren (Rozbicki et al. 2015), aus GroBbritannien (Roslin institute, Prof. Helen Sang)
tur die Lave-imaging-Untersuchungen importiert. Die Inkubation der Eier bis zum benétigten
Entwicklungsstadium erfolgte entsprechend der benétigten Entwicklungsstadien fiir 8 —24 h
(fir die Stadien 3 bis 5) oder fur 7 Tage (Stadium 32) in einem handelsiiblichen Inkubator
(Modell 400, Brutmaschinen-Janeschitz, Hammelburg) bei 38°C in feuchter Atmosphire.
Die grobe Stadienbestimmung der Embryonen erfolgte nach Hamburger und Hamilton
(1951), eine genauere Einteilung wurde gemil3 Selleck und Stern (1991) und Tsikolia et al.
(2012) vorgenommen. Die Bestimmung des Entwicklungsstadiums erfolgte vor allem

anhand von morphologischen Gesichtspunkten (s. 1.2).

2.1.1 Explantation von Hithnerembryonen

Zur Gewinnung von Hihnerembryonen, beispielsweise zur Expressionsanalyse
verschiedener Gene, wurden die inkubierten Eier zundchst am stumpfen Ende mit einer
Kaniile angestochen, sodass das Eigelb mit dem Embryo absank. Dadurch wurde eine
Verletzung der Dottermembran beim anschlieBenden Eréffnen des Eis verhindert. Das
Eiweil3 wurde weitestgehend abgegossen und das Eigelb in eine Schale mit Locke’scher
Losung tiberfithrt. Der Dotter wurde so ausgerichtet, dass der Embryo oben zu liegen kam.
Eiweilreste an der Dottermembran iiber dem Embryo wurden vorsichtig mit einer Spritze
abgesaugt. Die Dottermembran wurde um den Embryo herum eingeschnitten, sodass dieser
gemeinsam mit der Dottermembran mithilfe zweier feiner Pinzetten abgezogen werden
konnte. Der Embryo wurde anschlieBend zusammen mit der Dottermembran umgedreht

und mithilfe eines Uhrglases in eine Schale mit Locke’scher Losung Gibertragen. Dort wurden



2 Methoden 22

Dotterreste mit einer Pipette behutsam abgesptlt und die Keimscheibe von der
Dottermembran gelost. Alle Arbeitsschritte erfolgten mit sterilem Glasgut, autoklavierten

Losungen und alkoholdesinfiziertem Besteck (Voiculescu et al. 2008; Sydow et al. 2017).

Locke’sche Losung:  152,4483 mM NaCl
5,6406 mM KCI
2,1357 mM CaCl,

in Aguna bidest., autoklavieren

2.1.2 Kultivierung von Hithnerembryonen

Zur Beobachtung der Embryonen und zur Behandlung mit verschiedenen Wirkstoffen
wurden diese in Kultur genommen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene
Kulturmethoden verwendet. Zur pharmakologischen Inhibition der Embryonen und fiir die
Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid)Trimethine Oxonol (DiBAC4(3))-Experimente wurde eine
Spannungsring-Methode (s. 2.1.2.1) verwendet. Zum /lpe-imaging wurden New-Kulturen
(s. 2.1.2.2) angelegt.

2.1.2.1 Spannungsring-Kultur

Fir die Spannungsring-Kultur (Seidl 1977; Sydow et al. 2017) wurden die Eier zunichst
ahnlich wie unter 2.1.1 beschrieben pripariert. Allerdings wurde vor dem Eroffnen des Eis
mithilfe einer Spritze dinnflissiges Eiweil} direkt aus dem Ei abgesaugt und aufbewahrt.
Nach dem Uberfiihren des Dotters in eine Schale mit Locke’scher Lésung wurden
Eiweilreste sorgfiltig mithilfe einer Spritze von der Dottermembran entfernt. Die
Dottermembran wurde etwa auf Hohe des Dotterdquators zirkuldr eingeschnitten, sodass
ein moglichst groBles Stiick der Dottermembran, das den Embryo in seiner Mitte trigt,
gewonnen werden konnte. Das Stiick Dottermembran wurde umgedreht und mit wenig
Flussigkeit auf ein Uhrglas tibertragen. Fir die Kultur wurden Kulturschalen aus schwarz
eloxiertem Aluminium mit einer mittigen, ebenen Erhebung von der GréB3e eines mittleren
Durchmessers eines Eidotters verwendet. Die Kulturschale ist mit einer Bohrung versehen,
die eine Verbindung zwischen der Erhebung und der Aulenwand fiir die Applikation von
Eiweil3 schafft (Abb. 3). In diese Bohrung wurde die Spritze eingefiihrt und der Kanal vor
dem Aufbringen des Embryos entliiftet. Zusitzlich wurde die Erhebung mit Eiweil3 bedeckt.
Die Spritze mit dem Eiweil3 verblieb zunichst an der Kulturschale. AnschlieBend wurde die
Dottermembran mit dem Embryo in ihrer Mitte und dessen Hypoblastseite nach oben von
der Uhrglasschale auf die Erhebung tibertragen. Danach wurde tberschissige Flissigkeit
von der Dottermembran und aus dem Randwall mit einer weiteren Spritze entfernt.
AnschlieBend wurde die Dottermembran so iiber den Rand der Erhebung gezogen, dass der
Embryo mittig zu liegen kam und mit einem passgenauen, den Rand der Erhebung knapp
umfassenden Ring (Abb. 3B), fixiert. Durch den Eiwei3kanal wurde darauthin zwischen
Erhebung und Dottermembran so viel Eiweil3 gegeben, dass sich die Dottermembran unter

leichter Spannung hochwélbte (Abb. 3C). Die seitliche Offnung der Bohrung wurde nach
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Entfernen der Spritze mit einem passgenauen Verschluss permanent verschlossen.
AnschlieBend wurden unter Lupenvergro3erung vorsichtig Dotterreste mit Locke’scher
Losung von der Keimscheibe abgespiilt und das Stadium des Embryos bestimmt. Die
Kulturschalen wurden in einer feuchten Kammer mit sterilem destilliertem Wasser zunichst

bis zum Beginn der Experimente bei 38°C inkubiert.

Abb. 3: Kulturschale aus Aluminium mit Spannungsring. (A) Basis mit zentraler ebener
Erhebung und exzentrischer waagerechter Offnung des EiweiBkanals auf der Erhebung und
senkrechter Offnung an der AuBenwand der Kulturschale. (B) Aluminium-Ring, der mit
geringem Spiel Giber den Rand der Erhebung passt. (C) Kulturbereiter Embryo im Stadium
HH 9 auf invertierter, mit dem Spannungsring fixierter Dottermembran unter optimaler
Spannung und nach permanentem Verschluss der seitlichen Eiwei3kanal6ffnung (Abbildung
verindert nach Sydow et al. 2017; die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung
des Springer Nature Verlags).

Eine Abwandlung der Kulturschale mit einer grof3en zentralen Bohrung durch die Erhebung
und anschlieBender Einpassung eines Deckglases zur Durchlichtmikroskopie wurde fir

Embryonen verwendet, die in der Kultur mikroskopiert werden sollten (Abb. 4).



2 Methoden 24

Abb. 4: Durchlicht-Kulturschale. (A) Basis mit grof3er zentraler Bohrung im Podest mit
eingeklebtem Deckglas. Der Eiwei3kanal ist links sichtbar, die rechte Bohrung dient der
Beliftung des Raums unter dem Deckglas. (B) Passgenauer Ring (verandert nach Sydow et
al. 2017; die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Springer Nature
Verlags).

2.1.2.2 New-Kultur

Die New-Kultur (New 1955) wurde fir das /Zve-zmaging von Membran-GFP-transgenen
Hithnern (Rozbicki et al. 2015) verwendet. Hierzu wurde nach der Gewinnung des Dotters
die Dottermembran unterhalb des Aquators eingeschnitten. AnschlieBend wurde der
Embryo mit der Hypoblastseite nach oben auf ein Uhrglas Gbertragen. Hier wurde die
Dottermembran ausgebreitet und ein Glasring (Durchmesser 2,1 cm) aufgesetzt. Unter einer
Stereolupe wurde die Dottermembran rundherum von aullen tber den Ring gezogen und
der Embryo dabei mittig im Ring platziert. Mit einer feinen, stumpfen Glaspipette mit
Locke’scher Losung wurden Dotterreste vorsichtig von der Dottermembran gespiilt. In eine
Glasbodenschale oder eine kleine Plastikschale wurde etwas vom auch hier zuvor
entnommenen Hiweil3 gegeben. Der Ring mit der aufgespannten Dottermembran und der
Keimscheibe wurde von dem Uhrglas abgeschoben und luftblasenfrei auf das Eiweil3
aufgesetzt. Dabei sollte die Dottermembran etwas unter Spannung stehen, sodass sich der
Embryo leicht nach oben wélbt. Auch diese Kulturen wurden in einer feuchten Kammer bei
38°C inkubiert.

2.1.3 Behandlung kultivierter Embryonen

Zur pharmakologischen Unterdriickung verschiedener Signalkaskaden und zur
Visualisierung von Membrandepolarisationsmustern mit dem Farbstoff DIBAC4(3) wurden
die Embryonen in Kultur mit unterschiedlichen Lésungen behandelt. Dazu wurde ein
Applikationsvolumen von 10 ul vorsichtig auf den Embryo getropft. Die pharmakologische
Behandlung wurde bei allen Experimenten nach 2 h wiederholt. Die Lésungen verblieben
auf den Embryonen, bis sie jeweils das gewiinschte Stadium erreicht hatten. AnschlieBend
wurden die Embryonen aus der Kultur ausgeschnitten, die Keimscheiben in Locke’scher

Lésung von der Dottermembran abgelost und in Paraformaldehyd (PFA) fixiert (s. 2.1.5).
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Von der Substanz SCH28080 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurden 10 mg in 1,2 ml
Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6st, sodass sich eine Konzentration von 30 mM ergab. Diese
Losung wurde entweder 1:150 oder 1:75 in phosphate-buffered saline (PBS) verdiinnt, um eine
Endkonzentration von entweder 200 uM oder 400 uM zu erhalten.

Fir die Substanzen LGK-974 (Selleckchem, Minchen) und Wnt-5C9 (Cellagen Technology,
San Diego, USA) wurden mit DMSO Losungen zu jeweils 10 mM hergestellt, aus denen
durch 1:200-Verdinnung in PBS dann Losungen zu 50 uM hergestellt wurden.

Cyclopamin (Tocris, Bristol, UK) wurde zu einer Konzentration von 5 mM in 100% Ethanol

gelost und in PBS weiter zu 10 uM Losung verdiinnt.

DiBAC4(3) (Biotium, Fremont, USA) wurde in DMSO zu einer Konzentration von

1,25 mg/ml gelést und zur Verwendung mit PBS auf eine Konzentration von 10 ng/ul

verdinnt.

PBS: 10 mM KH,PO,
0,1 M Na,HPO;,
1,37 M NaCl
27 mM KCl

in DEPC-Agua bidest., pH-Wert auf 7,4 einstellen, dann autoklavieren

DEPC-Wasser:1000 ul Diethylpyrocarbonat (DEPC)
1000 ml Agua bidest.

2 h bei RT inkubieren, dann autoklavieren

2.1.4 Membrandepolarisationsmessungen mit dem Fluoreszenzfarbstoff
DiBAC4(3)

DiBAC4(3) ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der in Abhingigkeit von der Depolarisation der
Plasmamembran innere Zellmembranen farbt. Da es sich um einen linearen Zusammenhang
zwischen der Hohe der Depolarisation und der aufgenommenen Menge des Fluorophors
handelt, kann die Fluoreszenz als direktes Mal3 fir die Héhe der Depolarisation verwendet
werden (Epps et al. 1994). 20 pl der DiBAC4(3)-Losung (s. 2.1.3) wurde auf Embryonen der
Stadien HH 3+ bis HH 4+ in Durchlicht-Kulturen aufgetropft. Nach der Applikation
erfolgte eine Inkubation fir 30 min bei 38°C. Vor dem Mikroskopieren wurde die
DiBAC4(3)-Losung mit Locke’scher Losung abgespilt. Auf Kontrollembryonen wurden
20 pl einer 1:125 DMSO-Lésung in PBS aufgetropft. Die Aufnahmen der Embryonen
erfolgten mit dem Mikroskop Axioplan2 (Carl Zeiss, Oberkochen) als Auflicht- und als
Durchlichtaufnahmen. Die Aufnahmen wurden visuell ausgewertet und in drei Gruppen

untereilt: (1) linksseitig stirkere, (2) symmetrische und (3) rechtsseitig stirkere Fluoreszenz.


http://dshb.biology.uiowa.edu/9BA12
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2.1.5 Fixierung und Lagerung der Keimscheiben

Zur Fixierung der Keimscheiben wurden diese in 4% PFA in PBS oder in 1,5%
Glutaraldehyd in PBS fiir 1 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und anschlieBend in PBS
tbertragen. Embryonen, die zunichst in Kultur gehalten wurden, wurden durch das
Auftropfen von ca. 20 ul PFA-Losung kurz vor dem Herausschneiden und anschlieBendem
Ablosen von der Dottermembran vorfixiert und danach fir 1 h in 4% PFA nachfixiert.
Danach wurden die Keimscheiben in PBS tbertragen und rechteckig zurechtgeschnitten.
Zur Orientierung im weiteren Verlauf wurde an allen Keimscheiben auf der rechten Seite
des Embryos am anterioren Ende der Keimscheibe die Ecke des extraembryonalen Gewebes
abgeschnitten. Zur Dokumentation wurden alle Keimscheiben mithilfe der Stereolupe Stemi
SV 11 (Carl Zeiss, Oberkochen) fotografiert und anschlieBend das Stadium bestimmt (s. 2.1).
Fir Immunfirbungen wurden die Keimscheiben bis zu ihrer Verwendung in PBS bei 4°C
gelagert. Embryonen fir die In-sitn-Hybridisierung wurden in einer aufsteigenden
Ethanolreihe bei 25%, 50%, 75% und 100% Ethanol in Diethyldicarbonat-Wasser (DEPC-
Wasser) auf Eis fur jeweils 5-10 min entwissert. Die Lagerung erfolgte in 100% Ethanol bei
-20°C.

4% PFA: 4% Paraformaldehyd
in PBS

1,5% Glutaraldehyd: 1,5% Glutaraldehyd
in PBS

2.2 Molekularbiologische Methoden

Die hier verwendeten molekularbiologischen Methoden dienen innerhalb der vorliegenden
Arbeit der Herstellung von cRNA-Sonden zur Verwendung in der In-sitn-Hybridisierung,.
Die Sonden sind Polynukleotide, die durch Anlagerung an komplementire Polynukleotide
und anschlieBende Farbreaktion spezifisch deren Vorkommen nachweisen konnen. Die
verwendeten Sonden wurden anhand von bekannten Sequenzen kloniert, von denen einige
freundlicherweise von anderen Laboren zur Verfugung gestellt worden waren (s. Tabelle im
Anhang unter 6.1.9). Im Folgenden werden die einzelnen Schritte zur Herstellung von
cRNA-Sonden beschrieben

Alle entstandenen Abfille und Kulturreste wurden gemil3 den Bestimmungen zu Arbeiten

mit gentechnisch verinderten Organismen vor der Entsorgung autoklaviert.

2.2.1 Gewinnung von RNA aus Gewebe

Zur Gewinnung von RNA wurde das RNeasy Plus Mini Kit (Quiagen, Hilden) verwendet.
Als Ausgangsmaterial dienten zwei Hithnerembryonen im Stadium HH 10. Die Priparation

wurde nach dem im Kit mitgelieferten Protokoll durchgefiihrt. AbschlieBend wurde eine
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Konzentrationsbestimmung der RNA-L6sung durchgefithrt (Biophotometer, Eppendorf,
Hamburg). Die Lagerung der isolierten RNA erfolgte bei -80°C.

2.2.2 Herstellung von cDNA

Zur Herstellung von ¢cDNA wurde eine Menge von etwa 2 ug RNA mit 1 ul der Primer-
Losung CDSII-A (Biomers, Ulm) versetzt, mit RNase freiem Wasser auf 12 pl aufgefillt und
bei 70°C fir 5 min inkubiert. Danach wurden auf Eis 4 pl 5x Reaktionspuffer, 1 pl
Ribonukleaseinhibitor und 2 pl ANTP-Mix hinzugefiigt und fir 4 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde 1ul der Enzymlosung der reversen Transkriptase (Invitrogen,
Karslruhe) hinzupipettiert und fiir 1 h bei 42°C inkubiert (Thermocycler PTC-200, Biozym,
Oldendorf). Zuletzt wurde das Enzym durch Erhitzen fir 10 min auf 70°C inaktiviert. Die
Lagerung der cDNA erfolgte bei -20°C.

2.2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion

Zur Amplifikation definierter DNA-Fragmente wurde die Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR) verwendet. 2 ul der cDNA wurden mit 5 pl 5x-Puffer, 3 ul 25 mM MgCl,, 1 ul ANTP-
Losung, 36 pl Wasser und 1 ul der Tag-Polymerase (Roche, Mannheim) versetzt. Aulerdem
wurde jeweils 1 ul der beiden verwendeten Primer hinzugeftgt, die die zu amplifizierende
Sequenz festlegen. Die Primersequenzen wurden mit der Online-Freeware Primer 3
bestimmt und bei der Firma Biomers (Ulm) bezogen. Das Reaktionsgemisch wurde im
Thermocycler fiir 1 min auf 95°C erhitzt, dann folgten 40 Zyklen aus jeweils 30 s bei 95°C,
30 s bei 60°C und abhingig von der erwarteten Fragmentlinge meistens etwa 1 min bei 72°C.

AbschlieBend erfolgte eine Erhitzung auf 72°C fiir 12 min.

2.2.4 Agarosegelelektrophorese

Zur Auftrennung und Lingenbestimmung von DNA-Fragmenten nach einer PCR wurde
eine Agarosegelelektrophorese durchgefihrt. Zur Herstellung 1%iger Agarosegele wurden
0,5g Agarose in 50 ml TAE-Puffer erhitzt, bis sich die Agarose vollstindig l6ste.
AnschlieBend wurde die Lésung etwas abgekiihlt, mit 2,5 ul MidoriGreen (Nippon Genetics
Europe, Diiren) versetzt und in eine GelgieBkammer, in der durch einen Kamm Taschen im
Gel entstanden, gegossen und dort abgekiihlt. Die aufzutragenden DNA-Proben wurden mit
6-fach-Auftragspuffer (Fermentas, Schwerte) vermischt und anschlieBend in die Kammern

pipettiert.

Bei RNA-Proben wurde 1 ul der Losung mit 9 ul RNA-Probenpuffer versetzt. Das Gemisch
wurde fir 5 min auf 65°C erhitzt und anschlieBend fir 2 min auf Eis gekdhlt, um
Sekundirstrukturen zu 16sen. Nach dem Versetzen mit 2 ul Orange G (Sigma-Aldrich,

Taufkirchen) wurden die Proben auf das Agarosegel aufgetragen.

Zur Abschitzung der Linge der Fragmente wurde zusitzlich der GeneRuler 100 bp Plus
DNA Ladder (Thermo-Scientific, Schwerte) aufgetragen, der Fragmente von 100-3.000 bp
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Linge umfasst. Die Gele wurden in einer Kammer mit TAE-Puffer bei einer Feldstirke von
5-10 V/cm bis zur vollstindigen Auftrennung der Fragmente bei RT inkubiert. Auf einem
UV-Tisch (EpiChem3 Darkroom, Ultra-Violet Products Ltd., Cambridge) wurden die DNA-

Banden sichtbar gemacht und zur Auswertung fotografiert.

TAE-Puffer: 40 mM Tris
20 mM Essigsaure
1 mM EDTA
In Aguna bidest. 16sen

RNA-Probenpuffer:  10% 10x 3-(N-Morpholino)propansulfonsiure (MOPS)
50% deionisiertes Formamid
40% DEPC-Agua bidest.

2.2.5 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

PCR-Produkte wurden mithilfe des Kits NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-
Nagel, Diiren) gemil3 den Herstellerangaben aufgereinigt.

2.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmente wie beispielsweise PCR-Produkte fir die In-vitro-Transkription
zuginglich zu machen oder sicher vor Zerfall tiber lange Zeit zu lagern, wurden sie in
bakterielle Plasmid-DNA mithilfe einer Ligationsreaktion eingebracht. Dazu wurden 5 pl der
aufgereinigten DNA mit 1 ul des linearisierten Plasmids pGEM®-T easy, 2 ul 5x Rapid
Ligation Puffer, 1 pl Wasser und 1 ul T4-Ligase versetzt und tber Nacht bei 4°C inkubiert.
AnschlieBend wurde dieser Ansatz zur Transformation kompetenter Bakterien verwendet
(s. 2.2.8).

2.2.7 Herstellung elektrisch kompetenter DH5«-Bakterien

Zur elektrischen Transformation, der Einbringung von Plasmid-DNA in Bakterien mithilfe
von elektrischem Strom, wurden die Bakterien zuvor elektrisch kompetent gemacht. Dazu
wurde eine Kolonie DH5a-Bakterien in 5,5 ml Jysogeny broth- (LB) Flissigmedium tibertragen
und tber Nacht ohne Zugabe eines Antibiotikums bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Mit
dieser Kultur wurden 150 ml LB-Medium angeimpft und fir etwa 2-3 h ebenfalls bei 37°C
unter Schiitteln inkubiert. Bei Erreichen einer optischen Dichte (ODgw, photometrisch
bestimmte Extinktion bei einer Wellenlinge von 600 nm, Biophotometer, Eppendorf,
Hamburg) von 0,5-0,7 wurde der Kulturansatz fir 20 min auf Eis gekihlt und anschlieBend
bei 4.000 g bei 4°C fiir 15 min zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstands wurde das Pellet
in 50 ml 10% Glycerol resuspendiert und wieder bei 4.000 g und 4°C fiir 5 min zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. AnschlieBend wurde das Pellet in 2 ml 10% Glycerol
resuspendiert und fiir 15 min bei 4°C und 4.000 g zentrifugiert. Das so entstandene Pellet
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wurde in 1-2 ml 10% Glycerol resuspendiert, aliquotiert und in Flussigstickstoff gefroren.

Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

LB-Flissigmedium: 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
In 950 ml Agua bidest. 16sen, pH-Wert auf 9,5 einstellen, dann

autoklavieren

10%-Glycerol: 126 g Glycerin

In 900 ml Agua bidest. 16sen, dann autoklavieren

2.2.8 Elektrische Transformation von DH5«-Bakterien

Die elektrokompetenten Bakterien wurden fir etwa 5min auf FEis aufgetaut. Die
Bakteriensuspension wurde nach dem Hinzufiigen von 2 pl eines Ligationsansatzes (s. 2.2.0)
durch Verrthren mit der Pipettenspitze gemischt. Dieser Ansatz wurde fir etwa 1 min auf
Eis inkubiert und anschlieBend vorsichtig in eine vorgekuihlte Elektroporationskiivette
(MicroPulser™, BioRad, Miinchen) tibertragen. Die Bakteriensuspension sollte sich nun
luftblasenfrei zwischen den beiden Kontakten der Kuvette befinden. An die Kiivette wurde
dann im Elektroporator (MicroPulser™, BioRad, Miinchen) fir etwa 4-5 ms eine Spannung
von 1,8 kV angelegt. AnschlieBend wurde ziigig 1 ml SOC-Medium hinzugegeben und die

Suspension in ein Reaktionsgefil3 Gibertragen und fiir 1 h bei 37°C inkubiert.

SOB-Medium: 10 g Trypton
2,5 g Hefeextrakt
0,25 g NaCl
0,14 g KCl1
In 450 ml Agua bidest. 16sen, pH-Wert auf 7,0 einstellen und auf 500 ml
mit Wasser auffiillen, dann autoklavieren und vor Gebrauch 2,5 ml 2 M

MgCl, hinzugeben

SOC-Medium: 100 ml SOB-Medium (super optimal broth)
1 ml 1 M MgCI2
1 ml 1 M MgSO4
2 ml 1 M Glukose

2.2.9 Anzucht transformierter DH5«-Bakterien

Nach einer Elektroporation oder zum Vereinzeln von Bakterien nach dem Auftauen eines
Bakterienstocks wurden Bakterien auf LB-Agarplatten aufgebracht. Dazu wurden etwa 100-
200 pl der Bakteriensuspension entweder direkt oder nach einer geeigneten Verdinnung auf
die Platte pipettiert. AnschlieBend wurde mit einem abgeflammten Drigalski-Spatel so lange

Uber die Platte gestrichen, bis der Agar die Flissigkeit vollstindig aufgenommen hatte. Dabei
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wurde die Platte abschnittsweise so bestrichen, dass es zu einem Verdiinnungseffekt kam
und das Wachstum einzelner Kolonien moglich war. Das Medium der Platten enthielt je nach
Resistenz der Bakterien ein entsprechendes Antibiotikum zur Selektion. Bakterien, die nach
der Elektroporation eines ligierten pGEM®-T easy-Vektors ausplattiert wurden, wurden auf
Platten aufgebracht, die sowohl 100 pul IPT'G als auch 20 ul X-Gal enthielten, um eine visuelle
Selektionsmoglichkeit der rekombinanten Bakterien zu erreichen. Die Platten wurden
anschlieBend umgedreht und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nichsten Tag wurden
einzelne Kolonien zur Vervielfiltigung von Plasmiden in etwa 3-5 ml LB-Flissigmedium
Ubertragen, die ebenfalls ein Antibiotikum enthielten. Diese Kulturen wurden tiber Nacht

bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.

2.2.10 Praparation von Plasmid-DNA

Zur Isolation der Plasmid-DNA aus Flissigkulturen wurde das Kit NucleoSpin® Plasmid
(Macherey-Nagel, Diren) gemil} den Herstellerangaben verwendet.

2.2.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden von der Firma Eurofins,
(Hamburg) unter Angabe der zu verwendenden Primer durchgefiihrt. Die Auswertung der

Sequenzen erfolgte mit der Online-Freeware inra align.

2.2.12 Anlegen eines Glycerol-Bakterienstocks

Um Bakterien und insbesondere Plasmide langfristig zu lagern und immer wieder neu
wachsen lassen zu kénnen, wurden Bakterien in Glycerol-Bakterienstocks tiefgefroren. Dazu
wurden 600 pl der Bakteriensuspension einer Flissigkultur mit 400 pl eines 1:1 Glycerol-LB-
Medium-Gemisches versetzt und in fliissigem Stickstoff gefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-80°C. Um die Bakterien aufzutauen, wurde etwas von der Oberfliche des Stocks mit einer
Pipettenspitze abgekratzt und in flissiges LB-Medium ohne Antibiotikum tbertragen, das
dann fiir etwa 1 h bei 37°C inkubiert wurde. AnschlieBend wurden von dieser Flissigkultur
etwa 200 ul auf eine LB-Agar-Platte mit Antibiotikum aufgebracht (s. 2.2.9).

2.2.13 Herstellung einer cRNA-Sonde

cRNA-Sonden wurden in der In-sitn-Hybridisierung zum spezifischen Nachweis von
Nukleinsduremolekiilen innerhalb der fixierten Gewebe verwendet. Sie sind komplementir
zur nachzuweisenden mRNA und lagern sich daher an diese an. Eine anschlieBende

Farbreaktion visualisiert das Vorkommen der gesuchten Transkripte.

Zur Herstellung der cRNA-Sonde wurden 200 ng der aufgereinigten Template-DNA mit
2 ul der DIG-NTP-Lésung (labeling mix), 2 ul des 10x-Transkriptionspuffers und 1 pl der
entsprechenden (variiert je nach verwendetem Plasmid) Polymerase versetzt und mit DEPC-

Wasser auf 20 pl aufgefiillt. Das Gemisch wurde fiir 2 h bei 37°C im Thermocycler inkubiert.
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AnschlieBend wurde ein Gemisch aus 1,5 ul 0,4 M Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
und 3,75 ul 4 M LiCL hinzupipettiert, um die Reaktion zu beenden und die RNA nach
Zugabe von 100 pl reinen Ethanols bei -20°C tiber Nacht zu fillen.

Als RNA-Polymerasen wurden die Sp6- und die T7-Polymerase (Roche, Mannheim)
verwendet. Somit wurde sowohl eine sense- als auch eine antisense-Sonde hergestellt. Die
antisense-Sonde stellt dabei die Probe dar, die komplementir zur nachzuweisenden mRNA
ist. Die sense-Sonde wurde in diesem Versuchsaufbau jeweils bei der Etablierung der Sonde
in der In-sit-Hybridisierung (s. 2.2.14) als Negativkontrolle verwendet. In den damit

gefirbten Keimscheiben sollte sich keine Farbreaktion ergeben.

Am Folgetag wurde der Ansatz bei 4°C und 13.000 g fiir 45 min zentrifugiert, sodass die
ausgefillte RNA pelletierte. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet durch
Hinzugabe von 50 ul 70% Ethanol und Zentrifugation bei 4°C und 13.000 g fir 5 min
gewaschen. Nach Verwerfen des Uberstands wurde ein Gemisch aus 50 pl DEPC-Wasser
und 5 pl 4 M LiCl hinzugegeben und 150 pl 100% Ethanol hinzugefiigt. Dieses Gemisch
wurde fir 1h bei -20°C inkubiert und bei 4°C und 13.000 g fiir 30 min zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und 50 ul 70% Ethanol hinzugegeben und
bei 4°C und 13.000 g fiir 5 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das
Pellet durch Zentrifugation in einer Vakuumzentrifuge fiir 5 bis 10 min getrocknet. Das
Pellet wurde in 25 ul DEPC-Wasser gelost. AnschlieBend wurde eine Agarosegelelektro-
phorese (s. 2.2.4) der Sonde durchgefiihrt.

2.2.14 In-situ-Hybridisierung

Mithilfe der In-situ-Hybridisierung lassen sich Polynukleotide hochgradig spezifisch in Zellen

oder Geweben nachweisen.

Die ausgewihlten Keimscheiben wurden in kleine Koérbchen tbertragen, die fir die
Inkubation in den unterschiedlichen Lésungen in den verwendeten 24-well-Platten
weitergesetzt werden konnen. Die Vertiefungen der 24-well-Platten enthielten dabei
meistens jeweils 2 ml der angegebenen Losungen. Bis zur Farbreaktion dauerte es insgesamt

drei Tage, wobei am ersten Tag unter sterilen Bedingungen gearbeitet wurde.

Am ersten Tag wurden die in 100% Ethanol gelagerten Keimscheiben zweimal fiir jeweils
5 min in 70% Methanol in PBS mit 0,1% Tween 20 (PBT) auf Eis inkubiert. Es folgten zwei
Waschschritte bei RT auf einer Schaukel fiir jeweils 5 min in PBT und eine Inkubation fir
20 min fur Keimscheiben und fiir 1h bei den Organpaketen in Stadium HH 32 in
Proteinase K (Roche, Grenzach-Wyhlen) in einer Konzentration von 10 pg/ml in PBT
gefolgt von zwei weiteren Waschschritten fiir jeweils 5 min in PBT. Eine Nachfixierung
erfolgte in 0,2%iger Glutaraldehydlosung in PBT (8 pl 25% Glutaraldehyd pro ml PBT).
Danach folgten zwei Waschungen in PBT, eine Inkubation fiir 5 min in einem Gemisch aus
50% Hybemix und PBT und anschlieBend eine Inkubation fiir 5 min in Hybemix.
AnschlieBend wurden die Kérbchen in Schraubdeckelglaser mit 900 pl Hybemix umgesetzt
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und fir mindestens 1 h bei 70°C inkubiert. Parallel wurden 100 pl Hybemix mit 1-4 ul der
entsprechenden cRNA-Sonde gemischt und fir 5min bei 95°C inkubiert, um
Sekundirstrukturen der RNA zu l6sen. Die so vorbereitete Sonde wurde zu den Korbchen

in die Schraubdeckelgliser pipettiert und tiber Nacht bei 70°C inkubiert.

Am zweiten Tag erfolgten zunichst zwei kurze Waschschritte mit jeweils 1 ml des vorher
erhitzten Hybemix bei 70°C. AnschlieBend wurden die Keimscheiben zweimal fiir je 30 min
in jeweils 2 ml Hybemix gewaschen. Ein letzter Waschschritt erfolgte in einem Gemisch aus
1 ml Hybemix mit 1 ml MABT.

Die folgenden Schritte fanden wieder bei RT unter Schwenken in 24-well-Platten statt und
wurden unsteril durchgefithrt. Die Keimscheiben wurden dreimal fir jeweils etwa 10 s in
1,5 ml maleic acid buffer containing Tween 20 (MABT) gewaschen, dann folgten zwei
Waschschritte fir jeweils 30 min in 2 ml MABT. Danach erfolgte eine Inkubation fiir 60 min
in 1 ml einer Mischung aus 16,8 ml MABT und 4,2 ml Boehringen Blocking Reagenz
(Mengenangabe als Ansatzlosung fiir 6 Kérbchen). Der Rest dieses Gemisches wurde mit
3,6 ml normal-goat-serum (NGS) versetzt. Die Keimscheiben wurden fiir 60 min in 1 ml dieser
Lésung inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen fiir die Anti-DIG-Antikorper (Roche,
Grenzach-Wyhlen) zu blocken. 6 ul dieses Antikorpers wurden dem Rest der Losung
hinzugefiigt und die Keimscheiben in je 2 ml Antikérperldsung tiber Nacht bei 4°C

inkubiert.

Am dritten Tag wurden die Keimscheiben dreimal fiir jeweils etwa 10 s in MABT gewaschen.
AnschlieBend erfolgten die Inkubationsschritte in groBeren Trogen auf einer Schaukel.
Zunichst wurden die Keimscheiben siebenmal fiir jeweils 10 min in MABT gewaschen.
AnschlieBend erfolgte viermal eine Inkubation fir jeweils 10 min in NTMT. Die
Keimscheiben wurden dann jeweils zweimal kurzzeitig in BM-Purple inkubiert, um NTMT
auszuwaschen. Abschliefend wurden die Keimscheiben in Organkulturschalen (Corning,
Kaiserslautern) iibertragen, in denen sich in der Mitte die BM-Purple-Losung befand und im
dufleren Ring NTMT. In einer Dunkelkammer fand die Farbreaktion bei RT statt. Die
Keimscheiben wurden regelmifig begutachtet und nach ausreichender Farbentwicklung (je
nach Sonde 2 Stunden bis 2 Wochen), in den NTMT-Puffer iibertragen. AnschlieBend
wurden die Keimscheiben unter einem Deckglas fotografiert. Dazu wurde die Stereolupe
Stemi SV11 (Zeiss, Oberkochen) mit entweder der SPOT Insight Wide-field 4 Mp
Monochrome FireWire Digital Camera with IR Filter (Visitron Systems, Puchheim) oder
der Axiocam 305 (Zeiss, Oberkochen) verwendet. AnschlieBend erfolgte entweder die
Einbettung der gefirbten Keimscheiben in Technovit® (s. 2.3.1) oder deren Lagerung in

Glycerin bei -20°C bis zur weiteren Verwendung.

Hybemix: 25 ml Formamid
3,5 ml 20x saline sodium citrate SSC
0,05 ml 0,5 M EDTA
0,25 ml t-RNA (10 mg/ml)
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0,1 ml Tween 20
2,5 ml 10% Chaps
0,05 ml Heparin (50 mg/ml)

18,6 ml DEPC-Agua bidest.
PBT: 0,1% Tween 20

In PBS
MABT: 100 ml Maleinsdure

100 ml 1,5 M NaCl

1 ml Tween 20

In 600 ml Wasser 16sen, pH-Wert mit 10 M Natronlauge auf 7,5 einstellen
und auf 1000 ml mit _Agua bidest. autfillen

NTMT: 50 ml 1 M Tris
10 ml 5 M NaCl
25 ml 1 M MgCl,
1000 pl Levamisol
500 pl Tween 20
In 300 ml Wasser 16sen, pH-Wert mit 2 M Salzsaure auf 9,5 einstellen und
auf 500 ml mit Agua bidest. auffillen

2.3 Histologische und mikroskopische Methoden

2.3.1 Herstellung von Technovit®-Schnitten

Zur Zuordnung der in der In-situ-Hybridisierung oder in immunhistochemischen Farbungen
an ganzen Keimscheiben (s. 2.3.7) gefirbten Strukturen zu den Keimblittern wurden die
gefirbten Embryonen in dem drei-Komponenten-Kunststoff Technovit® 8100 (Kulzer,
Wehrheim) eingebettet, um sie anschlieBend schneiden und histologisch untersuchen zu

konnen.

Zu dieser Einbettung in Technovit® wurden gefirbte, in Glycerin gelagerte Embryonen
zunichst fir 30 min in PBS iberfithrt und so vom Glycerin befreit. AnschlieBend wurde die
Keimscheibe auf einen Objekttrager tbertragen und durch Auflegen eines Deckglases
geglittet. Nach Entfernen des Deckglases wurde die PBS-Losung weitgehend abgesaugt, der
Embryo mit dem Einbettmedium Mowiol umgeben und vorsichtig und luftblasenfrei mit
einem Deckglas bedeckt. Die Aushirtung des Mowiols erfolgte bei 4°C iber Nacht. Am
Folgetag wurde der Objekttriger fir 1 h in ein Bad aus 90% Methanol in Wasser gelegt und
das Deckglas anschlieSend entfernt. Der Embryo wurde in 100% Methanol iberfithrt. Ein
initial wenig gewélbter Embryo wurde ohne Einbettung in Mowiol in einer aufsteigenden
Methanolreihe (25%, 50%, 75%, 100% Methanol in DEPC-Wasser) fur jeweils 15 min

entwaissert.
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Zur Herstellung des Technovit® wurde zunichst aus 100 ml Technovit®-Medium und 0,6 g
Hirter 1 das Infiltrationsmedium hergestellt und auf Eis gelagert. Zur Positionierung der
Keimscheiben bei der Einbettung wurden kleine Scheiben aus Technovit® am Vortag der
Einbettung hergestellt. Dazu wurden 3 ml des Infiltrationsmediums mit 250 ul Hirter II
versetzt worauthin diese Mischung in Leergelatinekapseln luftblasenfrei eingefillt wurde. Die
Aushirtung erfolgte iiber Nacht bei 4°C. Am Folgetag wurden aus den so entstandenen
Technovit®-Stiben nach deren Erwirmung die bendtigten Scheiben mit einer Klinge

geschnitten.

Die entwisserten Keimscheiben wurden in Infiltrationsmedium fir 5 min von
Methanolresten befreit und anschlielend fir 2 h in Infiltrationsmedium inkubiert. Danach
wurde Technovit® zur Einbettung der Keimscheibe durch Hinzugabe von 250 ul Hirter 11
zu 6 ml Infiltrationsmedium hergestellt. Die Einbettung wurde in runden Tablettenhiilsen
vorgenommen, in die Technovit®-Scheiben gelegt wurden. Die Hulsen wurden mit der
Technovit®-Losung aufgefillt. Pro Hilse wurde jeweils eine Keimscheibe auf der
Technovit®-Scheibe gemil der gewlinschten Schnittrichtung ausgerichtet. Die Hiilse wurde
luftblasenfrei mit Plastikblittchen abgedeckt und zur Aushirtung bei 4°C auf einem
Metallblock tber Nacht inkubiert. Am Folgetag wurde der Technovit®-Block

zurechtgetrimmt und anschlieSend fotografiert.

Die Schnitte wurden mit dem Mikrotom Jung RM 2065 (Leica, Nuflloch) angefertigt. Auf
den Objekttriger (Menzelgliser, Thermo-Fisher Scientific, Schwerte) wurden Tropfen aus
25% Ethanol in DEPC-Wasser aufgebracht, auf denen die Schnitte platziert und ausgebreitet
wurden. Die Trocknung erfolgte auf einer Heizplatte (4P100 50Hz, Gowina-Hofmann,
Berlin). Die Schnitte werden mit dem Mikroskop Axioplan 2 (Catl Zeiss, Oberkochen)

fotografiert.

2.3.2 Herstellung von Semidiinnschnitten

Zur Herstellung von Semi- und Ultradinnschnitten wurden Keimscheiben in Araldit®
(Serva, Heidelberg) eingebettet. Dafiir wurden priparierte Keimscheiben (s. 2.1.1) in einem
Gemisch aus 1,5% Glutaraldehyd und 1,5% PFA in PBS fir mindestens 2 h bei RT fixiert
und dann in PBS fiir 5 min gewaschen. Eine weitere Fixierung erfolgte mit 1% Osmium-
Losung in PBS fir 2 h. AnschlieBend wurden die Keimscheiben in einer aufsteigenden
Ethanolreihe (70%, 80%, 90% und 100% in DEPC-Wasser) fir jeweils 10 min entwissert
und dann 2-mal fir jeweils 5 min in Propylenoxid inkubiert. Daraufhin wurden die
Keimscheiben in einer zweistufigen Propylenoxid-Araldit®-Reihe mit dem Araldit® fiir
jeweils 1 h infiltriert (1:1 und 1:3). Danach erfolgte eine Inkubation bei 60°C fir 30 min in
reiner Araldit®-Losung. Zur Vorbereitung der eigentlichen Einbettung wurde eine
Tablettenhtlle zur Hilfte mit Araltid® gefiillt, das bei einer Temperatur von 60°C Gber 72 h
aushdrtete. Darauf wurde die Keimscheibe mit etwas fliissigem Araldit® platziert und gemal3

der gewtnschten Schnittrichtung mit feinen Wolframdrihten ausgerichtet. Die
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Tablettenhtille wurde anschliefend vollstindig mit Araldit®-Loésung gefiillt und fiir 72 h bei
60°C auspolymerisiert (Schwartz et al. 1984; Tsikolia et al. 2012). Die so eingebetteten
Keimscheiben wurden zunichst mithilfe der Spoz-lght-illumination-Mikroskopie mit dem
Mikroskop Axioplan 2 (Catl Zeiss, Oberkochen) fotografiert. Dazu wird die Lichtquelle so
stark in ithrer Leuchtfliche reduziert, dass nur noch das zu untersuchende Objekt beleuchtet
wird. AnschlieBend wurden die Blocke mit dem Mikrotom Ultracut E (Reichert-Jung, jetzt
Leica, NuBloch) in 1 um dicke Schnitte geschnitten und auf Objekttriger aufgebracht. Die
Fiarbung erfolgte mit einer Farbelosung nach Richardson (Richardson et al. 1960) durch
Auftropfen der Firbelosung auf den Objekttriger. Sobald sich die Losung golden verfarbte
(nach etwa 30 s), wurde sie abgewaschen und die Objekttriger wurden getrocknet. Die
Dokumentation erfolgte mit dem Mikroskop Axioplan2 unter Verwendung des

Immersionsols Immersol™ 518F (Carl Zeiss, Oberkochen).

Farbelosung nach Richardson: 100 ml 1% Azur 11
mit 100 ml eines 1:1-Gemisches aus 1% Methylenblau
und 1% Natriumtetraborat (Borax)

mischen und sterilfiltrieren

2.3.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Semidinnschnitte, die Strukturen enthielten, die in ihrer Ultrastruktur untersucht werden
sollten, wurden fiir die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) weiter aufgearbeitet.
Die Semidiinnschnitte mussten dafir umgebettet werden. Die Objekttriger wurden mit dem
Schnitt nach unten auf Kapseln aufgelegt, die zu zwei Dritteln mit ausgehirtetem und einem
Drittel mit fliissigem Araldit® gefiillt waren. Die Aushirtung erfolgte fiir 72 h bei 60°C.
Mithilfe flissigen Stickstoffs wurde der Objekttriger abgesprengt, wobei der
Semidinnschnitt auf dem Araldit®-Block verblieb. AnschlieBend wurde dieser mit dem
Mikrotom Ultracut E (Reichert-Jung, jetzt Leica, NuBloch) in 50 nm dicke Schnitte
geschnitten, die auf Grids aufgebracht und mit dem Kontrastiergerit EMAC20 (Leica,
NuBlloch) kontrastiert wurden (Hassoun et al. 2009). Dokumentiert wurden die
Ultradiinnschnitte mit dem Transmissionselektronenmikroskop TEM LEO 906E (Carl
Zeiss, Oberkochen).

2.3.4 Rasterelektronenmikroskopie

Zur  ultrastrukturellen  Darstellung  von  Oberflichenstrukturen — wurde — die
Rasterelektronenmikroskopie verwendet. Daftir wurden fixierte Keimscheiben in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 95%, 100%) entwissert und mit der Critical-
point-Technik unter der Verwendung von CO; getrocknet. AnschlieBend wurden die
Keimscheiben mit Leitsilber auf einem Aluminiumtriger befestigt, mit einer Platin-
Palladium-Schicht in einer Dicke von 10-20 nm bedampft (Feinvakuum-Coater EM
ACE200, Leica, Nuflloch) und mit dem Feldemissionsrasterelektronenmikroskop Zeiss Ultra
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Plus (Carl Zeiss, Oberkochen) aufgenommen. AnschlieBend wurden die Priparate von
anterior her mit feinen Wolframdrahten schrittweise gebrochen. Dabei entstehen die meisten
Bruchkanten entlang von natirlichen Grenzen wie beispielsweise Zellgrenzen oder der
Basalmembran. Einzelne Zellen werden nicht entlang ihrer Grenzen gebrochen, sondern die
Bruchkanten entstehen durch das Innere der Zelle. Die Priparate wurden so gebrochen, dass
die Bruchkante etwa auf Hoéhe des Hensen-Knotens entstand. Die Embryonen wurden nach
dem Brechen jeweils wiederum bedampft und standen so fiir Aufnahmen der inneren

Strukturen bereit.

2.3.5 Live-imaging

Zur Beobachtung der Morphogenese frither Embryonen wurden im Rahmen dieser Arbeit
Membran-GFP-transgene Hithnerembryonen (Rozbicki et al. 2015) verwendet und in New-
Kultur genommen (s. 2.1.2.2). So konnte derselbe Embryo in definierten Abstinden von
3 min fortlaufend unter dem Fluoreszenzmikroskop fotografiert werden. Aus den einzelnen
Bildern wurde eine Filmsequenz erstellt, in der Zellbewegungen und Massenbewegungen
innerhalb des Embryos in unterschiedlichen Entwicklungsstadien visualisiert wurden. Dazu
wurde das inverse Mikroskop Axiovert 200M Trinocular Phase Contrast Fluorescence
Inverted Microscope (Carl Zeiss, Oberkochen) verwendet, das mit einer XI.-3 Inkubations-
Kammer ausgestattet war. Zur Temperierung der Kammer auf 38°C wurde das Tempcontrol
37-2 digital (Meyer Instruments, Houston, Texas, USA) benutzt. Die automatische
Aufnahme der Bilder erfolgte mithilfe der Software AxioVision, Release 4.6.3. Das

Zusammenfiigen der Einzelbilder zu einer Filmsequenz erfolgte mit Image].

2.3.6 Immunfluoreszenzfirbung ganzer Keimscheiben

Immunfirbungen zum spezifischen Nachweis von Proteinen wurden an ganzen frisch
fixierten Keimscheiben durchgefithrt. Alle Schritte erfolgen in 24-well-Platten in Volumina
von 1-2 ml. Die PFA-fixierten Keimscheiben (s. 2.1.5) wurden zunichst 3-mal fir jeweils
5min bei RT in PBT gewaschen. Danach erfolgte eine Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit 1% NGS in PBS fir 30 min bei RT. AnschlieBend wurden die
Keimscheiben tber Nacht bei RT mit einer geeigneten Verdinnung des gewihlten
Primirantikérpers (s. Tabelle A5 im Anhang unter 6.1.5) in PBT mit 0,1% NGS inkubiert.
Danach erfolgten drei Waschschritte fiir jeweils 5 min bei RT. Die Inkubation mit dem
gewihlten Sekundirantikérper erfolgte fiir 60 min bei RT. AnschlieBend wurde 3-mal fir
jeweils 5 min mit PBT gewaschen. Eine Gegenfirbung erfolgte entweder mit dem
Kernfarbstoff DAPI (Serva, Heidelberg), mit dem Aktin-Farbstoff Phalloidin (Abcam,
Cambridge, UK) oder mit beiden. Es folgten jeweils 3 Waschungen fiir 5 min in PBT. Die
gefirbten Keimscheiben wurden auf Objekttriger tibertragen. Uberschiissiges PBT wurde
abgesaugt. Die Keimscheiben wurden mit einem 1:1-Gemisch aus Mowiol und 1,4-

Diazabicyclo(2.2.2)octan (DABCO) umgeben, ausgerichtet und vorsichtig mit einem
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Deckglas bedeckt. Die Priparate wurden nach der Trocknung iiber Nacht bei 4°C mit dem
Axioplan2 (Carl Zeiss, Oberkochen) fotografiert.

2.3.7 Immunhistochemische Firbung ganzer Keimscheiben

Zur immunhistochemischen Firbung wurden PFA-fixierte Keimscheiben (s. 2.1.5) zunichst
fir 4 min in 10 mM Zitratpuffer mit einem pH-Wert von 6,0 bei 96°C inkubiert und
anschlieBend 3-mal fir jeweils 10 min mit PBT gewaschen. Die endogene Peroxidaseaktivitit
wurde durch eine Inkubation fir 2h mit 0,3% H,O, in PBT reduziert. Es folgten drei
Waschschritte fiir jeweils 10 min in PBT und drei Waschschritte fiir jeweils 30 min in PBT.
Unspezifische Bindungsstellen wurden durch eine Inkubation fiir 1 h bei RT in 1% NGS in
PBT geblockt. Die Inkubation mit dem Primirantikorper, der in PBT mit 0,1% NGS
verdiinnt wurde, erfolgte tiber drei Tage bei RT unter Schwenken. Nach drei Waschschritten
fir 10 min in PBT erfolgten drei Waschschritte fur 30 min in PBT. Die Inkubation mit dem
Sekundirantikorper, der in PBT mit 0,1% NGS verdinnt wurde, erfolgte bei 4°C tiber Nacht
unter Schwenken. Nach drei Waschschritten fiir jeweils 10 min in PBT wurden die
Keimscheiben fur 1h in Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex-Lésung (ABC) R.T.U.
Vectastain® Kit (Vector, Burlingame) bei RT inkubiert und dreimal far 10 min in PBT
gewaschen. Fir die Farbreaktion wurden die Embryonen in einer Lésung mit 500 ng/ul
3,30-Diaminobenzidin (DAB, Sigma, Taufkirchen) und 0,015% H>O, in 0,1 M Tris-Puffer
pH 7,6 bis zur Entwicklung einer ausreichenden Firbung inkubiert. Die Reaktion wurde
durch kurze Inkubation in PBS gestoppt. AnschlieBend wurden die Embryonen auf
Objekttriger tbertragen, mit Mowiol umgeben und mit einem Deckglas bedeckt. Nach der
Trocknung tber Nacht wurden sie fotografiert (Stemi SV 11, Carl Zeiss, Oberkochen).
Auflerdem wurden die so gefirbten Embryonen teilweise in Technovit® eingebettet und

anschlieend geschnitten (s. 2.3.1).

Zitratpuffer: 3 ml 100 mM Zitronensiure
17 ml 100 mM Natriumzitrat
mischen und mit 1 M Natronlauge, pH-Wert auf 6,0 einstellen, dann 1:10 in

Aqua bidest. verdinnen

2.4  Verwendete Programme

Die Erstellung der Listen und Tabellen erfolgte mit dem Programm Excel 2010 (Microsoft).
Die Abbildungen dieser Arbeit wurden mit dem Bildbearbeitungsprogramm Adobe
Photoshop CS6 (64 Bit) zusammengestellt und bearbeitet.
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3  Ergebnisse

Im Folgenden werden gemill den formulierten Zielen dieser Arbeit (1.5) zunichst die
Befunde vorgestellt, die einen direkten Bezug zur Zilienstrom-Hypothese der
Symmetriebrechung haben. Dabei wird zuerst auf die Ultrastruktur der Asymmetrie des
Hensen-Knotens eingegangen. Dann erfolgt die Charakterisierung der mit extrazellularer
Matrix gefiillten intraepithelialen Raume. Am Ende des ersten Ergebnisteils werden mit den
Expressionsmustern von Foxj7 und Rechts-Links-Dynein auch molekulare Daten zur
Zilienstrom-Hypothese vorgestellt. Im zweiten Abschnitt werden die Komponenten der
Ionenfluss-Hypothese auf molekularer Ebene gezeigt. Dies sind die Expressionsmuster der
beiden Untereinheiten der ATP4, die Membrandepolarisationsmuster und die Daten zur
Nodal-Expression nach ATP4-Unterdriickung. Im dritten Teil wird die mogliche Verbindung
zwischen den zuvor dargestellten Aspekten thematisiert. Dazu werden die Foxj7-Expression

nach ATP4-Unterdriickung und die Noda/-Expression nach Wnt-Inhibition beschrieben.

3.1 Zilienassoziierte Aspekte der Symmetriebrechung

Um die Anordnung der untersuchten inneren Strukturen des Knotens anschaulich zu
machen, werden hier zunichst die morphologische Asymmetrie des Hensen-Knotens
beschrieben und danach die Expressionsmuster der Zilien-assoziierten Gene Foxj7 und

Rechts-Links-Dynein vorgestellt.

3.1.1 Rasterelektronenmikroskopie der entstehenden Asymmetrie im Hensen-
Knoten

Die Bruchkanten der rasterelektronenmikroskopischen Praparate (s. 2.3.4) der Stadien HH 4
und HH 5 entstanden tberwiegend entlang von Zellgrenzen und der Basalmembran ventral
des Epiblast und dorsal des Hypoblast. Einige Zellen wurden jedoch auch durchgebrochen,
sodass deren innere Strukturen sichtbar wurden. An Keimscheiben, die im Knotenbereich
gebrochen waren, zeigte sich die Morphologie der Zellen des Epiblast und des darunter
liegenden Mesoderm (Abb. 5). Bei Keimscheiben, bei denen nur der Epiblast von anterior
her bis zum Knoten entfernt wurde, lie3 sich in der Aufsicht das darunter liegende Mesoderm
beurteilen (Abb. 5B).
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Abb. 5: Hensen-Knoten und axiales Mesoderm in der Rasterelektronenmikroskopie.
(A) Rasterelektronenmikroskopische Frontalansicht eines im Knotenbereich gebrochenen
Embryos in Stadium HH 4. (A®) Aufsicht auf den Knotenbereich in Stadium HH 4. (B)
Schrige Frontalansicht auf einen Embryo in Stadium HH 5, bei dem von anterior her bis
zum Knoten der Epiblast entfernt wurde. (BY) Aufsicht auf den Hensen-Knoten und das
axiale Mesoderm. Das schwarze Rechteck zeigt die Position des Einschubs in B‘. Die
Maf3stabsbalken in A, A° und B geben jeweils eine Linge von 20 um an, A und B sind
Aufnahmen bei gleicher Vergrélerung, der Einschub in B hat die gleiche VergroB3erung wie
A° (Abbildung verdndert nach Pieper et al. 2019; die Verwendung erfolgt mit freundlicher
Genehmigung des John Whiley and Sons Verlags).

Die Zellen des Epiblast im Hensen-Knoten unterschieden sich von den Zellen des
umliegenden Epiblast in Stadium HH 4 wie folgt: Die Zellen im Hensen-Knoten zeigten eine
gekrimmte Form. Ihre basalen Anteile lagen weiter peripher als die apikalen Anteile.
Dadurch war ihre Lingsachse gekrimmt und die Zellen neigten sich von lateral zur
Mittellinie hin. Die Zellen der Mittellinie neigten sich ebenfalls von anterior her nach
posterior, also zur Primitivgrube im Zentrum des Hensen-Knotens. Diese Zellen formten
gemeinsam eine Art Kuppel (Abb. 5A, A® und B). Die Kriimmung der Zellen im Hensen-
Knoten war in Stadium HH 5 stirker ausgeprigt als in Stadium HH 4. Die Zellen des
umgebenden Epiblast bildeten eine Schicht aus dicht aneinander stehenden Zellen. Ihre
Lingsachsen standen orthogonal zur unterliegenden Basalmembran, sodass sich ein
palisadenartiges Bild ergab. Die apikalen Anteile der Zellen lagen hier demnach senkrecht
oberhalb ihrer basalen Anteile (Abb. 5A).
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Die wenigen gebrochenen Zellen zeigten insbesondere in Stadium HH 5 kraterartige
Vertiefungen. Die Zellen des Hensen-Knotens glichen sich morphologisch auf der rechten
und auch der linken Seite (Abb. 5B). Allerdings zeigte sich in der Aufsicht die oberflidchliche
Asymmetrie des Knotens: Die rechte Knotenschulter lag schrig anterior der linken
Knotenschulter und war nach dorsal stirker gewolbt als die linke Knotenschulter. Die
Lingsachsen der Primitivrinne und der Primitivgrube im Hensen-Knoten bildeten anterior
einen spitzen Winkel von etwa 45° (Abb. 5B°). Die Lingsachse der Primitivrinne verlief in
anterior-posteriorer Richtung. Die Lingsachse der Primitivgrube stand in dieser Richtung
schrig zum linken vorderen Ende des Embryos. In Stadium HH 4 gingen die Langsachsen

des Primitivstreifens und des Knotens direkt ineinander tiber.

An einigen Stellen war ventral des Epiblast und dorsal des Hypoblast die Basalmembran
erkennbar (s. Abb. 5A, unterer rechter Bildrand). Diese zeigte ein filzartig verwobenes Netz
aus Fasern (Vgl. Abb. 11D).

Die Frontalansicht eines gebrochenen Embryos in Stadium HH 4 zeigte einen lockeren
Zellverband des Mesoderm (Abb. 5A). Die leeren Riume zwischen den Zellen des axialen
Mesoderm waren allerdings enger als im umliegenden Mesoderm. Die mesenchymalen
Zellen selbst unterschieden sich morphologisch nicht voneinander. In Stadium HH 5
unterschied sich das axiale Mesoderm allerdings vom umliegenden Mesoderm (Einschub in
Abb. 5B9). Die Zellen des axialen Mesoderm lagen dicht beieinander und bildeten nur wenige
Zellfortsitze aus. In der Aufsicht war unter dem abgel6sten Epiblast die homogene dorsale
Oberfliche der Chorda dorsalis zu sehen. Hier traten nur sehr wenige interzellulire Licken
auf. Die Zellen des umliegenden nichtaxialen Mesoderm hingegen lagen locker verteilt. Sie
bildeten Uber zahlreiche Zellfortsitze Zell-Zell-Kontakte mit vielen Nachbarzellen aus,
sodass eine netzartige Struktur entstand. Die weiten Interzellularriume im nichtaxialen
Mesoderm erschienen leer (Abb. 5B9).

3.1.2 Lebendbeobachtung (/ive-imaging) der Knotendrehung

In den Membran-GFP-transgegen Hithnern in Kultur (s. 2.1.2.2) zeigte sich die Entwicklung
des Knotens von symmetrischen Knotenstadien bis zum asymmetrischen Knoten in
einzelnen Embryonen tiber einen Zeitraum von etwa 8 h (s. 2.3.5). Abb. 6 zeigt drei einzelne
Bilder aus der Videosequenz zwischen den Stadien HH 4+ und HH 5 (die Videosequenz
befindet sich auf dem beiliegenden Datentriger unter dem  Dateinamen
Knotendrehung GFP-Huhn).
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Abb. 6: Entstehung der Knotenasymmetrie im Iive-imaging. Dorsalansichten eines
kultivierten Membran-GFP-transgenen Hihnerembryos (New Kultur) zu verschiedenen
Entwicklungszeitpunkten. (A) Stadium HH 4+ zu Beginn der Sequenz. (B) Stadium HH 5-
zu Beginn der Knotendrehung. (C) Stadium HH 5 zum Ende der Sequenz. Der schwarze
Pfeilkopft zeigt jeweils auf den asymmetrischen Hensen-Knoten. Die eckige Klammer in C
zeigt die Chorda dorsalis. Die gekreuzten Pfeile in A geben die Orientierung der Keimscheibe
an: a: anterior, p: posterior, I: links, r: rechts. Diese Orientierung wurde, wenn nicht anders

angegeben, fiir alle in dieser Arbeit abgebildeten Keimscheiben verwendet.

Zu Beginn der Kultur in Stadium HH 4+ zeigte sich der Hensen-Knoten bereits
asymmetrisch mit einer dichteren rechten Knotenschulter. Die beiden Knotenschultern
lagen allerdings noch unmittelbar nebeneinander. Die Primitivrinne und die Primitivgrube
waren durch ein durchgingiges Fluoreszenzsignal erkennbar, das sich vom wabenartigen
Signal der umliegenden Zellen unterschied. Die beiden Achsen der Primitivrinne und der
Primitivgrube gingen gerade ineinander tGber, bildeten also einen Winkel von 0° (Abb. 6A).
Die Zeitrafferdarstellung zeigte die fortschreitende Verdichtung der rechten Knotenschulter
und die Drehung des Knotens, die durch das starke Fluoreszenzsignal der rechten
Knotenschulter teilweise iiberlagert wurde. Die Knotendrehung selbst war vor allem durch
das Fluoreszenzsignal innerhalb der Primitivrinne und der Primitivgrube erkennbar. Deren
Achsen lagen ab dem Beginn der Drehung (Abb. 6B) in einem Winkel zueinander, der mit
fortschreitender Entwicklung gréBler wurde. Am Ende der Filmsequenz hatte der Winkel
eine GroBe von etwa 45° erreicht und der Hensen-Knoten war maximal nach links verdreht.
Der Hensen-Knoten war so nach links verdreht, dass die rechte Knotenschulter anterior der
linken lag und nach anterior weiter in die Chorda dorsalis iberging. Wie bereits in Kapitel 1.2
beschrieben, wurde diese auch hier von weniger zelldichten Bereichen beidseits flankiert. Die
linke Knotenschulter lag weiter posterior und trat in keine unmittelbare raumliche Beziehung

zur Chorda dorsalis.
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3.1.3 Matrixgefiillte Interzelluarrdume (sog. nodal microcavities) im Hensen-
Knoten

In Semidiinnschnitten (s. 2.3.2) kamen zahlreiche interzellulire Liicken vor. Im Mesoderm
lateral der Mittellinie waren die meisten dieser Liicken lokalisiert. Einige davon waren so
grof3, dass die umgebenden Zellen einen lockeren Zellverband bildeten. Die Liicken waren
ungefirbt und entsprachen den leeren Rdumen, die in den rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen im nichtaxialen Mesoderm vorkamen (s. 3.1.1). Die mesenchymalen Zellen des
Mesoderm waren vom dariiber liegenden epithelialen Epiblast sowohl morphologisch als
auch topographisch abgrenzbar: Zwischen den beiden Keimblittern befand sich die
Basalmembran, der die epithelialen Zellen des Epiblast aufsaen. Im Epiblast und Ektoderm
lagen die epithelialen Zellen dicht beieinander, sodass sich auch in den Semidiinnschnitten
ein palisadenartiges Bild ergab (Vgl. 3.1.1). Die Schnitte bildeten ihre gesamte dorsoventrale
Ausdehnung von der Oberfliche bis zur Basalmembran ab. Im Hensen-Knoten war diese
palisadenartige Struktur nicht mehr durchgingig zu erkennen. Die Zellen waren oft nur
teilweise angeschnitten, wobei die Anschnitte verschiedener Zellen entlang der

dorsoventralen Achse tibereinander lagen (siche Abb. 2).

Im ansonsten dichten Gewebe des Hensen-Knotens wurden regelmif3ig auch die von Carpaij
2014 beschriebenen Gewebsliicken vorgefunden. Diese Gewebeliicken enthielten — anders
als die Licken im nicht axialen Mesoderm — Material, das hellblau angefirbt war und sich so
von der dunkleren Blaufirbung der zelluliren Bestandteile und den gelb-grauen
intrazelluliren Einschliissen unterscheiden lieB3. Die Liicken waren vollstindig von Zellen

umgeben (Abb. 7).
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Abb. 7: Matrixgefiillte Gewebeliicke. Schriger Semidinnschnitt durch den Hensen-
Knoten eines Embryos in Stadium HH 5. Das schwarze Rechteck in dem Schnittbild zeigt
eine gefiillte Gewebelticke, die daneben stark vergroBert dargestellt ist. Der Mal3stabsbalken
zeigt eine Linge von 50 um fiir die Ubersicht und eine Linge von 25um fiir den
vergroferten Bildausschnitt (Dieses Bild entspricht dem in Abb. 2C abgebildeten Schnitt;
Abbildung verindert nach Pieper et al. 2019; die Verwendung erfolgt mit freundlicher
Genehmigung des John Whiley and Sons Verlags).

In der Primitivgrube war vesikulires und amorphes extrazellulires Material sichtbar, das

abgestorbenen Zellfragmenten entsprach (Abb. 7).

Durch die Korrelation der Semidiinnschnitte mit den Ubersichtsaufnahmen (Abb. 8)
konnten die Matrixgeftllten Gewebelticken der Héhe der Primitivgrube und der unmittelbar
anterior davon liegenden Abschnitte zugeordnet werden. Das Vorkommen dieser geftllten
interzelluliren Raume beschrinkte sich also streng auf den Hensen-Knoten und das von dort
auswachsende, noch knotennahe, axiale Mesoderm. Sie waren meistens im Mesoderm des
Knotens lokalisiert, kamen aber auch in dessen Epithel vor. Teilweise lagen sie genau auf
Héhe der zugunsten der EMT untergehenden Basalmembran. Thre Position im Hensen-
Knoten und der Nachweis der von Carpaji 2014 beschriebenen intraepithelialen Rdume auch

im Mesoderm fithrten zur Umbenennung zu ,,nodal microcavities™ (NMC).

Jede der gefundenen NMC lie3 sich iiber mindestens zwei benachbarte Semidiinnschnitte
hinweg verfolgen. So konnte ihre Ausdehnung entlang der drei Korperachsen bestimmt
werden. Die Vermessung einer breiten NMC auf Hohe der Basalmembran anterior im
Knoten (Vgl. Abb. 8B*) ergab eine Ausdehnung von etwa 40um entlang der
Transversalachse, 12 pm entlang der kraniokaudalen Achse und eine Héhe von 8 um entlang
der dorsoventralen Achse. Andere NMC, die nicht direkt mit der Basalmembran in
Verbindung zu stehen schienen, haben beispielsweise die MaBle 14 um entlang der
Transversalachse, 17 um entlang der dorsoventralen und 23 um entlang der kraniokaudalen
Achse.
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Abb. 8: Nodal microcavities im Hensen-Knoten. Dorsalansichten (A-D) und
transversale Semidiinnschnitte (A-Df, A“-D%). Die Stadien der abgebildeten Embryonen
sind in der jeweiligen Ubersicht angegeben. Der Einschub in B zeigt den Hensen-Knoten
detailreicher als in der Ubersicht. Die Schnittebenen sind in den Ubersichten durch wei3e
Striche gekennzeichnet. Die schwarzen Rechtecke in den Schnittbildern umrahmen die
NMC. Der Maf3stabsbalken in D gibt eine Lange von 50 pum fir die Schnitte und eine Linge
von 560 um fiir die Ubersichtsaufnahmen an. Die gekreuzten Pfeile in D geben die
Orientierung der Schnitte an: d: dorsal; v: ventral, I: links, 1: rechts. Diese Orientierung wurde,
wenn nicht anders angegeben, fir alle in dieser Arbeit abgebildeten Schnitte verwendet
(Abbildung verindert nach Pieper et al. 2019; die Verwendung erfolgt mit freundlicher
Genehmigung des John Whiley and Sons Verlags).

NMC kamen in allen untersuchten Embryonen ab dem Stadium HH 3+ vor (Abb. 8). In
einem einzelnen bisher untersuchten Hithnerembryo in Stadium HH 3 wurden keine NMC
gefunden. In Stadium HH 3+ fanden sich zwar NMC, allerdings war noch kein Knoten
vorhanden. Aullerdem war noch kein axiales Mesoderm ausgewachsen und das Mesoderm
lateral des Primitivstreifens lag besonders locker. Die NMC befanden sich hier am anterioren
Ende des Primitivstreifens. Auch an dieser Stelle kamen sie auf der Hohe der
durchbrochenen Basalmembran vor. In den altesten hier untersuchten Embryonen (Stadium
HH 8) wurden NMC ebenfalls im Bereich des Hensen-Knotens und des knotennahen
axialen Mesoderm gefunden (Abb. 8 und Abb. 9).
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Abb. 9: Nodal microcavities in transversalen und sagittalen Semidiinnschnitten. (A-

F) Transversale Semidinnschnitte durch Embryonen verschiedener Stadien. (G-L)
Sagittalschnitte durch Embryonen verschiedener Stadien. Die Stadien sind beim jeweiligen
Schnitt vermerkt. Der Mal3stabsbalken in L gibt eine Linge von 50 um fur alle Schnitte an.
Der Pfeil in G zeigt fir die Sagittalschnitte in G-L Richtung anterior.

Die NMC waren in den Stadien vor der Knotenbildung und im Stadium des symmetrischen
Knotens gleichmiBig verteilt und mittig im Hensen-Knoten lokalisiert. In spiteren Stadien
ab HH 5-, sobald der Knoten seine asymmetrische Morphologie bildete, befanden sie sich
tberwiegend in der rechten Knotenschulter. In der linken Schulter waren sie eher selten zu
finden. Die NMC im axialen Mesoderm lagen in der dichten mesodermalen Zelllage
entweder direkt dort, wo das axiale Mesoderm aus den Zellen der rechten Knotenschulter

entstand, oder kurz anterior des Knotens.

3.1.3.1 Ultrastrukturelle Untersuchung der NMC

Die Struktur der Matrix, mit denen die NMC gefillt waren, erschien bei der

transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchung (s. 2.3.3) polymorph (Abb. 10B
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und E). Die Matrix bestand sowohl aus filamentésen und globuliren (Abb. 10D) als auch
aus amorphen Anteilen. Die fibrilliren Anteile der Matrix (Abb. 10C und F) zeigten eine
strukturelle Ahnlichkeit zur Basalmembran des Epiblast (Abb. 10G). In die NMC ragten
membranumschlossene, zellulire Fortsitze hinein. Das darin sichtbare Zytoplasma wies in
seiner Struktur Ahnlichkeit zum Zytoplasma der umliegenden Zellen auf. Zudem waren
dunne filament6se Strukturen sichtbar. Mikrotubuli fehlten in den Fortsitzen (Abb. 10F).
Die NMC wurden von Zellen umgeben, die zu ihren Nachbarzellen Zell-Zell-Kontakte
(Abb. 10C) ausbildeten, in denen sich die Membranen der Zellen sehr dicht aneinander
anniherten, ohne jedoch miteinander zu verschmelzen. Intrazellulire Proteinansammlungen
an den Membranen oder Zytoskelettbestandteile, die zu diesen Kontakten hinzogen, waren
nicht erkennbar. Allerdings war bei stirkster Vergrolerung elektronendichtes Material
zwischen den Membranen der benachbarten Zellen zu finden (Einschub in Abb. 10C). Die
Kontaktstrukturen waren um die gesamte NCM herum zu finden, die durch die Zellen

vollstindig begrenzt wurde.
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Abb. 10: Nodal microcavities in der Transmissionselektronenmikroskopie.
Transversaler Semidinn- (A) und Ultradinnschnitt (B-D) einer NMC im Hensen-Knoten
eines Embryos in Stadium HH4+. Die schwarzen Rechtecke in B markieren die in C und D
vergrofert dargestellten Bereiche. (C) VergroBerte Darstellung der unreifen Zell-Zell-
Kontakte. Der Einschub zeigt den oberen Kontakt in stirkerer VergroBerung. (D)
Vergrofierte Darstellung der Matrix der NMC. (E) NMC in einem Semidiinnschnitt eines
Embryos in Stadium HH 7. (F) Vergréerte Darstellung. Die Position der VergréB3erung ist
in E durch einen schwarzen Kasten gekennzeichnet. Der schwarze Pfeilkopf deutet auf einen
membranumschlossenen Zellfortsatz. (G) Aufnahme der Basalmembran unter dem Epiblast
aus dem in B dargestellten Schnitt. Der Mal3stabsbalken in G gibt fiir A eine Linge von
7,5 um, fur B und E eine Linge von 1 pm und fir C, D, F und G eine Linge von 250 nm
an. Die gekreuzten Pfeile geben die Orientierung im Embryo an: d: dorsal, v: ventral, I: links,
r: rechts (Abbildung verindert nach Pieper et al. 2019; die Verwendung erfolgt mit
freundlicher Genehmigung des John Whiley and Sons Verlags).
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Im dichten axialen Mesoderm unterhalb der rechten Knotenschulter waren auch in den
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen NMC zu finden. Es zeigten sich zahlreiche
extrazellulir liegende fibrillire Strukturen. Sie wiesen einen Durchmesser von etwa 20 bis
30 nm auf (Abb. 11). Weitere Riume zwischen den mesodermalen Zellen waren nicht gefillt.
Aullerdem zeigten sich zahlreiche zellulire, mitunter sehr lange Fortsitze, die oft zu Zellen
in der Umgebung reichten und mit etwa 150 nm deutlich dicker waren als die fibrilliren
Molekiile. An manchen Stellen war die Keimscheibe so gebrochen, dass die Ultrastruktur der
Basalmembran erkennbar wurde. Diese zeigte ein Netz aus vielen Filamenten, das der
Struktur der Matrix in den NMC dhnelt (Abb. 11D).
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Abb. 11: Nodal microcavity in der Rasterelektronenmikroskopie. Rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahme eines Embryos in Stadium HH 4-, der im Knotenbereich
gebrochen wurde. (A) Ubersichtsaufnahme. (B) Detailaufnahme des zelluliren Kontexts. (C)
Detailaufnahme der Matrix in der NMC. Die schwarzen Pfeilképfe deuten auf einen
Zellfortsatz. Die schwarzen Rechtecke in A und B markieren jeweils den im nichsten Bildteil
vergroflert dargestellten Bereich. (D) Aufnahme der Basalmembran unter dem Epiblast in
einem peripheren Bereich desselben Embryos. Der Maf3stabsbalken in D entspricht fur A
einer Linge von 20 um, fir B und D 4,5 um und fir C 0,6 um. Die gekreuzten Pfeile in D
geben die Orientierung im Embryo an: d: dorsal, v: ventral, I: links, r: rechts (Abbildung
verindert nach Pieper et al. 2019; die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung
des John Whiley and Sons Verlags).

3.1.3.2 Molekulare Charakteristik der NMC

Immunfluoreszenzfirbungen an ganzen Keimscheiben in den Stadien HH 4 und HH 5
gegen Molekiile der extrazelluliren Matrix und insbesondere gegen verschiedene Bestandteile

der Basalmembran zeigten teilweise bestimmte Farbemuster (Abb. 12).
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Abb. 12: Immunfluoreszenzfirbung gegen Fibronektin, Perlecan und Fibrillin-2 an
ganzen Embryonen. (A) Firbung mit einem Antikérper gegen das Protein der
extrazelluliren Matrix Fibronektin an einem Embryo des Stadiums HH 4+. (A9
Gegenfirbung mit Phalloidin. (A“) Ubereinanderlagerung der Bilder A und A‘. (B) Firbung
mit einem Antikérper gegen das Basalmembranprotein Perlecan an einem Embryo im
Stadium HH 4+. (B) Gegenfirbung mit Phalloidin. (B*) Ubereinanderlagerung der Bilder B
und B‘. (C) Firbung mit einem Antikérper gegen das Basalmembranprotein Perlecan in
einem Embryo im Stadium HH5. (C9) Gegenfirbung mit Phalloidin. (C%)
Ubereinanderlagerung der Bilder C und C*. (D) Firbung mit einem Antikorper gegen das
extrazellulir Matrix Protein Fibrillin-2 in einem Embryo des Stadiums HH 4+. (D9
Gegenfirbung mit Phalloidin. (D*) Ubereinanderlagerung der Bilder D und D*. Die weien
Linien zeigen die Ausrichtung der Primitivrinne, an deren Enden sich jeweils die
Primitivgrube befindet. Der MaBstabsbalken in D* zeigt eine Linge von 100 um an. Die
gekreuzten Pfeile in A* geben die Orientierung der Keimscheibe an: a: anterior, p: postetior,
I: links, r: rechts (Abbildungsteile A-A“ und B-B* verdndert nach Pieper et al. 2019; die
Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des John Whiley and Sons Verlags).

Die Firbung mit dem Antikérper VA1(3)-s (Developmental Studies Hybridoma Bank
DSHB, Iowa) gegen Fibronektin als Bestandteil der Basalmembran ergab eine fleckférmige
starke Farbung. Mithilfe der Aktinfarbung mit Phalloidin zur Visualisierung von Zellgrenzen
lieBen sich die stark gefirbten Bereiche unmittelbar vor und neben der Primitivgrube, also
im Hensen-Knoten lokalisieren (Abb. 12A). Das Signal des Fluorophor-gekoppelten
Sekundirantikérpers, das die Bindung des PrimirantikGrpers anzeigte, umrahmte die
Primitivgrube anterior. Die Primitivgrube selbst war nur vom Phalloidin gefirbt und zeigte
ein besonders starkes Fluoreszenzsignal, das nicht mit dem Fluoreszenzsignal des
Fibronektins tberlappt (Abb. 12A%). Posterior des Hensen-Knotens waren kleinere,
fleckformig gefirbte Bereiche erkennbar. Das umliegende Gewebe war ebenfalls schwach

gefirbt und zeigte ein netzartiges Muster.

Die Firbung mit dem Antikérper 5C9-s (DSHB), der gegen den Basalmembranbestandteil
Perlecan gerichtet war, hat ebenfalls ein fleckférmiges Muster ergeben. In Stadium HH 4+
gruppierte sich die Firbung um die Primitivgrube und auch um die Primitivrinne, war also
im gesamten Verlauf des Primitivstreifens zu erkennen. Im umliegenden Gewebe war
ebenfalls eine sehr schwache, aber gleichmil3ige Firbung zu erkennen. Stirkere Farbungen
ergaben sich im Primitivstreifen an der Stelle, an der die Basalmembran unterbrochen wurde.
In der Primitivrinne war die schwache Firbung, die im umliegenden Epiblast auftrat, nicht
zu sehen. In Stadium HH 5 war die ebenfalls fleckférmige Farbung vor allem in der rechten
Knotenschulter konzentriert. In der Phalloidinfirbung war der Knick zwischen
Primitivgrube und Primitivrinne erkennbar. Die Perlecan-Firbung lag auf Knotenebene
streng rechts von der Primitivgrube. In der weiter posterior liegenden linken Knotenschulter

war eine schwache, diffuse Fiarbung zu erkennen, die der Farbung des umliegenden Gewebes
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entsprach. Auch im Primitivstreifen ergab sich eine fleckférmige Farbung, die sich mehr auf
der rechten Seite befand. Im umliegenden Gewebe war die Firbung ebenfalls schwach
vorhanden, allerdings nicht so gleichmifig verteilt wie in Stadium HH 4+, sondern an
einigen Stellen eher wolkig aufgetrieben (Abb. 12B bis C%).

Die Firbung mit dem Antikérper JB3-s (DSHB), der gegen Fibrillin-2 gerichtet war, ergab
ebenfalls eine fleckférmige Firbung im Bereich des gesamten Primitivstreifens. Die Flecken
waren zahlreicher und dichter zusammenliegend als in der Perlecanfirbung. Auflerdem
waren zahlreiche gefirbte Bereiche aullerhalb der axialen Strukturen des Embryos erkennbar.
Im Hensen-Knoten zeigte sich die fleckférmige Farbung besonders dicht und auch in dem
Bereich, der sich anterior des Knotens befand, war eine solche Firbung zu erkennen (Abb12.

D-D*). Das Muster wies eine bilaterale Symmetrie auf.

Die Firbung mit einem Antikorper gegen Chondroitinsulfat als Grundsubstanzmolekdl

ergab eine schwache, gleichmif3ige Firbung der gesamten Keimscheibe (keine Abbildung).

Die Technovit®-Schnitte (s.2.3.1) von immunhistochemisch gefirbten Embryonen
(s. 2.3.7) zeigten die Verteilung der gefirbten Strukturen bezogen auf die Schichten der
Keimblitter des Embryos. Aullerdem war die Lokalisation der Firbung auf subzellulirer
Ebene moglich. Bei der Farbung gegen Fibronektin hat sich ein spezifisches Muster ergeben
(Abb. 13). Die Firbung gegen Laminin ergab eine gleichmafige Farbung in allen Schichten
des Embryos (keine Abbildung).
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Abb. 13: Immunhistochemische Firbung gegen Fibronektin an einer ganzen
Keimscheibe. (A) Dunkelfeldaufnahme eines gefirbten Embryos in Stadium HH 5-. Die
Striche geben die Hohen der Schnitte in B und C an; (B) Technovit®-Schnitt durch
denselben Embryo im vorderen Teil des Knotens. (C) Schnitt durch den Embryo weiter
posterior im Knoten. Der Maf3stabsbalken in C gibt eine Linge von 25 um fir B und C an
(Abbildung verdndert nach Pieper et al. 2019; die Verwendung erfolgt mit freundlicher
Genehmigung des John Whiley and Sons Verlags).

Wie auch in der Immunfluoreszenzfirbung mit dem Antikorper gegen Fibronektin (Abb. A
und A%) zeigte sich in der immunhistochemischen Firbung ebenfalls eine starke
Farbreaktion im vorderen Knotenbereich in den Stadien HH 4 und HH 5-. In der Area
pellucida war eine gleichmaflige Braunfirbung zu sehen. Diese fehlte in der Mitte des
Primitivstreifens und in einem groBen Bereich in der Mitte des Hensen-Knotens. In
Technovit®-Schnitten war an der Grenze zwischen dem Epiblast und dem darunter
liegendem Mesoderm in der ganzen Keimscheibe rechts und links des Primitivstreifens eine
feine braun gefirbte Linie zu erkennen. An der Position des Primitivstreifens fehlte diese
Farbung vollstindig. Dies entspricht der Position und Verteilung der Basalmembran des
Epiblast. Im Hensen-Knoten traten groflere braun gefirbte Bereiche auf. In den am
weitesten anterior gelegenen Schnitten, in denen diese Firbung auftrat, war sie sehr breit und
zeigte eine groBere kraniokaudale Ausdehnung als die umliegende Basalmembranfirbung.
An dieser Stelle war die Basalmembran in der Mittellinie bereits unterbrochen. Hier begann
der Knoten. Bezogen auf den Epiblast und das Mesoderm lag dieser stark gefarbte Bereich
genau auf der Hohe, auf der in der Umgebung der Epiblast und das Mesoderm durch die
Basalmembran getrennt waren. Dabei erinnerte er an die Position und die Ausdehnung der
NMC in den Semidinnschnitten in Stadium HH 4 (Abb. 13B, Vgl. Abb. 8B*). In weiter

posterior gelegenen Schnitten traten kleinere, fleckférmig gefirbte Stellen in der rechten
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Knotenschulter auf (Abb. 13C). Auch in diesen Schnitten wolbte sich die rechte

Knotenschulter nach dorsal.

3.1.4 Expressionsmuster des Mastergens fiir motile Zilien Foxj1

Die Ubersichtsaufnahmen von Hiithnerembryonen, die in der In-situ-Hybridisierung mit einer
cRNA-Sonde gegen das Mastergen fiir motile Zilien Foxj7 gefirbt wurden, zeigten ein
bestimmtes Fiarbemuster Abb. 14).

Abb. 14: Foxjl-Expression in Embryonen der Stadien HH 3+ bis HH 5. (A-E)

Ubersichtsaufnahmen von Hithnerembryonen verschiedener Entwicklungsstadien nach In-

sitn-Hybridisierung mit der cRNA-Sonde cFoxjl. Die Stadien sind im jeweiligen
Bildabschnitt angegeben. (F-N) Schnitte durch die in C, D und E abgebildeten Embryonen.
Die Sterne in I, K und L. markieren die Chorda dorsalis. Die schwarzen Pfeilkdpfe markieren
den Hensen-Knoten. Der Malistabsbalken in N gibt eine Linge von 775 pum fir die

Aufsichten und eine Linge von 100 pm fir die Schnitte an.

Die Ubersichtsaufnahmen der gefirbten Keimscheiben zeigten in den Stadien HH 3+ und
HH 4 eine gleichmiBig verteilte Farbung in der Area pellucida. Lediglich die Primitivrinne
blieb in beiden Stadien ausgespart (Abb. 14A und B). Ab Stadium HH 4+ kam zu diesem
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Muster noch eine starke Farbung unmittelbar anterior des Hensen-Knotens in der Mittellinie
hinzu. Diese stabformige Farbung wurde mit der fortschreitenden Entwicklung des Embryos

linger (Abb. 14C-E). Die Primitivrinne blieb weiterhin ungefarbt.

In transversalen Technovit®-Schnitten der Embryonen nach der In-sitn-Hybridisierung
gelang die Zuordnung der Firbung zu den einzelnen Keimblittern. Der Embryo in Stadium
HH 4+ war leicht uberfirbt. In den Schnitten war eine starke Firbung des Epiblast zu
erkennen. In der Mittellinie war die Firbung etwas stirker als im umliegenden Epiblast
(Abb. 14F und G). In Stadium HH 5- war zu sehen, dass sich die Farbung auf den Epiblast
beschrinkte. Auch hier war die stirker gefirbte Mittellinie anterior des Knotens erkennbar
(Abb. 14H). Die Chorda dorsalis blieb vollstindig ungefirbt. Das umliegende Mesoderm zeigte
eine schwache Firbung (Abb. 14I). Der Hensen-Knoten war ebenso ungefirbt wie die
auswachsende Chorda dorsalis (Abb. 14]). Das gleiche Muster mit der ungefirbten Chorda
dorsalis und dem Hensen-Knoten fand sich auch in Stadium HH 5 (Abb. 14L bis N). Die
Fiarbung in der Mittellinie anterior des Knotens entsprach der Position der zukinftigen
Bodenplatte des sich bildenden Neuralrohrs. Der knotennahe Anteil der zukiinftigen
Bodenplatte zeigte basal allerdings keine Farbung (Abb. 14L).

3.1.5 Expressionsmuster des Rechts-Links-Dyneins

Die Ubersichtsaufnahmen der in der In-sita-Hybridisierung gegen Rechts-Links-Dynein-
mRNA gefirbten Embryonen zeigten in Stadium HH 3+ eine Firbung in der gesamten
Keimscheibe. Die Area pellucida war bis auf den Primitivstreifen vollstindig gefirbt. In der
Area gpaca war ebenfalls eine Firbung erkennbar (Abb. 15A). Ab Stadium HH 5 waren nur
noch Bereiche in der Area pellucida gefirbt. In den Stadien HH 5 und HH 6 zeigte sich ein
gefirbter Ring entlang des Randes der Area pellucida. Der Ring wurde von dem ungefirbten
Primitivstreifen posterior unterbrochen. Die Region innerhalb des gefirbten Rings war
ungefirbt (Abb. 15b und C). In Stadium HH 7 war der Ring insbesondere im anterioren
Bereich schmaler geworden. Zudem zeigte sich eine Farbreaktion in der Mittellinie anterior
des Hensen-Knotens (Abb. 15D). In dem Technovit®-Schnitt durch diesen Bereich ist
erkennbar, dass diese Firbung auf eine Farbreaktion in den parachordalen Zellen des
Mesoderm zuriickzufithren war (Abb. 15F). Die Firbung, die den gefirbten Ring am Rand
der Area pellucida ausmachte, war im Epiblast bzw. Ektoderm lokalisiert. Das Mesoderm blieb
weitgehend ungefirbt (Abb. 15E bis G).
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Abb. 15: Rechts-Links-Dynein-Expression in den Stadien HH 3+ bis HH 8-. (A-D)
Ubersichtsaufnahmen von Hiithnerembryonen verschiedener Entwicklungsstadien nach In-
sitn-Hybridisierung mit der cRNA-Sonde cLRD. Die Stadien sind im jeweiligen Bildabschnitt
angegeben. Die geschwungene Klammer in B hebt den gefirbten Bereich hervor. Der
Einschub in D zeigt die Region der auswachsenden Chorda dorsalis und des Hensen-Knotens.
Die Position in der Ubersicht ist mit einem schwarzen Rechteck gekennzeichnet. Die Héhe
derin E, F und G gezeigten Schnitte ist in D angegeben. Die Pfeilképfe in A-D zeigen die
Position des Knotens an. (E) Technovit®-Schnitt durch den Embryo in Stadium HH 7 auf
Hoéhe der Neuralfalten. (F) Schnitt auf Hohe der Chorda dorsalis. Die Pfeile zeigen auf die
stairker gefirbten rechten und linken Bereiche entlang der Chorda dorsalis. (G) Schnitt im
Bereich des posterioren Anteils des Primitivstreifens. Der Mal3stabsbalken in G gibt eine
Linge von 1000 um fir A-D, eine Linge von 360 um fir den Einschub in D, eine Linge

von 115 um fir E und G und eine Linge von 38 pum fir F an.
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3.2 Komponenten der Ionenfluss-Hypothese

In diesem zweiten Ergebnisteil wird zunichst die Herstellung der Sonde fir die o-
Untereinheit und danach das Expressionsmuster der ATP4a und der ATP4b vorgestellt.
Nach der Beschreibung der Membrandepolarisationsmuster an kultivierten Embryonen
werden die Ergebnisse der Expressionsanalyse fir Noda/ als frihem Marker fir die

molekulare Symmetriebrechung nach Inhibition der ATP4 dargestellt.

3.2.1 Klonierung der ATP4a-Sonde

Die PCR (s. 2.2.3) mit den Primern ATP4aGgForT und ATP4aGgRevT (Biomers, Ulm) mit
der cDNA, die aus Embryonen des Stadiums HH 10 generiert wurde (s. 2.2.1, 2.2.2), zeigte
in der Agarosegelektrophorese (s.2.2.4) in beiden Reaktionsansitzen einzelne, scharf
abgrenzbare Banden (Abb. 16).

Abb. 16: ATP4a-PCR. Agarosegelektrophorese der PCR-Produkte der ATP4a-PCR.
Aufgetragen sind der GeneRuler 100bp Plus und die PCR-Ansitze, die in Duplikaten
angefertigt wurden. Die Zahlen neben den Banden des Markers geben die Fragmentlinge in

Anzahl der Basenpaare an. Das PCR-Produkt hat eine Gréf3e von etwa 700 bp.

Die erwartete Fragmentlinge betrug 711 bp. Die Linge des PCR-Produkts stimmte damit
mit der erwarteten Fragmentlinge tberein. Nach dem Einfiigen in ein Plasmid und
Transformation in Bakterien wurden zwei Plasmidproben sequenziert, von denen eine mit
der erwarteten Sequenz zu 99% tbereinstimmte (s. Abb. im Anhang). Die nicht homologen
Anteile zu Beginn des Sequenzierungsergebnisses entstammten dem zur Klonierung
verwendeten Vektor. Dieser Klon wurde aufgrund der hohen Ubereinstimmung mit der
erwarteten Sequenz als Ausgangsmaterial zur Synthese der sense- und antisense- cRNA-Sonden
fir die ATP4a verwendet (s. 2.2.13).

Die Agarosegelektrophorese der synthetisierten ATP4a-Sonde zeigte fur beide
Reaktionsansitze mit den Polymerasen Sp6 und T7 jeweils klar begrenzte Banden, sodass

beide Sonden fur die In-situ-Hybridisierung verwendet werden konnten (Abb. 17).
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Abb. 17: Agarosegelektrophorese der ATP4a-Sonde nach In-vitro-Transkription.
Aufgetragen sind der Groflenmarker GeneRuler 100 bp Plus, in Tasche 1 das Produkt der
Transkription mit der T7-Polymerase und in Tasche 2 das Produkt der Transkription mit der

Sp6-Polymerase. Die Zahlen neben dem Groenmarker geben die Fragmentlinge in bp an.

3.2.2 Expressionsmuster der ATP4

Die klonierte ATP4a-Sonde gegen die mRNA der ATP4 o-Untereinheit mit dem
Reaktionsansatz der T7-Polymerase ergab eine Firbung in der In-sitn-Hybridisierung (Abb.
18A-G und I-O). Die Embryonen, bei denen der Sp6-Ansatz verwendet wurde, blieben
vollstindig ungefirbt.

AuBlerdem wurden Embryonen in den Stadien HH 3+ bis HH 5- mit einer Sonde gegen
mRNA der ATP4 3-Untereinheit gefirbt (Abb. 18).
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Abb. 18: ATP+Expression in Embryonen in den Stadien HH 1 bis 5 und HH 10. (A-
G) Ubersichtsaufnahmen von Hithnerembryonen verschiedener Entwicklungsstadien nach
In-sitn-Hybridisierung mit der cRNA-Sonde ATP4a_Gg. (H) Ubersichtsaufnahme eines
Embryos nach der In-sitn-Hybridisierung mit der cRNA-Sonde ATP4b. Die Stadien sind im
jeweiligen Bildabschnitt angegeben. In den Abbildungsteilen D, E und F sind die Héhen der
in I-O abgebildeten Schnitte mit schwarzen Strichen markiert. (I-O) Transversale
Technovit®-Schnitte. Die Sterne in D, I und | markieren einen stirker gefirbten Bereich am
anterioren Rand der Area pellucida. Die geschwungene Klammer in I zeigt einen nach
posterior gedffneten hufeisenférmigen, stirker gefarbten Bereich. Die eckige Klammer in G
zeigt auf einen stirker gefarbten Bereich, der der Darmpforte entspricht. Die Pfeilkopfe
zeigen auf den Hensen-Knoten. Der Mal3stabsbalken in O gibt eine Linge von 1000 um fiir
A-H und eine Linge von 200 um fiir I-O an.

In den Stadien HH 1 und HH 2 waren sowohl die Area pellucida als auch die Area opaca
gleichmiBig gefirbt (Abb. 18A und B). In Stadium HH 2 war der Primitivstreifen erkennbar
und zeigte eine kriftigere Firbung als das umliegende Gewebe (Abb. 18B). In Stadium
HH 3+ war die Firbung des extraembryonalen Gewebes, also die Farbung der Area gpaca,
schwicher. Die Primitivrinne war weniger stark gefirbt als die Umgebung (Abb. 18C). In
den Stadien HH4 - HH 5 beschrinkte sich die extraembryonale Farbung auf einige wenige
Flecken (,,Pfeffer und Salz“-Muster). Eine stirkere, bogenférmige Anfirbung war am
anterioren Rand der Area pellucida ertkennbar. Der Primitivstreifen und der Hensen-Knoten
waren ab Stadium HH 4 im Gegensatz zum umliegenden Gewebe kaum gefirbt (Abb. 18D-
E). In Stadium HH 5 war ein hufeisenférmiger, mit seiner Offnung nach posterior
gerichteter, stirker gefirbter Bereich sichtbar (Abb. 18F). In Stadium HH 10 war ein Bereich
unmittelbar kaudal des sich bildenden Herzschlauchs stirker gefirbt, der mit der Position
der Darmpforte iibereinstimmte. Aulerdem war in diesem Stadium im bereits geschlossenen
Neuralrohr und in den Hohlrdumen der Hirnblaschen viel Farbstoff ausgefallen (Abb. 18G).
In den Technovit®-Schnitten der gefirbten Embryonen war erkennbar, dass alle drei
Zellschichten etwa gleichmifig gefirbt waren. Die bogenférmige Struktur, die anterior an
der Grenze zwischen Area pellucida und dem extraembryonalen Gewebe lag, zeigte auch in
den Schnitten in den Stadien HH 4 und HH 4+ cine stirkere Farbung als die anderen
Gewebe. Dies stimmt mit der Position mit dem ammniocardiac vesicle Gberein. In diesen
Strukturen waren einzelne grof3e runde gefirbte Zellen erkennbar (Abb. 18I und J). In den
axialen Strukturen, dem Hensen-Knoten, dem Primitivstreifen und der auswachsenden
Chorda dorsalis hat keine Farbreaktion stattgefunden, sodass an dieser Stelle keine Farbung
sichtbar war (Abb. 18]-O). In den Schnitten durch den Embryo in Stadium HH 4+ war die
Firbung des Epiblast vor allem in den basalen Teilen der Zellen lokalisiert. In Stadium HH 5
waren die Zellen hingegen gleichmiBig gefarbt.

Die Firbung mit einer zweiten Sonde gegen die a-Untereinheit der ATP4, die bestellt wurde

(GeneCust, Luxemburg), ergab keine Farbung an den verwendeten Keimscheiben.
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Die Expression der ATP4b (Abb. 18H) war in allen Stadien gleichmaBig in der Area pellucida
verteilt. Extraembryonales Gewebe in der Area opaca warde am Ubergang zur Area pellucida

gefirbt. Der Primitivstreifen war hier ebenfalls gefarbt.

Die Validierung der cRNA-Sonde ATP4a erfolgte durch die Firbung von Organpaketen von
Hithnerembryonen in Stadium HH 32. (Abb. 19). Diese Proben zeigten eine starke
Anfirbung, die sich an einem isolierten Magenpraparat (Abb. 19C) der Anlage des
Driisenmagens zuordnen lie3. Die Farbung zeigte sich hier in stark gefirbten Flecken, die
von weniger stark gefirbten Bereichen umgeben waren. Die Anlage des Muskelmagens und
die sich daran anschlieBende Anlage des Zwolffingerdarms blieben ungefiarbt. Auch das
Neuralrohr und die Nierenanlagen waren angefirbt. Die beiden ILappen der sich
entwickelnden Leber zeigten keine Farbung. Die Farbentwicklung in diesen Praparaten war
nach 3 Tagen bereits sehr stark. Die Keimscheiben der niedrigeren Stadien wurden in der

Regel eine Woche lang in der Farblésung inkubiert.
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Abb. 19: ATP4a-Expression in Stadium HH 32. Organe des Oberbauchs eines
Hithnerembryos des Stadiums HH 32 nach Ir-sitn-Hybridisierung mit der cRNA-Sonde
ATP4a_Gg. (A) Lateralansicht von links. (B) Ansicht von kaudal auf dasselbe Priparat. (C)
Ansicht von kaudal auf einen isolierten Magen eines weiteren Embryos. FEinzelne
Organanlagen sind markiert: N: Neuralrohr, RL: rechter Leberlappen, LL: linker
Leberlappen, DM: Driisenmagen, MM: Muskelmagen, U: Urniere, Z: Zwolffingerdarm. Der
Maf3stabsbalken in C zeigt eine Linge von 1 mm fir A und B und eine Linge von 1,8 mm
tir C. Die gekreuzten Pfeile neben den einzelnen Abbildungen zeigen die Orientierung des
Priparates an, B und C sind gleich orientiert: a: anterior, p: posterior, v: ventral, d: dorsal, I:

links, r: rechts.

3.2.3 Membrandepolarisationsmuster in den Stadien HH 3+ bis HH 4+

Die Muster der Membrandepolarisationsmessung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DiBAC4(3)
an Embryonen der Stadien HH 3+ bis HH 4+ in Kultur (s. 2.1.4) sind in Abb. 20 dargestellt.
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Abb. 20: Membrandepolarisationsmuster in den Stadien HH 3+ bis HH 4+.
Aufsichten auf Embryonen in Kultur, die mit dem Fluoreszenzfarbstoff DiBAC4(3)
behandelt wurden. (A—C) Embryonen des Stadiums HH 3+. (D-F) Embryonen des
Stadiums HH 4. (G-I) Embryonen des Stadiums HH 4+. (A, D, G) Stirkere Depolarisation
auf der linken Seite. (B, E, H) Symmetrische Depolarisationsmuster. (C, F, I) Stirkere

Depolarisation auf der rechten Seite. Die Stadien sind an jedem Abbildungsteil vermerkt. Die
roten Linien geben die Ausrichtung des jeweiligen Primitivstreifens an. Die Vorderenden der
roten Linien liegen auf Hohe des anterioren Endes des Primitivstreifens in Stadium HH 3+
und auf Hohe des Hensen-Knotens in den Stadien HH 4 und HH 4+. Die Zahlen (N=...)
geben die Anzahl der Embryonen an, bei denen beziiglich der Seite der Depolarisation im
selben Stadium ein dhnliches Muster gefunden wurde. Der Mal3stabsbalken in I gibt eine

Lange von 400 pm an.

Die DiBAC4(3)-Firbung erzeugte in den drei untersuchten Stadien uneinheitliche

Farbemuster, die jeweils zu einer von drei Kategorien zugeordnet wurden (Abb. 20). Dabei
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variierten die Stellen im Embryo, an denen das Fluoreszenzsignal am stirksten war. Bei
manchen Embryonen zeigte sich eine Asymmetrie direkt neben dem Knoten. Bei vielen
Embryonen war allerdings fast eine gesamte Halfte der Keimscheibe stirker gefirbt als die
andere Hilfte. Unter besonderer Bertcksichtigung der Bereiche auf Hohe des Hensen-
Knotens wurde bei der Gberwiegenden Anzahl der untersuchten Embryonen (n=21) ein
symmetrisches Muster gefunden (Abb. 20B, E, H). Unter den Embryonen, die ein
asymmetrisches Depolarisationsmuster zeigten, waren die Firbungen entweder auf der
rechten (Abb. 20C, F, I) oder auf der linken Seite stirker. Die Kontrollembryonen, die nur
mit einer DMSO-Lo6sung inkubiert wurden, zeigten in der Area gpaca eine Fluoreszenz. Ein

Fluoreszenzsignal in der Area pellucida war nicht zu detektieren.

3.2.4 Nodal-Expression nach pharmakologischer Unterdriickung der ATP4-
Aktivitit mit SCH28080

Nach der pharmakologischen Unterdriickung der H"/K'-ATPase durch zweimalige im
Abstand von jeweils 2 h vorgenommen Applikation mit 200 uM oder 400 uM SCH28080
und Kultur bis mindestens Stadium HH 5- ergaben sich die folgenden Expressionsmuster
von Nodal (s. 2.2.14):

Von 37 Embryonen, die mit SCH28080 in einer Konzentration von 200 uM behandelt
wurden, erreichten 31 Embryonen ein Stadium, in dem Noda/ mindestens in der paraxialen
Domine asymmetrisch exprimiert wird, also wenigstens Stadium HH 5-/5. Die tbrigen 6
Embryonen wurden bereits in Stadium HH 4+ oder im sehr frihen Stadium HH 5- fixiert.
In diesen Embryonen zeigte Nodal seine Expression im Primitivstreifen oder gar keine
Expression. Unter den Embryonen, die eine asymmetrische Nodal-Expression aufwiesen,
war diese ohne Ausnahme auf der linken Seite des Embryos entweder in der paraxialen
Domine oder bereits im Seitenplattenmesoderm lokalisiert. Es konnte weder ein Ausbleiben,
noch eine beidseitige Nodal-Expression beobachtet werden (Abb. 21 und Tabelle 1). Von 17
Embryonen, die mit SCH28080 in einer Konzentration von 400 uM behandelt wurden,
zeigten alle Embryonen ab dem entsprechenden Stadium eine Nodal-Expression in der
paraxialen Domine oder im Seitenplattenmesoderm auf der linken Seite. In Tabelle 1 ist die
Anzahl der behandelten Embryonen nach ihrem Stadium bei der Behandlung und der
gewihlten SCH28080-Konzentration dargestellt. Solche Embryonen, die in einem zu frithen
Stadium fixiert wurden, sodass noch keine asymmetrische Nodal-Expression auftrat, sind
nicht aufgeftihrt. Nach der Behandlung in Stadium HH 3+ betraf dies finf Embryonen, nach
der Behandlung in Stadium HH 4 einen Embryo. Bei der Konzentration von 400 pM wurde
jeweils ein Embryo nach der Behandlung in den Stadien HH 1, HH 3+ und HH 4+ fixiert.
Diese zeigten das noch bis Stadium HH 4+ vorhandene symmetrische Nodal-
Expressionsmuster. Die vier zu Beginn der Versuchsreihen parallel mit DMSO 1:75 und
1:150 in PBS als Negativkontrollen behandelten Embryonen zeigten ausnahmslos eine

Nodal-Expression auf der linken Seite.
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Abb. 21: NodalExpression nach Behandlung mit SCH28080. Aufnahmen von
Hithnerembryonen nach der In-situ-Hybridisierung fir Nodal-mRNA in den Stadien HH 5
und 6. Alle dargestellten Embryonen wurden mit SCH28080 in einer Konzentration von
200 uM behandelt. (A) Behandlung in Stadium HH 3, Fixierung in HH 5. (B) Behandlung in
Stadium HH 3+, Fixierung in HH 5. (C) Behandlung in Stadium HH 4, Fixierung in Stadium
HH 6. Die schwarzen Pfeilképfe weisen auf die Position des Hensen-Knotens. Der
MafBstabsbalken gibt eine Linge von 500 um an.

Tabelle 1: NodalExpression nach Behandlung mit SCH28080.

200 uM 400 pM
rechtsseitige/
symmetrische

Expression
1 - -

2
3
3+
4
4+
5-
5

rechtsseitige/
symmetrische
Expression

Stadium bei linksseitige
Behandlung Expression

Linksseitige
Expression

_ N N = =

(NSRS S =

Anzahl der Embryonen, die nach der Behandlung mit SCH28080 in zwei verschiedenen
Konzentrationen in der In-sitw-Hybridisierung gegen Nodal-mRNA gefirbt wurden, nach
Stadien bei der Behandlung und Expressionsmuster sortiert. Die Zeilen mit den Embryonen,
die in den entscheidenden Stadien HH 3 bis HH 4 behandelt wurden, sind hervorgehoben.
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3.3 Abhingigkeit der Foxjl-Expression von ATP4

In diesem Teil der Ergebnisse wird die Expression von Foxy7 nach der ATP4-Unterdriickung

und nach Behandlung mit zwei verschiedenen Inhibitoren des Wnt-Signalwegs beschrieben.

3.3.1 Foxjl-Expression nach Behandlung mit SCH28080

Bei elf Embryonen, die mit SCH28080 in einer Konzentration von 200 uM behandelt
wurden, und 15 Embryonen, die mit SCH28080 in einer Konzentration von 400 uM
behandelt wurden, zeigte sich anschlieBend in der In-sitn-Hybridisierung gegen Foxj1-mRNA
eine gleichmillige Firbung der Keimscheibe unter Aussparung des Primitivstreifens.
Anterior des Hensen-Knotens zeigte sich ab Stadium HH 4+ eine stirkere Farbung in der
Mittellinie. Damit stimmte das Muster mit dem Expressionsmuster der unbehandelten
Embryonen tberein (keine Abbildung; Vgl. 3.1.4)). Aus diesem Grund wurde auf die
Durchfihrung von Negativkontrollen verzichtet. Tabelle 2 gibt Auskunft tber die Anzahl
der behandelten und gefirbten Embryonen, nach Stadium bei der Behandlung sortiert.

Tabelle 2: Foxjl-Expression nach Behandlung mit SCH28080.

3 1 2
3+ 6 4
4 3 6
4+ 1 3

Anzahl der Embryonen, die nach Behandlung mit SCH28080 in zwei verschiedenen
Konzentrationen in der In-sitn-Hybridisierung gegen Foxjl-mRNA gefirbt wurden, nach
Stadien bei der Behandlung sortiert.

3.3.2 Nodal-Expression nach Wnt-Inhibition mit LGK-974 und Wnt-5C9

Insgesamt wurden nur wenige Embryonen explorativ mit den verschiedenen Wnt-
Inhibitoren behandelt (Tabelle 3).

Tabelle 3: Nodal-Expression nach Wnt-Inhibition.

Stadium bei Behandlung LGK-974 | Wnt-5C9
4 4 3
4+ 3 4
5- 1 2

Anzahl der Embryonen, die nach der Behandlung mit dem jeweiligen Wnt-Inhibitor in der
In-situ-Hybridisierung mit der cRNA-Sonde cNodal gefirbt wurden.
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Alle Embryonen, die mit den Wnt-Inhibitoren behandelt wurden, zeigten eine Nodal-
Expression auf der linken Seite. In den Embryonen, die in frithen Stadien fixiert wurden,
zeigte sich die Firbung in der paraxialen knotennahen Noda/-Expressions-Domine
(Abb. 22A und B). In spiten Stadien firbte sich auch das Seitenplattenmesoderm auf der
linken Seite stark an (Abb.22C und D). Die Expressionsmuster entsprachen dem
Normalbefund, sodass hier auf die Durchfithrung von Negativkontrollen verzichtet wurde.
Die Embryonen zeigten iiber die normale Genexpression hinaus allerdings morphologische
Defekte wie eine deutliche Verbreiterung der Darmpforte. Aulerdem sind die Embryonen

kleiner geblieben als unbehandelte Embryonen.
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Abb. 22: Nodal-Expression nach Wnt-Inhibition. (A) Noda/-Expression in Stadium
HH 5- nach Behandlung mit LGK974 in Stadium HH 4. (B) Noda/-Expression in Stadium
HH 6 nach Behandlung mit LGK974 in Stadium HH 4+. (C) Noda/-Expression in Stadium
HH 8+ nach Behandlung mit Wnt5C9 in Stadium HH 4. (D) Noda/-Expression in Stadium
HH 8+ nach Behandlung mit Wnt5C9 in Stadium HH 4+. Die Pfeilképfe in A und B weisen
auf die Position des Hensen-Knotens. Der Maf3stabsbalken in D gibt eine Linge von 500 pm

an.

3.4  Shh-Inhibition mit Cyclopamin

Die zur Unterdrickung des shh-Signalwegs in Stadium HH 4 mit Cyclopamin behandelten
Embryonen (s. 2.1.3) zeigten eine vollstindige Unterdriickung der Noda/-Expression in
Stadium HH 5. In der In-situ-Hybridisierung wurde trotz ausreichend langer Inkubation in
der Firbelosung in allen 14 behandelten Embryonen keine mRNA nachgewiesen
(Abb. 23B). In acht von neun Kontrollembryonen, die lediglich in Kultur genommen und
mit 0,1% Ethanollésung in PBS behandelt wurden, zeigte sich die erwartete linksseitige
Nodal-Expression (Abb. 23A). Braychyury als Marker fiir mesodermale Zellen zeigte in allen
zehn mit Cyclopamin behandelten Embryonen ein normales Expressionsmuster (Abb. 23C)

im Bereich der mesodermalen Strukturen.
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Abb. 23: Nodal- und Brachyury-Expression und Herzschleifenbildung nach
Behandlung mit Cyclopamin. (A) Linksseitige Noda/-Expression bei einem unbehandelten
Embryo im Stadium HH 5. (B) Unterdrickte Noda/-Expression nach der Behandlung mit
Cyclopamin. (C) Brachyury-Expression nach Behandlung mit Cyclopamin. Die schwarzen
Pfeilk6pfe zeigen die Position des Hensen-Knotens. (D und E) Herzschleifenbildung nach
Behandlung mit Cyclopamin in Stadium HH 5. Das Stadium der abgebildeten Embryonen
ist im jeweiligen Bild angegeben. Der Mal3stabsbalken in E gibt eine Lange von 500 um an.
(Abbildung verindert nach Otto et al. 2014; die Verwendung erfolgt mit freundlicher
Genehmigung des John Whiley and Sons Verlags).

Eine Behandlung von Embryonen in Stadium HH 5, in dem die asymmetrische Expression
von Nodal in seiner paraxialen Domine bereits etabliert ist, fithrte in 10 von 13 Embryonen
in den Stadien HH 7 und HH 8 zu einem Ausbleiben der Noda/-Expression im Seitenplatten-
mesoderm. In 5 dieser 13 Embryonen war nach der Behandlung zusitzlich die Nodal-
Expression in der paraxialen Noda/l-Expressions-Domine vermindert. In 37 in Stadium
HH 5 behandelten Embryonen, die bis Stadium HH 11 kultiviert wurden, zeigten sich die
Effekte auf morphologischer Ebene. In 15 dieser Embryonen zeigte sich die Herzschleife
auf der rechten Seite (Abb. 23D), wie es in der ungestorten Entwicklung ebenfalls der Fall
ist. In 18 Embryonen zeigte die Schleife zur linken Seite (Abb. 23E) und damit genau zur
anderen Seite als im Normalfall. Vier Embryonen wiesen zum Zeitpunkt der Fixierung noch
einen geraden Herzschlauch auf, der bisher keine Schleife ausgebildet hatte. Alle elf
Kontrollembryonen und zehn der zwdlf mit 5 uM Cyclopamin behandelten Embryonen

zeigten die Herzschleife auf der rechten Seite.
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4 Diskussion

In dieser Diskussion werden zunichst kurz die Ergebnisse zusammengefasst. Anschlieend
erfolgt die Diskussion der verwendeten Methoden. Im dritten Teil werden die Aspekte der
Zilienstrom-Hypothese diskutiert. Dabei wird insbesondere auf putative Funktionen der
NMC eingegangen. Im dann folgenden Teil werden die Aspekte der Ionenfluss-Hypothese
diskutiert. AuBBerdem wird in diesem Teil auf den Zusammenhang zwischen der ATP4 und
den Zilien eingegangen. Schlussendlich wird ein Ausblick auf mogliche weitere
Untersuchungen und Experimente auf dem Feld der Rechts-Links-Symmetriebrechung in

Hithnerembryonen gegeben.

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei der Suche nach inneren Oberflichen und Rdumen fiir die Etablierung eines durch Zilien
generierten Flissigkeitsstroms zur Rechts-Links-Symmetriebrechung zeigten die Zellen des
Knotenepiblast in der Licht- und Elektronenmikroskopie eine gekrimmte Form, sodass sie
gemeinsam eine Art Kuppel bildeten. Die Knotendrehung, die in der weiter anterioren Lage
der rechten Knotenschulter resultierte, konnte im /wve-imaging dargestellt werden. Die von
Carpaij 2014 beschriebenen Riume wurden innerhalb der Region des zukiinftigen Hensen-
Knotens, im Hensen-Knoten selbst und im davon auswachsenden, noch knotennahen
Mesoderm gefunden und durch die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten von
intraepithelial spaces zu nodal microcavities (NMC) umbenannt. Sie enthielten eine Matrix, die
Uberwiegend aus fibrilliren Strukturen bestand. Immunfirbungen zeigten an entsprechenden
Stellen ein hohes Vorkommen von Fibronektin. Zilien wurden weder in den NMC noch in
anderen inneren Raumen mit Transmissions- oder Rasterelektronenmikroskopie gefunden.
Die Analyse der Expression der Gene Foxy7 und Rechts-Links-Dynein ergab keine Hinweise

auf die Anwesenheit motiler Zilien im Rechts-Links-Organisator des Huhns.

Unter den Komponenten der Ionenfluss-Hypothese zeigten die beiden Untereinheiten der
H'/K'-ATPase ATP4 ecin symmetrisches Expressionsmuster. Die Expression der o-
Untereinheit sparte den Primitivstreifen und den Hensen-Knoten aus. Bei der Farbung fiir
Membrandepolarisation zeigten viele Embryonen ebenfalls ein symmetrisches Muster.
Asymmetrische Muster traten im Bereich des Knotens sowohl rechts- als auch linksseitig auf.
Nach der Applikation des ATP4-Inhibitors SCH28080 zeigte das Gen Noda/ ausnahmslos

ein normales Expressionsmuster.

Die Expression von Foxj7 nach der ATP4-Inhibition zeigte ebenfalls das normale Muster.
Auch nach Unterdriickung des Wnt-Signalwegs wurde die linksseitige Expression von Noda/

gefunden.

Die Unterdriickung von shh mit Cyclopamin ergab ein Ausbleiben der Noda/-Expression

und eine Randomisierung der Herzschleifenbildung.
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4.2 Methodisches

Hithnerembryonen wurden in dieser Arbeit als Organismus gewihlt, da bei ithnen der
Mechanismus der Rechts-Links-Differenzierung bislang unklar ist und die bisherigen Daten
im Gegensatz zu vielen Daten aus anderen Organismen stehen. Das Huhn weist
Unterschiede zu den Organismen auf, bei denen die Zilienstrom-Hypothese als gingigste
Hypothese zur Rechts-Links-Symmetriebrechung gilt (Blum et al. 2014b). Seine Embryonen
sind den menschlichen Embryonen morphologisch ihnlicher als Fisch-, Frosch oder
Mausembryonen. Die Embryonen des Zebrafisches und des Krallenfrosches Xenopus zeigen
eine spharische Morphologie. Die Embryonen der Maus sind tonnenférmig gebaut. Die
Embryonen von Mensch und Huhn hingegen bilden eine flache Keimscheibe, sodass hier
schon allein durch die dhnliche Morphologie dhnliche Mechanismen zur Rechts-Links-
Symmetriebrechung auftreten koénnten. Auflerdem ist das Huhn als Modellorganismus
bereits gut etabliert (Baer 1828), die Embryonen sind leicht zuginglich und unabhingig von

der Jahreszeit in groBBer Anzahl verfiigbar.

Bei der Vorbereitung der Keimscheiben fiir die Rasterelektronenmikroskopie miissen die
Embryonen zunichst fixiert werden. Dadurch kann es zu Schrumpfungen des Gewebes
kommen, die zu artifiziellen Spaltbildungen fithren konnten. So konnten die
Interzellularriume insbesondere im lockeren Zellverband des Mesoderm nach dieser
Priparation besonders weit erscheinen. Die Gewebe schrumpfen allerdings bei einer
Fixierung mit Glutaraldehyd in der Regel in allen drei Raumdimensionen gleichmiBig
(Bastacky et al. 1985). Die Fixierung mit Paraformaldehyd fihrt bei RT zu einer kaum
nennenswerten Schrumpfung (Fox et al. 1985). Die Entwisserung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe fihrt allerdings zu Schrumpfungen (personliche Kommunikation mit Hans-
Georg Sydow). Beim Brechen der Keimscheiben kann die Richtung der entstehenden
Bruchkante nur teilweise gesteuert werden. So mussten mehrere Embryonen gebrochen
werden, um Bruchkanten im Knoten zu erhalten. So konnten allerdings auch weitere
Strukturen wie das axiale Mesoderm untersucht werden. Die abgebildeten Strukturen wurden
als die Oberflichen der Zellen interpretiert, weil die Bruchkanten tberwiegend an

natiirlichen Grenzen entstehen (persoénliche Kommunikation mit Hans-Geotg Sydow).

Die Anlage der New-Kulturen zur direkten Beobachtung von Gewebeprozessen ist
verglichen mit der Anlage der Spannungsring-Kultur aufwendiger. Zusitzlich kann oft
beobachtet werden, dass sich die Embryonen in Kultur langsamer entwickeln als im Ei. Dies
konnte an der unzureichenden Steuerbarkeit der Spannung der Dottermembran beim
Aufbringen des Rings auf das Eiweil3 liegen. Diese Tatsache und weitere Faktoren limitieren
die Anfertigung von Filmsequenzen in hoher Anzahl. Zunichst stand nur ein Mikroskop mit
entsprechendem Inkubator zur Verfigung, um Embryonen in Kultur wihrend ihrer
Entwicklung aufzunehmen. Des Weiteren standen die Eier der Membran-GFP-transgenen
Hihner nur unregelmiBig zur Verfigung und konnten nur tiber wenige Tage verwendet

werden. Die Entwicklung der Embryonen im Ei kann nach der Ablage der Eier durch deren
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Lagerung bei 4°C verzogert werden. Sobald die Eier wieder auf 38°C gebracht werden,
entwickeln sie sich normal weiter. Beginnt die Kiithlung auf 4°C zu spit, entwickeln sich die
Embryonen bei der erneuten Bebriitung in der Regel nicht weiter. Zusatzlich sollten die Eier
beim Einlegen in den Inkubator méglichst nicht élter als vier Tage sein. In Zusammenschau
fihrt dies dazu, dass nur wenige Filme zur Entwicklung des Knotens hergestellt werden

konnten, weshalb die Aussagekraft der Aufnahmen begrenzt ist.

Die Anfertigung von Semidiinnschnitten erfordert viel Geschick und Ubung. Da die genaue
Schnittfihrung zur Beurteilung der Rechts-Links-Asymmetrie in Transversalschnitten
wichtig ist und diese vor allem durch die Einbettung der Embryonen in Araldit® beeinflusst
wird, ist dabei mit grofiter Sorgfalt vorzugehen. Kleine Fehler bei der Ausrichtung wahrend
der Einbettung kénnen allerdings beim Schneiden durch die Ausrichtung des Araldit®-
Blockes korrigiert werden. Zur Lingenbestimmung und zur Verfolgung einzelner Strukturen
tber mehrere Semidinnschnitte hinweg muss das Vorliegen einer liickenlosen Schnittserie
gewihrleistet sein. Fehlen einzelne Schnitte, wird die Ausdehnung der nachverfolgten
Struktur unterschitzt. Dies kann durch das Freilassen der Stelle, auf den der vetlorene Schnitt
aufgebracht werden sollte, indiziert werden. So koénnte der Verlust einzelner Schnitte bei der

Lingenbestimmung berticksichtigt werden.

Bei der Herstellung von Ultradiinnschnitten werden die Objekttriger mit den
Semidiinnschnitten, aus denen die Ultradiinnschnitte hergestellt werden, zerschnitten. Daher
stehen die Semidunnschnitte danach nicht mehr zur Verfigung und missen vor der
Weiterverarbeitung liickenlos dokumentiert werden. Beim Anfertigen der Ultradiinnschnitte
selbst gehen sehr viele Schnitte verloren. Allerdings sind hier keine liickenlosen Schnittserien
notwendig, da in den Untersuchungen vor allem die Ultrastruktur untersucht wird und sich
diese in unmittelbaren Nachbarschnitten kaum idndert. Alternative Methoden zur
ultrastrukturellen Untersuchung von histologischen Praparaten werden zurzeit entwickelt.
Beispielsweise konnen Semidiinnschnitte auf Glasobjekttragern nach einer Bedampfung mit
Kohlenstoffpartikeln rasterelektronenmikroskopisch untersucht werden. Die Semidiinn-
schnitte verbleiben dabei auf dem Objekttriger, der vollstindig intakt bleibt. AuBlerdem
entfillt der aufwendige Schritt, die Ultradinnschnitte zu erstellen. Die entstehenden Bilder
reichen in ihrer Auflésung nicht an die der transmissionseletronenmikroskopischen Bilder
heran, allerdings kénnen Zellmembranen, Zellkerne und auch andere Zellorganellen wie
Mitochondrien erkannt werden. Damit liegt ihre Auflésung im Bereich zwischen der
Durchlicht- und der Transmissionselektronenmikroskopie. Nach der Aufnahme der Bilder
mit dem Elektronenmikroskop kénnen die Priparate weiterhin mit dem Lichtmikroskop

ohne Qualititseinbul3en betrachtet werden (unveréffentlichte Daten).

Zur Klarung der molekularen Bestandteile der Matrix in den NMC wurden Immunfirbungen
gegen verschiedene Proteine der Extrazelluliren Matrix durchgefihrt. Die topographische
Korrelation mit der Basalmembran begriindete die vornehmliche Verwendung von

Antikorpern gegen Proteine der Basalmembran.
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Zusitzlich wurden auch Firbungen gegen andere Bestandteile der extrazelluliren Matrix
durchfihrt.  Insbesondere die  Firbung gegen  Fibronektin  ergab in  der
Immunfluoreszenzfirbung und in der immunhistochemischen Firbung ein spezifisches
Muster. Zur Herstellung dieses Antikorpers wurden kultivierte embryonale Gliazellen von
Hithnern verwendet. Daher kann von einer Reaktivitit mit Fibronektin des Huhns
ausgegangen werden (Lefcort et al. 1992). Auflerdem wurde die Fiarbung der Basalmembran

im Huhn mit diesem Antikorper bereits gezeigt (Nakaya et al. 2008).

Die immunhistochemische Firbung gegen Laminin ergab lediglich eine unspezifische
Farbreaktion. Hier konnte das Farbeprotokoll modifiziert werden, um eine spezifische
Farbung zu erreichen. Beispielsweise konnte zum Demaskieren der Antigene, das durch die
Inkubation bei 96°C erreicht werden soll, statt des verwendeten Zitratpuffers Tris-Puffer
verwendet werden. Das Demaskieren der Antigene wurde zu Beginn der Etablierung des
Farbeprotokolls nur bei einigen Keimscheiben durchgefithrt. Die Embryonen, bei denen die
Demaskierung durchgefithrt wurde, zeigten in den Technovit®-Schnitten weniger Artefakte

als die nicht demaskierten Proben.

Die Fiarbung ganzer Keimscheiben mit Antikorpern stellt eine Standardmethode dar. Die
Aussagekraft der Ubersichtsaufnahmen ist bei den DAB-gefirbten Embryonen allerdings
eingeschrinkt. Die Lokalisation der Farbung ist an ganzen Keimscheiben in Immun-
fluoreszenzfirbungen besser moglich. Allerdings lassen sich die Embryonen nach der
Immunfluoreszenztirbung nicht schneiden. Eine subzellulire Lokalisation der gefirbten
Bereiche ist bei diesen Embryonen nur mit Ansitzen wie konfokaler Mikroskopie méglich.
Hier ist wiederum die Aussagekraft zur Morphologie nur eingeschrinkt moglich, da sich
immer nur einzelne Strukturen zeigen, die speziell angefirbt wurden. Ungefirbte Strukturen
sind so nicht darstellbar. Daher wurde die immunhistochemische Firbung ganzer
Keimscheiben durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die folgende Einbettung der
gefirbten Embryonen in Technovit® etabliert. Das DAB, das bei der Farbreaktion
ausgefallen ist, blieb wihrend der Einbettung stabil und wurde nicht ausgewaschen. Diese
neue Methode erméglicht nach der Anfertigung von Schnitten die genaue Lokalisation der
gefirbten Strukturen auf subzellulirer Ebene. In den Schnitten werden neben den stark
gefirbten Strukturen auch zahlreiche morphologische Aspekte sichtbar. So kann die Firbung
subzelluliren Strukturen wie dem Zellkern oder bestimmten Dominen der Zellmembran
zugeordnet werden. AuBlerdem koénnen die Technovit®-Schnitte beispielsweise mit
Himalaun oder nach Richardson gegengefirbt werden, sodass alle zelluliren und

extrazelluliren Bestandteile des Gewebes dargestellt werden konnen.

Bei der In-sitn-Hybridisierung handelt es sich um ein qualitatives Analyseverfahren. Dabei
wird das Vorhandensein eines RNA-Molekiils mit einer bestimmten Sequenz in fixierten
Geweben oder Zellen nachgewiesen. Dazu werden cRNA-Sonden verwendet, die
komplementir zu der nachzuweisenden Sequenz sind. Solche Sonden werden einzeln anhand

von bekannten cDNA-Sequenzen fiir jede zu untersuchende Spezies individuell erstellt und
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miussen anschlieend fir die Farbung etabliert werden. So kann das Ausbleiben einer
Farbreaktion bei der Verwendung einer bisher nicht etablierten Sonde nicht mit einem
Fehlen der Expression in der untersuchten Probe gleichgesetzt werden. Hingegen kann bei
Sonden, die bereits etabliert wurden, ein Ausbleiben der Farbreaktion als Nicht-Expression
eines Gens angesechen werden. Bei neu hergestellten Sonden konnen Fehler beim
Farbevorgang, eine nicht passende Sequenz oder weitere, oft unbekannte Faktoren dazu
fihren, dass schlussendlich keine Farbreaktion stattfindet. Zur Etablierung einer Sonde
sollten Gewebeproben gefirbt werden, in denen das jeweils untersuchte Gen sicher
exprimiert wird. Fur die im Rahmen dieser Arbeit aus isolierter RNA hergestellte Sonde
ATP4a_Gg wurden zur Validierung die Organpakete des Oberbauchs von Embryonen in
Stadium HH 32 gefiarbt. Die Firbung zeigte sich fleckférmig im sich entwickelnden
Driisenmagen, in dem die Magensidure produziert wird (King und McLelland 1979). Die
fleckformige Farbung wurde in gegensitzlicher Weise bei einer In-sitn-Hybridisierung mit
einer Sonde gegen die mRNA des RNA-bindenden Proteins Hermes gefunden. Die Firbung
zeigt im Driisenmagen fleckférmige Aussparungen (Wilmore et al. 2005). In der im Rahmen
dieser Arbeit untersuchten Probe ergab sich die erwartete Firbung, sodass die Sonde
erfolgreich etabliert und validiert werden konnte. So kann von einer ausreichenden Spezifitit
der Sonde ausgegangen werden. Aullerdem wurden in Embryonen in Stadium HH 10, die

zur Extraktion der RNA genutzt wurden, ebenfalls klare Expressionsmuster nachgewiesen.
Die Farbunterschiede, wie sie beispielsweise in

Abb. 18 zu sehen sind, sind auf die Verwendung unterschiedlicher Kameras zurtickzufithren.
Wihrend die zunichst verwendete Kamera SPOT Insight Wide-field 4 Mp Monochrome
FireWire Digital Camera with IR Filter (Visitron Systems, Puchheim) die Farbung eher blau
darstellt, kommt es bei der Axiocam 305 (Zeiss, Oberkochen) zu einem rétlichen Ton bei

der Darstellung.

Die Sonde fir Nodal ist eine bereits etablierte Sonde (Levin et al. 1995). Die Sonde fiir
Brachyury zeigt das erwartete Farbemuster im Mesoderm. Die Foxjl-Sonde zeigt ein
spezifisches Muster, wobei insbesondere die Expression in der zukinftigen Bodenplatte des
Neuralrohrs mit der Expression in anderen Spezies tibereinstimmt (Yu et al. 2008; Cruz et
al. 2010; Hagenlocher et al. 2013). Gewebe zur sicheren Validierung der Foxjl-Sonde wiren
beispielsweise die Luftwege adulter Hithner.

Bei der In-sitn-Hybridisierung werden RNA-Molekiile in fixierten Geweben detektiert. Das
Agens, das letztendlich die Funktion eines Gens bestimmit, ist jedoch das kodierte Protein.
Allerdings kénnen ohne das Vorhandensein von mRNA schlussendlich keine Proteine
synthetisiert werden, sodass der Nachweis von mRNA als Hinweis auf die Synthese von
Proteinen dienen kann. Der spezifische Nachweis von Proteinen ist nur mithilfe von
Antikorpern méglich. Solche Antikérper stehen allerdings nicht fiir alle zu untersuchenden

Proteine in jeder Spezies zur Verfigung. cRNA-Sonden kénnen hingegen prinzipiell fiir alle
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erdenklichen nachzuweisenden RNA-Sequenzen und fiir unterschiedliche Spezies relativ

kostengiinstig hergestellt werden.

Die Messung der Membrandepolarisation in kultivierten Embryonen erfolgte mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DiBAC4(3). Embryonen, die ohne den Farbstoff inkubiert wurden,
zeigten in der Zona pellucida keine Farbung. Allerdings weist der Dotter in der Area opaca eine
Eigenfluoreszenz auf. Die Firbemuster, die sich ergaben, zeigten kein wiederkehrendes

Muster, sodass auf eine quantitative Auswertung der Daten verzichtet wurde.

Zur experimentellen Unterdriickung der ATP4 wurde die Substanz SCH28080 verwendet.
Mit dieser Substanz konnten in Xengpus die stirksten Effekte erzielt werden. Aullerdem
wurde die Unabhingigkeit der Wirkung vom pH-Wert der Umgebung beschrieben. Dies ist
bei Omeprazol, einem anderen an Xengpus genutzten Inhibitor, nicht der Fall. Ob SCH28080
auch an Huhnern wirkt, ist bisher nicht beschrieben. Da aber die Unterdrickung der
Magensaureproduktion beim Menschen nachgewiesen werden konnte (Ene et al. 1982), die
Substanz bei Xengpus einen Effekt erzielt (Walentek et al. 2012) und auch die Aktivitit der
ATP4 von Leishmanien durch SCH28080 unterdrickt wird (Mukherjee et al. 2001), wird
davon ausgegangen, dass die Pumpe tiber viele Tiergruppen hinweg stark konserviert ist und
somit SCH28080 auch auf die Aktivitit der ATP4 des Huhns inhibitorisch wirkt.

Die Inhibition durch SCH28080 wurde auch an weiteren ATPasen wie der Na*/K"-ATPase
untersucht. Allerdings zeigte sich eine hohere Affinitit zur H/K'-ATPase (Beil et al. 1980).
Die im Rahmen dieser Arbeit genutzte Substanz wurde auch fur weitere Experimente in
unserem Labor benutzt. Dabei zeigte sie einen spezifischen Effekt auf Seeigelembryonen
(unveroffentlichte Daten Kremnyov). Somit kann auch ein moglicher Zerfall der Substanz

bei der Lagerung ausgeschlossen werden.

Da die Unterdriickung bei Xenopus in den Stadien der Gastrulation durchgefithrt wurde
(Walentek et al. 2012), wurden die hier durchgefiihrten Experimente an Hithnerembryonen
entsprechend in den Stadien HH 3+ und HH 4 durchgefihrt.

Bei den Unterdriickungsexperimenten mit SCH28080 und den Wnt-Inhibitoren wurde auf
die Durchfithrung der Negativkontrollen weitgehend verzichtet, da die Embryonen nach den
Experimenten in allen Fillen die normale linksseitige Expression des Gens Nodal zeigten.
Zur Auswertung der Foxy7-Expression nach der Inhibition mit SCH28080 wurden die
Keimscheiben dhnlich lange in der Firbeldsung gehalten wie unbehandelte Embryonen, um
an der Intensitit der Farbung eine annihernd halbquantitative Aussage treffen zu kénnen.

Ebenso wurde bei der Nodal-Firbung nach shh-Inhibition vorgegangen.

Dass es tiberhaupt méglich ist, die Noda/-Expression in dem hier verwendeten Kultursystem
zu storen, wurde durch die shh-Inhibition mit Cyclopamin gezeigt. Die behandelten
Embryonen zeigten eine abgeschwichte oder ausbleibende Expression. Auf
morphologischer Ebene zeigte sich eine Randomisierung der Herzschleifenbildung nach
rechts oder links (Otto et al. 2014).
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4.3 Zilienassoziierte Aspekte

Bei der Suche nach inneren Oberflichen und Hohlen, in denen ein durch Zilien generierter
Flussigkeitsstrom als Mechanismus der Rechts-Links-Symmetriebrechung méglich sein
konnte, wurden im Rechts-Links-Organisator des Huhns die bereits von Carpaij 2014
beschriebenen kleinen Raume gefunden. Sie kommen in Stadium HH 3+ vor der
Knotenbildung und auch im dann in Stadium HH 4 gebildeten Knoten vor. In
Hithnerembryonen in Stadium HH 3 wurden diese Rdume bisher nicht gefunden
(Reinermann, unveroffentlichte Daten?). Erst ab Stadium HH 3+ sind sie in allen
untersuchten Embryonen bis mindestens Stadium HH 8 vorhanden. Embryonen in héheren
Stadien wurden bisher nicht untersucht. Ab dem Zeitpunkt, zu dem der Knoten selbst
morphologisch definitiv asymmetrisch ist — Stadium HH 5-, sind diese Rdume vor allem in
der rechten Knotenschulter lokalisiert. Dabei handelt es sich um Extrazellularriume im
ansonsten dichten Ektoderm und Mesoderm des Hensen-Knotens und des knotennahen,
axialen Mesoderm. Da die Ridume, die zunichst als zutraepithelial spaces bezeichnet wurden,
anders als urspriinglich beschrieben neben dem Vorkommen im Epithel (Carpaij 2014) vor
allem auch im Mesoderm des Knotens und im knotennahen axialen Mesoderm vorkommen,
wurden sie im Rahmen dieser Arbeit umbenannt. Durch ihre Konfiguration als kleine
Hoéhlen und ihr ausschlielliches Vorkommen in der Region des Hensen-Knotens wurden
sie als nodal microcavities NMC bezeichnet (noda/ hier im Sinne des englischen Terminus

Hensen’s node).

4.3.1 Nodal microcavities im Hensen-Knoten der Gastrulationsstadien

Die NMC kénnen klar von den zahlreichen anderen Extrazellularriumen abgegrenzt werden.
Das umliegende Mesoderm weiter lateral weist sehr weite Extrazellularraume auf. Allerdings
sind diese — anders als die NMC — nicht mit einer Matrix gefillt. In den nach Richardson
gefirbten Semidiinnschnitten zeigt diese Matrix eine typische hellblaue Firbung. Auflerdem
konnen die NMC eindeutig von den kreisrunden und meist grau-gelb gefirbten
intrazelluldren Dotterkugeln unterschieden werden. Diese kommen in sehr vielen Zellen des
Epiblast und des Mesoderm vor. In den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
stellen vermutlich die kraterférmigen Einsenkungen in vielen der gebrochenen Zellen die
Stellen dar, an denen sonst die Dotterkugeln intrazelluldr liegen. Auch die Zellfragmente in
der Primitivgrube sind morphologisch anders strukturiert als die Matrix der NMC. Sie
werden meistens von Zell- und Dotterresten gebildet, zeigen in den Semidiinnschnitten eine
vesikuldre Struktur und sind wie andere zellulire Bestandteile dunkelblau gefirbt. In der
Phalloidinfirbung sind die Zellfragmente stark angefarbt. Dies ldsst auf das Vorkommen von

Aktinfilamenten schlief3en.

I Mehrfache personliche Kommunikation mit meiner Mitdoktorandin Johanna Reinermann im Institut fiir
Anatomie in der Abteilung Embryologie im Frithjahr 2019
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Die NMC selbst sind unregelmif3ig und unterschiedlich geformt. Allen NMC gemeinsam
sind ihre Position im Knoten oder axialen Mesoderm und ihre Fillung mit der Matrix. Einige
der NMC, insbesondere die am weitesten anterior liegenden, weisen eine grofe Ausdehnung
entlang der Rechts-Links-Korperachse und entlang der kraniokaudalen Achse auf. Vor allem
die Transmissionselektronenmikroskopie hat sich als hilfreich bei der Differenzierung der
NMC von anderen Extrazellulartiumen erwiesen. Hier wurde wie auch in der
Rasterelektronenmikroskopie die Matrix, mit der die NMC gefillt sind, als fibrillires oder
filamentoses Material identifiziert. Allerdings sind zur zweifelsfreien Identifikation der NMC
Semidiinnschnitte ausreichend. In der Transmissionselektronenmikroskopie wurden
daneben auch die umgebenden Zellen sichtbar. Sie bilden Zell-Zell-Kontakte, die unreif
wirken. Sie erinnern an &iss-like contacts (Forge et al. 2013). Haufig wurden die NMC auf der
Héhe gefunden, auf der in unmittelbarer Nachbarschaft die Basalmembran den Epiblast
vom Mesoderm trennt. Im Knoten ist die Basalmembran allerdings unterbrochen, weil an
dieser Stelle EMT stattfindet (Kalluri und Weinberg 2009). Aufgrund der riumlichen
Assoziation zur Basalmembran wurden Immunfirbungen gegen Proteinbestandteile der
Basalmembran durchgefiihrt. Die gefirbten Bereiche nach der Immunfluoreszenzfirbung
mit einem Antikérper gegen Fibronektin sind im Knoten dhnlich verteilt wie die NMC in
den Semidiinnschnitten. AuBlerdem hat sich eine sehr schwache Firbung in der gesamten
Keimscheibe ergeben, wobei die Mittellinie im Bereich des Primitivstreifens und des Hensen-
Knotens ausgespart ist. Diese Ergebnisse decken sich mit der Verteilung der Basalmembran
in der Keimscheibe. Technovit®-Schnitte von immunhistochemisch gefirbten Embryonen
gegen Fibronektin zeigen, dass die Firbung auch in ihrer Verteilung in den Zellschichten des
Hensen-Knotens zur Lokalisation der Basalmembran und der NMC im Hensen-Knoten
passt. Daher kann Fibronektin als Bestandteil der Matrix in den NMC angesehen werden.
Allerdings ist Perlecan als weiterer Bestandteil der Basalmembran (Candiello et al. 2007)
anders verteilt. Im Knoten sind zwar ebenfalls grole gefirbte Areale sichtbar, die Firbung
zeigt sich aber zusitzlich entlang des gesamten Primitivstreifens an der ,Kante* der

Basalmembran.

In vorherigen Studien wurde bisher nicht tiber das Vorkommen von NMC berichtet, obwohl
zahlreiche Studien zu den Gastrulationsstadien des Hihnerembryos (Kélliker 1879; Rabl
1897; Wetzel 1929; Pasteels 1937; Spratt 1947; Hamburger und Hamilton 1951; Schoenwolf
et al. 1992; Stern 2004) und dem Hensen-Knoten als archetypischem Organisator der
Amnioten vorliegen (Waddington und Schmidt 1933; Izpisua-Belmonte et al. 1993; Johnson
etal. 1994; Levin et al. 1995; Ruiz i Altaba et al. 1995; Lopez-Sanchez et al. 2005). Dabei sind
NMC in einigen Abbildungen bisher veroffentlichter Semidiinnschnitte erkennbar, finden
allerdings keine Erwihnung (Abb. 12, 25 und 26 in Dathe et al. 2002; Abb. 2I und G Tsikolia
et al. 2012). Auch in ultrastrukturellen Analysen wurden bisher keine NMC beschrieben.
Darunter sind auch einige Beschreibungen von gebrochenen Embryonen. Wahrscheinlich
sind die NMC zu klein und ohne Fokus auf den Hensen-Knoten daher nicht gefunden
worden (Bancroft und Bellairs 1974; Jacob et al. 1974; Bancroft und Bellairs 1975; Bancroft
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und Bellairs 1976; England und Wakely 1977; Wakely und England 1977; Wakely und
England 1978; Meier 1979; Wakely et al. 1979). Auch in bisher ver6ffentlichten
Untersuchungen zur Verteilung von Fibronektin in Hihnerembryonen fand die Farbung im
Knoten, die hier gefunden wurde, keine Erwiahnung (Critchley et al. 1979; Wakely et al. 1979;
Sanders 1982; Jacob et al. 1991; Nakaya et al. 2008). In diesen Studien wurde die
Kolokalisation von Fibronektin mit der Basalmembran gezeigt. Aullerdem wurden stirker
gefirbte Bereiche am Rand der Area pellucida getunden, die als interstitial bodies bezeichnet
wurden (Low 1970; Sanders 1982).

4.3.1.1 Mégliche homologe Strukturen und dhnliche Strukturen in anderen Vertebraten

In anderen Wirbeltierspezies sind Strukturen vorhanden, die genau wie die NMC riaumlich
streng mit dem Knoten und dem axialen Mesoderm assoziiert sind. In manchen Siugetieren
wie beispielsweise im Pferd bildet sich in der Chorda dorsalis ein Kanal (Walter et al. 2010).
Dieser Chordakanal geht der Offnung der Chordaplatte zum Dottersack hin voraus (Blum
et al. 2007). In Primaten und auch in menschlichen Embryonen wird durch den Knoten
hindurch ein Kanal gebildet, der die Amnionhdhle mit der DottersackhShle verbindet — der
sogenannte neurenterische Kanal (Rulle et al. 2018). In Hihnerembryonen, deren Chorda
dorsalis wahrend der gesamten Entwicklung von Hypoblast und Endoderm bedeckt ist,
kommen solche Kanile nicht vor. Allerdings kénnte es sich bei den NMC um homologe
Strukturen handeln. Fur diese These spricht, dass die NMC mit genau den embryonalen
Strukturen assoziiert sind, in denen sowohl der Chordakanal als auch der neurenterische
Kanal auftreten. Als kontrires Argument konnte aufgefihrt werden, dass sowohl der
Chordakanal als auch der neurenterische Kanal von epithelial differenzierten Zellen begrenzt
werden, deren apikale Zellmembrandomanen jeweils zum Lumen hin zeigen. Die Zellen um
die NMC herum haben mesenchymalen, unpolarisierten Charakter. Ob es sich bei den
angrenzenden Membranen dennoch um apikale Membranen handelt, musste mithilfe
weiterer Immunfirbungen geklirt werden. Vorliufige Daten zu Firbungen mit dem
Antikérper EMA-1 (DSHB, Iowa), der neben Keimzellen auch die apikalen Zellmembranen
firbt (Hahnel und Eddy 1987), zeigen keine Firbung im Hensen-Knoten (Nordbrink,

unveroffentlichte Daten).

Eine Struktur, die von mesodermalen Zellen gebildet wird, ist das Urdarmdach von Xenopus-
Embryonen (Saenz-Ponce et al. 2012). Diese Struktur ist als Rechts-Links-Organisator in
dieser Spezies bekannt und trigt die Zilien, die den gerichteten Flissigkeitsstrom
hervorrufen, der dann zur linksseitigen Expression des Gens Noda/ fihrt. Insbesondere die
groen NMC, die weit anterior im Knoten auf Héhe der Basalmembran liegen, entsprechen

in ihrer Ausdehnung dem Urdarmdach.

4.3.1.2 Mégliche Funktionen der NMC

Die NMC wurden bei der Suche nach inneren Ridumen im Rechts-Links-Organisator des

Huhns zur Ermodglichung eines durch Zilien generierten Flissigkeitsstroms zur
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Symmetriebrechung nachgewiesen. Es zeigten sich zwar membranumschlossene Fortsitze
im Lumen der NMC, darin wurden aber keine typischen Mikrotubuli gefunden, die diese
Fortsitze als motile Zilien kennzeichnen wiirden. In den Zellfortsitzen wurden hingegen
dinne Filamente gefunden. Aulerdem sind im Lumen fibrillire Strukturen nachgewiesen
worden, die Proteine der extrazelluliren Matrix enthalten. Da sich die NMC oft auf Hohe
der Basalmembran und ausschlief3lich im sich bildenden und definitiven Hensen-Knoten
befinden, stellt sich die Frage nach ihrer Funktion. Naheliegend wire eine Funktion, die mit
den verschiedenen Rollen des Hensen-Knotens verkntipft ist: i)Seine Rolle als Rechts-Links-
Organisator bei der Rechts-Links-Symmetriebrechung; ii) Seine Rolle als Organ, das die
axialen Strukturen bildet; iii) Seine Rolle als Ort, an dem viele Morphogene auf verschiedene

Prozesse wirken.

Zu 1): Die NMC sind spezifisch im Rechts-Links-Organisator des Huhns lokalisiert (Otto et
al. 2014) und befinden sich damit in der Struktur, die homolog zu den Zilien-tragenden
Organen anderer Wirbeltierembryonen ist. Dazu gehéren das Kupffer-Vesikel der Fische
(Brummett und Dumont 1978; Essner et al. 2005) und das Urdarmdach von Xenopus
(Schweickert et al. 2007). In diesen Organismen werden Zilien fir die Symmetriebrechung
als unerlisslich angesehen. Das Auftreten der NMC ab Stadium HH 3+, noch vor dem
Auftreten der ersten molekularen oder morphologischen Asymmetrien, legt eine mogliche
Rolle der NMC bei der Rechts-Links-Symmetriebrechung nahe. Allerdings wurden hier —
noch einmal — keine Hinweise auf das Vorkommen motiler Zilien in den NMC gefunden.
Dabher stellen die NMC vermutlich keinen Teil eines konservierten Mechanismus zur Rechts-
Links-Symmetriebrechung dar. Allerdings konnten sie auf andere — bisher unbekannte — Art
und Weise in den Prozess der Symmetriebrechung involviert sein. Da sie ab den
asymmetrischen Knotenstadien vermehrt auf der rechten Seite gefunden werden, kénnten
sie auf eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der rechten Identitit der rechten Knotenschulter

spielen.

Zu ii): Der Hensen-Knoten ist — wie auch der Organisator von Xenogpus — die Quelle fir
Zellen, die das axiale Mesoderm und die medialen Anteile des paraxialen Mesoderm bilden
(Nicolet 1970; Rosenquist 1983; Selleck und Stern 1991; Lopez-Sanchez et al. 2001). So
koénnten die NMC aufgrund ihrer Lokalisation in dieser Region an der Migration der Zellen
des Epiblast und des Mesoderm unter anderem in das axiale Mesoderm beteiligt sein. Die
NMC werden hiufig an der Position gefunden, die dquivalent zum HINC, dem Ahinge of
involuting notochoral cells, sind. Diese Struktur wurde in Primatenembryonen als die Stelle
beschrieben, an der Zellen aus dem Epiblast ins Mesoderm um die Basalmembran herum
wandern und sich dann in das axiale Mesoderm einlagern (Rulle et al. 2018). Fibronektin
wurde im Zusammenhang mit der Regulation von Zellmigration von epithelialen und
mesenchymalen Zellen beschrieben. Dabei dient es als Co-Stimulator fiir die Migration von
Endothelzellen, wenn es Wachstumsfaktoren gebunden hat (Rahman et al. 2005). Bei der

Migration von Zellen des Mesoderm und von Neuralleistenzellen spielt das Fibronektin in
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den znterstitial bodies (s.0.) am Rand der Zona pellucida eine Rolle (Newgreen und Thiery 1980;
Sanders 1982).

Zu iil): Die NMC konnten an der Regulierung der Morphogenaktivitit im Hensen-Knoten
beteiligt sein. Ahnliche Riume wie die NMC, sogenannte Microlumina, wurden in den Anlagen
der Seitenlinienorgane von Zebrafischen beschrieben. In ihrem Lumen kommt FGF8 vor.
Dieses Morphogen ist an der korrekten Positionierung der einzelnen Rezeptoreinheiten des
Seitenlinienorgans beteiligt (Durdu et al. 2014). Ahnlich dazu kénnten auch Morphogene in
den NMC vorkommen. Zusitzlich sind Proteine der extrazelluliren Matrix nicht nur
formgebende Komponenten, sondern kénnen auch die rdumliche und zeitliche Verteilung
von Morphogenen regulieren. Die einzelnen Proteine der extrazelluliren Matrix bestehen
aus mehreren Domanen. Manche davon sind unter anderem in der Lage, andere Proteine zu
binden. Zu diesen gebundenen Proteinen gehoren FGF (Smith et al. 2007; Asada et al. 2009),
hedgehog (Park et al. 2003), BMP (Billings et al. 2018) und Wnt (Baeg et al. 2001). Funktionell
spielt diese Bindung in verschiedenen Prozessen eine Rolle. Die Bindung von FGF8 an
Heparansulfat wird beispielsweise fiir die Bindung an dessen Rezeptor benétigt (Loo und
Salmivirta 2002). AuBBerdem kann Heparansulfat die Diffusion der Morphogene begrenzen
(Han et al. 2004; Han et al. 2005) und deren Abbau verlangsamen (Bornemann et al. 2004).
Extrazellularmatrixproteine wie Kollagene, Fibrillin und auch das in den NMC
vorkommende Fibronektin sind in der Lage, Proteine der TGFB-Familie zu binden und
sogenannte /large latent complexes zu bilden (Taipale et al. 1996). Diese Komplexe kénnen die
Interaktion der Signalmolekile mit ihren Oberflichenrezeptoren hemmen. Erst ihre
Proteolyse ermoglicht die Bindung der Liganden an seinen Rezeptor. Ein solcher
Mechanismus konnte fir Chordin in Xenopus-Embryonen gezeigt werden. Chordin wird in
der dorsalen Urmundlippe sezerniert und bildet einen Gradienten entlang einer Fibronektin-
reichen Struktur unterhalb des Ektoderm (Plouhinec et al. 2013). Aulerdem konnte gezeigt
werden, dass manche Dominen von Proteinen der extrazelluliren Matrix durch limitierte
Proteolyse selbst zu Signalmolekiilen werden kénnen. Die so entstehenden Gewebshormone
werden dann als Matrikine bezeichnet. Aus Fibronektin kénnen beispielweise Matrikine
freigesetzt werden, die die Zellmobilitit unterstiitzen (Joshi et al. 2017). Als Proteasen
kommen hierfiir insbesondere Matrix-Metallo-Proteinasen (MMP) infrage. MMP 15 ist in
der Lage, spezifisch Fibronektin zu degradieren (D’ortho et al. 1997). Sie wird auch als
Membran-Typ2-MMP bezeichnet, da sie ein Transmembranprotein ist. Sie kommt im
Primitivstreifen in HH 4 vor und wird insbesondere im Hensen-Knoten des Huhns ab
Stadium HH 5 stark exprimiert (Geisha). MMP17 — auch bekannt als MT4-MMP — ist in
Stadium HH 4 bereits sehr stark im Knoten exprimiert (Geisha).

4.3.2 Expression zilienassoziierter Gene

Eine Foxj7-Expression, die dem hier gezeigten Muster ahnlich ist, wurde bereits in der
Bodenplatte des geschlossenen Neuralrohrs gezeigt (Cruz et al. 2010). Hier wurde die

Expression von Foxjl auch schon vor der Bildung des Neuralrohrs nachgewiesen. Im
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Hensen-Knoten konnte allerdings keine Expression gefunden werden. Ebenso wurde keine
Rechts-Links-Dynein-Expression gefunden. Auf morphologischer Ebene wurden bereits Zilien
im Neuroepithel von Hithnerembryonen beschrieben (Sotelo und Trujillo-Cenéz 1958). In
Zusammenschau kann auch im Rahmen dieser Arbeit kein Zilien-tragendes Gewebe im
Rechts-Links-Organisator des Huhns identifiziert werden, sodass weiterhin von alternativen

Mechanismen zur Rechts-Links-Symmetriebrechung ausgegangen werden muss.

4.4 ATP4-assoziierte Aspekte der Rechts-Links-Symmetriebrechung
des Huhns

Die Ionenfluss-Hypothese stellt eine alternative Hypothese zur Zilienstrom-Hypothese
beztiglich der initialen Rechts-Links-Symmetriebrechung in Wirbeltieren dar (Levin et al.
2002; Blum et al. 2014a). Etabliert wurde diese Theorie vor allem in Xenopus-Embryonen.
Hierbei soll die Protonenpumpe des Magens ATP4 asymmetrisch exprimiert werden und
somit gemeinsam mit weiteren Ionenkanilen einen Depolarisationsgradienten schaffen, der
zur asymmetrischen Verteilung von kleinen Molekiilen wie Serotonin Uber gap junctions fihrt.
Diese Verteilung soll iiber nicht weiter bekannte Mechanismen letztlich zur asymmetrischen
Expression des Gens Noda/ auf der linken Korperseite fithren. Diese asymmetrische
Expression fihrt tber die Expression des Gens Pitx2 zur asymmetrischen Entwicklung der

inneren Organe in der weiteren Entwicklung des Embryos (Shiratori et al. 2000).

Mittlerweile wurde die lonenfluss-Hypothese allerdings fir Xengpus in vielen Aspekten
widerlegt: 1) Die initial gezeigte asymmetrische Expression der a-Untereinheit der ATP4
konnte nicht bestatigt werden (Walentek et al. 2012); 2) Connexine als Komponenten der gap
Junctions sind zwar an der Rechts-Links-Differenzierung beteiligt, kommen aber erst in der
spateren Entwicklung zum Tragen. Sie sind nicht an der initialen Symmetriebrechung,
sondern eher an der Ubertragung der Information zum Seitenplattenmesoderm beteiligt
(Beyer et al. 2012a); 3) Serotonin als kleines, asymmetrisch verteiltes Molekdl ist ebenfalls an
der Rechts-Links-Symmetriebrechung beteiligt. Allerdings nimmt es eine Rolle bei der
Bildung der motilen Zilien auf den Zellen des Urdarmdachs ein. Die Wirkung wird dabei
tber den Wnt-Signalweg vermittelt (Beyer et al. 2012b); 4) Die Inhibition der ATP4 fihrt zu
Defekten bei der Rechts-Links-Differenzierung. Allerdings werden durch die Inhibition die
Zilien auf den Zellen des Urdarmdachs nicht mehr am posterioren Pol der Zellen, sondern
eher zufillig an einer Position der Zelle angelegt. Dieser Prozess wird — ebenfalls vermittelt
Gber den Wnt-Signalweg — tber die verminderte Expression von Foxj7 in inhibierten
Embryonen erklirt (Walentek et al. 2012).

Dabher sollten einige Komponenten der Ionenfluss-Hypothese auch in dem zweiten in der
Originalarbeit untersuchten Modellorganismus Huhn tberpriift werden. Initial wurde die
Expression des Gens fir die o- und B-Untereinheit der ATP4 symmetrisch im
Primitivstreifen und im Hensen-Knoten beschrieben (Levin et al. 2002). Die Uberpriifung
der in der Originalarbeit angegebenen Sequenz (GenBank accession number AL588035)
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ergab in der Suche mit dem basic local alignment search tool (BLLAST) eine 99,75%
Ubereinstimmung mit der «2-Untereinheit der Na*/K*-ATPase ATP1A2. Die cDNA-
Sequenzen der ATP1A2 und der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten ATP4a (GenBank
accession number KF745925.1) gleichen sich zu 75%. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine Sonde fiir die ATP4a selbst kloniert. Die Position der dazu verwendeten Primer und
damit auch die Sequenz der Sonde selbst wurden in sehr wenig homologe Bereiche der
cDNA gelegt. So sollte eine Kreuzreaktion mit mRNA einer anderen ATPase ausgeschlossen
werden. Aullerdem wurde die Sonde so gewahlt, dass sie die Grenzen von einem Exon zum
nichsten beinhaltet, sodass nur prozessierte mRNA gefarbt werden konnte. Hinweise auf
die hohe Spezifitit der hier generierten Sonde ergeben sich aus der Farbung der Migen der
Embryonen in Stadium HH 32. Diese Fiarbung beschrankt sich genau wie erwartet auf den
Driisenmagen. Die anderen Anteile des Gastrointestinaltrakts sind nicht gefirbt. In den
Stadien der Rechts-Links-Symmetriebrechung wurde fiir beide Untereinheiten der ATP4 ein
symmetrisches Expressionsmuster gefunden. Eine starke Expression ist im Bereich des
sogenannten ammio-cardiac vesicle zu finden. Hieraus soll das Kreislaufsystem des Huhns
entstehen (Bellairs und Osmond 2014). Aufgrund der symmetrischen Expression der ATP4
kann eine Asymmetrie auf dem Boden einer asymmetrischen Expression der ATP4 im Huhn
ausgeschlossen werden. Allerdings mussten zum endgiiltigen Beweis zusitzlich Immun-
fairbungen mit einem Antikorper gegen die ATP4 durchgefihrt werden. Dadurch lie3e sich
eine asymmetrische Bildung der ATP4 auch auf Translationsebene ausschlieBen. Vorldufige,
im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrte Immunfirbungen mit einem Antikérper gegen die
ATP4, zeigten bisher allerdings ein symmetrisches Muster (der Antikérper wurde
freundlicherweise von Kithi Geering, Lausanne zur Verfiigung gestellt, Originalarbeit:

Claeys et al. 1997). Die Validierung der Fiarbung steht jedoch aus.

Nachdem die ATP4 in ihrer Verteilung symmetrisch erscheint, kénnte aber auch eine
asymmetrische Aktivitit der Protonenpumpe zu Unterschieden in der Membran-
depolarisation fithren. In der Originalarbeit zur Ionenfluss-Hypothese wurde eine vermehrte
linksseitige Membrandepolarisation in den Stadien HH 3 und HH 4 an Embryonen 77 ovo
gefunden (Levin et al. 2002). Diese Daten sollten unter Kulturbedingungen tberpriift
werden. Da die Embryonen auch in der hier verwendeten Kultur eine morphologisch und
molekular immer normale Rechts-Links-Differenzierung zeigen, sollte der zugrunde liegende
Mechanismus auch in der Kultur zu finden sein. Eine klare Zuordnung der stirkeren
Depolarisation zu einer Seite gelang allerdings nicht. Entweder spielen Depolarisations-
muster in Hihnerembryonen demnach keine Rolle bei der Rechts-Links-Differenzierung,
oder es kommt tber die Zeit zu einer wellenartigen Depolarisation. Diese konnte sich
zyklisch Gber den Embryo ausbreiten. Eine solche wellenartige Ausbreitung wire bei der
einzeitigen Aufnahme eines Embryos, wie sie hier durchgefithrt wurde, nicht gefunden
worden. Um dieser Frage nachzugehen, wiren Live-imaging-Ansitze notwendig, bei denen die
Embryonen wihrend der Inkubation mit DiBAC4(3) immer wieder fotografiert werden

mussten. Fraglich ist dabei, ob die Substanz vorher vom Embryo abgespiilt werden sollte.



4 Diskussion 84

Verbleibt die Losung auf dem Embryo, konnte auch das Signal von der extrazelluliren
Losung detektiert werden. Wird die Losung abgesptilt werden, konnten die depolarisierenden

Zellen eventuell keine neue Substanz mehr aufnehmen.

Nachdem die Depolarisationsmuster kein eindeutiges Bild ergaben, wurden
Unterdriickungsexperimente der ATP4 mit SCH28080 an kultivierten Embryonen
durchgefiihrt. Der dazu verwendetet Inhibitor SCH28080 wurde hierzu auf Embryonen in
Kultur aufgebracht. AnschlieBend wurden die Stadien der asymmetrischen Noda/-Expression
auf die Expression des Gens Noda/ untersucht. Allerdings zeigte sich die Expression in allen
behandelten Embryonen wie im Normalfall auf der linken Seite. Dieser Befund steht im
Gegensatz zu Daten aus Xenopus, Ciona und Seeigeln, in denen es nach der Behandlung mit
Protonenpumpeninhibitoren zu Defekten der molekularen Rechts-Links-Differenzierung
kommt (Hibino et al. 2006; Shimeld und Levin 2006; Walentek et al. 2012). Insbesondere bei
Xenopus wurde nach der Unterdriickung der ATP4-Aktivitit eine fehlerhafte Positionierung
der Zilien auf den Zellen des Urdarmdachs gezeigt. So wurde eine Verbindung zwischen der
Ionenfluss-Hypothese und der Zilienstrom-Hypothese hergestellt, womit erklarbar ist, wieso
auch in fritheren Experimenten die ATP4-Inhibition in Xenopus zu Rechts-Links-Defekten
fithren konnte (Levin et al. 1995; Walentek et al. 2012). Die Inhibition der ATP4 in Xenopus
fithrt zu einer verminderten Expression des Mastergens fir motile Zilien Foxj7 (Walentek et
al. 2012). Dartiber hinaus konnte nach der Unterdriickung der ATP4 auch eine Wirkung auf
die Bildung der motilen Zilien auf der Epidermis von Kaulquappen von Xengpus gezeigt
werden. Eine Unterdriickung der ATP4-Expression fihrte zum Fehlen von Zilien auf
Zellen, die normalerweise einen dichten Besatz von Zilien tragen (Walentek et al. 2015). In
Hithnerembryonen zeigte sich allerdings nach der Unterdriickung der ATP4-Aktivitit eine
normale Fox/7-Expression. Dies passt jedoch zu der Beobachtung, dass auch die Nodal-

Expression in Hithnerembryonen nach der ATP4-Inhibition ungestort ist.

Die Verbindung zwischen der ATP4 und der Expression des Gens Foxy7 soll iiber den Wnt-
Signalweg hergestellt werden (Walentek et al. 2012). In Zebrafischen wurde die direkte
Abhingigkeit der Foxj7-Expression von Wnt gezeigt (Caron et al. 2012). Daher wurden
Inhibitoren des Wnt-Signalwegs an Hithnern in Kultur getestet. Aber auch hier blieb die
Nodal-Expression in allen untersuchten Embryonen auf der linken Seite lokalisiert, sodass
die Rechts-Links-Differenzierung in Hihnerembryonen unabhingig vom Wnt-Signalweg zu

vetrlaufen scheint.

Insgesamt lisst sich eine Beteiligung der ATP4 an der Rechts-Links-Symmetriebrechung der
Hihner nach diesen Daten weitestgehend ausschlieBen. Es missen also andere
Mechanismen zur molekularen Rechts-Links-Symmetriebrechung vorhanden sein. Da die
morphologische Symmetriebrechung in Hihnerembryonen besonders frih stattfindet, ist die
Beobachtung der gerichteten Zellbewegungen ein vielversprechender Ansatz, die

Symmetriebrechung auch in Hihnerembryonen zu verstehen.
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4.5 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die bisher gingigen Hypothesen zur Rechts-Links-
Symmetriebrechung der Wirbeltiere in Hithnerembryonen in einigen Aspekten beleuchtet.
Auch in den hier genauer charakterisierten inneren Rdumen im Hensen-Knoten — dem
Rechts-Links-Organisator des Huhns — konnten weiterhin keine Zilien gefunden werden.
Ebenso ergab die Untersuchung einiger Komponenten der Ionenfluss-Hypothese keine
Hinweise auf eine Beteiligung der ATP4 oder bestimmter Depolarisationsmuster an der
Rechts-Links-Symmetriebrechung. Da aber auch Hithner in ihrem Inneren konsistent immer
zur gleichen Seite hin asymmetrisch sind, muss auch in diesem Organismus in der
Embryonalentwicklung die Rechts-Links-Symmetriebrechung  gerichtet — stattfinden.
Phinomenologisch wurden im Hihnerembryo gerichtete Zellbewegungen um den Hensen-
Knoten beschrieben (s. 1.4.3). Die Grundlage fur solche asymmetrischen Zellbewegungen
sind am ehesten unter den Bestandteilen des Zytoskeletts zu suchen. Diese kdnnten als F-
Molekiile dienen (Brown und Wolpert 1990). In diesem Sinne wurde die Aktivitit der
Zytoskelettbestandteile Aktin und Myosin in der Zygote und im 4-Zell-Stadium des
Fadenwurms C. elegans mit der Rechts-Links-Symmetriebrechung in Verbindung gebracht
(Naganathan et al. 2014). Diese beiden Zytoskelettbestandteile kommen in praktisch allen
Tieren vor und konnten somit auch in anderen Spezies beispielsweise im Rahmen von
asymmetrischen gerichteten Zellbewegungen, wie sie im Huhn beschrieben wurden, an der
Rechts-Links-Symmetriebrechung beteiligt sein (Gros et al. 2009). Die gerichteten
Zellbewegungen gehen im Huhn mit der Drehung des Hensen-Knotens einher. Zur
letztendlichen Klirung, wie die Richtung der Zellbewegungen und der Knotendrehung
festgelegt wird, sind weitere Experimente notwendig. Hierzu kénnten Ansitze wie das im
Rahmen dieser Arbeit verwendete /ve-imaging genutzt werden, um experimentell beispielweise
durch Inhibition der Interaktion zwischen Aktin und Myosin Stérungen der Zellbewegungen

hervorzurufen.

AuBlerdem koénnten die NMC weiter untersucht werden. Dazu kénnten Doppelfirbungen
mit Antikérpern gegen Fibronektin und verschiedene Morphogene durchgefithrt werden,
um zu kliren, ob in den NMC tatsdchlich Signalmolekile vorkommen. Aulerdem sind sie
bisher nur in Hihnern nachgewiesen worden. Ob die NMC auch in weiteren Spezies
auftreten, muss noch geklirt werden. Zunichst sollten dazu weitere Vogelspezies wie die
nahe verwandten Wachteln oder die weitldufiger verwandten Enten untersucht werden.
SchlieBlich koénnte in funktionellen Experimenten die Funktion der NMC gemil3 den hier

formulierten Vermutungen untersucht werden.
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5 Zusammenfassung

Morphologische Asymmetrien entlang der Rechts-Links-Korperachse sind ein  weit
verbreitetes Phinomen im Tierreich. Beziiglich der Prozesse, die im symmetrisch angelegten
Embryo zu den morphologischen Asymmetrien fihren, bestehen unterschiedliche
Hypothesen. Einerseits konnten rotierende Zilien auf der Oberfliche des sogenannten
Rechts-Links-Organisators — ein Gewebe mit der Fahigkeit, morphogenetische Prozesse zu
steuern — Uber einen Flissigkeitsstrom die initial vorhandene Symmetrie brechen
(Zilienstrom-Hypothese). Andererseits wird eine durch Ionenpumpen generierte
ungleichmifBige Verteilung der Ionen im frithen Embryo als Ursache der initialen
Symmetriebrechung diskutiert lonenfluss-Hypothese). Im Huhn fehlen bisher Hinweise auf
das Vorhandensein von Zilien auf dem Rechts-Links-Organisator, dem Hensen-Knoten; zur
asymmetrischen Ionenverteilung gibt es jedoch vielversprechende Befunde, da sie letztlich,
ebenso wie die Positionierung der Zilien in anderen Spezies, durch chirale F-Molekiile
bestimmt werden konnte. F-Molekiile zeigen eine intrinsische Chiralitit und richten sich an
den zuvor etablierten Koérperachsen aus. In dieser Arbeit werden zu beiden Hypothesen
einerseits licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen und andererseits
Expressionsanalysen auf mRNA- und Proteinebene auch nach Unterdrickungs-
experimenten 7z vitro vorgestellt. Zeitrafferaufnahmen von transgenen, GFP-markierten
Embryonen bestitigen asymmetrische Zellbewegungen in der Nihe des Hensen-Knotens.
Im Knoten werden mit den nodal microcavities (NMC) innere Oberflichen gefunden, die in
dieser Arbeit erstmals rasterelektronenmikroskopisch charakterisiert werden: In mit feinen
Fibrillen beladene Ridume ragen membranumschlossene Fortsitze hinein; jedoch gleicht
deren Inneres dem Zytoplasma der umliegenden Zellen und enthilt nicht das typische
Zytoskelett des Zilienapparates. Unter den immunhistochemischen Farbungen fir
extrazellulire Matrixmolekile liefert der Basalmembranbestandteil Fibronektin die beste
Ubereinstimmung mit der Verteilung der NMC. Die Zilien-assoziierten Gene Foxy7 und
Rechts-Links-Dynein sparen mit ihren Expressionsdominen den Hensen-Knoten aus, wihrend
die Untereinheiten der H'/K'- ATPase ATP4, die fir die asymmetrische Ionenverteilung
zustindig sein soll, in einer symmetrischen Verteilung auftreten. Die Untersuchungen zur
Membrandepolarisation ergaben sowohl symmetrische Muster als auch stirker linksseitig
und stirker rechtsseitig betonte Depolarisationsmuster. Die pharmakologische
Unterdriickung der ATP4 resultierte fiir die Gene Foxy7 und Nodal, den Marker fur die
molekulare Symmetriebrechung, in einer normalen Expression. Insgesamt ergaben sich in
dieser Arbeit demzufolge weder morphologische noch molekulare Hinweise auf das
Vorkommen motiler Zilien im Bereich des Rechts-Links-Organisators. Ebenso konnten die
Daten zur Ionenfluss-Hypothese die publizierten Hinweise auf einen kausalen
Zusammenhang zwischen der JIonenpumpe ATP4 und der Rechts-Links-
Symmetriebrechung nicht bestitigen. Allerdings eréffnen die NMC neue Perspektiven fur
die Rechts-Links-Symmetriebrechung, weil sie Fibronektin enthalten, das als Speicher fiir die

morphogenen Signale des Hensen-Knotens als Rechts-Links-Organisator dienen kénnte.
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6  Anhang

6.1 Listen der verwendeten Gerite und Materialien

6.1.1 Verwendete Getite

Tabelle Al: Liste der verwendeten Getite

Inkubator fur
Bakterienplatten
Iridektomieschere nach
Wecker

Kaltlichtquelle

Kamera

Kamera

Kontrastiergerit
Kihlzentrifuge
Magnetrihrer

Mikroskop

Mikroskop

Function Line

KI. 1500 LCD
Axiocam 305

SPOT Insight Wide-field 4
Mp Monochrome FireWire
Digital Camera with IR
Filter

EM ACEC200

5417R
MR 3001 K

Axioplan mit AxioCam
MRc5

Axiovert 200M Trinocular
Phase Contrast
Fluorescence Inverted
Microscope

Gerit Bezeichnung/Typ Hersteller
Autoklav VX-65 Systec, Linden
Brutmaschine Modell 400 Brutmaschinen-Janeschitz,
Hammelburg
Diamantmesser Ultra 45° Diatome, Nidau, Schweiz
Drucker fiir Gelfotos P91D Mitsubishi, Ratingen
Eismaschine AF80 Scotsman Ice Systems, Sprockhével
Elektronisches Vorschaltgerit EBQ 100-04 LEJ, Jena
Elektroporator MicroPulser Bio-Rad, Munchen
Eppendorfpipetten 2,5, 10, 200, 1000 Eppendorf, Hamburg
Feinwaage E2000D Sartorius, Gottingen
Geldokumentation EpiChem3 Darkroom Ultra-Violet Products Ltd.,
Cambridge
Gelelektrophoresekammer Angewandte Gentechnologie
System GmbH, Heidelberg
Heizblock QBD2 Grant, Cambridgeshire (UK)
Heizplatte 4P100 50Hz Gowina-Hofmann, Berlin
Inkubationskammer X1L-3 Catl Zeiss, Oberkochen

Heraeus, Hanau
Greuder, Heidelberg

Carl Zeiss, Oberkochen
Carl Zeiss, Oberkochen

Visitron Systems, Puchheim

Leica, NuBloch
Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Schwabach
Carl Zeiss, Oberkochen

Catl Zeiss, Oberkochen
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Mikroskop
Mikrotom
Mikrotom
Mikrowelle
pH-Meter
Photometer
Pinzetten
Pipettierhilfe

Rasterelektronenmikroskop

Schaukel
Schiittelinkubator

Schiittelinkubator
Spannungsgeber

Stereolupe
Stereolupe
Stereolupe

Temperaturregulation

Thermocycler

Tischzentrifuge

Tischzentrifuge
Tischzentrifuge

Transmissionselektronen-
mikroskop
Vakuumzentrifuge

Vortex

Wasserbad

Axioplan 2
Jung RM 2065
Ultracut E
MD10482
PHMo61
Biophotometer
Dumont #5SF
Easypet

Feldemissionsrasterelektron
enmikroskop Zeiss Ultra
Plus

Thermolyne® Vari-Mix

innova 4000

innova™ 4000
SAE 2761

Stemi SV 11
Stemi 2000-C
SzX12

tempcontrol 37-2 digital

PTC-200
Sprout®Mini-Zentrifuge

Centrifuge 5423
AL 220 VAC
TEM LEO 906E

Concentrator 5301
REAX top
A100

6.1.2 Verbrauchsmaterialien

Catl Zeiss, Oberkochen

Leica, NuBlloch

Reichert-Jung, jetzt Leica, Nuflloch
Medion, Muhlheim

Radiometer AIS (Kopenhagen)
Eppendorf, Hamburg

Fine Science Tools, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Catl Zeiss, Oberkochen

Thermo-Fisher Scientific, Schwerte
Eppendorf, Hamburg

New Brunswick Scientific,
Nurnberg

Shandon Southern, Cambridge,
GroBbritannien

Catl Zeiss, Oberkochen

Catl Zeiss, Oberkochen
Olympus, Hamburg

Meyer Instruments, Houston,
Texas, USA
Biozym, Oldendorf

Heathrow Scientific, Nottingham

(UK)
Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlstuhe
Catl Zeiss, Oberkochen

Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Schwabach
Lauda, Lauda-Ké6nigshofen

Tabelle A2: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Material

Bezeichnung/Typ

Hersteller

24-well-Platten

Deckglas

Elektroporationskivetten

Falcon-Rohrchen

Menzel-Glaser

MicroPulser™

15 ml und 50 ml

Corning, Kaiserslautern

Thermo-Fisher Scientific,
Schwerte
Bio-Rad, Minchen

Corning, Kaiserslautern
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Glasflaschen verschiedene Grofien Schott Duran, Mainz
Glasgut Schalen, Uhrgliser Schott Duran, Mainz
Glaspipetten 150 mm Brand, Wertheim

Glasringe fiir New Kultur

Kantlen Microlance™3 20G
Kryo-Gefilie fir Keim-

scheiben

Leergelatinekapseln 0,75

Objekttriger Menzel-Gliser
Organkulturschalen 60 mm

Parafilm

Photometerkiivetten

Pipettenspitzen weil3, gelb, blau

Plastik-Petrischalen
0,2 ml, 1,7 ml, 2 ml
10 ml und 25 ml

Reaktionsgefil3e

serologische Pipetten

Spritzen 5 ml, 10 ml und 20 ml
Sterilfilter FP 30/0,45 CA-S
Tablettenhiillen

Transferpipetten 3,5 ml

6.1.3 Chemikalien

Tabelle A3: Liste der verwendeten Chemikalien

Name

Cellstar® 35 mm und 60 mm

UMG-Werkstatt

Becton Dickinson, Heidelberg
Statlab, Hamburg

G. Pohl-Boskamp,
Hohenlockstedt
Thermo-Fisher Scientific,

Schwerte
Corning, Kaiserslautern

Pechiney plastic packaging,
Chicago
Brand, Wertheim

Starlab, Hamburg

Greiner bio-one, Frickenhausen
Starlab, Hamburg

Sarstedt, Numbtecht

Becton Dickinson, Heidelberg
GE Healthcare Europe

Bayer, Leverkusen

Sarstedt, Numbrecht

Hersteller

1,4-Diazabicyclo(2.2.2)octan (DABCO)
3',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
3-(N-Morpholino)propansulfonsiure (MOPS)
3-|(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-
propansulfonat(Chaps)
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-8-D-galactopyranosid (X-Gal)
Agar Agar

Agarose

Ampicillin

Araldit® (CY212)

Araldit® (Hirter/HY964)

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Roth, Katlsruhe

Biozym, Hessisch Oldendorf
Roche, Grenzach-Wyhlen
Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg
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Auftragspuffer

Azur 11

Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid)Trimethine Oxonol)

(DIBAC4(3))
BM-Purple

Boehringer Blocking Reagenz
Bovine Serum Albumin (BSA)
Calciumchlorid (CaClz)
CDSII-A

Cyclopamin

Desoxyribonukleosidtriphosphat-Mix (dNTP-Mix)

Diethyldicarbonat (DEPC)

Digoxygenin-Nukleosidtriphosphat (DIG-NTP)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (NaxHPOy)
Ethanol

Ethidiumbromid-Lésung
Ethylendiamintetraethylessigsdure (EDTA)
Formamid

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
Glutaraldehyd

Glycerol

Hefeextrakt

Heparin

Immersol™ 518F
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid IPTG)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH>PO4)
Levamisol

Lithiumchlorid (LiCl)

LKG-974

Magnesiumchlorid (MgCI2)

Fermentas, Schwerte
Merck, Darmstadt

Biotium, Fremont, USA

Roth, Karlsruhe

Roche, Grenzach-Wyhlen
Autrion, Koln

Merck, Darmstadt
Biomers, Ulm

Tocris, Bristol, UK
Fermentas, Schwerte
AppliChem, Darmstadt
Roche, Grenzach-Wyhlen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlstuhe
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Thermo-Scientific, Schwerte
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Catl Zeiss, Oberkochen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Calbiochem, Darmstadt
Selleckchem, Miinchen

AppliChem, Darmstadt
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Maleinsaure Sigma-Aldrich, Tautkirchen
Methanol AppliChem, Darmstadt
Methylenblau Merck, Darmstadt

Midori-Green

Mowiol

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumtetraborat (Borax)
Natriumtzitrat-Dihydrat
Natronlauge

Normal Goat Serum (NGS)
Orange G

Paraformaldehyd (PFA)
pGEM®-T ecasy Vector

Phalloidin iFluor 488 Reagent
Phalloidin iFluor 555 Reagent
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Propylenoxid

Saline sodium citrate (SSC)

Salzsdure (HCI)

SCH28080

Technovit® 8100
Transfer-Ribonukleinsiure (t-RNA)
Transkriptionspuffer
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan (Ttis)
Trypton

Tween 20

Wasserstoffperoxid 30% (H205)
Wnt-C59
Zitronensiuremonohydrat

B-Mercaptoethanol

Nippon Genetics Europe, Diiren
Hoechst, Frankfurt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Tautkirchen
Promega, Mannheim
Abcam, Cambridge, UK
Abcam, Cambridge, UK
Roche, Grenzach-Wyhlen
Serva, Heidelberg
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Kulzer, Wehrheim
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Grenzach-Wyhlen
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Cellagen Technology, San Diego, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Tautkirchen
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6.1.4 Enzyme

Alle Enzyme wurden mit den jeweils mitgelieferten Puffern in geeigneter Verdiinnung

verwendet.

Tabelle A4: Liste der verwendeten Enzyme

Name Hersteller

Proteinase K Roche, Grenzach-Wyhlen
reverse Transkriptase Invitrogen, Karslruhe
Sp6-Polymerase Roche, Mannheim
T4-Ligase Promega, Mannheim
T7-Polysmerase Roche, Mannheim
Taq-Polymerase Roche, Mannheim

6.1.5 Antikorper

Tabelle A5: Liste der verwendeten Antikorper

Name Verdiinnung Hersteller

Anti-Digoxigenin-Antikorper 1:2.000 Roche, Grenzach-Wyhlen

Anti-Chondroitinsulfat- 1:50 Developmental Studies Hybridoma Bank,

Antikorper (9BA12) Towa

Anti-Fibrillin-2-Antikérper 1:50 Developmental Studies Hybridoma Bank,

(JB3) Towa

Anti-Fibronektin-Antikorper 1:50 Developmental Studies Hybridoma Bank,

(VAL(3)) Towa

Anti-Laminin-Antikbrper 1:10 Developmental Studies Hybridoma Bank,

(3H11) Towa

Anti-Perlecan-Antikérper (5C9)  1:50 Developmental Studies Hybridoma Bank,
Towa

Biotinylierter Goat Anti-Mouse  1:100 Vector Laboratories, Burlingame,

IgG (BA-2900) Kalifornien

Cy3™._conjugated AffiniPure 1:200 Dianova, Hamburg

Goat Anti-Mouse IgG (H+L)
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6.1.6 Kits

Tabelle A6: Liste der verwendeten Kits

Name Hersteller

RNeasy Plus Mini Qiagen, Hilden

R.T.U. Vectastain® Kit Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien
NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel, Diiren

NucleoSpin® Gel and PCR Macherey-Nagel, Diiren
Clean-up NucleoSpin

6.1.7 Primer

Die beiden im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer zur Klonierung der cRNA-Sonde
ATP4a_Gg wurden bei der Firma Biomers, Ulm bestellt.

TabelleA7: Liste der verwendeten Primer

Name Sequenz 5'—3' (Linge in bp)
ATP4a_Gg_forT aattggtcatcgtgeagagc (20)
ATP4a_Gg_revT gaagcacgtgaactgetgg (19)
T7 taatacgactcactataggg (20)

6.1.8 Bakterien und Vektoren

Tabelle A8: Liste der verwendeten Bakterien und Vektoren

Name Hersteller
E. coli DH5« Clontech, Heidelberg
pGEM®-T easy Progema, Mannheim

6.1.9 cRNA-Sonden

Die Herkunft der einzelnen verwendeten cRNA-Sonden ist in Tabelle angegeben. Die

Sequenzen der Sonden sind in Kapitel 6.1.9.1 aufgefiihrt.

Tabelle A9: Liste der verwendeten cRNNA-Sonden
Name Herkunft

ATP4a_Gg Im Rahmen der votliegenden Arbeit kloniert

cATP4a Hergestellt von der Firma genecust, Ellange, Luxemburg
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cATP4b Hergestellt von der Firma genecust, Ellange, Luxemburg
cFoxjl Peter Walentek, Universitit Freiburg

cLRD Clifford Tabin, Harvard Medical School, Boston

cNodal Clifford Tabin, Hatvard Medical School, Boston

cT (Brachyury) Michael Kessel, MPI fiir Biophysikalische Chemie Géttingen

6.1.9.1 Sequenzen der verwendeten cRNA-Sonden
Sequenz der Sonde ATP4a_Gg

GAAGCACGTGAACTGCTGGTACCGGCGCTGCTCGAACGTCCACTGCTGGCC
GTAGCTGTCCTGCAGCTCCCGCTGGTGGGTGTCCTCCCAGTGGGGCCGCAG
CCCCACACACAGCAGCGGCCACCAGCCCTCCTGCGCCATGGCCACAAAGTAG
TCCGTGAAGCCCGCAAAGGACTGGATGGCACCTATTTGGAAGTAGGAATAG
GCCGCCAGCGGCTCATTGACCAGGCGGTCCCTGCGGGGGTTGCGGGGTTTG
AGGTGCATAATGTCGCTCTCTGCGCGTTCGTACGCCAACGACACCGACGGGA
AGATGTCGGTGCAGAGCTCGATGAAGAGGATGGTGATGCAGCCGAGGGGC
AGCGGGACGCTGGCGGTGATGTAGATGAGGTACGGCGTCAATTCGGGGAT
GTTTTTGGTCAGAGTGTACGCGATGGACTTCTTCAGGTTGTCGAAGATCAGG
CGGCCCCGCTCCACTCCGGTGACGATGGAGGCGAAGTTGTCGTCCAATAGG
ATCATATCGGCCGCGTTTTTGGCCGCGTCGGACCCCGCGATGCCCATCGCCA
CCCCAATGTCCGCCCGCTTCAGAGCCGGGGAGTCGTTCACACCGTCCCCCGT
CACCGCCACGATGGCGCCCAGTTTCTGGCAGCTCTCCACGATGACCAATT

Sequenz der Sonde cATP4a

CACCACCGAGGACCAGTCCGGGCAGAGTTTCGATCAGTCGTCCGAGACGTG
GGCGCTGCTGAGCCGCGTGGTGACGCTGTGCAACAGAGCGGAGTTCAAAGC
CGGGCAGGAAAACGTCCCCGTGGCCAAACGGGAGGTGATGGGCGACGCCT
CGGAGACGGCGCTGCTGAAATTCGCGGAGGTGACGGTGGGGGCGGTGAAG
GAACAGAGGGGGCGGTTCCCCAAAGTGGCCGAACTGCCCTCTTCCAACAAG
TTCCAGCTGTCCATCCACACGGCCGGGGATCGGCAGCTGCTGGTGCTGAAA
GGCGCCCCGGAGCGCGTCCTGCAGCGCTGCAGCACTGTGATGCTGAAGGGG
CAGGAGCTGCCGCTCGACCAGCAGTGGAGGGAGGCCTTCGAGGCGGCATAC
AGCGAGCTGGGGGGGCGGGGGGAGAGGGTGCTGGGGTTCTGTGCGCGTT
GGCTGCCCGCCGGGACGGTGGCGGTGGGGACGGATCCGGAGGAGCTGCCG
GAGGTGGCCGTGGGGCTCTGCTTCGCCGGATTGGTGGCCATGATTGACCCC
CCCCGCGCCACCGTCCCGCAGGCC

Sequenz der Sonde cATP4b

GGCAGTGATCTCTTCAACCTTTAGTGGAGGGGAAGGTATAAAAACCAAAGC
AGTCTGCTTGGGCAACTCTTTGAGCCCCTGTTGAATTTCTTCATTTCCGAGGA
AGACGCTTTTTGGGGAAATTTTGTGGCAAAATGGCAACTTTAAATGAAAAGA



6 Anhang 95

AGACCTGCAGTGAACGGATGGAAAATTTCCGCCGTTTTGTCTGGAATCCAGA
AACTAAGCTGTTTATGGGAAGGACCTTGATTAACTGGGTGTGGATCAGCCT
GTACTACCTGGCCTTCTACGTGGTGATGACTGGGATCTTCGCCCTCTCCATAT
ACTCCCTAATGAGGACGGTCAATCCCTACGAGCCAGATTACCAAGACCAGCT
CAAGTCCCCAGGTGTAACGTTACGACCGGATGTGTATGGGCACAGAGGGCT
GCAAATCTACTACAATGCATCTGACAACAAGACCTGGGAGGGGCTGGTGAC
AATGCTCCAGACGTTTCTGACAGCATATAG/CCCAGCTGCTCAGCATCTGAAC
ATCAACTGCACAAGCAACACATACTTCATCCAGAACACCTTTGATGGCCCAAA
TAACACAAAACTGTCCTGCAAGTTTACATCAGATATGCTTCAAAACTGCTICTG
GCATCACAGATCCTACTTTTGGATTTCCAGAAGGAAAACCTTGCTTTATTGTA
AAGATGAACAGGATTATCAAATTTTATCCTGGCAACGGCACCGCACCGAGAG
TGGACTGCAGCTATGTAGGTGACGAGTCCCGCCCGC

Sequenz der Sonde cFoxjl

AGCCGGACAGGTACTCATTGCCATCGTCATCCCAGGGGTGCTGCAGGAAGG
AGGTGGCCATGAAGGTCTCGTCAAAGTCCAGGTTGTTGTGGTTGGGCTCGG
TGAGGGGCTGCTCGGGCCCGGCCACGCACCACTCCTGTGCACCGTCGTGGT
ATCCGTGGCCCGTCAGGTCAACATCACGCCCAATGGGGCTGATGGGCGGCG
TGAGCTCCAGCTCCTCAAACGTGGTGAAATCTCCATTGAGGTTGGTGTCAAA
GACAACCTCCCAGTCGAAGTTGCCCTTCAGCGAGCCCAGCTCGGTCTGCTCC
TCCTGGGTGAGCAGGGCCGTGTTGAGCAGCCGGGCCGCCTTGGCCGTGCGT
TTGGGTAAGGGCTGCTTGCGCTTGCGGCCGCTCTTCTCATCCCAACTCTGCT
CTCCGGTGACCTCTTCAAACTCCTTCAGCAGCTGCTGGGACTCCGTGTTGAC
GTTGAGGACGTTGCTGTTGGCGCAGCTGGAAGGCAGCGGCCCGCCGACGCC
GCCCGCTTGGCGCTGGGCCCTGTTGGTGAAGGCCGGGTGGATCTGCACCGG
GGGCATCCGCCGCTTCTTGAAGGCCCCGTTCATCAGCCGGTCGGCGTACTGA
GGGTCGATCTTCCAAAAGCCGCCTTTCCCTGGCTCGTCCTTCTCGCGGGGCA
CTTTGATGAAGCACTTGTTCAAGGACAGGTTGTGTCGGATGGAGTTCTGCCA
GGTGGGGTCGGCGTGTCGGAAGTAGCAGAAGTTGTCGGTAATCCACTTGTA
GATGGCGGACAGGGTGATTTTGGTCTTCTTGCTGGCTTCCATCGCCATGCAG
ATGAGAGTGGCGTAGGAGTAGGGCGGCTTCACGTGCGGGTTGGTCTTGTA
GTCGATGTCCTCGGGCGGCTGAGCCTGCAAAGCCGGGTGTGCCGTCCTCGA
GGTGGAGG

Sequenz der Sonde cLRD

GGCATGGCCTTCGCAAGGCTGGAGGAGGGCTATGAAAATGCAATTAAGGAC
TACAACAAAAAGCAGATCACTCAGCTGAACGCGCTGATCTCGCTGCTCATTG
GGAACTTGTCTGCGGGAGACAGAATGAAGATCATGACGATCTGCACCATCG
ATGTGCACGCCAGAGACGTCGTGGCCAAAATGATCCTCACGAAGACCGCGCA
GGAGTTTGCATGGCAGTCACAGCTGCGGCACCGCTGGGACGAGGGCCAGA
GGCACTGCTATGCCAACATCTGCGACGCGCAGCTGCAGTACGCCTACGAGTA
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CCTGGGCAACACACCACGGCTCGTCATCACCCCGCTGACCGACCGGTGCTAC
ATCACCCTGACGCAGTCCCTGCATCTCTTCATGGGAGGGGCCCCTGCTGGCC
CTGCGGGCACCGGGAAAACAGAGACCACCAAGGACCTGGGCCGGGCGGTG
GGCATGATGGTCTACGTCTTCAACTGCTCCGAGCAGATGGACTATAAGTCCT
GCGGCAATATCTATAAGGGGCTCGCTCAGACCGGAGCCTGGGGCTGCTTCG
ACGAGTTCAATCGCATCGCGGTGGAGGTGCTGTCGGTGATTGCAGTGCAGG
TGAAATGTGTTCAGGATGCAATTCGTGCTAAAAAGAAAACGTTCAATTTTCTC
GGAGAGACGATATCGCTGGTGCCATCGGTCGGGCTGTTCATCACGATGAAC
CCTGGCTATGCAGGACGGACAGAACTGCCCGAAAACTTAAAGGCTCTGTTCA
GACCCTGTGCCATGGTGGTTCCGGACTTTGAGCTCATCTGTGAGATCATGCT
CGTTGCAGAAGGCTTTATTGATGCCAAGCTCCTAGCAAGGAAGTTCATTACT
TTGTACACACTCTGCAAGGAGCTGCTGTCCAAACAGGACCACTACGACTGGG
GTCTGCGTGCTATCAAGTCAGTGCTGG

Sequenz der Sonde cNodal

CCGCAGCCCCAGGAAGGAGAGGCAGAGGCTCAGGGTGAGCGATGCTCCCG
CTGCCAGCCCGGTGGACGAGGCCAGGTCCCTGTGCAGGAGGGTGGACATG
ATGGTGGACTTTGAGCAGACGGGCTGGGGCAGCTGGATTGTCTACCCCAAG
AAGTACAACGCCTACCGCTGCGAGGGGCTGTGCCCATCACCTGTAGATGAGA
GCTTCAAGCCCACCAATCACGCGTACATGCAGAGCCTGCTGCAGCTCTACAA
GCCCAGCCAGGTGCCGTGCCCTGCCTGCTCGCCCATCAGGATGAGTCCCCTC
TCCATGCTGTACTATGAGAAGGGTGAGATCGTCGTCCGCCACCACGAGGATA
TGATCATCGAGGAGTGCGGCTGCAACTGA

Sequenz der Sonde cT

CTACACGTCATTGTCTAAAGAAATACACTGCAGATTGACAGATTATTTACATA
CCTTAATGTGGCAGACGAACGGAAGATGCAAGCTTAAGAAACAATAAATACA
ATTCAACAGAGTATTACATTGAAAAAAAATATATATATTAGAATGATTCTCCA
GGTATTGAATTCCCTCCCTTTACGGCCTGAGCAAGAGATCATAAAAGACCGT
GATGTTTTTCAATGAGTTGAAATGGTTTTGGAGAGGACTTCACATTAAGACA
CCGGCTGTTTGAAATAAAGACGTTTGGCAAAGCTGACAGGGGTCTGAATGT
GATCAACAGCAAAACTTACCTCGAAAAGGAATCTCTGGGGTAAAACAATTTA
GACCAATGATAATACTGTAATTTATTAGGAGTAAAACAGTTCTTGCAGATTG
TCTCAACAGTAATTCAGCAGCAAGGAAACAAGCATACAGTTAAGAACACAAC
CGTATCTGTGAGACAAATACGCATTAGTGCACGTGATCTTCCAAAAACTTCCA
TCCTCAGCTACACTTGTGC
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6.2

pPGEMT-ATP4a_Klond
erwartete_Sequenz
Consensus

pGEMT-ATP4a_Klond
eruartete_Sequenz
Consensus

pGENT-ATP4a_Klond
eruartete_Sequenz
Consensus

pGENT-ATPda_Klond
eruartete_Sequenz
Consensus

pGENT-ATPda_Klond
erwartete_Sequenz
Consensus

pGENT-ATPda_Klond
erwartete_Sequenz
Consensus

pPGEMT-ATP4a_Klond
eruartete_Sequenz
Consensus

pPGEMT-ATP4a_Klond
eruartete_Sequenz
Consensus

Alignment der klonierten ATP4a_Gg-Sonde

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1

1
CGATTCATTARTGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGARAGCGGGCAGTGAGCGCARCGCARTTARTGTGAGT TRAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTAT

131

210

140

150 160 170 190

220

230

240
GTTGTGTGGARTTGTGAGCGGATARCARTTTCACACAGGARRCAGCTATGACCATGATTACGCCARGCTATTTAGGTGACACTATAGARTACTCARGCTATGCATCCARCGCGTTGGGAGCTCTCCCATA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 380

'l'liﬁTCMCCTBCRBGCGGCCGCGRHTTCRCTRGTMTTﬂﬂTTGGTEHTEGIGGBGHGCIGCCHGMRCTGGGEGCCHTEI.'JGGCGGIGRCGGGGGRI:GGTBTGRMGKTECECGGEICTERHGCGGGI:G
CCGCAGCAGA--ARTTGGTCATCGTGGAGAGC TGCCAGARACTGGGCGCCATCGTGGCGGTGACGGGGGACGGTGTGARCGACTCCCCGGCTCTGARGCGGGLG
eesscesssssssssssessssssssClaCaacaGh, ARTTGGTCATCGTGGAGAGCTGCCAGARACTGGGCGCCATCGTGGCGGTGACGGGGGACGGTGTGARCGACTCCCCGGCTCTGARGCGGGCG

391 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

I'ERCNTTGGGETGGEGHTGGGCHTCBCGGGGTCCGﬂCﬁCGGCCﬁmCGCGﬁCCGHI‘MMTECI'RTTﬁﬁﬁtﬁﬂcmt’lTEGCCTCCRTCGTCNCCGGMTMRGCGGGGCCGCCTMTCTTCGRCMCE
GACATTGGGGTGGCGATGGGCATCGCGGGGTCCGACGCGGCCARRARCGCGGCCGATATGATCCTATTGGACGACARCTTCGCCTCCATCGTCACCGGAGTGGAGCAGGGCCGCCTGATCTTCGACARCC
GACATTGGGGTGGCGATGGGCATCGCGGGGTCCGACGCGGCCARRARCGCGGCCGATATGATCCTATTGGACGACARCTTCGCCTCCATCGTCACCGGAGTGGAGCAGGGCCGCCTGATCTTCGACARCT

?21 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 85?
TGMGMGTECRTCGCETMRCTCTﬁﬂCCHﬂMﬂCﬂTCCCCGMT'I’GRCGCCﬁTﬂCCTCﬁTCTﬁCmCRCCGCCﬂGCE’ICCCGCTGCCCCTCBEETGCRTCMCMCCTCTTCRTCMGCTCTGCIICCGF‘!
TGARGARGTCCATCGCGTACACTCTGACCARAAACATCCCCGARTTGACGCCGTACCTCATCTACATCACCGCCAGCGTCCCGCTGCCCCTCGGCTGCATCACCATCCTCTTCATCGAGCTCTGCACCGA
TGARGARGTCCATCGCGTACACTCTGACCARARACATCCCCGART TGACGCCGTACCTCATCTACATCACCGCCAGCGTCCCGCTGCCCCTCGGCTGCATCACCATCCTCTTCATCGAGCTCTGCACCGA

651 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750 760 770 730

EWI’CTTCCCGTCEEI’GYCGTTEGCGTMER”CGCGCRMGM‘:CGRCNTTMGCRCCTCHMCECEGCM!CCCCCGCRBGGRCCGCCIGETCMTERBCCGCTGGCGGECTRTTCCTKITCCHMTMGT
CATCTTCCCGTCGGTGTCGT TGGCGTACGARCGCGCAGAGAGCGACATTATGCACCTCARRCCCCGCARCCCCCGCAGGGACCGNCTGGTCARCGAGCCGCTGGCGGGCTATTCATACTTCCARRTAGGT
CATCTTCCCGTCGGTGTCGTTGGCGTACGARCGCGCAGAGAGCGACATTATGCACCTCARACCCCGCARCCCCCGCAGGGACCGNCTGGTCARCGAGCCGCTGGCGGCCTATTCATACTTCCARRTAGGT

?ﬂl 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 91?
ECCRTCERGTCCNTGEEGGCTTCRCGGRClﬁl:l’lTBI’GGECMGBCGCRGGRBGEETGGTEGCCGCTBCTGTGTGTBGGEC'IGCBGCCCCMIEGBHGGMZRCECRIIMCEGGRBCIGEHGGRC“GEi’
GCCATCCAGTCCTTTGCGGGCTTCACGGACTACTTTGTGGCCATGGCGCAGGAGGGCTGGTGGCCGCTGCTGTGTGTGGGGCTGCGGGCCCACTGGGAGGACACCCCACCARCAGAGCTGCAGGACAGCT
GCCATCCAGTCCTTTGCGGGCTTCACGGACTACTTTGTGGCCATGGCGCAGGAGGGCTGGTGGCCGCTGCTGTGTGTGGGGCTGCGGCCCCACT ACCCaaC TGCAGGACAGCT

911 930 940 950 960 970 980 990 1001
1 1
=-ACGGCCAGCAGTGGACGT TCGAGCAGCGCCGGTACCAGCAGT TCACGTGCTTCARTCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAGCAT

TACGGCCAGCAGTGGACGTTCGAGCAGCGCCGGTACCAGCAGTTCACGTGCTTCA--CGGTGTTCTTTATCAGCATTGAGATGTGCCARTT
+ACGGCCAGCAGTGGACGT TCGAGCAGCGCCGGTACCAGCAGT TCACGTGCTTCA, .CGaagTcCegcaglaGlaalGacagecGecaaaal

400

920

Abb. Al: Alignment der Sequenzierungsergebnisse zur erwarteten Sequenz der

ATP4a-Sonde. Ubereinstimmende Abschnitte sind rot dargestellt.
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