Embryonale Stammzellen als
entwicklungsbiologisches Modell:
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Der Umgang mit frilhembryonalen Zellen des Menschen hat Fragen
aufgeworfen, die in den Fokus des 6ffentlichen Interesses geriickt sind:
Dabei geht es vor allem um embtyonale Stammzellen (ESZ) (Thomson et
al. 1998), Keimzellvorstufen (embryonic germ cells) (Shamblott et al.
71998), oder auch um Blastomeren, die im Rahmen der Priimplantat-
onsdiagnostik (PID, PGD) entnommen werden. Aspekte, die bisher im
Mittelpunkt der Diskussion stehen, betreffen den «Verbrauchy, d. h. die
Opferung, von Embryonen fiir die Herstellung von ES-Zelllinien, oder
die Verwendung von abgetriebenen Féten («cadaveric human fetal tis-
sue», National Bioethics Advisory Commission 1999, ein sehr problemati-
scher, unkorrekter Terminus), oder die Gefihrdung des Embryos, dem
bei der PID Zellen entnommen werden. Die 6ffentliche Diskussion
klammert allerdings weitgehend Aspekte aus, die vom Standpunkt des
Embryologen her betrachtet von besondetem Interesse und Gewicht
sein sollten, vor allem Fragen nach dem entwicklungsbiologischen Sta-
tus der diskutierten Zellen. Meist wird nur ein Teilaspekt hiervon, nim-
lich die Fahigkeit der ESZ zur Differenzierung in die verschiedensten
Zelltypen des Kérpers (Abkémmlinge aller drei Keimblitter) angespro-
chen. Dies ist in der Tat fiir den eventuellen Einsatz in der Zellersatz-
Therapie von besonderem Interesse. Im Hinblick auf ethische Aspekte
muss man den Blick jedoch darauf ausweiten, dass ES-Zellen auch Fi-
higkeiten zur Morphogenese besitzen. Was dies anbelangt, so wird in
vielen Stellungnahmen erklirt, dass Zellen nach dem 8-Zell-Stadium
der Embryonalentwicklung und insbesondere die Zellen des

Professor Ronan O’Rahilly zum 80. Geburtstag gewidmet (Erweiterter Text eines
Vortrags auf dem Symposium «Die Frithphase der Embryonalentwicklung:
Embryologische und ethische Aspekte», Freiburg (CH), 26. Oktober 2001).

Abkiirzungen: A-V-Achse = animal-vegetative Achse; AVE = anterior visceral
endoderm; B-CSAs = B-Catenin-stabilisierende Agentien; EB = Embtyoid Body; ESZ
= embryonale Stammzellen; LIF = leukemia inhibitory factor.
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Embryoblasten einer Blastozyste, aus denen ES-Zelllinien ublicher-
weise gewonnen werden, sowie auch die ES-Zellen selbst nicht mehr
totipotent seien: D. h. diese Zellen seien nicht mehr fihig, einen gan-
zen, harmonisch gestalteten und prinzipiell lebensfihigen Embryo aus
sich selbst heraus zu bilden (Deutsche Forschungsgemeinschaft 2001, Natio-
naler Ethikrat 2002; Enquete-Kommission «Recht und Ethik der modernen Me-
diginy, 5. Deutscher Bundestag 2002; zur Definition des Begriffs «Totipo-
tenz», die leider nicht einheitlich gehandhabt wird, vgl. Denker 2002).
Allerdings ist dies eine simplifizierende Darstellung, der etliche Befunde
aus der Literatur widersprechen und die z. B. schon dann nicht mehr
korrekt ist, wenn man die Bildungsfihigkeiten nicht nur einer einzigen
isolierten Zelle einer Morula oder Blastozyste sondern einer Gruppe
von mehreren Zellen betrachtet (Literatur s. Denker 2002). Auch fiir
ESZ gibt es aus der Sicht der Embryologie und Entwicklungsbiologie
durchaus Zweifel an der angeblich gesicherten «Nicht-Totipotenz»
(Denker 1997; 1999a, by 2000a, b; 2002).

Zentrales Thema der Entwicklungsbiologie ist bekanntlich die
Musterbildung. Entwicklungsbiologisches Denken auf die Fragen an-
zuwenden, die der Umgang mit frihembryonalen Zellen aufwirft, heif3t
daher, Prozesse der frithembryonalen Musterbildung und deren Regu-
lationen in den Mittelpunkt zu stellen, speziell z. B. die Rolle des Spe-
mann-Mangold-Organisators, die biologischen Prinzipien der Indivi-
duation, die Mechanismen der Bildung eineiiger Mehtlinge etc. Dies
sind Gebiete, auf denen die entwicklungsbiologische Forschung in den
letzten ca. 15 Jahren gewaltige Fortschritte gemacht hat, und es wird m.
E. Zeit, dass diese Aspekte in die Diskussion um den Umgang mit frith-
embryonalen Zellen (einschl. ESZ) des Menschen einbezogen werden.
Dies zu tun, ist schon vor Erscheinen der ersten Publikation tiber die
Erzeugung menschlicher ESZ (Thomson et al. 1998) angemahnt worden
(Denker 1997). Die besonders in Deutschland nach 1998 in Gang ge-
kommene Diskussion ist allerdings vor allem von Reproduktions-
biologen und nicht von Entwicklungsbiologen gefiihrt worden und hat
daher die moderne Forschung etwa tiber den Spemann-Mangold-Orga-
nisator und die Prinzipien der Regulation der Achsenbildung in der
Keimscheibe weitgehend ausgeklammert.

Der vortliegende Beitrag stellt diese unzureichend berticksichtigten
entwicklungsbiologischen Aspekte in den Mittelpunkt. Es werden Fra-
gen zu den embryologischen Aspekten der Individuation aufgewotfen,
wobei der Spemann-Mangold-Organisator, dem eine zentrale Bedeu-
tung bei der Bildung einer harmonischen Embryo-Gestalt, eines prinzi-
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piell isoliert lebensfihigen Individuums zukommt (De Robertis und Aré-
¢haga 2007), eine besondere Rolle spielen wird. Dass wir es hier eindeu-
tig mit einem Problem der Individuation zu tun haben, wird schon aus
dem Sprachgebrauch deutlich, den Spemann und Mangold verwende-
ten: Sie sprechen bei der Diskussion ihrer klassischen Versuche zur
Transplantation eines Otganisators in die prisumptive Bauchregion
von der Bildung eines «zweiten Embryos» oder einer «zweiten Embryo-
nalanlage», auch wenn es sich hier um einen (chimirischen) Siamesi-
schen Zwilling handelt (Spemann und Mangold 1924, Spemann 19306).

1. Das Differenzierungs- und
Musterbildungspotential embryonaler Stammzellen:
Ein unzureichend bearbeitetes Forschungsgebiet

Uber die prinzipielle Fihigkeit von ESZ, die verschiedensten Zelltypen
des Kérpers (Derivate aller drei Keimblitter) aus sich hervorgehen las-
sen zu kénnen, ist schon viel publiziert worden (Mensch und nicht-
menschliche Primaten s. Thomson et al. 1998, Thomson und Marshall 1998;
Reubinoff et al. 2000; Amit et al. 2000; Itskovitz-Eldor et al. 2000; Schuldiner
¢t al. 2000; bzgl. der umfangreichen Literatur tiber die Differenzierung
von ES-Zellen der Maus siehe Wobus und Boheler 1999). Kaum diskutiert
wird Ubetraschenderweise, dass die Zellen, um diese vielfiltigen Diffe-
renzierungsrichtungen einschlagen zu kénnen, einen Zwischenschritt in
der Kultur benétigen (zumindest ist er sehr forderlich), und zwar die
Bildung von sog. «Embryoid Bodies» (EBs). In diesen EBs kommt es
vermutlich zu komplexen Zell-Zell-Interaktionen, die in gewisser Weise
Kaskaden von Ereignissen (Informationsaustausch, Genaktivierungen)
imitieren, welche auch in der normalen Embryonalentwicklung bei der
Keimblattbildung und Otganogenese ablaufen. Diese Annahme ist
schon alt und war bereits Teil des Gedankenguts der Pioniere des Ex-
perimentierens mit Embryoid Bodies der Maus, Stevens und Pierce
(Literatur vgl. Sherman und Solter 1975). Vollig offen geblieben ist aber
die Frage, welche Rolle bei diesen Prozessen die Herausbildung eines
gewissen Ordnungsgrades im Sinn der Musterbildung hat, und wie
hoch der Ahnlichkeitsgrad sein muss, den die dabei zu postulierenden
Vorginge der Zellmigration, der Bildung von Kompartimenten, Ni-
schen und neuen Nachbarschaftsbeziehungen mit Teilprozessen der
normalen Embryogenese haben miissen, damit diese vielfiltigen Diffe-
renzierungen moglich sind. Muss es oder kann es dabei ein echtes mor-
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phologisches Aquivalent fiir die Bildung einer Keimscheibe, eines
Epiblasten und eines Primitivstreifs und seiner Epithel-Mesenchym-
Transition geben? Wie sollen wir uns etwa zu den Neuralrohrihnlichen
Strukturen stellen, die sich dabei bilden (miissen?), wenn man Kultur-
bedingungen so wihlt, dass sich besonders viele neuronale (Vorliufer-)
Zellen bilden konnen (Zhang et al. 2007)? Solche Musterbildungspro-
zesse werden von der aktuellen Forschung iber die Differenzierung
von ESZ bislang viel zu wenig bearbeitet.

Ich werde mich im Folgenden mit einem besonders wichtigen As-
pekt aus diesem Themenkreis frithembryonaler Musterbildung, nimlich
mit der Frage nach der Bildung eines K6rpergrundplans (Kérpergrund-
gestalt, «body plan») und dem dafiir entwicklungsbiologisch wesentli-
chen Element, dem Spemann-Mangold-Organisator, beschiftigen.

2. Gewinnung und embr%ologische Einordnung von
ES-Zellen

ES-Zellen werden iblicherweise dadurch gewonnen, dass der
Embryoblast einer Blastozyste vom Trophoblasten getrennt und unter
besondeten Bedingungen in eine in-vitro-Kultur genommen wird.
Diese besonderen Kulturbedingungen bestehen im Wesentlichen darin,
dass die Zellen auf einer Schicht von «feeder cells» gehalten werden
(das sind ublicherweise embtyonale Fibroblasten der Maus; erst kiirz-
lich wurde auch vom erfolgreichen Einsatz von embryonalen
Fibroblasten des Menschen berichtet, s. Richards et. al. 2002). In der Er-
probung ist der Ersatz der «feeder cells» durch bestimmte extrazellulire
Matrizes (Xu et al. 2007). Bei der Maus, abet nicht bei ESZ vom Men-
schen oder von Affen, kann die Feedetr-Zell-Schicht durch Zusatz des
Zytokins LIF (leukemia inhibitory factor) ersetzt werden. Unter diesen
Bedingungen werden die Zellen in einem undifferenzierten Zustand
gehalten, setzen aber ihre Proliferation (Zellteilungstitigkeit) fort. Dies
steht also im Gegensatz zu dem Verhalten, das diese Zellen im Embryo
zeigen wiirden: Hier wiirden sie mit einer Differenzierungs- und Mus-
terbildungstitigkeit beginnen, die zur Bildung des Embryonalkérpers
(Embryonalanlage im engeren Sinn) fithren wiirde. Sie werden also un-
ter diesen in-vitro-Bedingungen in einer Art kinstlicher «Stammzell-Ni-
sche» gehalten. Unklar ist bisher, welcher Art die Zell-Zell-Interaktio-
nen sind, die sich dabei zwischen den Feeder-Zellen und den ESZ ab-
spielen. Die Witkung von LIF und die Tatsache, dass man diese nur bei
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der Maus, aber nicht bei Primaten beobachtet, witd damit in Zusam-
menhang gebracht, dass die Blastozysten der Maus eine Adaptation fiir
eine besondere reproduktionsbiologische Situation, die Diapause (ver-
zOgerte Implantation) besitzen, in der die Entwicklung angehalten wer-
den kann (Nichols et al. 2007). Vermutlich liegt hier auch der Grund da-
fir, dass bei der Maus die Etfolgsrate bei der Erzeugung von ES-Zellli-
nien groBer ist, wenn man als Ausgangsmaterial Diapause-Blastozysten
nimmt und nicht Blastozysten aus der normalen Schwangerschaft (Ro-
bertson 1987). Uberraschenderweise werden aber beim Menschen und
bei Affen hohe Erfolgstaten betichtet (Thomson et al. 1998; Renbinoff et al.
2000; vgl. Pera 2001), obwohl hier keine Diapause vorkommt und LIF
keine Wirkung hat.

Beziiglich des ES-Zellstatus sind noch viele weitere Fragen offen
und harren der experimentellen Beatrbeitung. So ist durchaus strittig,
welchem Zelltyp des frithen Siugetierembryos ESZ exakt entsprechen.
Da sie meist aus dem Embryoblasten von Blastozysten gewonnen wet-
den, liegt zunichst nahe, sie diesem gleichzusetzen. Diese Annahme
witd allerdings anhand der beobachteten Expressionsmuster von Mar-
kermolekiilen und anhand der Bildungspotenzen, die sich im Experi-
ment zeigen, nur zum Teil bestitigt. Von vielen Autoren werden die
ESZ der Maus aufgrund dieser Kriterien (z. B. der bei der Maus weit-
gehend fehlenden Trophoblast-Bildungsfihigkeit, s. u.) dem Epiblasten
gleichgesetzt (Gardner und Brook 1997; Smith 2007). Allerdings lassen
sich auch mit dieser Annahme nicht alle Befunde leicht und ohne Zu-
satzausnahmen in Deckung bringen. So kann man Zellen mit den Ei-
genschaften von ESZ im Prinzip sogar schon vor dem Blastozystensta-
dium, also aus Furchungsstadien, gewinnen (Literatur bei Prelle et al.
1999). Tatsichlich gab es bereits lange bevor der Begriff ESZ geprigt
wurde Untersuchungen iiber Zellkulturen aus Furchungsstadien, die
allerdings nur iiber kurze Zeitspannen aufrecht erhalten wurden (Cole et
al. 1966). In der klassischen Literatur finden sich auch Berichte dartiber,
dass aus Furchungsstadien nach Transplantation an ektopische Orte
Teratome entstehen konnen, ein experimentelles Vorgehen, das ja zur
Herstellung von EC (Embtyonal-Catcinom)-Zelllinien bei der Maus
verwendet wird (wenn auch meist unter Verwendung spiterer Ent-
wicklungsstadien). Die Angaben iiber die Erfolgsraten bei Verwendung
von Priimplantationsstadien sind allerdings widerspriichlich (Literatur
bei Damjanov und Solter 1974). Spielt hier die Frage, ob die Blastomeren
noch totipotent oder schon nicht mehr totipotent sind, eine Rolle?
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Fur die Frage danach, welchen Zellen eines Embryos die ESZ ent-
sprechen, witd oft auch die Trophoblast-Bildungspotenz herangezogen.
In dieser Argumentation spielt eine Rolle, dass bei der Maus, die ja am
besten untersucht ist, Embryoblastzellen in der frithen Blastozyste noch
Trophoblast bilden kénnen (Lit. vgl. Denker 2002), in der spiten
Blastozyste stattdessen ptrimitives Endoderm. Dagegen hat der
Epiblast/ das ptimitive Ektoderm von Postimplantations-Stadien die
Fihigkeit zur Bildung dieser extraembryonalen Zellen bei der Maus
weitgehend verloren und bildet nun die Derivate der definitiven Keim-
blitter. Es witd versucht, in gezielten Experimenten die Analyse in die-
sem Punkt bei Einbeziehung molekularer Marker weiter voranzutreiben
und auch Zwischenstadien bei der Bildung des Epiblasten bzw. des
primitiven Ektoderms ins Visier zu nehmen (Rathjen et al. 1999; Lake et
al. 2000; Pelton et al. 2002). In der Tendenz weisen diese Untersuchun-
gen darauf hin, dass die ESZ der Maus dem Embryoblasten spiter
Blastozysten bzw. Ubergangsstadien zum Epiblasten von frihen
Postimplantations-Stadien  entsprechen, da sie in vitro kaum
Trophoblast, wohl aber primitives Endoderm bilden. Man muss hier
aber einschrinkend sagen, dass die Ergebnisse vom verwendeten expe-
rimentellen Ansatz abhingen: Schon Beddington und Robertson (1989) ha-
ben Befunde vorgelegt, die darauf hinweisen, dass ESZ der Maus in
Chimiren durchaus noch, wenn auch in geringem Umfang, Zellen so-
wohl des Trophoblasten als auch des primitiven Endoderms bilden
konnen, also doch eher Zellen der frithen und nicht der spiten Blasto-
zyste zu entsprechen scheinen.

Im Gegensatz zur Maus ist bei allen bisher beschriebenen ESZ des
Menschen und nicht-menschlicher Primaten die Fihigkeit zur Bildung
von Trophoblastzellen nicht nur vorhanden, sondern sogar besonders
ausgeprigt (Literatur vgl. Denker 2002). Unter bestimmten Kulturbe-
dingungen kann diese Differenzierungsrichtung sogar iiberwiegen (Xu
et al. 2002). Hieraus kann man schlieBen, dass ESZ des Menschen und
der Affen entweder Eigenschaften besonders frihembryonaler Zellen
(die vielleicht totipotenten Zellen noch nahe stehen) besitzen, oder dass
bei diesen Spezies im Gegensatz zur Maus die Fihigkeit zur Bildung
extraembryonaler Zellen einschlieflich des Trophoblasten aus pri-
sumptiven Embryoblastzellen besonders lange, bis in Postimplantati-
ons-Stadien, persistiert, wobei eins das andere nicht ausschlieSen muss.
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3. Embryoid Bodies: Zelldifferenzierung und
fruhembryonale Musterbildung

Damit ES-Zellen ihr vielfiltiges Differenzierungspotential (die Bildung
von Derivaten aller drei Keimblittet) in vitro im vollen Umfang expri-
mieren kénnen, ist es, wie schon erwihnt, wichtig, ihnen die Mdglich-
keit zur Ausbildung von Zell-Zell-Interaktionen in sog. Embryoid Bo-
dies zu geben. Dieser besondete Schritt, die Einschaltung des Zwi-
schenstadiums Embryoid Body (EB), wird deswegen selbst dann in
experimentelle Studien eingeschlossen, wenn versucht wird, die Diffe-
renzierung der Zellen pharmakologisch anzuregen und in bestimmte
Richtungen zu lenken, z. B. durch die Verwendung von Retinsiure
(Robwedel et al. 1999) oder Zytokinen bzw. Wachstumsfaktoren (Schulds-
ner et al. 2000). Zumindest fiir die Bildung von mesodermalen und en-
dodermalen Zelltypen ist der Weg iiber EBs wichtig (nicht unbedingt
fir die Bildung neuronaler und glialer Zellen, einer Differenzierungs-
richtung, die nach neuerer Erkenntnis einem Default-Pathway ent-
spricht). Welche besondere Rolle kommt dem EB als Zwischenschritt
in diesen Differenzierungssystemen zu? Da allgemein angenommen
witrd, dass in den EBs dhnliche Zell-Zell-Interaktionen ablaufen wie in
frihen Stadien der Embryonalentwicklung (Keimblattbildung), stellt
sich die Frage der Embryo-Ahnlichkeit der EBs in morphologischer
und funktioneller Hinsicht.

Die morphologische Ahnlichkeit von EBs mit dem Eizylinder der
friihen Postimplantationsstadien bei der Maus hat diesen Strukturen
den Namen gegeben (Abb. 1a und b). Bei relativ weit entwickelten EBs
(dem letzten der in Abb. 1b dargestellten Stadien) findet sich ein Epi-
thel, das dem Epiblasten/dem primitiven Ektoderm entspricht, ein
Hohlraum, der der Proamnionhdhle entspricht, und eine duBere Epi-
thellage, die einem Teil des extraembryonalen Endoderms, dem sog.
viszeralen Endoderm entspricht (klassische Literatur hieriiber zitiert bei
Denker 1983; Zitate aus der moderneren, molekularbiologisch otien-
tierten Literatur s. u.). Was bei solchen EBs der Maus typischerweise
fehlt, sind der Trophoblast und das parietale extraembryonale Endo-
derm. Damit fehlen fiir die Implantation und Dottersackbildung wich-
tige Anteile der extraembryonalen Zellen, und der EB entspricht in
erster Linie den Zellen, die die Embryonalanlage im engeren Sinne
ausmachen (dem Epiblasten) mit nur wenigen extraembryonalen An-
teilen (dem primitiven viszeralen Endoderm). Anzeichen fiir eine
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Abb. 1: Morphologischer Vergleich zwischen det frithen Embtyonalentwicklung (2) und der
Bildung eines Embryoid Body aus ES-Zellen (b) bei der Maus. (4): Dargestellt sind die
Stadien Zygote (Votkernstadium), Zweizeller, Morula und Blastozyste sowie ein frithes
und ein etwas spiteres Postimplantationsstadium. Die letzten zwei Stadien zeigen die
fir die Maus typische Keimblattumkehr mit Vorwolbung des sog. «Eizylinders» in die
chemalige BlastozystenhShle hinein. Die dulerste Zelllage ist der Trophoblast, die zur
chemaligen Blastozystenh6hle hin gelegene duBere Lage des Eizylinders das viszerale,
extraembtyonale Endoderm. Die innere Zellmasse der Blastozyste ist der Embryoblast.
Im letzten dargestellten Stadium hat sich in dieser Zellmasse ein Spaltraum, die Proam-
nionhéhle, gebildet, und die Zellen werden nun im unteren Teil als Epiblast, im oberen
als extraembryonales Ektoderm bezeichnet. (4): Bildung eines Embryoid Body aus einer
ES-Zelle der Maus. Da ES-Zellen der inneren Zellmasse (dem Embtyoblasten) von
Blastozysten entstammen, entsprechen die dargestellten Stadien den rechten 3 Teilbil-
detn der Abb. 1a. Man beachte, dass die Ausgangszelle in (b) viel kleiner ist als die Zy-
gote in (a); es fehlt ihr das reichlich entwickelte Zytoplasma der Eizelle (mit den plasmati-
schen Faktorenbereichen, die bei den Furchungsteilungen auf die verschiedenen Blasto-
meren verteilt werden, vgl. Abb. 6, 7, 8). ES-Zellen der Maus bilden in vitro kaum
Trophoblast, daher fehlt hier das Stadium der Blastozyste. Die duBere Epithellage, die
sich hier differenziert, entspticht dem viszeralen Endoderm; der rechts abgebildete
Embryoid Body entspricht einem Horizontalschnitt durch ausschlieBlich den Eizylinder
(rechtes Teilbild von Abb. 1a) mit Proamnionhéhle, wihrend Trophoblast und parieta-
les Endodetm (und natiitlich auch die ehemalige Blastozystenhdhle/der Dottersack)
fehlen. Die innete Zelllage des Embryoid Body entspricht dem Epiblasten, d. h. der Zell-
gruppe, aus der sich in der Normalentwicklung der gesamte Embryonalk6rper bildet.
(Aus: Denker 1983, mit freundlicher Genehmigung von S. Karger AG, Basel).
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weitergehende Morphogenese, insbesondere fiir eine Primitivstreif-Bil-
dung, werden zwar von einigen Beobachtern angegeben, sind aber nicht
systematisch untersucht worden. Wenn die Entstehung der Derivate
der verschiedenen Keimblitter in EBs diskutiert wird, so witd natiirlich
davon ausgegangen, dass es hier Vorginge geben muss, die denen der
Primitivstreifbildung und Gastrulation in vivo entsprechen, und dies
scheint sich auch (soweit bisher bekannt) in den beobachteten
Genaktivierungsmustern niederzuschlagen (Robwedel et al. 1999; Leahy et
al. 1999; Lake et al. 2000). Genaue Angaben tber die Morphologie
solcher Primitivstreif-Aquivalente fehlen aber. Der Primitivstreif
musste die Phidnomene einer Epithel-Mesenchym-Transition zeigen
(Hay 1995; Viebahn 1995). Damit er seine Funktion im Rahmen nicht
nur der Bildung von definitivem Endoderm und Mesoderm, sondern
auch im Rahmen der Bildung der Achsenorgane und z. B. der
nachfolgenden Induktion einer Neuralplatte ausiiben kann, musste er
auch eine normale morphologische Gestalt und Anordnung besitzen
(dies wird weiter unten ausfuhtlicher diskutiert). Zumindest in der
uberwiegenden Mehrzahl der Fille kommt in EBs der Maus jedoch eine
geordnete Musterbildung beziiglich der Ausbildung eines reguliren
Primitivstreifs und der sich danach entwickelnden Organanlagen nicht
zustande; die Entwicklung entgleist typischerweise bei der weiteren in-
vitro-Kultur von EBs dhnlich wie bei Teratomen (zur Diskussion von
Teratomen vgl. Sherman und Solter 1975; Denker 1983, 2000a, 2002; And-
rews 2002). Dennoch wird von vielen Autoren betont, dass man, abge-
sehen von der eher bizarren Morphologie von EBs der Maus, bei der
Verfolgung der Zelldifferenzierung mit molekularbiologischen Metho-
den Genaktivierungsmuster findet, die in der zeitlichen Abfolge in vie-
lerlei Hinsicht das imitieren, was wihtend der normalen Embryogenese
ablduft (vgl. z. B. Grabel et al. 1998; Robwedel et al. 1999, dortige Fig. 1;
Lake et al. 2000; Maye et al. 2000; Murray nnd Edgar 2007).

Kann die Musterbildung, zu der ESZ fihig sind, noch weitergehen
und hohere Grade der Embryo-Ahnlichkeit erreichen, als sie diese Be-
funde von der Maus dokumentieren? In der Tat gibt es eindrucksvolle
Befunde iiber sehr weitreichende Morphogeneseleistungen von ESZ,
und wir werden einige Beispicle dafiir im Folgenden besprechen. Auf-
tallig ist, dass solche Befunde in friheten Jahren in der Literatur durch-
aus gern als Beleg fiir die weitreichenden, vielfaltigen Bildungsfihigkei-
ten von HESZ aufgefithrt und in Abbildungen illustriert worden sind;
auch ist oft betont worden, dass ESZ ein vielversprechendes Modell-
system fiir entwicklungsbiologische Untersuchungen (gerade auch ein-
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schlieBlich der Musterbildung) darstellen kénnten. Etwa seit dem Zeit-
punkt, zu dem menschliche ESZ beschrieben worden sind (1998), fin-
det man dagegen solche Hinweise und Abbildungen nur noch selten,
und in Deutschland wird im Rahmen der laufenden Ethikdebatte die
Fihigkeit von ESZ zur weitreichenden Musterbildung sogar in auffalli-
ger Weise heruntergespielt (Bezer 2001, 2002).

Was die Musterbildungsfihigkeiten in der Organogenese anbelangt,
so bilden z. B. Thomson und Marshail (1998) eindrucksvolle Befunde tber
Differenzierungsleistungen von ESZ des Rhesusaffen im Teratommo-
dell ab: z. B. Darmabschnitte, die eine erstaunlich normal erscheinende
Histologie zeigen (alle Schichten der Darmwand: Mucosa, Muscularis
mucosae, Submucosa, Muscularis), oder auch histologisch sehr regel-
haft aufgebaute Zahnanlagen (Ahnliches findet sich auch bei menschli-
chen ESZ: Thomson et al. 1998; Amit et al. 2000; Reubinoff et al. 2000). Fir
unsere Diskussion, die sich auf die Frithphasen der Embryonalent-
wicklung konzentrieten soll, ist ein Befund relevanter, den Thomson et al.
(1996) bei detr Kultur von ESZ des Weibischeliffchens erhoben ha-
ben. Unter den EBs, die sich spontan in dicht wachsenden Kolonien
dieser Primaten-ESZ bildeten, fanden sie Strukturen, die morpholo-
gisch weitgehend normalen Embryonen in Postimplantationsstadien bei
Primaten zu entsprechen schienen (Abb. 2c, d). Erkennbar sind hier
Elemente, die als Keimscheibe mit Epiblast und Hypoblast sowie Pri-
mitivstreif mit beginnender Bildung des definitiven Endoderms und des
Mesoderms sowie als Amnion mit Amnionhohle und als Dottersack
angesprochen werden. Die morphologische Ahnlichkeit mit entspre-
chenden Entwicklungsstadien bei nicht-menschlichen Primaten und
beim Menschen ist in der Tat verbliffend (Abb. 2a, b). Auffillig ist,
dass die Befunde von diesen Autoren durchaus nicht als «Ausreiller»
ohne Aussagewert angesehen sondern als Belege fiir die weitreichenden
Differenzierungs- und Musterbildungsfihigkeiten von ESZ genommen
werden, und dass ihre Richtigkeit in spiteren Publikationen derselben
Autoren bekriftigt wurde (Thomson und Marshall 1998; Thomson 1998).
Thomson und Marshall (1998) ziehen aus alledem sogar den Schluss, dass
ESZ von Primaten ein auBerordentlich interessantes Modell nicht nur
fur Studien uber die Zelldifferenzierung sondern auch fiir entwick-
lungsbiologische Untersuchungen tber Musterbildungsprozesse (friih-
embtyonal wie auch wihrend der Organogenese) darstellen kénnten. In
der deutschen Ethikdebatte ist jedoch auffilligerweise ein ganz anderer
Tenor aufgekommen: Nachdem Denker (1997; 1999a; 2000a, by 2002)
aufgrund dieser Befunde gemahnt hatte, man solle sich beziiglich der
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Verwendung menschlicher ESZ unter ethischen Status-Aspekten
Zutickhaltung aufetlegen, wurden dieselben Befunde in manchen
Stellungnahmen in diesem Lande als Zufallsergebnisse und nicht-
reprasentative «Austreifler» ohne Aussagekraft bezeichnet (Bezer 2001;
2002). Dies halte ich beim gegenwirtigen Wissenstand fiir eine sachlich
nicht gerechtfertigte Argumentation, zumindest solange nur spora-
dische morphologische Befunde vorliegen und eine systematische Un-
tersuchung, die vor allem auch molekulare Marker und eine Bestim-
mung der entwicklungsbiologischen Potenz einschlief3t, fehlt. Dass eine
fundierte Diskussion und vor allem gezielte Untersuchungen hier an-
gebracht erscheinen, sei anhand eines weiteren morphologischen Be-
fundes illustriert, den Andrews (2002, Abb. 2¢) abbildet: Hier hat sich in
einem testikulidren Teratokarzinom des Menschen ein «embryoid body»
(so bezeichnet) spontan gebildet, der den Embryonalanlagen in Abb.
2a, b auffallend 4hnelt.

Tatsachlich ist von den Autoren, die Studien uber die Differenzie-
rung von ESZ des Menschen im EB-Modell in vitro verdffentlicht ha-
ben, nie iber die Bildung so weitgehend Embryo-dhnlicher Strukturen
berichtet worden (Ifskovitz-Eldor et al. 2000; Pera 2007). Itskovitz-Eldor et
al. (2000) beschreiben nur, dass sich in der in-vitro-Kultur schlieBlich
Epithel-ausgekleidete Blidschen gebildet hitten, aber es ist nicht auf-
grund von Markeruntersuchungen geklirt, ob sich hier Epiblast und
Hypoblast, Amnion oder gar schon Neuralrohr etc. finden. Immerhin
bilden sich Abkémmlinge aller drei Keimblitter. Man muss allerdings
sehen, dass in diesen Untersuchungen bei der in-vitro-Kultur nicht die-
selben geometrischen Bedingungen fiir die evtl. Bildung von Keim-
scheiben-dhnlichen EBs wie im Fall der Untersuchungen von Thomson et
al. (1996) am WeiBbischeliffchen verwendet worden waren, sondern
Bedingungen, die den fiir das Maus-System entwickelten/ optimierten
niher stehen. Da die Maus eine Keimblattumkehr mit Bildung eines
Eizylinders hat (Abb. 1), bei Mensch und Affen aber eine flache Keim-
scheibe (Abb. 2) gebildet wird (und noch viele weitere Unterschiede be-
stehen), konnte dieser Sachverhalt fiir unsere Fragestellung durchaus
grofle Bedeutung haben (Diskussion bei Denker, 2002). Pera (2007) be-
tont, dass in den Kulturversuchen mit menschlichen ESZ, an denen er
beteiligt war, nie die spontane Bildung von so weit entwickelten
Embryonalanlagen wie von Thomson et al. (1996) beim Weillbtischelaff-
chen beschrieben beobachtet worden sei, doch gibt er keine Details
tber die verwendeten Kultursysteme und -bedingungen an, und es
bleibt unklar, wie viele der Kolonien/EBs tiberhaupt sorgfiltig mor-
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phologisch untersucht worden sind. Er hilt solche Beobachtungen aber
fiir wichtig und schreibt mit Bezug auf Thomson’s Befunde von 1996:
«There are questions regarding the reproducibility of this finding, and
the precise identification of the structure observed, but if such struc-
tures were observed in cultures of human ES cells, there would be justi-
fied reason for concern, since such an entity might bear a very close re-
semblance to the embryo near the 14-day limit for observation in vitro»
(Pera 2007).

Bisher sind allerdings keine systematisch durchgefithrten Versuche,
die autonome Musterbildungsfihigkeit von ESZ in der in-vitro-Kultur
insbesondere bei nicht-menschlichen Primaten und beim Menschen zu
testen, publiziert worden. Die Arbeiten konzentrieren sich auf mole-
kulare Marker, die sich in der in-vitro-Kultur finden, und auf die Mot-
phologie im Teratommodell, wihrend die Morphologie der in vitro er-
zeugten Embryoid Bodies nicht sehr detailliert analysiert witd (Iskovirz-

_Abb. 2: Motphologischer Vergleich zwischen Embryonen und Embryoid Bodies beim
Menschen und beim Weilbiischeliffchen. Man beachte, dass Mensch und nicht-
menschliche Primaten eine flache Keimscheibe haben (im Gegensatz zum «Eizylinden
der Maus, Abb. 1). (4 4): Normale menschliche Embryonen im Postimplantationssta-
dium (Carnegie-Stadium 6a bzw. 7b). Wesentliche Strukturen (v.o.n.u): Amnion,
Amnionhéhle, Epiblast, Hypoblast = primitives extraembryonales Endoderm, Dotter-
sack. In (b) ist in der Mitte des Epiblasten der Primitivstreif/Primitivknoten ange-
schnitten, und man erkennt die Mesodermzellen, die zwischen Epiblast und Hypoblast
einwandern. (Aus O’Rahilly und Miiller 1987, mit freundlicher Genehmigung det Auto-
ren und der Carnegie Institution of Washington). (5 4): «Embryoid Body», der sich
spontan in einer Kultur von ES-Zellen des WeiBbiischeliffchens gebildet hat; (c) =
Ubersicht (MaBstab = 200um), (d) = AusschnittsvergréBerung (Maflstab = 50um). Man
beachte die groBe Ahnlichkeit, die diese Strukturen mit Abb. 2 2 + b haben, was die
Autoren dazu veranlasst hat, dies als eine weitgehend normal gestaltete Embryonalan-
lage einzustufen. am = Amnion; E = Keimscheibe; y = Dottersack (der, wie die Le-
gende beschreibt, von extraembryonalem Mesenchym umgeben war). Der Pfeil in (d)
zeigt auf die Struktur, die die Autoren als Primitivstreif ansprechen, da sich hier die
motphologischen Merkmale des Einwanderns von Mesodetm- und definitiven Endo-
dermzellen finden. Dieser Primitivstreif lag im kaudalen Drittel der Keimscheibe, die
damit auch die typische Kraniokaudalachse aufzuweisen scheint. (Aus: Thomson et al.
1996, mit freundlicher Genehmigung der Autoren und der Society for the Study of Re-
production). (¢): «<Embtyoid Body», der sich spontan in einem menschlichen Teratokar-
zinom gebildet hat. Man beachte die groBe Ahnlichkeit mit den Strukturen in Abb. 2a
und b, d. h. Amnion, Amnionhéhle, Epiblast, (attefizieller Schrumpfungsspalt), Hy-
poblast, Dottersack. (Nach einem Priparat von I. Damjanov aus: Andrews 2002, mit
freundlicher Genehmigung beider Autoren und der Royal Society of London).
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Abb. 2
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Eldor et al. 2000; Amit et al. 2000; Thomson et al. 1995; Renbinoff et al.
2000). Wenn die Befunde von Thomson et al. (1996) vom Weilbuschel-
affchen auf andere Primaten und den Menschen Ubertragbar sein soll-
ten, so wiren freilich Untersuchungen, bei denen die Kulturbedingun-
gen so eingestellt werden, dass sich in den Kolonien Embryonalanlagen
bilden kénnen, beim Menschen unter ethischem Aspekt als unzuldssig
einzustufen (vgl. National Bioethics Advisory Commission 1999; vor allem
die dort als unzuldssig bezeichneten Experimente). Es wiirde sich ja
hierbei um das Klonen von méglicherweise prinzipiell vollstindig ent-
wicklungsfihigen Embryonalanlagen des Menschen handeln. Es ist also
nicht zu erwarten, dass solche Untersuchungen von setiésen Forschern
an menschlichen ESZ durchgefiihrt werden. Sollten sich in Experi-
menten mit menschlichen ESZ (bei eigentlich anderer Zielrichtung)
Kolonien so weit wie von Thomson et al. (1996) beschrieben differenzie-
ren, so muss aus den genannten Grinden damit gerechnet werden, dass
diese Befunde nicht veroffentlicht werden, da sich, zumindest in
Deutschland, der Untersucher mit diesen Experimenten strafbar ge-
macht hitte. Man wird also auf den Analogieschluss aus Untersuchun-
gen an Affen-ESZ angewiesen sein. Dies ist Ziel unserer eigenen lau-
fenden Untersuchungen an ESZ des Rhesusaffen und des Weilbu-
scheliffchens (Zelllinien von Thomson et al. 1995, 1996).

Vorgingen innerhalb der frihembryonalen Musterbildung, die fir
die Individuation von zentraler Bedeutung sind, wollen wir im Folgen-
den besondere Aufmerksamkeit widmen, nimlich der Bildung eines
Spemann-Mangold-Ozganisators und der Herausbildung der Korpet-
achsen. Hierzu ist es zweckmilBig, an die Prinzipien der Bildung
eineiiger Mehtlinge zu erinnern und dies in Beziehung zu dem Aus-
gangsmaterial, aus dem embryonale Stammzellen gewonnen werden, zu
setzen.

4. Bildung eineiiger Mehrlinge

Eineiige (monozygote) Mehrlinge, meist Zwillinge, kommen beim
Menschen gar nicht so selten (3,5 Promille aller Geburten) vor. Fiir un-
sere Erorterungen interessant ist, dass sie in 2/3 der Fille monochorial
sind (Literatur vgl. O'Rabilly und Miiller 2007), d. h. dass sie durch Auf-
spaltung der Embryonalanlage in einem Stadium der Entwicklung nach
Bildung der Blastozyste entstanden sein miissen (Abb. 3). Demnach ist
der Embryoblast (die innere Zellmasse) der Blastozyste, oder aber auch
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(seltener) der Epiblast nach Bildung des Amnions, fihig, sich in meh-
rere Embryonalanlagen zu sepatieren und die friihembryonale Muster-
bildung soweit zu regulieren, dass zwei harmonische Ganzbildungen
entstehen. Im Fall, dass die Separierung sehr spit (im Stadium des
Epiblasten, nach Bildung der Amnionhdéhle) erfolgt (monochorial /
monoamniotische Mehrlinge), ist es auch mdglich, dass sie unvollstin-
dig bleibt, so dass Siamesische Zwillinge entstehen.

Experimentell ist die Bildung eineiiger Mehrlinge in den Stadien, in
denen sie beim Menschen spontan am hiufigsten erfolgt (s. oben),
beim Siugetier kaum gezielt untersucht worden. Die fritheren Stadien,
die zur Bildung von diamniotisch-dichorialen Zwillingen fithren wiir-
den, sind fir unsere Fragestellung nicht ergiebig, da sie durch Separa-
tion von totipotenten Blastomeren in Furchungsstadien entstehen, was
entwicklungsbiologisch eher trivial erscheint. Die Periimplantationssta-
dien dagegen, in denen beim Menschen die Mehrlingsbildung am hau-
figsten geschieht, sind aus methodischen Griinden dem Experiment im
Tiermodell nicht gut zuginglich: Die spite Blastozyste ist mikrochirut-
gisch schwer handhabbar, und in Spezies mit starker Expansion der
Blastozysten und relativ spater Implantation (z. B. Kaninchen, vgl. 17-
bahn, dieser Band) ist der Transfer spiter Blastozystenstadien in den Ute-
rus zur Weiterverfolgung der Entwicklungspotenz technisch kaum
durchfithrbar, da sie hierfiir schon zu grof8 sind. Ein Zufallsbefund, die
Entstehung von monoamniotischen Zwillingen nach Vincristin-Be-
handlung bei der Maus, zeigt allerdings, dass die sensible Phase offen-
bar zwischen dem spiten Eizylinder-Stadium und dem frithen Kopf-
fortsatz-Stadium liegt (Kaufman und O’Shea 1978). Betroffen ist also der
Zeitpunkt, zu dem der Spemann-Mangold-Organisator gebildet wird
und seine Wirkung zu entfalten beginnt (Detaildiskussion s. unten). Da
Vincristin ein Zytostatikum ist, liegt die Vermutung nahe, dass der
Witkmechanismus in diesem Fall eine Anderung der Zellproliferations-
kinetik im Epiblasten ist, wodutch sich zwei Zellgruppen voneinander
sepatieren und danach jeweils einen eigenen Organisator ausbilden
konnen. Beim Menschen ist das Blastozystenstadium offenbar anfillig
fiir Storfaktoren, wie sie bei det in-vitro-Kultur vorkommen; eine
mogliche Folge davon, die beschrieben worden ist, ist die Separierung
des Embryoblasten in zwei Zellgruppen und die Bildung von
monozygoten Mehtlingen (da Costa et al. 2007).

Untersuchungen von Hs# und Gonda (1980) an Blastozysten der
Maus, die sich in der in-vitro-Kultur anheften, haben gezeigt, dass bei
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Abb. 3: Schema der drei vermuteten Entwicklungsweisen von eineiigen
(monozygoten) Zwillingen beim Menschen. Ausgangsstadien: 4 = Carnegie-
Stadium 2 (Furchungsstadium); B = Stadium 3 (Blastozyste); C = friihes Post-
Implantationsstadium, Stadium 5. A: Amnionhéhle; Ch: Chorionhéhle; 1ZM:
innere Zellmasse = Embryoblas; VU: Vesicula umbilicalis = primirer
Dottersack. (Aus: O Rahilly und Miller 1999, mit freundlicher Genehmigung
der Autotren und des Vetlags Hans Huber, Bern).
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den abnormen sterischen Bedingungen dieses Kultursystems (out-
growth system) relativ hiufig (1%) eine Separierung der Zellen des
Embryoblasten in zwei Gruppen und damit die Bildung von zwei Em-
bryonalanlagen («nonozygotic twinningy») zustande kommt. Im Kon-
text unserer Diskussion ist interessant, dass diese Autoren die Zellen
des Embryoblasten (der Inneren Zellmasse) daher konsequenterweise
als «totipotent» bezeichnen (Hs# und Gonda, 1980).

Ein Naturexperiment zur Bildung von monozygoten Mehrlingen ist
die regelmiBlige Bildung von eineiigen Vierlingen beim Nordamerika-
nischen Girteltier (Fig. 1.9 in McLaren 1982). Enders (20024) hat kiirz-
lich die morphologischen Verhiltnisse bei der Separierung der vier
Anteile des Epiblasten in dieser Spezies im Detail beschrieben. Auffillig
ist dabei, dass die verschiedenen Anteile des Epiblasten bei diesem Pro-
zess der Separierung anscheinend schon sehr frith die Ausbildung der
zuklnftigen kraniokaudalen Koérperhauptachse erkennen lassen, was
sich in unterschiedlicher Epithelhdhe in den einzelnen Epiblastab-
schnitten zeigt.

Ein Zufallsbefund, der an einem Postimplantationsstadium (Tag 15)
des Rhesusaffen erhoben wurde zeigt, dass bei Primaten eine (evtl. un-
vollstindige) Separierung der Embryonalanlage in zwei Anteile offenbar
noch relativ spit, im Keimscheibenstadium, méglich ist (Enders 20025).

Relevant fiir unsere Ubetlegungen sind diese Sachverhalte insofern,
als ESZ ja tiblicherweise durch Isolierung von Embryoblastzellen, also
einem Zelltyp, der diese Regulationsbefihigung in vivo auf jeden Fall
noch besitzt, gewonnen werden. Durch die Kultur auf einer Feeder-
Zell-Schicht und durch regelmiBiges Passagieren vor Einsetzen von
Differenzierungsvorgingen werden ESZ daran gehindert, sich zu diffe-
renzieren und Morphogenese-Vorginge in Gang zu bringen. Ob und in
welchem Umfang Verinderungen in diesen Zellen ablaufen miussen,
damit sie zu beliebig propagierbaren Zelllinien werden, ist bislang véllig
ungeklirt (epigenetische Verinderungen?). Es ist also naheliegend da-
von auszugehen, dass ESZ prinzipiell die Fahigkeit zur embryonalen
Musterbildung im Sinn der Herausbildung eines Koérper-Grundplans
vom Embryoblasten bzw. Epiblasten mitbringen und zumindest eine
zeitlang beibehalten kénnen. Bei ES-Zelllinien, die tber viele Passagen
hin in vitro gehalten werden, kénnte diese Fahigkeit allerdings vielleicht
schlieBlich verloren gehen (darauf deuten z. B. die Beobachtungen von
Nagy et al, 1993, hin). Wenn es richtig ist, dass fiir diese Musterbildung
eine Interaktion mit extraembryonalen Zellen (zur Festlegung der
Symmetrieachse, zur Induktion eines Spemann-Mangold-Organisators)
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von Wichtigkeit ist, wie einige Befunde nahelegen (siehe unten; Bed-
dington und Robertson 1999; Viebahn, dieser Band), so wiirde man erwarten,
dass ESZ der Maus hier ein Handicap haben, da sie (in vitro) kaum
Trophoblast und vielleicht nur abnorm angeordnetes extraembtyonales
Endoderm bilden. ESZ des Menschen und der Primaten aber bilden
reichlich Trophoblast und andete extraembryonale Zellen, so dass hier
die Bedingungen fiir solche Morphogenesevorginge ungleich besser
sein kénnten (vgl. Denker 2002). Ob diese Vermutung zurecht besteht,
sollte unbedingt systematisch experimentell tberpriift werden. Damit
stellt sich einerseits die Frage nach entwicklungsbiologisch-molekulat-
biologischen Markern, die eine solche Testung gestatten wiirden, ande-
rerseits nach den entwicklungsbiologischen Konzepten, die wir heute
beziiglich der Bildung des Kérper-Grundplans beim Witbeltier haben.

5. Achsendetermination und Bildung der Korpergrund-
gestalt beim Wirbeltierembryo

Was ist aus entwicklungsbiologischer Sicht der Unterschied zwischen
einem Fétus und einem Teratom (siehe oben), das ja auch alle Zell- und
Gewebsarten besitzen kann, jedoch nie eine autonome Lebensfihigkeit
als cigenstindiges Individuum erwirbt? Der fundamentale Unterschied,
der den Embryo zur Entwicklung einer eigenen Systemgesetzlichkeit
und Autonomie befihigt, ist offenbar die Entwicklung eines Korpet-
Grundplans (<body plan»; in der generalisierten Form als die Tier-
stamm-typische Korpergrundgestalt bezeichnet, s. Seide/ 1960). Hierfir
wesentlich sind nicht nur die Bildung verschiedener Zelltypen (die drei
Keimblitter und ihre Derivate) sondern auch deren Positionierung, ihre
Lageverinderungen im Rahmen von Gestaltungsbewegungen und die
riumlich geordnete Abfolge von Induktionskaskaden. Ordnendes Prin-
zip bei der Herausbildung des Kérperplans (und damit bei der Indivi-
duation) ist beim Wirbeltier der Spemann-Mangold-Organisator. Die
Einfiihrung molekularbiologischer Techniken hat nach langer Stagna-
tion der Entwicklungsbiologie in den letzten ca. 15 Jahten zu ein-
drucksvollen Fortschritten in unseren Kenntnissen tiber die Wirkungs-
weise des Spemann-Mangold-Osganisators, seine Entstehung und scine
Bedeutung bei der Herausbildung des Korper-Grundplans gefiihrt
(Gerbart 2001; Gilbert 2001; Joubin und Stern 2001; De Robertis et al. 2007).
Die grundlegenden Erkenntnisse sind an Nicht-Siugetieren (den klassi-
schen Untersuchungsobjekten der Entwicklungsbiologie: Amphibien,
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Hiihnchen und neuerdings auch Zebrafisch) gewonnen worden, doch
mehren sich die Befunde dariiber, dass sie prinzipiell auch auf das Siu-
getier Ubertragen werden koénnen, worauf wir spiter zuriickkommen
werden. Der Organisator wird seinerseits lokal induziert, und zwar bei
Amphibien durch das Nieuwkoop-Zentrum, mit dessen Ausbildung die
Festlegung der definitiven Ko6rperachsen beginnt. Auch dies scheint ein
Prinzip zu sein, das, mutatis mutandis, auf das Sdugetier ibertragbar ist.

Der Otganisator ist eine zusammenhingende und in sich struktu-
tiette Quelle induktiver Signale, welche die zunichst hinsichtlich ihrer
Differenzierungsrichtung noch nicht festgelegten, aber kompetenten
Zellen der drei prospektiven Keimblitter mit Informationen versehen,
die dann bei der Determination und Differenzierung der Zellen in die
verschiedenen Richtungen eingesetzt werden. Quelle von Induktions-
stoffen zu sein ist jedoch nur ez Aspekt der Funktionen des Otganisa-
tors. Die Zellen des Otrganisators haben auch die Fihigkeit, selbst
Gestaltungsbewegungen im Rahmen der Gastrulation auszufiihren und
diese in Nachbarzellen zu koordinieren. In der Kombination dieser Ei-
genschaften vermittelt der Organisator Informationen tber Zeit, Ort,
Dimension und Otientierung fiir die Entwicklung der groen Gruppen
von multipotenten kompetenten Zellen in seiner Umgebung. Ohne
Otganisator entwickelt der Embryo nicht seine Wirbeltier-typische
Korpergrundgestalt (Chorda, Branchialapparat, Neuralrohr, Schwanz):
Die Produkte entsprechender Ausschaltungsexperimente dhneln einem
Teratom (s. Gerbart 2001, z. B. dortige Fig. 4). Fiir die kraniokaudale
Gliederung der Achsenorgane ist von Bedeutung, dass der Organisator
selbst eine Organisation besitzt.

Da nun also der Spemann-Mangold-Organisator diese zentrale Rolle
in der Ausbildung des Kérper-Grundplans spielt, miissen wir uns fra-
gen, ob die Ausbildung eines Organisators auch in Kolonien (EBs), die
sich spontan in Kulturen von ESZ formieren, denkbar ist. Dazu miis-
sen wir einerseits nach den GesetzmiBigkeiten fragen, nach denen sich
in der normalen Embryogenese ein Organisator bildet, und andererseits
nach den zell- und molekularbiologischen Spezifika eines solchen Ot-
ganisators.

5.1 Achsendetermination, Niewwkoopzentrum und Spemann-Mangold-Organisa-
tor in der Amphibienentwicklung

Die Herausbildung der Korperhauptachsen und des Spemann-Man-
gold-Organisators stellt sich im Amphibiensystem nach heutigem
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Kenntnisstand grob zusammengefasst etwa so dat (vgl. Gerbart 2007):
Die ersten relevanten Prozesse beginnen lange vor der Gastrulation,
nimlich schon wihrend der Oogenese. Die heranwachsenden Eizellen
entwickeln eine bei Amphibien u. a. anhand der Dotterverteilung leicht
erkennbare Polaritit im Zytoplasma. Damit wird die animal-vegetative
Achse der Oozyte festgelegt (Abb. 4/1). Nicht nur Energielieferanten
(Dotter) werden entlang dieser Achse ungleich verteilt sondern auch
Substanzen, die fir die spiteren differentellen Genaktivierungskaska-
den wichtig sind. Zunichst einmal werden Faktoren, die eine Stabilisie-
rung hoher Spiegel des Proteins 3-Catenin im Zytoplasma bewirken (B-
Catenin-stabilisierende Agentien, 3-CSAs), in einem engen Bereich des
Eicortex am vegetativen Pol konzentriert. Hier ist vor allem das Protein
Disheveled zu nennen, ein Inhibitor fiir die Glykogen-Synthase-Kinase
3 (GSK-3), die den B-Catenin-Abbau beschleunigt. Andere Faktoren,
Vgl und VegT mRNA, werden ebenfalls in einen (bteiteren) Bereich
des vegetativen Cortex transloziert, Prozesse, tiber die intensiv geat-
beitet wird (Etkin 1997). Wir haben es also mit einer Vorstrukturierung
des Eizytoplasmas zu tun, die sich lange vor der Befruchtung ausbildet
und damit natiirlich ausschlieBlich durch maternale Gene gesteuert

Abb. 4: Vier wesentliche Schritte, die zur Bildung des Spemann-Mangold-Organisators
bei Amphibien fithren. 7. Oogenese: Stabilisatoren fiir das Protein B-Catenin (B-CSAs, fein
punktiert) werden innerhalb des Eizellzytoplasmas in einem eng umschriebenen Bereich
am vegetativen Pol (unten) konzentriert. VegT mRNA (grober punktiert) wird etwas
spiiter ebenfalls in einen (breiteren) Abschnitt des vegetativen Cortex transloziert. 2. Erster
Zellyklus nach der Fertilisation: Die Penetration des Spermiums hat die Cortexrotation und
damit eine gednderte Ausrichtung der Cortex-nahen Mikrotubuli ausgelést. Vesikel mit -
CSAs werden entlang dieser Mikrotubuli in den in der Abbildung rechts gelegenen
Zytoplasmabeteich transportiert. Dadurch, dass sich hier B-CSAs anreichern, wird in
diesem Bereich eine Reaktonskette ausgel6st, die zur Bildung des Nieuwkoop-Zentrums
und des Spemann-Mangold Organisators fithrt. Die Anreicherung von B-CSAs hat zur
Folge, dass in dieser Region die B-Catenin-Konzentration bis zum mittleren
Blastulastadium hoch bleibt. Die miittetliche VegT mRNA dagegen bleibt um den
vegetativen Pol herum symmetrisch verteilt. 3. Mittlere bis spire Blastula: Die zygotische
Genexpression beginnt, ebenso die Meso-Endoderm-Induktion, die von Zellen ausgeht, die
die maternale VegT-mRNA erhalten haben und Nodal sezernieren. Die (dorsalen) Zellen,
die die hohen B-Catenin-Spiegel auftechterhalten haben, sezernieren Xnr3 und evtl. andere
Proteine. Der Kopf-Organisator wird nun in denjenigen Zellen induziert, die sowohl Nodal-
als auch Xnr3-Signale erhalten bzw. hohe Dosen von Nodal aus dem Nieuwkoop-Zentrum
bekommen haben. 4. In der friiben bis mittleren Gastrula werden Zellen des dorsalen
Matginalzonenmesoderms durch einen Induktionsvorgang, der noch wenig geklirt ist, zu
Rumpf-Schwanz-Organisator. Der Kopforganisator mag hierbei eine Initiatotrolle spielen.
GV = Eizellkern (germinal vesicle); BC = Blastozdl. (Aus: Gerbart 2001, mit freundlicher
Genehmigung des Autors und von UBC Press, Bilbao).
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wird. Der zweite wesentliche Vorgang ist eine Umwandlung dieser radi-
dren Symmetrie, die sich um die animal-vegetative Achse herum ausge-
bildet hat, in eine bilateral-symmetrische. Dies geschieht durch die Im-
prignation des Eies, d. h. durch die Penetration des Spermiums. Die
Penetration 16st einen charakteristischen und wesentlichen Bewegungs-
vorgang aus, die Cortex-Rotation (Abb. 4/2). Im Zusammenhang mit
der Cortex-Rotation werden Mikrotubuli in der Nahe des Cortex so
ausgerichtet, dass ihre Plusenden zur spiteren Dorsalseite zeigen; ent-
lang dieser Mikrotubuli kommt es zum Transport von B-CSAs (Dishe-
veled, s. 0.) vom vegetativen Pol in Richtung Aquator, und zwar ent-
sprechend der Ausrichtung der Mikrotubuli vor allem auf dieser so
festgelegten zukinftigen Dorsalseite. Die Penetration des Spermiums
regt also nicht nur die Entwicklung an (Vollendung der zweiten Rei-
fungsteilung, metabolische Aktivierung, Einleitung der Vorkernbilgung
und der ersten Mitose) sondern vermittelt auch eine wichtige neue Ach-
seninformation, indem abhingig von der Lage der Eintrittsstelle des
Spermiums der gegeniibertliegende Zytoplasmabereich als prospektive
Dorsalseite festgelegt und mit besonderen Eigenschaften ausgestattet
wird. In dieser Region, der dorsalen Zone der vegetativen Hemisphire
(dorsal vegetal zone), witd sich zunichst das Nieuwkoop-Zentrum (der
«Organisator des Organisators») bilden. Spiter wird unmittelbar animal-
wirts davon durch das Nieuwkoop-Zentrum der Spemann-Mangold-
Organisator induziert. Am Ort der Ablagerung der 8-CSAs bleiben we-
gen der B-Catenin-stabilisierenden Wirkung hohe B-Catenin-Spiegel bis
etwa zum mittleren Blastulastadium erhalten, wihrend in den tbrigen
Bereichen die Konzentration durch den fortwihrenden Abbau absinkt.
Zum Zeitpunkt des Beginns der Ablesung des zygotischen Genoms, im
mittleren bis spiten Blastulastadium, kommt es dann im nichsten Schritt
(Abb. 4/3.) zur Translokation von B-Catenin in den Kern und zur dif-
ferentiellen Genexpression in dieser Region.

In dem sich entwickelnden Nieuwkoop-Zentrum sind verschiedene
Teilregionen unterschiedlicher Induktionsfihigkeit und unterschied-
licher Fihigkeiten zur Selbstdifferenzierung zu unterscheiden. Die Ar-
chitektur des Nieuwkoop-Zentrums kommt zustande durch die lokal
unterschiedlichen Konzentrationen von VegT bzw. Vgl, die sich in den
einzelnen vegetativen Zellen finden, und 3-Catenin, das, wie oben be-
schrieben, im dorsalen Bereich angereichert ist. Durch die Ubetlage-
rung zweier Gradienten von Genexpression-steuernden Stoffen, eines
animal-vegetativen (VegT/Vgl) und eines im Winkel dazu angeordne-
ten (B-CSAs, B-Catenin), ergeben sich in diesem Bereich von Zelle zu
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Zelle unterschiedliche, charakteristische Genexpressionsmuster (der
verschiedenen «Nodal-Related Proteinsy, Xnr 1-4). Diese Xnrs wie-
deram bestimmen die Art und Anordnung der sich differenzierenden
Mesodermanteile: Regionen ohne oder mit wenig Xnr werden ventrales
Mesoderm bilden, solche mit miBigen Xnr-Spiegeln laterales Meso-
derm, solche mit viel Xnr werden zum Organisator. Die Xars aktivieren
das Gen goosecoid, das wiederum eine Reihe von Organisator-spezifi-
schen Genen aktiviert. Was nun den Organisator anbelangt, so findet in
den letzten Jahren ein gewisser Antagonismus Interesse, den man im
Zusammenspiel der dorsalen und der ventralen Zone beobachtet, und
dessen Molekularbiologie nun untersucht wird (inhibitotische Interak-
tion von Organisator-Molekiilen wie Chordin und Noggin mit BMP4 in
der Marginalzone; «Antiorganisator-Witkung). Nach vollstindiger
Ausbildung des Organisators sind fiir die endgiiltige Positionigrung der
Korperachsen und fiir die Anordnung der sich differenzierenden Zell-
typen noch die Gestaltungsbewegungen der Gastrulation und nachfol-
gende Induktionsvorginge Voraussetzung. Fiir beide (miteinander vet-
bundene) Aufgaben hat der Spemann-Mangold-Organisator zentrale
Bedeutung. Der Organisator selbst ist in sich strukturiert (Kopforgani-
sator, Rumpf-Schwanz-Organisator); auch im Organisator kommt es,
wie im Nieuwkoop-Zentrum, zu differentiellen Genaktivierungen (im
Vergleich zu den iibrigen Abschnitten des Meso-Endoderms), und auch
hier ist wiederum eine Spezifikation durch verschiedene Kombinatio-
nen von Aktivatoren charakteristisch. Die Zahl der beteiligten
Gene/Genprodukte nimmt mit fortschreitender Entwicklung zu, das
System wird komplexer. Wihrend der Gastrulation dndern sich die to-
pographischen Beziehungen der Zellen der sich bildenden drei Keim-
blitter zueinander kontinuierlich und damit die Moglichkeiten fir In-
duktionsvorginge und das Ingangsetzen von neuen Genaktivie-
rungsprozessen. Die Induktionsvorginge laufen z. T. in planarer Weise,
d. h. in derselben Schicht, und z. T. in vertikaler Ausbreitung ab (wie
die klassische Neuralinduktion). Die Kombination der geordneten
Gestaltungsbewegungen mit diesen Kaskaden bringt dann die typische
Anordnung unterschiedlich differenzierter Zellen entlang der Achsen
des Kérpers (cranio-kaudal, dorso-ventral), die Kérpergrundgestalt/den
typischen Witbeltierbauplan und damit die wesentliche Grundlage fiir
die Entwicklung eines eigenstindig existenzfihigen Individuums zu-
stande.

Durch die beschriebenen Vorginge wird also aus zunichst einfa-
chen Asymmetrien der Stoffverteilung Information hetgeleitet, die
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schlieBlich zu einer differentiellen Genexpression in den verschiedenen
Zellen des sich entwickelnden Organismus fithrt, beginnend mit einer
einfachen singuliren Achse (animal-vegetativ) im noch ungeteilten Ei-
zellzytoplasma, nach Penetration des Spermiums erginzt durch eine
weitere Achse (deren schrige Lage letztlich die Position des Koordina-
tensystems der Korpergrundgestalt, die cranio-kaudale und die dorso-
ventrale Achse, festlegt). Die raumlich (und zeitlich) geordnete Deter-
mination und Differenzierung der einzelnen Zellgruppen beginnt mit
der entsprechend dieser zweiten Achse positionierten Bildung des
Nieuwkoop-Zentrums, von der wiederum die Entstehung und die Lage
des Organisators abhingt.

Die Prinzipien der Bildung von Ordnung anhand solcher hierar-
chisch voneinander abhingiger Prozesse konnen in physiko-chemi-
schen Modellvorstellungen auf einfache Prozesse zurtickgefiihrt werden
(Meinhardt 2007), die im Wesentlichen Aktivierungs-(Amplifikations-),
Inhibitions- und Diffusionsvorginge umfassen. Wie Computersimula-
tionen zeigen, reichen im Prinzip bereits relativ wenige stoffliche Kom-
ponenten aus, um in der Kombination solcher Vorginge eindrucksvolle
Mustetbildungsprozesse in Gang zu bringen. Wenn das System die
notwendigen Voraussetzungen physikochemischer Art besitzt, ist nicht
viel an raumlicher Grundinformation nétig, ja es geniigen leichte, auf-
grund stochastischer Prozesse entstehende Inhomogenititen, um das
System dahin zu bringen, dass die Bildung der typischen Muster in
Gang gesetzt witd. Dieser Gesichtspunkt wird fiir unsere abschlieBen-
den Betrachtungen tiber die Musterbildungsfihigkeiten von ESZ von
Bedeutung sein.

5.2 Prinzgpien der Achsenbildung bei Fischen, V ogeln und Séngetieren

In den letzten Jahren mehten sich Befunde dariiber, dass die Prinzipien
der Achsenbildung und der Strukturierung der Korpergrundgestalt, die
wit soeben fiir Amphibien skizziert haben, sich in mancherlei Hinsicht
bei Fischen, Vigeln und Siugetieren wiederfinden. Im Detail sind aller-
dings Unterschiede zu beobachten, die z. T. auf der in diesen Klassen
unterschiedlichen Ausbildung von extraembryonalen Zellen und Ge-
weben beruhen. Es scheint aber in all diesen Systemen Aquivalente fiir
das Nieuwkoop-Zentrum und den Spemann-Mangold-Organisator zu
geben. Eine Ubersicht hieriiber, die auch die molekularen Aspekte der
involvierten Signaliibertragungsprozesse vergleichend betrachtet, findet
sich bei Joubin und Stern (2001, vgl auch Viebabn, dieser Band).
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Beim Zebrafisch sind die Verhiltnisse beziiglich der Mesoderminduk-
tion und der Organisator-Induktion offenbar den bei Amphibien be-
obachteten recht gut Verglelchbar Das Aquivalent zum Nieuwkoop-
Zentrum liegt demnach im dorsalen Dottersynzytium, das Aquivalent
zum Spemann-Mangold-Otganisator im sog. Embryonalschild (Rand-
knoten), einem Abschnitt des dorsalen Mesendoderms, der vorwiegend
Prichordalplatte und Chorda dorsalis bildet. Auch hier scheint wie bei
Amphibien eine Substrukturierung des Nieuwkoop-Zentrums und des
von ihm induzierten Organisators anhand der involvierten Gene nach-
weisbar zu sein (Kudoh und Dawid 2001). Fur die Richtungsorganisation
im Nieuwkoop-Zentrum sind offenbar Asymmetrien innerhalb des
Dotters wesentlich, die in der Oozyte/Zygote durch die Lage des Ei-
kerns und Zytoplasmabewegungen in dessen Umgebung bestimmt
werden (Zitate bei Joubin und Stern 2001). Dies etinnert an die Rolle der
Zytoplasmabewegungen der Cortexrotation bei Amphibien (s. 0.).

Beim Hiibnchen sind als Aquivalente fiir das Nieuwkoop-Zentrum
Hypoblast, Kollersche (Raubersche) Sichel und Hintere Randzone
(posterior marginal zone) angesehen worden. Obwohl alle drei Regio-
nen Primitivstreif-induzierende Fihigkeiten besitzen, erfiillt nur die
Hintere Randzone wirklich die Kriterien fiit ein Aquivalent des
Nieuwkoop-Zentrums, d. h. dass sie ihre Wirkung vor der Gastrulation
ausiibt und einen Organisator induziert ohne selbst zur Bildung der
Achsenorgane beizutragen. Die Kiriterien eines Aquivalents fir den
Spemann-Mangold-Organisator erfiillt beim Hithnchen am besten der
Hensen’sche Knoten (Teil des Primitivstreifs) (Boestger et al. 2007). Als
Zellmaterial fiir den Organisator werden mindestens zwei Gruppen von
Zellen etwas unterschiedlicher Lage angesehen, die sich auch bei den
Gestaltungsbewegungen zu Beginn der Gastrulation unterschiedlich
verhalten: Fine liegt in der mittleren Schicht in Verbindung mit der
Kollerschen Sichel, die andere Zellpopulation im Epiblasten oberhalb
der Vorderseite der Kollerschen Sichel (vgl. Joubin und Stern 2007).
Beide vereinigen sich und bilden den kompletten Organisator. Hin-
sichtlich der beteiligten Signalwege fiir die Bildung des Otganisators
scheint es durchaus grofe Ahnlichkeiten zu den Amphibien zu geben;
beim Hithnchen gibt es in den relevanten Phasen ebenfalls eine lokal
verstirkte Transkription (im prospektiven Kaudalbereich) von Genen,
die den bei Amphibien an der Organisator-Induktion beteiligten ver-
wandt sind (Tbx-6L, ein VegT-Homologon; cVgl; CMIX), und auch
hier scheinen die lokale Ubetlappung mit der Translokation von (-Ca-
tenin in den Kern und der Wnt-Signalweg eine Rolle zu spielen (Seleiro
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et al. 1996; Boettger et al. 2007). cVgl und Wnt8c werden spiter in der
Mitte des Primitivstreifens beim Hithnchen exprimiert und koénnen
auch einen ektopischen Otganisator induzieren (Joubin und Stern 2007).

Fir unsete Fragestellung ist von besonderem Interesse, dass die
Keimscheibe im Blastodermstadium zunichst noch keine feste Ach-
sendetermination aufweist, d. h. dass alle Teile des Blastoderms die
Potenz zur Bildung eines Primitivstreifs und Achsensystems besitzen.
Auch die Mehtlingsbildung ist daher in diesen Stadien vor der Primitiv-
streifbildung noch experimentell méglich, wie die klassischen Experi-
mente von Lutz bzw. Spratt und Haas gezeigt haben (Zitate bei Joubin
und Stern 2007). Eine einfache experimentelle Unterteilung des Blasto-
derms gentigt hierfir. Primitivstreifen kénnen im Prinzip an jeder be-
liebigen Stelle der Keimscheibe entstehen, allerdings in unterschiedli-
cher Hiufigkeit (am hiufigsten am prisumptiven Hinterende), Dass die
Hintere Randzone bei der Induktion des Organisators (und als Folge
davon des Primitivstreifs) die zentrale Bedeutung besitzt, zeigen die in-
zwischen auch schon als klassisch anzusehenden Experimente von
Khaner und Eyal-Giladi (Abb. 5; vgl. Gilbers 1997). Dafiir, dass sich
normalerweise nut ¢z Organisator und ez Primitivstreif ausbildet, lasst
sich ein inhibitotischer Effekt verantwortlich machen, der vom sich
bildenden Primitvstreif ausgeht. Hierfiir werden Mitglieder der BMP-
Familie und ADMP verantwortlich gemacht. In den o.g. Computer-
modellen (Meinhardt 2007) lassen sich diese Musterbildungsprozesse gut
simulieren.

Die Hintere Randzone der Hithnchenkeimscheibe kann man daran
erkennen, dass hier die Bildung des Hypoblasten beginnt. Wie aber
wird ihre Lage (und damit die spitere Lage des Organisators und des
Primitivstreifs), d. h. die Position der Kraniokaudalachse festgelegt?
Hier wirkt beim Huhnchen als treibende Kraft das Zusammenspiel von
Gravitation und Rotation des Eies wihrend der Wanderung durch den
Genitaltrakt. Dies ist im Prinzip schon seit den klassischen Beobach-
tungen von K.E. von Baer (von Baer’sche Regel, s. Starck 1975; Boettger
et al. 2007) bekannt und durch die Untersuchungen von Kochav und
Eyal-Giladi (s. Gilbert 1997) expetimentell nachgewiesen: Aufgrund der
Rotation des Eies im Genitaltrakt (10-15 U/Stunde) etgibt sich eine
Schiefstellung des Zytoplasmas gegeniiber dem dichteren Dotter; der
Teil der Keimscheibe, der die hochste Position annimmt, wird zum
Kaudalende (Nieuwkoop-Zentrum, Organisator, Primitivstreif). Bei
den Amphibien wird, wie wir gesehen haben, die Umwandlung von der
radidren in die bilaterale Symmetrie (und damit die Festlegung der defi-
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EXPERIMENT RESULTS INTERPRETATION
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Abb. 5: Expetimente zur Rolle der hinteren Marginalzone als Aquivalent eines
Nieuwkoop-Zentrums in der Keimscheibe des Hithnchens. Dargestellt sind Aufsichten
auf die flache Keimscheibe (im Gegensatz zu den Schnittbildern in den vorigen Abbil-
dungen). A. Wenn ein Teil der hinteren Randzone (Posterior Marginal Zone) in die
seitliche Randzone desse/ben Embryos implantiert witd, induziert er dort, am untypi-
schen Ort, einen Primitivstreifen (Primitive Streak), zeigt also seine Organisator-indu-
zierenden Fihigkeiten. Wenn der Defekt in der hinteren Randzone ausheilt und regu-
liert wird, entsteht auch dort (am typischen Ort) ein Primitivstreifen. B. Wenn ein re-
ziproker Austausch zwischen hinterer und seitlicher Randzone durchgefithrt wird,
entsteht nur ein einziger Primitivstreifen, und er geht auf das Zellmaterial der hinteren
Randzone zuriick. C. Verpflanzt man einen Teil der hinteren Randzone von einem
Embryo in die seitliche Randzonentegion eines anderen, dem man aber seine hintere
Randzone belassen hat, so entsteht in dieser seitlichen Region kein Primitivstreifen,
sondern nur einer am Ort der hinteren Randzone des Empfingers. Diese Experimente
weisen darauf hin, dass die Organisator-/Primitivstreifen-induzierende Aktivitit in der
hinteren Randzone lokalisiert ist, und dass von dieser eine Hemmwitkung im Hinblick
auf die Bildung iiberzihliger Achsensysteme ausgeht. (Nach Khaner und Eyal-Giladi,
aus: Gilbert 1997, mit freundlicher Genehmigung des Autors und des Verlags Sinauer
Associates, Inc.).
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nitiven Korperachsen) durch die Spermienpenetration bewirkt. Dafiir,
dass das Huhnchen hier einen anderen Mechanismus (Gravitation) ein-
setzen muss, mag der Umstand verantwortlich sein, dass die Besamung
in diesem Fall polysperm erfolgt, eine Besonderheit, die wir bei Am-
phibien, Zebrafisch und Siugetieren nicht finden.

Was die Achsendetermination beim Sanugetier anbelangt, so ist in den
letzten Jahrzehnten von vielen Untersuchern vermutet worden, dass (in
einer gewissen Analogie zum Huihnchen) ebenfalls dulere Bedingungen
determinierend eingreifen, da man bis vor kurzem keine eindeutigen
Anzeichen fiir eine bilaterale Symmetrie in Fizellen, Zygoten und fri-
hen Blastozysten von Siugetieren hatte nachweisen kénnen. Es ist z. B.
gemutmalt worden, dass der Uterus bei der Einnistung der Blastozyste
die fehlenden Positionsinformationen liefert und der Keimscheibe eine
Polaritit aufzwingt (Swith 1980, 1985; Viebabn et al. 1995). Diese Sicht
der Dinge, die auch in der Ethikdebatte in den letzten Jahren immer
wieder vorgetragen wurde (z. B. Kummer 1999a, by vgl. dagegen aber
Kummer 2000, 2002), hat sich nun in den letzten Jahren dramatisch ge-
wandelt: Es gibt Anzeichen dafiir, dass beim Siugetier dhnlich wie bei
Amphibien die Bilateral-Symmetrieachse durch die Spermienpenetra-
tion festgelegt wird (vermutlich noch labil), sich dann auch schon in der
frithen Blastozyste findet und nicht erst durch die Einnistung im Uterus
aufgeprigt wird. Hierauf werden wir weiter unten ausfiihtlicher einge-
hen. Gegen eine Aufprigung durch den Uterus sprachen allerdings
schon Befunde aus der in-vitro-Kultur, die zeigen, dass sich eine nor-
male Korperlingsachse durchaus auch ohne Implantation ausbilden
kann (Hsu 1979, 1980; Hsu et al. 1974). Die Beobachtung, dass die Pri-
mitivstreifbildung bei Kaninchen-Blastozysten in vitro durch Zugabe
von bFGF (das in vivo offenbat vom Endometrium geliefert wird) ge-
fordert wird (Hrabé de Angelis und Kirchner 1993; Hrabé de Angelis et al.
1995), spricht nicht per se gegen eine schon vorgegebene funktionelle
Polaritit der Keimscheibe. In der frihen Blastozyste (4 Tage post coi-
tum, d.h. 2 Tage bevor die Kraniokaudalachse morphologisch er-
kennbar wird) ist beim Kaninchen die Keimscheibe zwar noch zu um-
fangreichen Regulationen fihig (im Gegensatz zum 6-Tage-Stadium),
bringt aber im entwicklungsbiologischen Experiment Hinweise auf eine
funktionelle Polaritit, wobei nach Seidel dem priasumptiven Hinterende
eine Schliisselrolle zukommen soll (Seide/ 1952, 1954).

Die hohe Regulationsbefihigung, die frithe Siugetierembryonen
wihrend der Furchung und Blastozystenbildung zeigen, hatte in der
zweiten Hilfte des 20. Jahrhunderts die Mehrzahl der Untersucher zu
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der Vermutung veranlasst, dass es hier keine fiir die Entwicklung rele-
vanten Vorinformationen beziiglich der Achsenbildung aus der Ooge-
nese oder von der Zygote her geben koénne. Dies wurde zur dominie-
renden Anschauung, obwohl klassische histochemische Untersuchun-
gen der Dalcq’schen Schule und Ausschaltungsexperimente von Seidel
zuvor zu der Auffassung gefithrt hatten, dass beim Sdugetier durchaus
wie bei Amphibien zytoplasmatische Determinanten, die bei der Fur-
chung durch Segregation auf verschiedene Blastometen verteilt werden,
die Entwicklung steuern (zur Ubersicht vgl. Denker 1976; Abb. 6). Das
Augenmerk wurde in dieser Diskussion allerdings nicht in erster Linie
auf die Determination der Hauptkorperachsen sondern auf die Bildung
von Trophoblast- oder Embryoblastzellen gerichtet, und hierbei war
der wesentliche Gesichtspunkt der, ob es beim Siugetier tberhaupt
eine Steuerung des Schicksals der Blastomeren durch zytoplasmatische
Faktorenbereiche gibt. Dabei wurde von den klassischen Autoren wie
Dalcq und Seidel nicht besonders betont, dass mit der Segregation
plasmatischer Faktorenbereiche auf verschiedene Blastomeren wihrend
der Furchung bei anderen Tierformen tblicherweise auch eine Achsen-
determination verbunden ist; dass diese Vorstellung aber dennoch in
ihren Interpretationen enthalten wat, kommt z. B. bei Dalcq in der
Wahl der Bezeichnungen fiir diese Zytoplasmabereiche bzw. fiir die
verschiedenen Blastomeren (z. B. «dotsaly) deutlich zum Ausdruck
(Zitate bei Denker 1970, 1976, 1983). Spatetr kam es aber aufgrund von
Experimenten, die eine eindrucksvolle Regulationsbefihigung der Siu-
getierembryonen zeigten, zu einer Abkehr von diesen Vorstellungen,
und die Majoritit der Autoren nahm in der zweiten Hilfte des 20. Jaht-
hunderts an, dass weder die Embryonal-Abembryonal-Achse noch die
(sich daraus herleitende) Dorsoventral-Achse des Embryos durch die
Ei- oder Zygotenarchitektur vorbestimmt seien. Vielmehr wurde unter-
stellt, dass sich die Blastozystenhohle zufillig an einer nicht vorbe-
stimmten Stelle der Morula bildet und erst als Folge davon sich die
Embryonal-Abembryonal-Achse ergibt. Die vor allem durch histoche-
mische Befunde gestiitzte Auffassung, dass es schon in der Morula
Vorgaben beziiglich der Embtyonal-Abembtyonal-/Dotsoventral-
Achse gibe, und dass diese sich in unterschiedlicher Proliferations- und
Differenzierungstendenz (Proliferationszentrum, Differenzierungszent-
rum: Denker 1983, vgl. Abb. 7) dulern kénnte, fand in der zweiten Hilf-
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Abb. 6: Experimentelle Hinweise auf Achsen-Vorgaben im Siugetierei. In dieser
Schemazeichnung wird das klassische Ausschaltungsexperiment von  Seidel
reinterpretiert. Es wird angenommen, dass in der Zygote plasmatische
Faktorenbeteiche polar angeordnet sind und bei der Furchung auf verschiedene
Blastometen segregiert werden. Die Darstellung fokussiert auf Trophoblast- und
Embryoblastdifferenzierung bzw. die Bildung einer kompletten Blastozyste aus beiden
Anteilen. Der schraffierte Bereich soll Trophoblast-Determinanten enthalten. Zellen,
die bei der Furchung nicht-schraffiertes Zytoplasma ethalten, wiirden dagegen im Sinn
cines «Default-Pathways» im undifferenzierten Zustand verbleiben, d. h. die
Trophoblastbildungsfihigkeit vetloren haben (Embryoblast) (auch das Umgekehrte ist
zu diskutieren). Seidel hatte in seinem Experiment eine Blastomere des
Zweizellstadiums beim Kaninchen abgetétet. Es entwickelten sich einerseits komplette,
normale Blastozysten (IIT), andererseits aber auch Trophoblastblasen ohne Embryo-
blast (II). Seidels Interpretation war die, dass die erste Teilungsfurche untetschiedlich
einschneiden und daher die plasmatischen Faktorenbereiche in verschiedener Weise auf
die beiden Blastometen verteilen kann (I/I1 vs. III), und dass dies die unterschiedlichen
Ergebnisse erklire. Interessant erscheint, dass diese Beobachtungen, obwohl sie
zunichst nut im Hinblick auf Embryoblast- und Trophoblastbildung diskutiert wurden,
auch Fragen der Achsenbildung implizieren, ndmlich der Embryonal-Abem-
bryonalachse. Dass diese Achsendetermination mit der Festlegung einer unterschied-
lichen Zellteilungsgeschwindigkeit zusammenhingen kénnte (Proliferationszentrum vs.
Differenzierungszentrum) wurde von Denker (1983) vorgeschlagen (vgl. Abb. 7).
Aufgrund der neueren Untersuchungen von Gardner und Zetnicka-Goetz Gber die
Achsenbildung beim Siugetier (s. Text) wird man diese Interpretation heute verfeinern
wollen (animal-vegetative Achse und Aufprigung einer weiteren Achse durch die
Spermien-Penetration, vgl. Fig. 8). (Aus: Denker 1976, mit freundlicher Genehmigung
des Springer-Verlags, Heidelberg).
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te des 20. Jahrhunderts kaum Beachtung. Dies hat sich in den letzten
Jahren dramatisch gedndert, und das Pendel schwingt zuriick zugunsten
der Vorstellung, dass die Verhiltnisse beim Siugetier in den Grund-
ziigen nicht wesentlich von denen bei Amphibien verschieden sind.
Dieser dramatische Umschwung in der Sichtweise wird von M. Zet-
nicka-Goetz klar und treffend mit folgenden Worten umrissen: «Lewis
Wolpert captivated our attention with the concept that dt is not birth,
matriage or death, but gastrulation, which is truly the most important
time in our lifer (...). Perhaps gastrulation was endowed with such im-
portance because it implements the body plan, and it is so well con-
served in evolution. However, (...) the general strategy wheteby the
body layout is first drafted also now appears to have been strongly con-
served. The major body axis of the mammalian embtyo is not initiated,
as was previously thought, at the onset of gastrulation, but can be re-
cognised well before this process begins.» (Zernicka-Goetz 2002).
Untersuchungen insbesondete aus den Labors von Zernicka-Goetz
und Gardner fiihren zu folgendem Bild der Achsendetermination in der
friihen Siugetier-Ontogenese (Gardner 2001; Gardner und Davies 2002y
Weber et al. 1999; Lu et al. 2001, Piotrowska und Zernicka-Goetz 2001, 2002;
Zernicka-Goerz 2002): Wahrscheinlich schon wihrend der Oogenese
wird eine animal-vegetative (A-V) Achse festgelegt, die zwar bei diesen
dotterarmen Eiern morphologisch zunichst nicht etkennbar ist, aber
bei der Eireifung anhand der Polkérperbildung (animaler Pol) deutlich
wird. Dass diese Achse von entwicklungsbiologischer Relevanz ist, lisst
sich beim Siugetier aufgrund der hohen Regulationsbefihigung expe-
rimentell nicht leicht zeigen (Ciemerych et al. 2000), wird aber anhand der
auffallend groBen Regelhaftigkeit, die sich in der Positionierung der
Achsen in spiteren Entwicklungsstadien bei sorgfiltigen Untersuchun-
gen der neueren Zeit gezeigt hat, jetzt doch vermutet. Dafir spricht,
dass die Blastozysten der Maus entgegen friheren Annahmen bilateral
symmetrisch gebaut sind, und dass ihre embryonal-abembtyonale
Achse und ihre Bilateralsymmettieachse normalerweise in einem rech-
ten Winkel zur Ebene der ersten Zellteilung (zum Zweizeller) stehen
(Gardner 2007). Der A-V-Achse witd nun, offenbar hnlich wie bei
Amphibien, durch die Penetration des Spermiums in der sich bildenden
Zygote eine zweite Information hinzugefiigt, die die Achsenverhiltnisse
weiter spezifiziert (Piotrowska und Zernicka-Goetz 2001; Zemicka-Goet3
2002; Abb. 8). Bei artefizieller Entwicklungsantegung ohne Beteiligung
eines Spermiums (Parthenogenese) ist die Regelhaftigkeit der Prozesse
der Achsenbildung gestort (Piotrowska und Zernicka-Goetz 2002).
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Abb. 7: Histochemische Befunde von einigen Spezies (z. B. Kaninchen) legen den
Schluss nahe, dass beim Saugetier schon Furchungsstadien eine gewisse Achsenstruktur
besitzen: Die prospektive embtyonal-abembryonale Achse (4) ist schon in der Morula
(@) vorgegeben und lisst sich anhand einer Subpopulation duBerer Zellen, die in der
Differenzierung vorangeschritten sind und bereits eine epitheltypische polare Zyto-
plasmaarchitektur zeigen (unten), erkennen. Diese Zellen sind die ersten funktionell
aktiven Trophoblastzellen und werden durch vektoriellen Flissigkeitstransport die Blas-
tozystenhohle aufblihen, so dass die Lage des Embryoblasten (oben) und damit die
embryonal-abembryonale Achse nicht zufillig zustande kommen. Es wird diskutiert,
dass am (prospektiven) Embryonalpol schon in der Morula ein Zentrum besonders
aktiver (schneller) Zellteilungsfihigkeit (Proliferatonszentrum), am (prospektiven) Ab-
embryonalpol ein Differenzierungszentrum liegt (c, d). Entsptechend den in Abb. 6
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Die Finzelheiten dariiber, wie die Asymmetrie der Oozyte und die
durch die Spermienpenetration abgewandelte Asymmetrie im Sinn einet
Bilateralitit in der Achseninformation bei der Bildung eines Organi-
sators umgesetzt werden, sind fiir das Siugetier noch weitgehend unbe-
kannt, werden nun aber intensiv untersucht. Die Ahnlichkeiten mit
dem Amphibiensystem sind vermutlich viel groler, als in der zweiten
Hilfte des 20. Jahthunderts angenommen wurde. Es deutet einiges
darauf hin, dass die an der Maus entwickelten Vorstellungen durchaus
auf den Menschen tibertragbar sind: So zeigen auch Blastozysten des
Menschen ovale (bilateralsymmetrische) Innere Zellmassen, und solche
Blastozysten, die diese Asymmetrie zeigen, scheinen in IVF-Pro-
grammen eine bessere Entwicklungschance nach Transfer zu besitzen
(Richter et al. 2007).

Das Aquivalent fiir den Spemann-Mangold-Ozrganisator ist beim
Siugetier offenbar wie beim Hihnchen der Primitivknoten (Hen-
sen’sche Knoten) (Knoetgen et al. 2000). Die Umsetzung der Asymmet-
rien/ Achsen-Vorinformationen der Zygote und der frithen Blastozyste
bei der Ausbildung eines Aquivalents fiir den Spemann-Mangold-Or-
ganisator und damit bei der Positionierung des Primitivstreifens ist fiir
das Siugetier im Einzelnen ungeklirt. Sie scheint einen Signalaustausch
zwischen extraembryonalen und embryonalen Zellen einzuschlieBen,
bei dem wiederum (wie bei der Amphibienentwicklung, s. 0.) Nodal,
ein Protein der TGFp-Familie, eine Rolle spielt (Beddington und Robertson
1999; Gardner und Davies 2002; Brennan et al. 2001; Viebahn, dieser Band).
Eine wichtige Funktion hat hier offenbar ein Teil des extraembryonalen
Endoderms, das kraniale viszerale Endoderm (antetior visceral endo-
derm, AVE), das seinerseits in einem Informationsaustausch mit dem
benachbarten Trophoblasten («extraembryonales Ektoderm» bei der
Maus) steht (Beddington und Robertson 1999; Bielinska et al. 1999; Brennan et
al. 2001; zum «Vorderen Randbogen», dessen Endoderm-Anteile ein
Aquivalent fiir das AVE der Maus bei Spezies mit flacher Keimscheibe
sein konnten, vgl. Viebabn 1999). Moglicherweise hingt diese Asym-
metrie wiederum von einer Asymmettie ab, die sich schon in der
Blastozyste in Priimplantationsstadien findet und die sich bei der Maus
im einseitig dominierenden Auswachsen des Trophoblasten vom
Embryonalpol aus in Richtung Abembryonalpol manifestiert (Gardner
und Davies 2002). Es ist zu vermuten, dass beim Siugetier extraembryo-
nale Zellen wie das extraembryonale Endoderm (AVE) in Interaktion

beschriebenen Befunden wird vermutet, dass diese polate Organisationsform der Mo-
rula (prospektive embryonal-abembtyonale Achse) auf eine Achsen-Vorinformation der
Zygote zuriickgeht, die bei der Furchung durch Segregation der unterschiedlichen
Zytoplasmabereiche auf die einzelnen Blastomeren weitergegeben wird. (Aus: Denker
1983, mit freundlicher Genehmigung von S. Katger AG, Basel).
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Abb. 8: Neue Aspekte der Achsendetermination beim Siugetier. Arbeiten der jiingsten
Zeit haben zu einer radikalen Abkehr von der im letzten Vierteljahrhundert von den
meisten Autoren favorisierten Sichtweise gefiihrt, dass es beim Siugetier keine zygoti-
schen Vorgaben beziiglich der Positionierung der Achsen gebe. Jetzt wird dagegen dis-
kutiert, dass auch hier, dhnlich wie bei Amphibien, die Zytoplasmaarchitektur der Zy-
gote eine Grundinformation liefert, die bei der Spermienpenetration wesentlich spezifi-
ziert worden ist (vgl. Abb. 4). A. Die animal-vegetative Achse der Oozyte (A-V; man
beachte den bei A liegenden Polkorper) hatte zunichst eine radiire Symmetrie vorge-
geben. Sie bestimmt die Ausrichtung der ersten Zellteilungsebene (zum Zweizeller),
d. h. dass diese Teilung meridional verlduft. Welcher Meridian fiir die Durchteilung des
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Zytoplasmas ausgewihlt wird, ist aber zunichst noch unbestimmt. Durch die Penetra-
tion des Spermiums bei der Zygotenbildung wird nun dieser Meridian festgelegt. Inte-
tessanterweise hat dies aber nicht nur fiir die Otientierung der Furchungsteilungen Be-
deutung, sondern auch fiir die Positionierung der Embryonal-Abembryonal-Achse
(Em-Ab-Achse) in der Blastozyste (die spiter in die Dorsoventralachse iibersetzt witd):
Spermieneintrittspunkt (SEP) und Polkérper kommen in der Blastozyste an der Grenze
zwischen embryonaler und abembryonaler Hemisphire zu liegen. Die Em-Ab-Achse
liegt im rechten Winkel zur A-V-Achse; die vom SEP und dem Eimittelpunkt definierte
Achse ebenso, aber in einem Winkel zur Em-Ab-Achse (was wiederum eine Informa-
tion enthalten konnte). Méglicherweise ist die Ausrichtung der Em-Ab-Achse (an wel-
ches von beiden Enden der Embryonalpol zu liegen kommt) davon abhingig, welche
der beiden ersten Blastomeren bei der Teilung den SEP ethilt, d. h. auf welcher Seite
des SEP die erste Furche einschneidet (etstes Teilbild in A). Das Schicksal der Blasto-
meren (Embryoblast oder Trophoblast) kénnte {iber den Mechanismus einer unter-
schiedlichen Zellteilungsgeschwindigkeit festgelegt werden: Die Blastomere, die den
SEP erhalten hat, tendiert dazu, sich schneller zu teilen. Vgl. die in Abb. 7 illustrierte,
iltere Hypothese von der Existenz cines Proliferationszentrums am prospektiven
Embryonalpol der Morula. Die exakte Lage der Kraniokaudalachse des Embryos wird
in keiner dieser Hypothesen angesprochen; es wite aber durchaus denkbar, dass auch
fir diese die notigen Asymmetrien aus der Zygote stammen und sich z. B. (in Analogie
zum Amphibiensystem, Abb. 4) von dem genannten Winkel zwischen SEP und A-V-
Achse iiber eine Asymmetrie det Blastozyste (s. u.) herleiten.

B-D: Die Asymmetrie der Blastozyste der Maus und ihre Umsetzung in die Achsen-
systeme des Eizylinderstadiums. B. Die Embryonal-Abembryonal-Achse (Emb-Abemb)
steht senkrecht zur animal-vegetativen Achse (An-Veg); letztere liegt etwa parallel zur
Grenze zwischen Embryoblast (innerer Zellmasse) und Blastozystenhéhle, obwohl
nicht exakt. Die innere Zellmasse steht schief; sie ist auch nicht halb-sphirisch. In man-
chen Blastozysten persistiert der Polkérper bis in dieses Stadium und markiert den ani-
malen Pol. C. Aufgrund ihrer vorgegebenen asymmettischen Gestalt beginnt die
Blastozyste auch die Implantation in einer schiefen Position, und es wird nicht etwa
eine Asymmetrie der Blastozyste vom Uterus aufgeprigt. D. Postimplantationsstadium
(fortgeschrittenes Eizylinderstadium, Gastrula): Aufgrund der sog. Keimblattumkehr
der Maus sind die topographischen Verhiltnisse komplizierter als beim Menschen; so
wird hier eine proximo-distale Achse (Prox-Dist) unterschieden, die bei den Arten ohne
Keimblattumkehr nicht vorkommt. Die Struktuten etwa obethalb der Linie A-P sind
extraembryonale Gewebe (u.a. Ektoplazentarkonus = Trophoblast). In der Embryonal-
anlage i. e. S. (unterhalb von A-P) ist jetzt das zukinftige Vorderende (A = anterior,
kranial) und das Hinterende (P = postetior, kaudal) und damit die Kraniokaudalachse
erkennbar. Der Primitivstreifen (hier in einer in-situ-Hybridisierung anhand der Ex-
pression des T-Gens besonders angefirbt) ist im hinteren Teil der Embryonalanlage
(zwischen Dist und P; grau dargestellt) gelegen. Die Mechanismen der Umsetzung der
Asymmetrie der Blastozyste in die A-P-Achse werden z. Zt. intensiv untersucht (s.
Text). (A: Aus Piotrowska und Zermicka-Goetz 2001, mit freundlicher Genehmigung der
Autoren und von Nature/MacMillan Magazines Ltd; B: Aus Tam et al. 2001, mit
freundlicher Genehmigung der Autoren und von Wiley-Liss, Inc., a subsidiory of John
Wiley & Sons, Inc.).
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mit Anteilen des Embryoblast-nahen Trophoblasten und den Randbe-
reichen des Epiblasten ein Aquivalent fir das Nieuwkoop-Zentrum
darstellen und eine zentrale Bedeutung fiir die Induktion eines Aquiva-
lents fiir einen Spemann-Mangold-Otzganisator, vor allem seines vorde-
ren Anteils (Kopforganisator), haben.

Die Molekularbiologie der hietbei ablaufenden Signalprozesse wird
z. Zt. intensiv bearbeitet (Bielinska et al. 1999; Jin et al. 2001; Kimunra et al.
2001, Kinder et al. 2001; Perea-Gomez, ¢t al. 2001; Tam et al. 2007). Eine
faszinierende, aber bisher vollig offene Frage ist, inwieweit fiir die diffe-
rentielle Regulation der Genexpression in Embryoblastzellen und ex-
traembryonalen Zellen (und damit auch fir die frithembryonale
Musterbildung?) epigenetische Phinomene (Methylierungsmuster, Im-
printing) eine Rolle spielen. Dies scheint aufgrund von Beobachtungen
denkbar, die u.a. im Zusammenhang mit Versuchen zur Klonietung
durch Transfer somatischer Zellkerne in Oozyten und bei Unter-
suchungen zur Determination der Keimbahnzellen gemacht wurden,
ein z. Zt. sehr aktuelles Forschungsgebiet (Boiani et al. 2002; McLaren
und Durcova-Hills 2001, Kato et al. 1999).

6. Regulationsbefihigung, Flexibilitit der Musterbildung,
Individuation und der Status embryonaler Stammzellen:
Ausblick

Ein Spemann-Mangold-Organisator, das wesentliche entwicklungs-
biologische Element der Individuation, entsteht also aufgrund hierar-
chisch gegliederter und vektoriell ablaufender Ereignisse, die an vielen
Stellen Raum fiir Regulationen geben. Die Achseninformationen leiten
sich offenbar, wie wir gesehen haben, von sehr einfachen Asymmetrien
her, beginnend mit zytoplasmatischen Asymmetrien der Oozyte, modi-
fiziert durch die Penetration des Spermiums (bei Vogeln durch Gravi-
tation und Rotation des Eies). Das gilt offenbar auch fiir das Sdugetier.
Diese einfachen Asymmetrien werden in einer Kaskade von entwick-
lungsbiologischen Prozessen (Segregation, Proliferation, Gestaltungs-
bewegungen, Induktionsprozesse) umgesetzt in geordnete Musterbil-
dung. Die Zygote besitzt im Prinzip alle Informationen, die zur Reali-
sierung dieses Entwicklungsprogramms notwendig sind. Ihre Vorinfor-
mationen fiir die Elaborierung der Achsen lassen aber noch Modifi-
kationen zu. Das System ist auf vielen Ebenen zur Regulation fahig, so-
lange die Mustet noch nicht bis in ihre Feinheiten ausmodelliert sind
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(Zernicka-Goetz 2002; Joubin und Stern 2007). Im Stadium der Blasto-
zyste/der Keimscheibe bildet sich offenbar beim Siugetier ein Aqui-
valent fiir ein Nieuwkoop-Zentrum, dessen Lokalisation durch die ein-
fachen Asymmetrie-Vorgaben, die sich von der Zygote herleiten, be-
stimmt wird, und davon abhingig anschlieBend ein Organisator. In
dhnlicher Weise wie wir es von der Amphibien- und Hithnchenent-
wicklung kennen, ist hier offenbar eine Regulationsbefihigung gegeben:
Dies zeigen die «Naturexperimente» der Mehitlingsbildung (und die,
beim Sdugetier nur wenigen, gezielten Experimente, s. 0.). Die Asym-
metrievorgaben, die in der Normalentwicklung von der Zygote tiber die
Furchungsteilungen bis zur Keimscheibe in geordneter Weise weiter-
gegeben werden, sind offenbar durch andere Asymmetrien ersetzbar.

Wenn nun, wie wir gesechen haben, ES-Zellen im Prinzip nichts an-
deres als im undifferenzierten Zustand weiter proliferierende
Embryoblastzellen/Epiblastzellen sind, muss man mit der Moglichkeit
rechnen, dass sie zur frithembryonalen Musterbildung 4hnlich wie
Keimscheibenzellen fahig sind. Tatsdchlich zeigen sie diese Fahigkeit in
Experimenten zur Chimadrenbildung, besonders eindrucksvoll bei der
«tetraploiden Komplementierung» nach Nagy ef al. (1993), bei der der
gesamte Embryonalkérper aus ES-Zellen hervorgeht (diskutiert bei
Denker 2002). Wenn die Vorstellung korrekt ist, dass in der Blastozyste
die Embryoblastzellen wesentliche Achseninformationen fiir die lokale
Ausbildung eines Aquivalents des Nieuwkoop-Zentrums und eines Ot-
ganisators durch Interaktion mit extraembryonalen Zellen (AVE,
Trophoblast) erhalten (s. 0.), so ist dies auch in einer in-vitro-Kultur
von ES-Zellen prinzipiell denkbar, insbesondere bei nichtmenschlichen
Primaten und Mensch, da ESZ dieser Spezies reichlich extraembryonale
Zellen dieser Art (Trophoblast, extraembryonales Endoderm) bilden
(Lit. vgl. Denker 2002; Xu et al 2002). Fur die Lokalisation des
Nieuwkoop-Zentrum-Aquivalents mégen 6rtliche Unterschiede in der
Dichte der extraembryonalen Zellen entscheidend sein, die sich auch in
vitro (in diesem Fall aber eher zufillig) ergeben kénnten. (Eine Interak-
tion mit dem Uterus ist wahrscheinlich hierfir nicht etfordetlich; es
gibt keinetlei experimentelle Hinweise darauf, dass Informationen von
Seiten des Uterus fiir die Achsenbildung im Siugetierembryo essentiell
sind, s. 0.).
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6.1 Labilitit der Achsenstruktur friiher Embryonen in vitro und
an ektopischen Orten

Warum aber bilden sich in ES-Zellkulturen tblicherweise keine harmo-
nischen Embtyonen, sondern (meist) nur ungeordnete Gruppen diffe-
renzierter Zellen wie in einem Teratom? Der Blick auf die geschilderten
Vorginge der normalen Embryogenese fihrt zu der Vermutung, dass
dies einerseits zuriickzufiihren ist auf die Tatsache, dass den Kolonien
von ES-Zellen in vitro die noch sehr einfachen Asymmetrien der
Keimscheibe des normalen Embryos, die sich von den Asymmetrien
des Eisystems hetleiten, in der Regel fehlen. Wenn diese Asymmetrien
im Saugetierembryo normalerweise von der Zygote zur Blastozyste und
schliefllich Keimscheibe auf die Weise weitergegeben werden, dass sie
zunichst in einer Asymmetrie extraembryonaler Zellgruppen ihren
Niederschlag finden (Trophoblastzellproliferation und Migration, Gard-
ner und Davies 2002; AVE, Beddington und Robertson 1999), dann ist eine
Stérung dieser Ordnung in der in-vitro-Kultur insbesondere bei jedem
Umsetzen (Passagieren) der Kultuten zu erwarten. Hier werden Zellen
erst vereinzelt, dann wachsen sie zu neuen Zellgruppen (Kolonien)
heran, es bilden sich neue Zell-Zell-Interaktionen heraus. Hier domi-
nieren stochastische Prozesse, das System bleibt nicht ungest6rt, und
Zellproliferations- und Migrationsvorginge werden weitgehend durch
die physikalischen Kulturbedingungen bestimmt. Dabei ergeben sich
allerdings auch Asymmetrien (zufillig entstehende lokale Unterschiede
in der Zelldichte, ungleiche Dichte von extrazellulirer Matrix, Geo-
metrie der Kulturschale usw.). Solche Parameter werden von frihemb-
ryonalen Zellen/Zellgruppen tatsichlich perzipiert: Wenn statt ES-
Zellen der Ausgangspunkt ein zunichst normaler Embryo ist, den man
in eine in-vitro-Kultur gibt, so wirken diese extrinsischen Asymmetrie-
felder stérend auf die mitgebrachten Achseninformationen des Emb-
ryos. Selbst eine normale Blastozyste der Maus reagiert auf eine
Explantation in die in-vitro-Kultur dadurch, dass die Musterbildung er-
hebliche Abnormititen zeigt, vor allem zunichst in den extraembryo-
nalen Bereichen (Wiky und Pedersen 1977). Und nach Transplantation an
ektopische Orte entwickelt sich, wie wir gesehen haben, ein Teratom,
offenbar ebenfalls aufgrund der abnormen Umgebungsbedingungen.
Dies zeigt uns zunichst aber nur, dass die frithe Morphogenese stéran-
fallig ist, dass also die Regulationsfahigkeit ihre Grenzen hat, auch in
einem anfangs normalen Embryo — eigentlich eine Trivialitit, aber inso-
fern relevant, als die Bedingungen, unter denen man a) das Entgleisen



Embryonale Stammzellen als entwicklungsbiologisches Modell 61

der Entwicklung eines normalen Embryos zum Teratom und b) die
Bildung eines Teratoms aus ESZ beobachtet hat, die gleichen sind (in-
vitto-Kultur; Explantation an ektopische Orte). Daher kann aus der
Tatsache, dass ESZ unter diesen Bedingungen id.R. keine harmoni-
schen Embryonen bilden, nicht geschlossen werden, dass sie nicht
Embryo-ihnliche Entwicklungspotenzen besilen. Leider ist dieser lo-
gisch falsche Schluss in der Ethikdebatte hiufig gezogen und zur Ar-
gumentationsbasis gemacht worden. Wie wir im Folgenden diskutieren
wetden, ist die Bildung einer harmonischen Embryonalanlage aus ES-
Zellen auch unter diesen Bedingungen zumindest im Sinn eines selte-
nen Ereignisses durchaus denkbar, was beim Menschen unter ethi-
schem Aspekt ernst genug wite. Es erscheint aber dariiber hinaus auch
nicht unrealistisch, dass besondere Kulturbedingungen gefunden wer-
den kénnen, unter denen dieses Ereignis hiufiger und in vorhersehba-
rer Weise ablauft.

6.2 Frithembryonale Musterbildung in Stammzellknlturen?

Das, was die entwicklungsbiologische Forschung in den letzten Jahren
iiber die Ereigniskaskaden von der Bildung eines Nieuwkoop-Zentrums
iber den Spemann-Mangold-Otganisator zur Korpergrundgestalt zu-
tage geférdert hat, legt den Schluss nahe, dass eine charakteristische Ei-
genschaft dieses frihembryonalen Systems die ist, auf einfache Asym-
mettien (in der Verteilung z. B. weniger Stoffe) mit dem Ingangsetzen
der Musterbildungskaskaden zu beginnen und diese auch, wenn keine
weitere Stérung auftritt, bis zur Bildung komplexer Strukturen fortzu-
setzen. Die erwihnten Computermodelle (Meinhardt 2007) visualisieren
eindrucksvoll, wie stochastische Prozesse unter diesen Systembedin-
gungen auch zur Bildung weiterer, zusitzlicher Asymmetriezentren fih-
ren koénnen, die zum  Ausgangspunkt einer Verdoppe-
lung/Vervielfiltigung der Strukturen (Mehrlingsbildung) werden. Und
nicht nur dies: Diese Mustetbildungsprozesse scheinen nach den Mo-
dell-Simulationen nicht notwendigerweise von vorgegebenen (in vivo:
priformierten  und  asymmettisch  angeordneten  miitterli-
chen/zygotischen) Determinanten abzuhingen, sondern offenbar ge-
niigen stochastische Inhomogenititen, um es dem System zu gestatten,
«sich selbst aufzuschaukeln» (Meinbardt 2007). Experimente an Amphi-
bien-Blastulae, denen die urspringliche Achseninformation durch Des-
aggregation und Reaggregation der Zellen genommen wurde, bestitigen
dies (Niemwkoop 1992). Dem entspricht auch das Bild, das wir oben be-
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ziiglich der experimentellen Mehrlingsbildung in der Hithnchen-Keim-
scheibe diskutiert haben und das wir wahrscheinlich prinzipiell auf den
Menschen iibertragen diirfen. Inwieweit konnen (mussen) wir eine ES-
Zell-Kolonie in der in-vitro-Kulturschale mit dem System aus Epiblast,
Trophoblast und extraembryonalem Endoderm eines Embtyos im
Keimscheibenstadium vergleichen? Und kénnen vielleicht in beiden
Systemen aufgrund stochastischer Prozesse auftretende Asymmettien
ausreichen, um lokal die Bildungskaskade Nieuwkoop-Zentrum, Orga-
nisator und Korpergrundgestalt in Gang zu setzen? Ist die von der Zy-
gote hergeleitete Vorgabe einer Asymmetrie u.U., z. B. unter den be-
sonderen Bedingungen der ES-Zell-Kultur, verzichtbar? Es scheint ge-
boten, dies in gezielt angesetzten Untersuchungen zu Uberptiifen.
Vermutlich brauchen wir dazu auch systemanalytische Ansitze, die das
schon von der klassischen Entwicklungsbiologie erkannte, sprode
Problem der «Ganzheit» neu aufgreifen (Seide/ 1960; Gilbert und Sarkar
2000).

Sollte es sich bewahrheiten, dass ESZ von Primaten (und Mensch),
vielleicht auch nur einige der Zelllinien, die Fihigkeit besitzen, auf sich
zufillig ergebende Inhomogenititen in der Kultur hin mit dieser Kas-
kade von morphogenetischen Prozessen zu beginnen und damit die
Bildung einer Ko6rpergrundgestalt einzuleiten, so wiirden sich ESZ von
Affen als ein auflerordentlich attraktives Modellsystem fiir entwick-
lungsbiologische Untersuchungen iber diese Prozesse unter in-vitro-
Bedingungen anbieten, wie es auch Thomson et al. (1996; s. auch Thomson
and Marshall 1998) insbesondere aufgrund ihrer Befunde vom Weilbii-
scheliffchen vorgeschlagen haben. Was ESZ des Menschen anbelangt,
so wiirden allerdings derartige Untersuchungen, die ja ein Klonen patr
excellence darstellen wiirden, als absolut unzulissig gelten mussen.
Ethische Bedenken beziglich des Umgangs mit menschlichen ESZ
wiirden sich einerseits insoweit etgeben, als man (zweifellos) das ge-
zielte Einstellen von experimentellen Bedingungen, die die Bildung von
Keimscheibeniquivalenten férdern, als unzuldssig einstufen misste.
Dariiberhinaus wiirden sich aber auch Bedenken viel grundsitzlicherer
Art ergeben: Keimscheiben-Aquivalente wiitden sich ja, wenn die ent-
wicklungsbiologischen Modellvorstellungen und die von Thomson et
al. beim Weilbtischeldffchen angestellten Beobachtungen auf den Men-
schen tibertragbar sein sollten, in der Kultur auch ohne gezieltes Zutun
spontan bilden kénnen, auch akzidentell, wenn man eine Kultur nur
ungewollt zu dicht wachsen ldsst. Auch wenn es sich um ein seltenes
Ereignis handeln sollte, so wire es im Fall von menschlichen ESZ fatal
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und das Risiko nicht zu rechtfertigen. Die Konsequenz, die sich aus
diesem Verdacht im Hinblick auf den Einsatz menschlicher ESZ ergibt,
ist m. E., dass wir dringend gezielte Untersuchungen benétigen, die
diese Musterbildungsfihigkeiten Gberpriifen. Diese miissen am Pri-
matenmodell durchgefiihrt werden, da sich solche Versuche an
menschlichen ESZ aus den genannten Griinden verbieten. Man muss
die mit dem Extrapolieren auf den Menschen verbundene Unsicherheit
in Kauf nehmen und einen auf diese Weise erhirteten Verdacht, wenn
er sich ergeben sollte, als austreichend ansehen. Ich erwarte, dass es er-
hebliche Schwierigkeiten bereiten wird, sich tiber die Frage zu einigen,
ob ein Experimentum crucis iiber die Ubertragbarkeit auf den Men-
schen, das zwangsldufig das Klonen menschlicher Embryonalanlagen
einschliefen wiirde, zugelassen werden konnte. Es geht in der Tat nicht
nur um einen Interessenkonflikt, um ein Problem der Abwigung zwi-
schen den hochrangigen therapeutischen Zielen, fiir die die ESZ einge-
setzt werden sollen, und dem zu opfernden Leben eines Embryos (ei-
ner «limitierten» Zahl von Embryonen) bei der Erzeugung der ES-Zell-
linien. Das Musterbildungspotential der unzihligen Kolonien von
menschlichen ESZ, die schon heute in vielen Labors weltweit geziichtet
werden, stellt uns vor ein Problem der ethischen Bewertung, das noch
lange nicht voll erfasst, geschweige denn geldst ist. Der Homo fa-
ber/Homo ludens ist einmal mehr dabei, Dinge zu tun, die er beileibe
nicht begreift.
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