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EINLEITUNG

Zentrales Forschungsthema der Abteilung Anatomie und Embryolo-
gieistdie embryonale Frithentwicklung des Sdugers, vornehmlich die
Entwicklung der Kérperachsen und der Keimzellen. Weitere langjah-
rigbestehende und erfolgreiche Forschungsschwerpunkte betreffen
die Kardioembryologie, Neuroembryologie und die Paldopathologie.
Langfristige Projekte sind das Referenzzentrum Humanembryologie,
dessen Basis die umfangreiche Sammlung histologischer Schnittse-
rienvon menschlichen Embryonen (Blechschmidt-Sammlung) bildet,
und die Beteiligung am Zentrum fiir Medizinrecht (Direktor: Prof. Dr.
Gunnar Duttge) der Juristischen Fakultdt der Universitdt Gottingen;
hierzu trdgt die Abteilung ihre biomedizinische Kompetenz in der
Reproduktionsmedizin und embryonalen Frithentwicklung und bei
der Verwendung von Korperspenden fiir den vorklinischen Unter-
richt in der makroskopischen Anatomie bei. AuBerdem sieht es die
Abteilung als eine ihrer Aufgaben an, in den von der Medizinischen
Fakultat betreuten Studiengédngen wie auch im wissenschaftstheo-
retischen und wissenschaftspolitischen Umfeld die Diskussion iiber
ethisch-moralische Fragen dermodernen bio- und reproduktionsme-
dizinischen Moglichkeiten mit der Darstellung naturwissenschaftli-
cherGrundlagen zuversachlichen. Dazuwird u.a. aufderHomepage
derAbteilung derAnlageplan dermenschlichen Frithentwicklung mit
einigen wichtigen Begriffen zu Stadien und funktionellen Eckpunk-
ten graphisch vorgestellt; auBerdem wurde die Abteilung mit der
Abfassung und Herausgabe verschiedener embryologischer Stan-
dardwerke fiir den studentischen Unterricht betraut.

PREFACE

The main research focus of the Department of Anatomy and Em-
bryology is the early embryonic development of mammals, in par-
ticular the axis determination and germ cell differentiation; other
long-standing and successful research topics concern cardioembry-
ology, neuroembryology, and paleopathology. Longterm projects
are the Gottingen Reference Centre of Human Embryology, which
is based on the large Blechschmidt Collection of serially sectioned
human embryos, and the participation in the Centre of Medical Law
(Director: Prof. Dr. Gunnar Duttge), Faculty of Law of the University
of Géttingen, to which the Department contributes its biomedical
expertise in reproductive medicine and early embryonic develop-
ment, and its experience in the use of body donationsin connection
with the dissection course ofthe Preclinical Section of the G6ttingen
Medical School Curriculum. In a wider context, i.e. in the fields of
theory and politics of science, it is one of the Department’s objec-
tives to help the discussion on questions of ethics and morale in
the advancing fields of reproductive and regenerative medicine by
providing factual descriptions of the scientific basis for biomedical
research and procedures. An outline of early human development
highlighting stages and functional cornerstones has been provided
by the Department on its homepage to this end. Furthermore, the
Department is engaged in the writing and editing of standard text-
book material on human embryonic development.
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1.
Die Kérperachsen in der embryonalen
Friihentwicklung

Die Langs- und die Querachse des Korpers wird spadtestens durch
das Erscheinen des mittleren Keimblattes (Mesoderm) im hinte-
ren Abschnitt des Keimes wdhrend der sog. Gastrulationsphase
festgelegt. Die Gastrulationsphase beginnt beim Menschen in der
zweiten Woche der Embryonalentwicklung fallt mit der Phase der
Einnistung des Keimes (Implantation) zusammen. Die zweite Woche
istauRerdem eine Entwicklungsphase mit einer hohen spontanen
Abortrate, weshalb Gastrulation und Implantation als Schlisseler-
eignisse fiir eine erfolgreiche Embryonalentwicklung angesehen
werden kdnnen. Im Mittelpunkt dieses Forschungsschwerpunktes
stehen zelluldre und molekulare Mechanismen, die die Kérperach-
senentwicklung steuern. Sie werden mit dem sog. ,,Vorderen Rand-
bogen* als Orientierung in den Stadien unmittelbar vor und nach
Beginn der Gastrulation vorwiegend am Kaninchen und in jiingster
Zeit auch am Schwein als Modellorganismen mit den folgenden
Fragestellungen untersucht: (1) Gibt es intra- oder extrazelluldre
Merkmale in derlicht- und elektronenmikroskopischen Struktur des
Keimes, die als erste Anzeichen der Achsenbildung, méglicherwei-
se noch vor dem Auftreten des vorderen Randbogens gelten kdn-
nen? (2) Welche planaren Zellbewegungen (wie z.B. konvergente
Extensionsbewegungen und gerichtete Zellteilung tragen zur Ach-
senbildung bei? (3) Zu welchem Zeitpunkt wird der normale ,,Situs*
(Rechts-Links-Verteilung der inneren Organe wie Herz und Leber)
auf der wahrend der Gastrulation festgelegten Transversalachse
molekular und morphologisch festgelegt? (4) Welche Signalzent-
ren haben ,,Spemannsche” Organisator-Aktivitat (z.B. der Vordere
Randbogen fiir die Kopfentwicklung oder der Primitivknoten und
Chorda dorsalis fiir die Rechts-Links-Differenzierung) und welche
Zuordnung haben diese Signalzentren zu intra- und extraembryo-
nalen Abschnitten des Keimes? (5) Welche funktionellen Zusam-
menhdnge bestehen zwischen ausgewdhlten Transkriptionsfakto-
ren (brachyury, goosecoid, ANF) und Signalmolekiilen (Wnt, BMPs,
Nodal, Activin)? Neben konventioneller Transmissions- und Raster-
Elektronenmikroskopie kommen bei diesen Untersuchungen die
Multiphotonen-Laser-Mikroskopie mit Zeitraffer-Lebendbeobach-
tungen an explantierten Blastozysten und Keimscheiben in vitro
sowie Genexpressionsanalyse in situ und in Mikromanipulation em-
bryonaler Gewebe zum Einsatz. Interdisziplindre Beriihrungspunkte
bestehen mit der Pathologie maligner Tumoren (epithelial-mesen-
chymale Umwandlung von metastasierenden Zellen) und mit der
Perinatalmedizin in der Gyndkologie und Padiatrie (Fehlbildungen
der Korperachsen: Siamesische Zwillinge, rechts-links-Differenzie-
rung). Dieses Projekt wird zur Zeit als Einzelprojekt von der Deutsche
Forschungsgemeinschaft (DFG) unterstitzt. Allgemeingiiltige zel-
luldre Mechanismen und die phylogenetischen Verwandtschaften
mit anderen Spezies (Vogel, Amphibien, Fische, Insekten), deren
Untersuchungen im wissenschaftlichen Umfeld der Universitat in
Gottingen etabliert sind, bilden die Grundlage fiir die Beantragung
einerfakultatsiibergreifenden DFG-Forschergruppe auf dem Gebiet
der Entwicklungsbiologie.



1.
The Body Axes in the Early Mammalian Embryo

The longitudinal and transversal body axes are irreversibly fixed
through the development of the mesoderm germ layer at the pos-
terior pole of the embryonic disc during the gastrulation phase of
development. This phase coincides in the human embryo with the
implantation period and — falling into the second week of develop-
ment — is the period of frequent embryonic loss (abortion), mostly
with unknown etiology. Mechanisms of axis formation and meso-
derm induction can therefore be considered key developmental
steps of earlyembryonic developmentand are, therefore, the central
focus of this project. Using the rabbit, and most recently also the
pig, as model organisms and using the anterior marginal crescent
(AMC) of the preprimitive-streak embryonic disc as a landmark, we
analyse (1) intracellular and extracellular light and electron-micro-
scopical characteristics as signs of initial axis formation, (2) planar
cellular movements (such as convergent extension or oriented cell
division) which may contribute to the axis formation, (3) the time
point of molecular definition of the normal “situs” (right-left-dis-
tribution of internal organs such as heart and liver) on the trans-
verse body axis of the gastrulation phase, (4) signalling centres
with “Spemann” organizeractivity (e.g. AMCfor head development
or primitive node and notochord for right-left-differentiation) and
their distribution in embryonic and extraembryonic tissues, and
(5) functional relationships between transcription factors (such as
brachyury, goosecoid, ANF) and signaling molecules (Wnt, BMPs,
nodal, activin, etc.) during axis formation. Apart from transmis-
sion and scanning-electron microscopy, we use multiphoton laser
scanning microscopy and time-lapse imaging of living embryos in
vitro together with in situ gene expression analysis and microma-
nipulation of embryonic subcompartments. Interdisciplinary rela-
tionships exist with the pathology of malignant tumours (epithe-
lio-mesenchymal transformation) and with malformations of the
body axes (Siamese twins, left-right asymmetries). This project is
currently supported by a grant from the Deutsche Forschungsge-
meinschaft (DFG). General cellular mechanism and mechanisms
of axis differentiation in the mammalian embryo are compared to
those of other vertebrate classes (birds, amphibia, fish) to reveal
possible evolutionary relationships which might give clues as to
othermechanismsacting, forexample, as safeguardsin mammalian
development. This integrative and comparative approach is part of
a new interfaculty initiative (DFG-Forschergruppe).
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2.
Differenzierung der Keimzellen (Keimbahn)

Keimzellen stehen im Zentrum des entwicklungsbiologischen In-
teresses nicht erst seit der Entwicklung alternativer Methoden zur
Erzeugungvon embryonalen Stammzellen und Gewebeersatz aus
solchen Stammzellen. Dieses Projekt analysiert die Gesetzmafig-
keiten bei der Entstehung der Keimzellen wahrend der embryona-
len Frithentwicklung des Saugers wegen der grundlegenden Be-
deutung derKeimzellen fiir die Erhaltung der Arten. Dabei werden
Ort, Zeitpunkt und molekulare Mechanismen untersucht, die an
der Entstehung der primordialen Keimzellen aus dem Mesoderm
beteiligt sind, und damit zur Etablierung der Keimbahn beim S&u-
ger fiihren. Bereits vor der Gastrulation beginnt im Kaninchen-
embryo die Expression von Signalmolekiilen (z.B. BMP2, BMP4)
und Transkriptionsfaktoren (wie z.B. der Repressor Blimp1), die
bei der Differenzierung primordialer Keimzellen in der Maus eine
wichtige Rolle spielen. Bei den Expressionsmustern gibt es Ahn-
lichkeiten aber auch Unterschiede zwischen diesen beiden Spe-
zies: BMP2 ist im Kaninchen- und Mausembryo vor allem im Hy-
poblasten (viszerales Endoderm) exprimiert, wahrend BMP4 mit
Beginn der Gastrulation (und damit zeitgleich mit dem definitiven
Auftreten derersten Keimzellen) vor allem im Mesoderm zu finden
ist. Auch der Repressor Blimp1 ist vor Beginn der Gastrulation in
einigen wenigen Epiblastzellen, nach Einsetzen der Gastrulation
auchin einzelnen Zellen im Mesoderm nachweisbar. Diese Zellen
differenzieren sich — soweit bisher bei der Maus nachgewiesen
—in der Folge zu Keimzellen weiter. Unterschiede zwischen den
beiden Spezies findet man bei der BMP4-Expression, die neben
der vergleichbaren Expression im Mesoderm (s.0.) beim Kanin-
chenembryo einen Bereich des (intraembryonalen) Epiblasten
am posterioren Pol der Keimscheibe umfasst, wahrend sie beim
Mausembryo nurim extraembryonalen Ektoderm nachweisbar ist.
Abgesehen davon exprimieren Kaninchenembryonen vor Beginn



der Neurulation BMP2 im embryonahen Abschnitt des Dottersa-
ckepithels, was bei der Maus so bishernicht beschrieben ist. Der
Grund fiir diese Unterschiede in den Expressionsmustern liegt
wahrscheinlich in der spezifischen friihen Embryonalentwicklung,
die sich bei Sdugern in der topographischen Anordnung der Ge-
webe aber auch in der zeitlichen Abfolge einzelner Bildungspro-
zesse drastisch unterscheiden kann. Um generelle Mechanismen
der Keimzelldifferenzierung beim Sduger zu verstehen, wird da-
her in unserer Abteilung das Kaninchen als Modellorganismus
fur die Keimzellentwicklung untersucht. Anders als die Maus -
aber dhnlich wie die meisten anderen Sdugetiere — besitzt das
Kaninchen wahrend der fiir die Keimzellentwicklung entschei-
denden Phase der Embryonalentwicklung eine (iibersichtliche)
flache Keimscheibe und kann problemlos in vitro experimentell
untersucht werden.

Kiinftig wollen wir durch experimentelle Manipulationen in
vitro herausfinden, welchen Einfluss die folgenden Faktoren und
Prozesse auf die Differenzierung der Keimzellen haben: (a) Zuga-
be und Unterdriickung der Signalmolekiile BMP2 und BMP4, (b)
direkte Zell-Zellwechselwirkungen verschiedener, bei der Keim-
zellentwicklung topographisch beteiligter embryonaler Gewebe
wie Hypoblast, Epiblast, Trophoblast, Dottersackepithel, und (c)
direkte Zell-Zell-Wechselwirkungen der sich differenzierenden
Keimzellen mit ihrer Umgebung. Fiir die Analyse der Differenzie-
rung der Keimzellen wird neben den bekannten Keimzellmarkern
(z. B. Blimp1, Oct4, Vasa, Nanog) das von einem monoklona-
len Antikorper erkannte Mitochondrien-assoziierte Epitop ,,PG2“
eingesetzt. Es ist beim Kaninchen ab dem Zeitpunkt des ersten
Auftretens der primordialen Keimzellen (PGC) wahrend der Gast-
rulation nurin Keimzellen exprimiert und kann dadurch auch mit
anderen, von der Maus bekannten Markern verglichen werden.
Fiir die Bearbeitung dieser Fragestellungen kommen neben Mi-
kromanipulation von embryonalem Gewebe und Kultur in vitro
auch Methoden der Genexpressionsanalyse in situ, Immunflu-
oreszenz und -histochemie zum Einsatz. Fiir die Untersuchun-
gen ist neben der Lichtmikroskopie auch die Transmissions- und
Rasterelektronenmikroskopie fiir die subzelluldre Differenzierung
von Keimzellen (z. B. Mitochondrien und Zell-Zell-Kontakte) von
zentraler Bedeutung.

2.
Differentiation of Mammalian Germ Cells (Germ Line)

Germ cells were always at the centre of developmental biology
research even before the search for alternative methods for gen-
eration of embryonic stem cells and the production of regenerative
tissues from these stem cells started in recent years. This project
investigates the principal mechanisms of germ cell development
inthe mesoderm compartment of early mammalian embryos with
a view to the germ cells’ principal role in maintaining a species
through the generations. In the rabbit embryo expression of sig-
nalling molecules (e.g. BMP2, BMP4) and transcription factors
(e.g.therepressorBlimp1) associated with early primordial germ
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cell differentiation starts before gastrulation (the period of de-
velopment when germ cells can be defined first). Some of these
expression patterns are similar while others are different in rab-
bit and mouse embryos during embryonic development: In both
species BMP2 is expressed primarily in the hypoblast (visceral
endoderm of the mouse embryo) while with the onset of gastru-
lation BMP4 is located primarily in the mesoderm. Before gas-
trulation is initiated the repressor Blimp1 is expressed in a few
separated epiblast cells; afterthe onset of gastrulation separated
Blimp1 positive cells can be detected in the mesoderm. These
Blimp1 positive mesodermal cells where shown to differentiate
to primordial germ cells in the mouse. Differences between the
two species concern mainly BMP4 and BMP2 expression patterns.
Apartfrom the corresponding expression in the mesoderm, BMP4
is located in the rabbit in the (intraembryonic) epiblast at the
posterior end of the embryonic disc, while it is found in the ex-
traembryonic ectoderm of the mouse embryo. Moreover, rabbit
embryos express BMP2 before the onset of neurulation in the
surrounding yolk sac epithelium which has not been described
for mouse embryos so far. The reason for these discrepancies in
expression patterns can probably be found in specific differences
which may be drastic amongst mammals as far as topographicy
of tissues and the developmental time schedule of individual
developmental processes are concerned. Therefore, to under-
stand the principal mechanisms of mammalian germ cell devel-
opment the rabbit embryo is investigated in our department as
an alternative and supplementary model organism. Different to
the mouse embryo — but similar to most other mammalian spe-
cies — the rabbit has a (“simple”) flat embryonic disc and can be
grown and experimented on with ease at the time of initial germ
cell development.

The in vitro system of experimentally manipulated rabbit em-
bryos will be used to understand the influence of the following
factors and processes on germ cell differentiation: (a) application
and suppression of BMP2 and BMP4, (b) cell-cell interaction of
embryonic tissue topographically associated with germ line de-
velopment (e.g. hypoblast, epiblast, trophoblast, yolk sac epithe-
lium) and (c) cell-cell interaction of the differentiating germ cell
with neighbouring cells. Differentiation of embryonic germ cells is
investigated using typical germ cell markers such as Blimp1, Oct4,
vasa, and nanogand, in addition, the mitochondrium-associated
epitope PG-2 defined by a monoclonal antibody. The PG-2 epitope
is specifically expressed in germ cells of the rabbit from their earli-
estappearance as primordial germ cells (PGC) during gastrulation.
Correlation of the PG-2 expression with germ cell markers known
from the mouse will be used as a tool to evaluate the extent of
functional germ cell differentiation after experimental manipula-
tion. To perform the experiments we excise and micromanipulate
embryonic subcompartments and culture the manipulated em-
bryos in vitro. Gene expression is studied by in situ gene expres-
sion analysis orimmune fluorescence and immune histochemis-
try, respectively. Subcellular differentiation of the differentiating
germ cells (e.g. mitochondria and cell-cell contacts) is studied by
transmission and scanning electron microscopy.
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3.
Gottinger Referenzzentrum der
Humanembryologie (Blechschmidt-Sammlung)

Aus derin den 50er bis 70erahren des 20. Jahrhunderts von Erich
Blechschmidt aufgebauten Sammlungvon vollstandigen Schnittse-
rien menschlicher Embryonen sollen ausgewdhlte Serien bei hoher
Auflosung photographiert und in digitaler Form der wissenschaft-
lichen Welt zur Verfiigung gestellt werden. Interessierte Wissen-
schaftler mit einem spezifischen Projekt konnen auf Antrag einzelne
Schnittserien in Gottingen einsehen. Dieses Projekt wird in enger
Abstimmung mit Dr. Raymond Gasser, Louisiana State University,
New Orleans, USA, durchgefiihrt, der iberzusatzliche Schnittserien
der Carnegie Collection of Human Embryos verfiigt und die grund-
legende Methodik fiir die digitale Erfassung embryonaler Schnitt-
serien vom Menschen etabliert hat.

3.
Gottingen Reference Centre for Human
Embryology (Blechschmidt Collection)

The Blechschmidt Collection of serially sectioned human embryos,
established during the fifties and sixties of the 20th century, will
be digitalized at high resolution and will be made available to the
scientific community worldwide. Once the necessary infrastructure
is created, individual series may be made accessible to visiting
scientists with specific research project at conditions yet to be de-
fined. This project will be closely coordinated with a similar initia-
tive based on the Carnegie Collection of Human Embryos and lead
by Dr Raymond Gasser, Lousiana State University, New Orleans,
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USA, who has access to additional serial sections of the Carnegie
Collection of Human Embryos and has established the technique
in digitalizing serial sections of human embryos.
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4.
Kardioembryologie

Kardiovaskuldre Fehlbildungen finden sich bei etwa 1 % allerlebend
geborenen Neugeborenen und sind dahervon hoher klinischer Re-
levanz. Die von uns durchgefiihrten Untersuchungen konzentrierten
sich auf drei Bereiche: a) die Entwicklung des Proepikards und der
Koronargefde; b) die Morphogenese des sinu-atrialen Herzseg-
mentes; ¢) in vivo Visualisierung der Pumpaktion des frithembry-
onalen Hithnerherzens.

a) Das Proepikard ist eine embryonale Vorlduferzellpopulation,
die die Zellen fiir das Epikard, das kardiale Interstitium und das
gesamte koronare Blutgefdfisystem liefert. Verschiedene Aspek-
te der Proepikard- und Koronargefaientwicklung wurden an Hih-
ner, Maus, und Froschembryonen (Xenopus laevis), sowie mittels
Wachtel-Huhn-Chimaren untersucht. In Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe von Thomas Brand (Wiirzburg) konnten wir zeigen,
dass sich das Proepikard aus bilateral paarigen Anlagen entwickelt
und dass sich diese Anlagen spezies-spezifisch entwederin einem
bilateral symmetrischen (Maus) oder einem bilateral asymmetri-
schen Muster (Huhn, Frosch) entwickeln. Erste experimentelle Da-
ten legen nahe, dass die asymmetrische Bildung des Proepikards
durch rechts-links Signale gesteuert wird. In Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Jorg Wilting (Gottingen) konnten wir zeigen,
dass das Proepikard keinen wesentlichen materiellen Beitrag zur
Bildung der kardialen Lymphgefdfe leistet. In Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe von Pilar Ruiz-Lozano (La Jolla, USA) wurde
derPhénotyp von proepikard-spezifischen beta-Catenin knock-out
Mdusen analysiert. Hierbei zeigte sich, dass beta-Catenin eine wich-



tige Rolle bei der Entwicklung der Koronararterien spielt. In Zusam-
menarbeit mit Mesud Yelbuz (Hannover) und Lars Thrane (Roskilde,
Dianemark) wurde die Funktionsentwicklung der Koronararterien un-
tersucht. Hierbei konnte erstmalig der Blutfluss in den Koronararte-
rienstdmmen von 9 Tage alten Hiihnerembryonen mittels optischer
Koh&renz Tomographie (OCT) visualisiert werden.

b) Fehlbildungen des sinu-atrialen Herzsegmentes (z.B Lungen-
venenfehlmiindungen) sind hdufige Komponenten von komplexen
angeborenen Herzfehlern. Als Grundlage fiir das Verstdndnis von
derartigen Fehlbildungen wurde die Normalentwicklung des sinu-
atrialen Segmentes bei Embryonen verschiedener Spezies (Huhn,
Maus, Xenopus laevis) dokumentiert.

¢) Das Herz ist das erste Organ das seine Funktion aufnimmt.
Beim Menschen z.B. beginnt die mechanische Herzaktion um den
21. Entwicklungstag. Zu diesem Zeitpunkt ist das Herz ein klappen-
loserSchlauch, der das Blut mittels gerichteter Kontraktionswellen
durch den Kérper pumpt. Um Einblicke in die Pumpmechanik des
embryonalen Herzschlauches zu gewinnen wurden, in Zusammen-
arbeit mit den Gruppen von Mesud Yelbuz (Hannover) und Lars
Thrane (Roskilde, Danemark), die durch die Pumpaktion beding-
ten inneren und duBeren Deformationen des Herzschlauches von
Hithnerembryonen mittels OCT dokumentiert.

In Zusammenarbeit mit der Abteilung Humangenetik der Uni-
versitdat Gottingen wurden Untersuchungen zur Charakterisierung
des Phanotyps diverser Mausmutanten durchgefiihrt.

4.
Cardio-embryology

Cardiovascular malformations are found in approximately 1 % of
all liveborn infants and are therefore of considerable clinical im-
portance. Our studies focussed on three aspects of cardiovascu-
lar development: a) the development of the proepicardium and
coronary vessels; b) the morphogenesis of the sinu-atrial heart
segment; c) in vivo visualization of the pumping action of the early
embryonic chick heart.

a) The proepicardium is an embryonic progenitor cell population
that provides the epicardium, the myocardial interstitium and the
coronary blood vessels. We have analyzed several aspects of the
development of the proepicardium and coronary vessels in chick,
mouse and frog (Xenopus laevis) embryos as well as in quail-chick
chimeras. In cooperation with the group of Thomas Brand (Wiirz-
burg), we have shown thatthe proepicardium arises from bilaterally
paired anlagen. These anlagen develop in species-specific fashion
eitherin a bilaterally symmetric (mouse) orin bilaterally asymmetric
(chick, frog) pattern. Our experimental data suggest that asymmetric
formation of the proepicardium is controlled by left-right signals.
In cooperation with the group of J6rg Wilting (Gottingen), we have
shown that the proepicardium does not make substantial material
contributions to the lymphatic vessels of the heart. In cooperation
with the group of Pilar Ruiz-Lozano (La Jolla, USA), we have analyzed
the phenotype of proepicardium-specific beta-catenin knock-out
mice. The data show that beta-catenin plays an important role in
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coronary artery development. In cooperation with the groups of
Mesud Yelbuz (Hannover) and Lars Thrane (Roskilde, Denmark), we
have analyzed the functional development of the coronary arteries.
Using optical coherence tomography (OCT), we have documented,
forthe firsttime, the blood flow through the coronary arteries stems
of 9-day-old chick embryos.

b) Malformations of the sinu-atrial heart segment (e.g. anom-
alous pulmonary venous return) are frequently found in complex
congenital heart defects. To gain insightinto the patho-morphogen-
esis of such malformations, we have started to analyse the normal
morphogenesis of the sinu-atrial heart segment in several species
(chick, mouse, Xenopus laevis).

) The heart is the first organ to function in vertebrate embryos.
The human heart for example starts its pumping action around
the 21° day of development. At this time point, the heart is seen
as a valveless tube, which propels the blood through the body
by waves of contraction. To gain insight into the pumping action
of the tubular embryonic heart, we have started to document the
cardiac cycle-related changes in the cross-sectional shape of the
early chick embryo heart by OCT. These studies are carried out in
cooperation with the groups of Mesud Yelbuz (Hannover) and Lars
Thrane (Roskilde, Denmark).

The phenotypes of mutant mice were analysed in cooperation
with the Department of Human Genetics (University of Gottingen).
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5.
Friihentwicklung des Nervensystems und
Elektronenmikroskopie von Spermien

Interaktionen zeitlich und raumlich gerichtet ablaufender Prolifera-
tions- und Apoptoseereignisse tragen entscheidend zur Friih-
entwicklung des Nervensystems und der Sinnesorgane bei. Wir
haben Muster und Funktionen dieser zelluldren Ereignisse wéah-
rend der Entstehungvon Plakoden sowie in primdr neurulierenden
Abschnitten des Riickenmarks unter Einsatz unseres in Kooperati-
on mit der Firma ZEISS und der Technischen Universitdt Chemnitz
etablierten 3-D-Rekonstruktionssystems untersucht. Zundchst ha-
ben wir am Beispiel der Trigeminusplakode tiberpriift, ob Wellen
von Apoptose- und Proliferationsereignissen, die wir zuvor bei der
Entwicklung der neurogenen Epibranchialplakoden beobachtet
hatten, in vergleichbarer Weise auch die Morphogenese anderer
Plakoden unterstiitzen. Es stellte sich heraus, dass auch im Falle
der Trigeminusplakode, die sich von anderen Plakoden dadurch
unterscheidet, dass sie nicht als solide Verdickung des Oberfla-
chenektoderms, sondern in Form von ausgedehnten ,Feldern“
kleinster fokaler Zellaggregate vorliegt, plakodale Vorlduferzellen
schon innerhalb des panplakodalen Primordiums und anschlie-
Bend auch in der definitiven Plakode apoptotisch ,selektioniert”
werden. Uberreste der Trigeminusplakode werden nach Abschluss
der Neuroblastendelamination gleichfalls durch Apoptose elimi-
niert. Weiterhin konnten wir nachweisen, dass Apoptosemuster,
die wir zuerst bei der Morphogenese der Epibranchialplakoden
von Tupaia belangeri (Scandentia) gefunden hatten, bei der La-
bormaus gleichartig ablaufen. Die Auslosung dieser sowohl an
den Grenzen benachbarterals auch innerhalb der sich bildenden
Plakoden beobachteten Apoptoseereignisse hangt hochstwahr-
scheinlich mit der zeitversetzten Herunterregulierung von Pax2
und Pax8 zusammen, deren antiapoptotische Funktion in anderen
Organsystemen bereits nachgewiesen werden konnte. Im embry-
onalen Riickenmark durchlaufen Wellen von Apoptose- und Pro-
liferationsereignissen offenbar mehrfach sowohl die dorsale als
auch die ventrale Mittellinie. Ihr zeitversetzter Beitrag zum Neu-
ralrohrverschluss, zur,,Selektion* unter pramigratorischen Neural-
leistenzellen sowie zur Entstehung der Signalzentren ,,Deckplatte®
und ,.Bodenplatte“ wurde dokumentiert.

Zwei weitere Forschungsprojekte beschaftigten sich mit dem
visuellen System von Tupaia belangeri. Wir konnten nachweisen,
dassdie an der Entstehung richtungsselektiver Netzwerke mafigeb-
lich beteiligten cholinergen Amakrinzellen friiher als bisher ange-
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nommen in der Lage sind, potenziell morphogenetisch wirksames

Azetylcholin zu produzieren. Die Etablierung der beiden von den

Dendriten dieser Amakrinzellen spiegelbildlich in derinneren plexi-
formen Schicht positionierten Strata hangt von der temporadren Ko-
expression bestimmter Kombinationen von Neurofilamentproteinen

ab. Die friihzeitige Etablierung dieses ,,Gerlistwerks* ist offenbar
eine entscheidende Voraussetzung fiir das nachfolgende gezielte

Einwachsen der Dendriten richtungsselektiver Ganglienzellen. Un-
sere in Kooperation mit der Sektion ,,Experimentelle Neurochirurgie®
der Universitat Wiirzburg bisher durchgefiihrten Untersuchungen

an Stat5-knockout Embryonen derLabormaus legen die Vermutung
nahe, dass das Stat5-System sowobhl fiir die Etablierung richtungs-
selektiver retinaler Netzwerke als auch fiir die Morphogenese von

Plakoden bedeutungsvoll ist.

Die Hypothese, dass Richtungsentscheidungen tber den Ver-
lauf ipsilateraler und kontralateraler retinaler Ganglienzellaxone
im Chiasma opticum von Beuteltieren und plazentalen Sdugetie-
ren prinzipiell unterschiedlich ablaufen, konnten wir widerlegen.
Bei Tupaia belangeri werden ipsilaterale Axone, wie bei Beutel-
tieren, schon am Ubergang vom Sehnerven zum Chiasma opticum
durch eine Palisade glialer Wachtpostenzellen zur Herkunftsseite
umgelenkt.

Das in Kooperation mit dem Friedrich-Loeffler-Institut (Neu-
stadt) durchgefiihrte Projekt,,Ultrastrukturelle und molekulare Cha-
rakterisierung geschlechtsbestimmter Spermien® erbrachte Belege
dafiir, dass die nach dem Sortiervorgang beobachtete verminderte
Beweglichkeit der Spermien mit (teilweise reversiblen) Verdanderun-
gen der Membrankonfiguration von Mitochondrien des Mittelstiicks
in Zusammenhang steht. Laufende Forschungsarbeiten verfolgen
das Ziel, den moglichen Beitrag individueller Komponenten des
Sortiersystems zur Entstehung der beobachteten ultrastrukturellen
Verdnderungen zu identifizieren.

5.
Early Development of the Nervous System and
Transmission Electron Microscopy of Sperm

Interactions of spatiotemporally regulated apoptotic and prolifera-
tive events essentially contribute to the early development of the
nervous system and sensory organs. Using ourthree-dimensional
reconstruction system that has been established in cooperation
with ZEISS and the Technical University of Chemnitz, we have
studied the patterns and functions of apoptosis and prolifera-
tion during the development of placodes as well as during pri-
mary neurulation of the spinal cord. In the beginning, we have
investigated whether characteristic waves of apoptotic and pro-
liferative events, first observed during the morphogenesis of the
neurogenic epibranchial placodes, also contribute to the devel-
opment of the trigeminal placode. The trigeminal placode differs
from all other placodes in that solid thickenings of the surface
ectoderm are entirely missing. Instead, the trigeminal placode
consists of discrete focal thickenings which, together, represent
the “placodalfield”. Apoptosis eliminates subpopulations of pla-



codal precursor cells already in the panplacodal primordium and,
later, within the developing trigeminal placode. Finally, apoptosis
assists in the disposal of the remnants of the trigeminal placode
as soon as neuroblast delamination has ceased. In the next step,
evidence was provided that patterns of apoptotic events, first ob-
served during the morphogenesis of the epibranchial placodes
in Tupaia belangeri (Scandentia), pass through the developing
epibranchial placodes of laboratory mice in an almost identical
manner. Most probably, these apoptotic events which “demar-
cate” the borders of neighbouring placodes and, later, reside in
the definitive placodes are, at least partly, induced by the down-
regulation of pax2/pax8 which, in other organ systems, are also
known to mediate antiapoptotic effects. In the embryonic spinal
cord, waves of apoptotic and proliferative events pass repeat-
edly through the dorsal as well as the ventral midlines. They first
contribute to the fusion of the neural folds, then eliminate sub-
populations of premigratory neural crest cells and, finally, assist
in the maturation of the major signalling centers of the embryonic
spinal cord (roof plate, floor plate).

Two other projects were devoted to the developing visual
system of Tupaia belangeri. We have demonstrated that cholin-
ergic amacrine cells, which are critically involved in the early de-
velopment of direction-selective retinal circuits, produce acetyl-
choline, which drives morphogenesis priorto synapse formation,
much earlier than has been reported previously. Establishment
of the two dendritic strata of cholinergic amacrine cells which
mirror-image each otherin the inner plexiform layer depends on
the temporary co-expression of fixed combinations of neurofila-
ment proteins. Obviously, these early developing “scaffolds” are
essential for the precise ingrowth of the dendrites of direction-
selective ganglion cells. Related projects using Stat5-knockout
mice are carried out in cooperation with the research group “Ex-
perimental Neurosurgery” (University of Wiirzburg). Our findings
suggest that Stat5 significantly contributes to the development
of direction-selective retinal circuits as well as to the morpho-
genesis of placodes.

It has been repeatedly stated that guidance of ipsilateral and
contralateral retinal ganglion cell axons depends on principally
different mechanisms in marsupials and eutherian mammals, re-
spectively. Our findings in Tupaia belangeri disprove this hypoth-
esis, and demonstrate that a palisade of specialized glial guide
post cells, like in marsupials, assists in the abrupt divergence of
ipsilaterally projecting axons already at the transition of the optic
nerve and chiasm.

The project “Ultrastructuraland Molecular Characterization
of Sex-Sorted Sperm” is carried out in cooperation with the
Friedrich-Loeffler-Institute (Neustadt). We have demonstrated
that sex-sorted spermatozoa reveal characteristic, partly rever-
sible ultrastructural changes in the configuration of the mem-
branes of midpiece mitochondria. These ultrastructural changes
might well explain the transient decrease in the motility of sex-
sorted spermatozoa. Current studies aim to identify components
of the sorting systems which mainly introduce the observed
ultrastructural changes.
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6.

Zur Geschichte, Evolution und Phdanomenologie
der Krankheiten vom Paldolithikum bis zur Friih-
neuzeit (Paldopathologie) und Biomineralisation

Geschichte, Evolution und Phdnomenologie der Krankheiten vom
Paldolithikum bis zur Friihneuzeit (Paldopathologie)

Es werden Ursachen und Haufigkeiten von Krankheitsspuren an
archdologischen Skeletfunden und rezenten Exponaten patholo-
gischer Lehrsammlungen vergleichend untersucht. Dabei stehen
die Geschichte der Krankheiten vom Paldolithikum bis zur Frith-
neuzeit - insbesondere fiir die Zeit vor Beginn einer schriftlichen
Uberlieferung - sowie die damals {iblichen drztlichen HilfsmaR-
nahmen im Vordergrund. Ein weiteres Ziel der Untersuchungen ist
es, die Morbiditdts- und Mortalitatsraten zwischen prahistorischen
und historischen Populationen einerseits und heutigen Populati-
onen (z.B. in Ldndern der so genannten Dritten Welt) andererseits
zu vergleichen, um Riickschliisse auf die Entwicklung bestimmter
Krankheiten zu ziehen und die Abhéngigkeit ihres Auftretens von
damals herrschenden dueren Lebensbedingungen aufzuzeigen
(z.B. Erndhrung, Wohn- und Arbeitsverhaltnisse, geographische
und klimatische Faktoren sowie sanitdre und hygienische Gege-
benheiten). Pathologisch verdnderte Skelette werden makrosko-
pisch, endoskopisch, rontgenologisch sowie licht- und rasterelek-
tronenmikroskopisch untersucht. In ausgesuchten Féllen werden
Knochenproben - in Kooperation mit dem Zentrum Biochemie -
auf die Verteilung von kollagenen und nicht-kollagenen Proteinen
der extrazelluldren Matrix befundet. Schwerpunkte sind: 1.) fossile
Hominiden, 2.) frithneolithische Ackerbauernpopulationen Mittel-
europas und des Vorderen Orients, 3.) bronzezeitliche Populationen
Mittel- und Osteuropas, des Vorderen und Mittleren Orients unter
Einschluss Anatoliens und Agyptens, 4.) bronze- und eisenzeitliche
Populationen des Fernen Ostens, 5.) germanische Populationen



des Frihmittelalters, 6.) byzantinische Populationen Anatoliens,
7.) prakolumbische Populationen des nordamerikanischen Sud-
westens und Siidostens sowie Mexikos.

Biomineralisation - Untersuchung extrazelluldrer
Knochenmatrixproteine

Extrazelluldren Matrixproteinen kommt ein wesentlicher Einfluss auf
denVorgang derBiomineralisation des gesunden und pathologisch
verdnderten Knochengewebes zu. Es werden die Proteine der extra-
zelluldren Knochenmatrix aus rezentem und archdologischem Kno-
chengewebeisoliert, um Riickschliisse auf den physiologischen und
pathologischen Knochenaufbau und —umbau zu gewinnen. Nach
elektrophoretischer Auftrennung erfolgt die Quantifizierung und
Identifizierung dieser Proteine, die nach eigener Methode extrahiert
wurden (Schmidt-Schultz und Schultz 2004). Im Vordergrund der
Untersuchungen stehen Uberlegungen zur Abhéngigkeit der Art der
Knochenmatrixproteinmuster vom biologischen bzw. chronologi-
schen Lebensalter und zur Evolution der Hartgewebe.

6.

History, Evolution and Phenomenology of
Diseases from the Palaeolithic to Early Modern
Times (Paleopathology) and Biomineralisation

History, Evolution and Phenomenology of Diseases from the
Paleolithic to Early Modern Times (Paleopathology)

The causes and frequencies of vestiges of diseases in archaeo-
logical skeletons and recent pathological specimens have been
examined in a comparative investigation, with special emphasis
on the history of diseases from the Palaeolithic up to Early Mod-
ern Times, particularly the period before written records existed,
and on the medical methods practised. A further aim of the in-
vestigations is to compare the morbidity and mortality rates be-
tween prehistoric and historical populations on the one hand,
and modern populations (e.g. in third world countries) on the
other, in order to be able to draw conclusions on the evolution
of certain diseases and to show the dependence of their phe-
nomenology and occurrence on external living conditions (nutri-
tion, living and working conditions, geographical and climatic
factors, as well as sanitary and hygienic circumstances). The
skeletons are examined macroscopically, endosmotically, by X-
ray techniques and by light and scanning-electron microscopic
techniques. In special cases, bone samples will be studied in
cooperation with the Centre for Biochemistry, with respect to
collagenous and non-collagenous proteins of the extracellular
matrix. Emphasis is placed on (1) fossil hominids, (2) Early Neo-
lithic agricultural populations of central Europe, (3) Bronze Age
populations from central and eastern Europe, the Near and the
Middle East including Anatolia and Egypt, (4) Bronze and Iron
Age populations from the Far East, 5) Germanic populations of
the early Middle Ages, (5) Byzantine populations from Anatolia
and (6) pre-Columbian populations of the North American South-
west and Southeast and Mexico.
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Biomineralisation - Investigation on extracellular

bone matrix proteins

Extracellular matrix proteins are highly susceptible to the process of
biomineralisation of the healthy and pathologically changed bone
tissue. The proteins of the extracellular bone matrix from recent and
archaeological bone tissue are isolated to obtain information on the
physiological and pathological bone modelling and remodelling. Fol-
lowing electrophoretic separation, these proteins, extracted by a meth-
od developed by Schmidt-Schultz und Schultz (2004), are identified
and quantified. The main emphasis of these investigations is placed
on the dependence of the nature of the pattern characteristic of bone
matrix proteins and their distribution on the biologicaland chronologi-
cal age, as well as on the evolution of mineralised tissues.
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7.
Chemorezeptive Systeme von Vertebraten -
Ontogenese und Strukturentwicklung

Die olfaktorische Plakode (Riechplakode) ist der Ursprung fiir das ol-
faktorische System, dasvomeronasale System, das Septalorgan von
Masera das Nervus terminalis-System und das Griineberg Ganglion.
Bis heute ist unklar, welche Funktionen bei verschiedenen Wirbel-
tieren, einschliellich des Menschen, tibereinstimmend einem der
fiinf Systeme zugeordnet werden konnen, bzw. ob beispielsweise
das olfaktorische System der einen Spezies die chemorezeptiven
Wahrnehmungsfunktionen des Nervus terminalis einer anderen
Spezies besitzt. Es geht bei allen fiinf Systemen um die Aufnahme
von chemischen Signalen oder deren Modulation sowie die Unter-
suchung moéglicher Asymmetrien hinsichtlich ihrer Projektionsare-
ale im Vertebratengehirn.

Beiverschiedenen Fischen sowie an Embryonen und postnata-
len Entwicklungsstadien von Tupaia belangeri wurde die Expressi-
on spezifischerimmunhistochemischer Marker untersucht, um die
Entwicklung dieser Systeme und des Ductus nasolacrimalis und
die phylogenetisch relevanten morphologischen, insbesondere im-
munhistochemischen Charakteristika darzustellen. Dariiber hinaus
soll mittels nichtinvasiver, hochauflésender bildgebender Verfah-
ren wie der Flachdetektorcomputertomographie in Verbindung mit
Kontrastmitteln, ihre dreidimensionale Strukturentwicklungin vivo
dargestellt werden.

7.
Chemoreceptive Systems of Vertebrates -
Ontogeny and structural development

The olfactory placode gives rise to the olfactory system, the vome-
ronasal system, the septal organ of Masera, the nervus terminalis
system and the Griineberg ganglion. It is still unclear which func-
tion in different vertebrates, including humans, can be definitely
attributed to one of the five systems or whether for example the
sensory functions of the olfactory system in one species are com-

38 Zentrum Anatomie Abteilung Anatomie und Embryologie Centre for Anatomy Department of Anatomy and Embryology

parable to that of the nervus terminalis in another species. All five
systems are involved in perception and/or modulation of chemi-
cal signals. The development, the central projections and phyloge-
netically relevant morphological aspects, identities and differences,
were investigated in these derivates of the olfactory placode and
the nasolacrimal duct.Here, the fluids the lacrimal and the Hard-
erian glands are drained by moisten the rhinarium and support the
adhesion of olfactory molecules and theirtransport to the olfactory
and vomeronasal epithelia.We studied the expression of specific
immunohistochemical markers in various fish and in pre- and post-
natal stages of Tupaia belangeri. Moreover, the three dimensional
structure of these organs should be shown by optical imaging like
the flatpanel- volumetric computed tomography.
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