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3 Ergebnisse

3.1. Expression der untersuchten Transkriptionsfaktoren während der Prä- und Postimplantationsphase der Maus

In der Blastozyste sind die beiden Derivate Trophektoderm und Embryo bereits auf die Expression von Connexinen und einiger Transkriptionsfaktoren untersucht worden.

Die Frage ergab sich, ob derzeit, hier die für die Plazentaentwicklung wichtigen Transkriptionsfaktoren ebenfalls eine Kompartmentisierung aufweisen.

Deswegen wurden im folgenden Blastozysten der Maus mittels whole mount ISH auf die Expression der mRNA der jeweiligen Transkriptionsfaktoren untersucht. Da bei den Connexinen erst nach der Implantation diese Kompartmentisierung erfolgt, wurden zusätzlich die Stadien 5.5 dpc bis 10.5 dpc mit der nicht radioaktiven ISH auf die mRNA der Transkriptionsfaktoren untersucht.
3.1.1 Expression des Transkriptionsfaktors GATA-2 
Die mRNA des Transkriptionsfaktors GATA-2 wurde an Tag 3.5pc mittels der whole mount in situ Hybridisierung in der Blastozyste, sowohl in der ICM als auch im Trophektoderm (TE), detektiert. Es war dabei kein sichtbarer Unterschied in der Quantität der mRNA zwischen der ICM und dem Trophektoderm auszumachen. Die Expression schien allerdings im Vergleich zu den anderen untersuchten Transkriptionsfaktoren relativ schwach, aber gegenüber der Kontrolle deutlich abgrenzbar (siehe Abb. 4).
An Tag 5.5pc beginnen sich aus dem Trophektoderm der EPC und aus der ICM das embryonale Ektoderm (EE) zu entwickeln.

In diesem Stadium zeigte sich eine Expression von GATA-2 sowohl in den Derivaten des Trophektoderm, als auch in denen der ICM.

Dies bedeutet somit eine deutliche Expression innerhalb des extraembryonalen Ektoderms (EXE), den GC und ebenso im EPC. Auch in den palisadenförmig angeordneten Zellen des embryonalen Ektoderm und auch in den Zellen des parietalen und viszeralen Endoderms, bei denen es sich wie beim embryonalen Ektoderm um Derivate der ICM handelt, ließ sich ein deutliches Signal erkennen. Zusätzlich zu den Signalen in den sich entwickelnden embryonalen und extraembryonalen Geweben wies die maternale Dezidua ebenfalls eine starke mRNA-Expression auf.

Ab Tag 6.5pc war die Expression im embryonalen Ektoderm, bis auf ein sehr schwaches Signal in einzelnen Zellen, nicht mehr nachweisbar. GATA-2 war vom Tag 8.5pc bis zum Stadium 10.5dpc im embryonalen Gewebe zu detektieren. In den Derivaten des Trophektoderms (EPC und extraembryonales Ektoderm) war auch an Tag 6.5pc und 7.5pc (siehe Abb. 5) die GATA-2-Expression in gleicher Stärke wie an Tag 5.5pc zu beobachten. Die Expression in den GC und dem viszeralen Endoderm (VE) hatte dagegen an Expression verloren. Das mRNA-Signal im viszeralen Endoderm beschränkte sich auf wenige Zellen, die sich am embryonalen Ektoderm befanden. Zusätzlich zeigte sich zu der Expression in den GC, eine Expression im extraembryonalen Mesoderm (EXM).

Dieses entwickelt sich aus der ICM-Zellinie und beteiligt sich während der weiteren Entwicklung an der Entstehung des Amnions und zusammen mit dem viszeralen Endoderm an der Ausbildung des Dottersacks.

An Tag 8.5pc (siehe Abb. 5) entwickelt sich die Chorionplatte, die sich aus einem mesodermalen und einem ektodermalen Derivat zusammensetzt. Hier fand sich sowohl im parietalen (ektodermalen) Anteil, sowie im viszeralen (mesodermalen) Anteil der Chorionplatte GATA-2 mRNA, wobei der parietale Anteil eine stärkere Expression aufwies. Der viszerale Dottersack zeigte ebenfalls ein mRNA-Signal. Hier war allerdings die mesodermale Komponente deutlicher angefärbt als die ektodermale.

In diesem Stadium der Entwicklung trat erneut ein mRNA-Signal im embryonalen Gewebe auf. Diese Expression, die in allen drei Keimblättern (Endoderm, Ektoderm und Mesoderm) vertreten war, hielt bis zum letzten untersuchten Stadium 10.5dpc an.

Am Tag 9.5pc und 10.5pc (siehe Abb. 5) fusioniert die Allantois mit der Chorionplatte, von der die chorioallantoide Plazenta gebildet wird. Diese übernimmt die Ernährungsfunktion für den Embryo, die bisher vom Dottersack geleistet wurde. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich eine Expression in allen drei Schichten der Plazenta. Sowohl in den GC, als auch im Spongiotrophoblasten und der Labyrinthschicht ließ sich ein deutliches Signal nachweisen. Das Signal war im Zytoplasma lokalisiert, eine Expression im Kern war nicht nachweisbar. Die eindeutig zu identifizierende Expression im viszeralen Dottersack an Tag 9.5pc ließ sich an Tag 10.5pc nicht mehr detektieren.

Die Kontrollen („senses“), die für jedes untersuchte Stadium durchgeführt wurden, zeigten in keinem Fall ein Signal.

Zusammenfassend ließ sich sagen, dass der Transkriptionsfaktor GATA-2 sowohl in den Derivaten der ICM als auch in denen des Trophektoderms exprimiert wurde. Zunächst erfolgte eine transiente Reduktion der Expression im embryonalen Ektoderm an Tag 6.5pc und damit eine Restriktion der Expression auf das extraembryonale Gewebe. Jedoch war eine Reexpression im embryonalen Gewebe ab Tag 8.5pc zu verzeichnen.
[image: image1]
Abb. 4 a-d:
a und b: In situ Hybridisierung von GATA-2 während der Präimplantationsphase an Blastozysten im Stadium 3.5pc. GATA-2 zeigt schwache Signale im Bereich der inneren Zellmasse (ICM), sowie im Bereich des Trophektoderms (TE) (a). Die Kontrolle (b) weist keine Anreicherung von GATA-2-mRNA auf. Es ist lediglich ein schwaches Hintergrundsignal zu erkennen.
c und d: In situ Hybridisierung während der Postimplantationsphase an Paraffinschnitten.

Im Stadium 5.5pc (c) zeigen sich eine Expression im Bereich des Ektoplazentarkonus (EPC), des embryonalen Ektoderms (EE), des viszeralen Endoderms (VE) und des parietalen Endoderms (PE) sowie der Dezidua (D). 
An Tag 6.5pc (d) konzentriert sich die Expression auf die extraembryonalen Gewebe, wie der Ektoplazentarkonus (EPC), dem extraembryonalen Ektoderm. Das parietale Endoderm zeigt keine Expression mehr, das viszerale zeigt eine noch schwache Expression in einigen Bereichen. (Balken für a und b = 15µm, 

Balken für c und d = 55 µm )
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Abb. 5 a-d:
In situ Hybridisierung von GATA-2 während der Postimplantationsphase an Paraffinschnitten.
Im Stadium 7.5dpc (a) lässt sich eine deutliches Signal in den extraembryonalen Geweben erkennen. Im embryonalen Ektoderm (EE) lässt sich weiterhin kein Signal verzeichnen, jedoch im viszeralen und parietalen Endoderm (VE, PE), die ebenfalls Derivate der inneren Zellmasse sind. An Tag 8.5 (b) und 10.5pc (c) zeigt sich wiederum eine Anfärbung des embryonalen Ektoderms. Auch die chorioallantoide Plazenta (b) und im weiteren Verlauf das Labyrinth und der Spongiotrophoblast (c und d) der Plazenta weisen ein deutliches Signal im Bereich des Zytoplasmas auf. Ebenso zeigt der Dottersack (vYS und pYS) an Tag 8.5pc und 10.5pc eine deutliche Expression der GATA-2-mRNA. (Balken a = 55 µm, Balken b = 100µm, Balken c = 150 µm, 

Balken d = 12.5 µm).
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Abb.6: a-d:
Expression des Transkriptionsfaktoren GATA-2 während der Prä- und Postimplantationsphase.

(a) 3.5dpc Blastozyste. Expression in der inneren Zellmasse und dem Trophektoderm.

(b) 6.5dpc Eizylinderstadium, Bildung der primären Trophoblastriesenzellen und Vorhandensein des Ektoplazentarkonus.
(c) 8.5dpc Bevorstehende Bildung der chorioallantoiden Plazenta durch Verschmelzung von Allantois und Chorionplatte.

(d) 10.5dpc Plazenta bestehend aus Labyrinth, Spongiotrophoblast und Trophoblastriesenzellen

(a, c und d nach Rugh, 1990, b nach Müntener und Hsu, 1977)
3.1.2 Expression des Transkriptionsfaktors GATA-3

Der weitere Zinkfingertranskriptionsfaktor GATA-3 zeigte wie GATA-2 während der Präimplantationsphase an Tag 3.5pc sowohl eine Expression in der ICM, als auch im Trophektoderm (siehe Abb. 7) ohne Unterschied in der Expressionsstärke. Nach der Implantation war GATA-3 mRNA vornehmlich in den Derivaten des Trophektoderm, (EPC, dem extraembryonalen Ektoderm und den GC) nachweisbar. Es ließ sich ebenfalls ein Signal im embryonalen Ektoderm ausmachen, wobei es sich allerdings bei der näheren Betrachtung auch um ein Artefakt handeln konnte (siehe Abb. 7).

Am Tag 7.5pc war eine Kompartmentisierung der Expression zwischen den extraembryonalen und den embryonalen Geweben (siehe Abb. 7 und 8) zu erkennen. Die Untersuchungen zeigten eine Expression im EPC, dem extraembryonalen Ektoderm und den GC, sowie im viszeralen und parietalen Endoderm. Im embryonalen Gewebe, als auch im extraembryonalen Mesoderm und der Allantois ließ sich keine Expression nachweisen. An Tag 8.5pc (siehe Abb. 8) zeigte die in situ Hybridisierung ein Signal in der Chorionplatte, wobei der parietale Anteil stärker als der viszerale markiert war. Die primären GC um die Implantationskammer waren ebenfalls markiert.

An den Tagen 9.5pc und 10.5pc (siehe Abb. 8), nachdem sich die chorioallantoide Plazenta differenziert hat, zeigten die Signale in diesen beiden Stadien ein ähnliches Expressionsmuster. Die Plazenta zeigte in beiden untersuchten Stadien in allen drei Schichten, GC, Spongiotrophoblast und dem Labyrinth, eine starke Expression von GATA-3. Der Dottersack zeigte, wie auch schon an Tag 8.5pc, keine GATA-3-Transkription. Alle „sense“-Kontrollen zeigten keine Signale.
Zusammenfassend findet eine Kompartmentisierung der Expression von GATA-3 zwischen dem embryonalen und extraembryonalen Gewebe statt. Allerdings tritt an Tag 7.5dpc erneut eine transiente Expression von GATA-3 im embryonalen Gewebe auf, die dann ab Stadium 9.5dpc nicht mehr nachweisbar ist.
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Abb.7 a und b:
In situ Hybridisierung von GATA-3 während der Präimplantationsphase an Blastozysten.
Es zeigt sich ein deutliches Signal in der inneren Zellmasse (ICM) und dem Trophektoderm (TE) (a). Kontrolle (b).
c und d: In situ Hybridisierung von GATA-3 in der Postimplantationsphase an Paraffinschnitten. An Tag 6.5pc (c) zeigt sich eine Expression im Ektoplazentarkonus (EPC), sowie im extraembryonalen Ektoderm (EXE), in der Dezidua (D)und dem embryonalen Ektoderm (EE). Das viszerale und parietale Endoderm (VE und PE) weisen keine bis fragliche Expression auf.

An Tag7.5pc (d) ist keine Expression mehr im embryonalen Ektoderm (EE) nachzuweisen. Die Expression konzentriert sich auf den Ektoplazentarkonus (EPC), sowie das extraembryonale Ektoderm (EXE) und das parietale sowie viszerale Endoderm (PE, VE) (siehe auch Abb. 7). Die Expression in der Dezidua ist besonders im mesometrialen Anteil vertreten. (Balken a und b = 30 µm, Balken c = 100 µm, Balken d = 200µm)
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Abb.8 a-f:
In situ Hybridisierung von GATA-3 in der Postimplantationsphase an Paraffinschnitten.
An Tag 7.5pc zeigt sich eine Expression im Ektoplazentarkonus (EPC) im extraembryonalen Ektoderm (EXE), in den Trophoblastriesenzellen, sowie im parietalen und viszeralen Endoderm. Kein Signal ist im embryonalen Ektoderm (EXE), im extraembryonalen Mesoderm (EXM) und in der Allantois (ALL) zu verzeichnen (a). Die Kontrolle an Tag 7.5pc (b) zeigt kein GATA-3 mRNA-Signal. Im Stadium 8.5dpc (c) lässt sich ein Signal in der Chorionplatte (CH) ausmachen, ebenso lässt sich in den Trophoblastriesenzellen (GC) und der Dezidua (D) eine Expression nachweisen. Der Tag 9.5pc (d) zeigt neben dem Signal im Labyrinth (L) und dem Spongiotrophoblasten (S), sowie der Trophoblastriesenzellen (GC) ebenso ein Signal in den embryonalen Strukturen (EE). Auch der viszerale Anteil des Dottersacks (vYS) zeigt Expression. An Tag 10.5pc (e, f) ist keine GATA-3-mRNA mehr in den embryonalen Geweben und dem viszeralen Dottersack mehr nachweisbar. Die Expression in der Plazenta besteht weiterhin. Balken a bis c = 100µm, Balken d = 150µm, Balken e = 200µm, Balken f = 12.5µm)
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Abb.9: a-d:
Expression des Transkriptionsfaktoren GATA-3 während der Prä- und Postimplantationsphase.

(a) 3.5dpc Blastozyste. Expression in der inneren Zellmasse und dem Trophektoderm.

(b) 6.5dpc Eizylinderstadium, Bildung der primären Trophoblastriesenzellen und Vorhandensein des Ektoplazentarkonus.

(c) 8.5dpc Bevorstehende Bildung der chorioallantoiden Plazenta durch Verschmelzung von Allantois und Chorionplatte.

(d) 10.5dpc Plazenta bestehend aus Labyrinth, Spongiotrophoblast und Trophoblastriesenzellen

(a, c und d nach Rugh, 1990, b nach Müntener und Hsu, 1977)

3.1.3 Expression des Transkriptionsfaktors Esx1

Während der Präimplantationsphase konnte die mRNA des Homeoboxtranskriptionsfaktors Esx1 sowohl in der ICM, als auch im Trophektoderm (TE) nachgewiesen werden. Hierbei schien es, dass eine stärkere Expression in der ICM und im muralen Trophektoderm im Vergleich zum polaren Trophektoderm vorliegt. Dieses könnte allerdings auch durch die unterschiedliche Dichte der Zellpopulationen bedingt sein. In der Kontrolle zeigten sich keine mRNA-Signale (Abb. 10).

In der Postimplantationsphase blieb die Expression in den embryonalen und extraembryonalen Geweben erhalten. Hier war besonders die mehr punktförmige Expression mit vorzugsweiser Lokalisation in den Zellkernen im Vergleich zu den anderen untersuchten Transkriptionsfaktoren auffällig. Diese Art der Expression zog sich durch alle untersuchten Stadien.

Ab Tag 5.5pc bis Tag 6.5pc (siehe Abb. 10) war eine Expression sowohl im embryonalen Ektoderm (EE), als auch dem parietalen und viszeralen Endoderm (PE und VE), zu verzeichnen. Es handelt sich hierbei um Zelllinien, die sich aus der ICM differenzieren, die später an der Bildung des parietalen bzw. viszeralen Dottersacks (pYS und vYS) beteiligt sind. Das extraembryonale Mesoderm (EXM) zeigte ebenfalls ein mRNA-Signal.

Das extraembryonale Ektoderm (EXE) und der EPC, bei denen es sich um Derivate, die sich aus dem Trophektoderm entwickeln, handelt, wiesen eine Expression von Esx1 auf. Die Dezidua war ebenfalls intensiv gefärbt.

Das Expressionsmuster der Stadien 7.5pc und 8.5pc konnten nicht ausgewertet werden, da die Kontrolle (sense) ein ebenso starkes Signal aufwies wie die antisense. Dieses Problem ließ sich auch nach mehrmaligem Wiederholen unter genauer Überprüfung der einzelnen Arbeitsschritte und Veränderung verschiedener beeinflussender Parameter, wie z.B. Veränderung der Hybridisierungstemperatur, Änderung der Konzentration der mRNA-Sonde oder die Intensivierung der Waschvorgänge, nicht beheben. Vermutlich handelte es sich hier um eine Kreuzreaktion mit einer unbekannten mRNA-Spezies, deren Ursache im Rahmen der Arbeit nicht näher verfolgt wurde.
Eine Aussage zum Expressionsmuster ließ sich erst wieder ab Tag 9.5pc treffen. Hierbei zeigte sich (Abb.11) eine Expression im Labyrinth (L) und im Spongiotrophoblasten (S) der Plazenta, sowie in den GC rund um die Implantationskammer, die sich in allen drei Schichten der Plazenta etwa gleich stark präsentierte. Im viszeralen Dottersack (vYS) wiesen vereinzelte Zellen des endodermalen Anteils ein schwaches positives Signal auf. In der Allantois und im Embryo war kein Signal vorhanden.

Zwischen Tag 5.5pc und Tag 9.5pc hatte eine Kompartmentisierung der Esx1-Expression mit einer Restriktion im extraembryonalen Gewebe stattgefunden, deren genauer Zeitpunkt sich aufgrund der nicht auswertbaren Stadien an Tag 7.5pc und 8.5pc nicht näher bestimmen ließ.

Tag 10.5pc (Abb. 11) zeigte bis auf das Verschwinden der vereinzelt positiven Signale im Dottersack keine wesentlichen Veränderungen gegenüber Tag 9.5pc.
[image: image12.jpg]ectoplacentict cone

extroembryonic ectoderm

7 / : Z— proamniotic cavity

“—proximal entoderm
inner cell mass

embryonic ectoderm
distol entoderm

Reichert's membrone

yolk sac cavily

trophoectoderm

- f—

(a4
b A ,/,.,,./’,-/ s

Chorion

Reichert’s membrane

i Allantois —x™~ : \‘

i

Blood island

Neural folds Hind gut pocket

Heart

Primitive streak
Fore gut pocket

Notochord

umbilical cord

labyrinth

spongiotrophoblast

giant cells

decidua

mesometrium




Abb. 10 a-d: In situ Hybridisierung von Esx1 während der Präimplantationsphase an Blastozysten (a und b) und während der Postimplantationsphase an Paraffinschnitten (c und d).
An Tag 3.5pc lässt sich eine Expression von Esx1-mRNA in der inneren Zellmasse (ICM) und etwas schwächer im Trophektoderm (TE) erkennen (a). Die Kontrolle (b) zeigt ein schwaches Hintergrundsignal.

Im Stadium 6.5dpc zeigen sich deutliche Signale im extraembryonalen Ektoderm (EXE), im Ektoplazentarkonus (EPC), im embryonalen Ektoderm (EE), sowie im viszeralen und parietalen Endoderm (c). Die Kontrolle (d) an Tag 6,5pc zeigt keine Expression der Esx1-mRNA. (Balken für a und b =25µm, Balken c und d = 70µm).
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Abb. 11 a-d: In situ Hybridisierung des Transkriptionsfaktoren Esx1 während der Postimplantationsphase an Paraffinschnitten.
Das Expressionsmuster von Esx1 an den Tagen 9.5pc (a und b) und 10.5pc (c und d) zeigen im Wesentlichen ein ähnliches Verteilungsmuster. An beiden Tagen zeigt sich eine deutliche Expression in der Plazenta, d.h. im Spongiotrophoblast (S), im Labyrinth (L) und in den Trophoblastriesenzellen (GC). An Tag 9.5pc (a) ist noch eine schwache Expression im viszeralen Dottersack (vYS) und im Amnion (Amn) auszumachen. In den Vergrößerungen (b und d) fällt auf, dass sich das Signal nicht wie bei den anderen untersuchten Transkriptionsfaktoren im Zytoplasma der Zellen, sondern in den Nuclei der Zellen befindet. (Balken für a und c = 200µm, Balken für b und d = 12.5µm)

Abb. 12: a-d:
Expression des Transkriptionsfaktoren Esx1 während der Prä- und Postimplantationsphase.

(a)
3.5dpc Blastozyste. Expression in der inneren Zellmasse und dem Trophektoderm.

(b) 6.5dpc Eizylinderstadium, Bildung der primären Trophoblastriesenzellen und Vorhandensein des Ektoplazentarkonus.

(c) 8.5dpc Bevorstehende Bildung der chorioallantoiden Plazenta durch Verschmelzung von Allantois und Chorionplatte. Die Ergebnisse waren aufgrund einer Kreuzreaktion nicht verwertbar, so dass hier keine Expressionsmuster angegeben werden kann.
(d) 10.5dpc Plazenta bestehend aus Labyrinth, Spongiotrophoblast und Trophoblastriesenzellen

(a, c und d nach Rugh, 1990, b nach Müntener und Hsu, 1977)
3.1.4 Expression des Transkriptionsfaktors Pem

Die mRNA des Transkriptionsfaktors Pem konnte in der Blastozyste der Maus in der ICM und im Trophektoderm (TE) lokalisiert werden.

Am Tag 5.5pc (siehe Abb. 13) zeigte sich ein Signal im EPC. Die GC, die im Folgenden mit dem parietalen Endoderm den parietalen Dottersack (pYS) bilden, wiesen ein Pem-Signal auf. Zusätzlich konnte eine Expression im extraembryonalen Ektoderm (EXE) sowie eine hohe Expression der Pem mRNA in der Dezidua verzeichnet werden. Das viszerale Endoderm zeigte kein positives Signal.
Am Tag 6.5pc (siehe Abb. 13) kam zu der Expression im EPC, dem extraembryonalen Ektoderm (EXE), den GC und der Dezidua ein schwaches Signal im embryonalen Ektoderm (EE) sowie im extraembryonalen Mesoderm (EXM) hinzu. Die schwache Expression im embryonalen Ektoderm war am folgenden Tag (7.5pc) nicht mehr vorhanden, während nun eine schwache Expression im viszeralen Endoderm zu verzeichnen war. Ansonsten entsprach das Expressionsmuster dem am Tag 6.5pc gezeigten. Allerdings ließ sich über die Expression in der Allantois keine Aussage treffen, da sie während der Präparation nicht erhalten wurde. Im Stadium 8.5dpc, in dem sich das Chorion (CH) formiert hat, konnte eine deutliche Markierung der beiden Schichten des Chorions, sprich dem mesodermalen und dem endodermalen Anteil nachgewiesen werden. Das Amnion (Amn), das ebenfalls aus einer mesodermalen und einer ektodermalen Schicht besteht, war gefärbt. Der viszerale Dottersack (vYS), der den Embryo bis zur Etablierung der chorioallantoiden Plazenta ernährt, war in seiner mesodermalen Schicht deutlicher mRNA-positiv als die endodermale Schicht und auch der parietale Dottersack (pYS) und die GC zeigten ein mRNA-Signal. Die Markierung im embryonalen Gewebe war nicht eindeutig zu identifizieren. Im Vergleich zur umgebenden Dezidua konnte man von einer schwachen Färbung ausgehen.

Die Stadien 9.5dpc und 10.5dpc zeigten im Wesentlichen das gleiche Expressionsmuster in der Plazenta, allerdings war die Färbung an Tag 10.5pc intensiver ausgeprägt. Die Plazenten dieser beiden Stadien zeigten eine positive Markierung der GC, des Spongiotrophoblasten (S) und des Labyrinths (L). Das embryonale Gewebe wies keine Expression von Pem auf. Auch der viszerale Dottersack zeigte kein positives mRNA-Signal, wohingegen im Amnion weiterhin eine positive Reaktion zu erkennen war. 




Abb. 13 a-d: In situ Hybridisierung des Transkriptionsfaktors Pem während der Präimplantationsphase an Blastozysten und während der Präimplantationsphase an Paraffinschnitten.
An Tag 3.5pc im Blastozystenstadium zeigt sich ein Signal im Trophektoderm (TE) und der inneren Zellmasse (ICM) (a). Die sense zeigt ein leichtes background-Signal (b).
Im Stadium 5.5dpc zeigt sich eine Expression des Transkriptionsfaktors Pem hauptsächlich in den Derivaten des Trophektoderm (EPC, EXE, ‚GC), aber auch im parietalen Endoderm, einem Derivat der inneren Zellmasse (c). Ebenso ist ein deutliches Signal in der Dezidua zu erkennen (c).

An Tag 6.5pc zeigt sich das gleiche Expressionsmuster. Es tritt lediglich eine leichte Anfärbung des embryonalen Ektoderms auf, das aber eher als background-Signal zu werten ist (d). (Balken für a und b = 25µm, Balken für c = 90µm Balken für d = 60µm)



Abb. 14 a-d: In situ Hybridisierung des Transkriptionsfaktors Pem während der Postimplantationsphase an Paraffinschnitten.
Tag 7.5pc zeigt eine deutliche Expression im Ektoplazentarkonus (EPC), sowie im extraembryonalen Ektoderm (EXE). Auch das viszerale Endoderm (VE) zeigt ein Signal (a). Die Kontrolle (sense) weist keinerlei Signal auf (b).
An Tag 9.5pc (c)und 10.5pc (d) zeigt sich eine deutliche Expression im Labyrinth (L), dem Spongiotrophoblasten (S) und den Trophoblastriesenzellen (GC). Ebenso zeigt das Amnion (Amn) an beiden Tagen ein Signal. (Balken für a und b = 170µm, Balken c und d = 200µm).

Abb.6: a-d:
Expression des Transkriptionsfaktoren Pem während der Prä- und Postimplantationsphase.

(a) 3.5dpc Blastozyste. Expression in der inneren Zellmasse und dem Trophektoderm.

(b) 6.5dpc Eizylinderstadium, Bildung der primären Trophoblastriesenzellen und Vorhandensein des Ektoplazentarkonus.

(c) 8.5dpc Bevorstehende Bildung der chorioallantoiden Plazenta durch Verschmelzung von Allantois und Chorionplatte.

(d) 10.5dpc Plazenta bestehend aus Labyrinth, Spongiotrophoblast und Trophoblastriesenzellen

(a, c und d nach Rugh, 1990, b nach Müntener und Hsu, 1977)

3.1.5 Gegenüberstellung der Expressionsmuster der untersuchten Transkriptionsfaktoren

Bei den Untersuchungen in der Präimplantationsphase, gab es keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Expressionsmustern der verschiedenen Transkriptionsfaktoren. Alle untersuchten Transkriptionsfaktoren wurden sowohl in der ICM als auch im Trophektoderm exprimiert. Kleinere Unterschiede gab es jedoch in der Intensität des Signals, wobei allerdings eine wirkliche Quantifizierung der Expression mit der ISH nicht möglich ist. Während die Transkriptionsfaktoren GATA-3, Esx1 und Pem eine relativ intensive Färbung zeigten, war GATA-2 eher schwach angefärbt.

In der Postimplantationsphase sollte das Expressionsmuster der einzelnen untersuchten Transkriptionsfaktoren besonders auf eine Kompartmentisierung zwischen der Plazentaanlage und dem Embryo hin untersucht werden. Die Expression im EPC, den GC und dem extraembryonalen Ektoderm (EXE) blieben im untersuchten Zeitraum von Tag 5.5pc bis zum Tag 7.5pc unverändert. In diesen drei Geweben, die alle aus dem Trophektoderm hervorgegangen sind und damit zu den extraembryonalen Geweben gezählt werden, zeigten alle vier Transkriptionsfaktoren ein deutliches mRNA-Signal. Esx1 konnte nur an Tag 5.5pc und 6.5pc beurteilt werden, da die Kontrollen an den zwei darauffolgenden Tagen ein zu starkes Hintergrundsignal aufwiesen.

Das extraembryonale Mesoderm (EXM), das der ICM entstammt und ab Tag 6.5pc zu erkennen war, zeigte zunächst bei allen Transkriptionsfaktoren eine starke Expression, die für GATA-2 und für Pem auch am darauf folgenden Tag noch anhielt, nicht aber für GATA-3. Das Amnion (Amn), dessen mesodermaler Anteil dem extraembryonalen Mesoderm entstammt, zeigt im Stadium 8.5dpc sowohl bei GATA-2 als auch bei Pem ein positives mRNA-Signal.
Betrachtete man das viszerale Endoderm (VE) und den viszeralen Dottersack (vYS), der sich aus dem viszeralen Endoderm und dem viszeralen Mesoderm, das sich wiederum aus dem extraembryonalen Mesoderm differenziert, zusammensetzt, so konnten Unterschiede zwischen den einzelnen Transkriptionsfaktoren festgehalten werden. Soweit beurteilbar lässt sich lediglich bei Esx1 eine durchgehende Expression feststellen. Die anderen drei untersuchten Transkriptionsfaktoren zeigten eine variable Expression im viszeralen und parietalen Endoderm. An Tag 7.5dpc zeigten dann allerdings sowohl Pem, als auch GATA-2 und GATA-3 einheitlich ein Signal in beiden Geweben. 

Im viszeralen Dottersack war die GATA-2-Expression von Tag 8.5pc bis zum letzten untersuchten Stadium, allerdings mit abnehmender Expressionsstärke, zu beobachten. Gata-3 zeigte im viszeralen Endoderm nur an Tag 5.5pc und 7.5pc ein positives mRNA-Signal. Bei der Betrachtung des viszeralen Dottersacks an den Tagen 8.5pc und 10.5pc war weder im mesodermalen noch im endodermalen Anteil eine GATA-3-Expression feststellbar. Lediglich an Tag 9.5pc zeigte sich eine Reexpression sowohl im endodermalen, als auch im mesodermalen Anteil des viszeralen Dottersacks.

Auch der Transkriptionsfaktor Esx1, der im extraembryonales Mesoderm und im viszeralen Endoderm am Tag 6.5pc zu detektieren war, wies an Tag 9.5pc eine Expression der mRNA im mesodermalen sowie im endodermalen Anteil des viszeralen Dottersacks auf. Die Stadien 7.5pc und 8.5pc konnten aufgrund der erwähnten wahrscheinlichen Kreuzreaktion nicht ausgewertet werden.

Am folgenden Tag war lediglich die Expression im mesodermalen Anteil des viszeralen Dottersacks zu detektieren. Bei dem Transkriptionsfaktor Pem zeigte sich erst ab Tag 7.5pc eine eher schwache Expression der mRNA im viszeralen Endoderm.

Auch im Stadium 8.5dpc setzte sich die Expression im viszeralen Dottersack sowohl im mesodermalen, als auch im endodermalen Teil, dort im Vergleich etwas schwächer fort. Ab Tag 9.5pc war das mRNA-Signal nicht mehr zu detektieren.

In der Chorionplatte, die sich aus dem extraembryonalen Ektoderm sowie dem extraembryonalen Mesoderm entwickelt, ließ sich bei GATA-2, GATA-3 und Pem eine stärkere Expression im endodermalen Anteil nachweisen, während im mesodermalen Anteil nur vereinzelt Zellen ein Signal aufwiesen.
Die chorioallantoide Plazenta der Maus, die ab dem neunten Tag die Dottersackplazenta in ihrer ernährenden Funktion ablöst, zeigte bei allen vier untersuchten Transkriptionsfaktoren im Labyrinth und im Spongiotrophoblasten ein deutliches Signal, das auf eine mRNA-Expression der entsprechenden Faktoren schließen ließ. Auch waren die GC weiterhin mit einer starken Expression vertreten.
Nur bei dem Transkriptionsfaktor Pem fand eine Kompartmentisierung direkt nach der Implantation statt. Hier exprimierte ausschließlich das extraembryonale Gewebe die mRNA des Transkriptionsfaktors. Der Homeoboxfaktor Esx1 zeigte in den auswertbaren Stadien an Tag 5.5pc und 6.5pc eine starke Expression im embryonalen Gewebe. Diese war weder an Tag 9.5pc noch am darauf folgenden Tag weiterhin nachweisbar. Hier kam es also erst zu einem späteren Zeitpunkt der Postimplantationsphase zu einer Kompartmentisierung.

Die beiden Zinkfingertranskriptionsfaktoren zeigten ein ähnliches Expressionsmuster. Beide wiesen an Tag 5.5pc eine starke Expression im embryonalen Ektoderm auf. Bei GATA-2 war diese an den beiden darauffolgenden Tagen nicht mehr nachweisbar. Das gleiche Muster galt für den Transkriptionsfaktor GATA-3, wobei hier die Expression einen Tag später begann, d.h. in den Stadien 7.5dpc und 8.5dpc war hier keine Expression zu verzeichnen. Während bei GATA-2 an Tag 8.5pc und 9.5pc erneut ein mRNA-Signal, zu beobachten war, war dies bei GATA-3 erst an Tag 9.5pc möglich. Auch in Stadium 10.5dpc wies GATA-2 eine deutliche Expression der mRNA auf, während das Signal der GATA-3 mRNA nicht mehr zu detektieren war.


Abb.6: a-d:
Expression der Transkriptionsfaktoren GATA-2 (gelb), GATA-3 (rot), Esx1 (grün)und Pem (blau) während der Prä- und Postimplantationsphase.

(e) 3.5dpc Blastozyste. Expression in der inneren Zellmasse und dem Trophektoderm.

(f) 6.5dpc Eizylinderstadium, Bildung der primären Trophoblastriesenzellen und Vorhandensein des Ektoplazentarkonus.

(g) 8.5dpc Bevorstehende Bildung der chorioallantoiden Plazenta durch Verschmelzung von Allantois und Chorionplatte.

(h) 10.5dpc Plazenta bestehend aus Labyrinth, Spongiotrophoblast und Trophoblastriesenzellen

(a, c und d nach Rugh, 1990, b nach Müntener und Hsu, 1977)

3.1.6 Tabellarische Gegenüberstellung der Expression der untersuchten Transkriptionsfaktoren

	3.5dpc
	ICM
	TE

	Gata-2
	+
	+

	Gata-3
	+
	+

	Esx1
	+
	+

	Pem
	+
	+


Tabelle 3: Expressionsmuster der untersuchten Transkriptionsfaktoren an Tag 3.5pc, ICM = innere Zellmasse, TE = Trophektoderm, + = Expression, / = keine Expression.
	
	Derivate des Trophektoderm
	Derivate der Inneren Zellmasse

	5.5 dpc
	EPC
	Gc
	Exe
	VE
	PE
	EE
	D

	Gata-2
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Gata-3
	+
	+
	+
	+
	+
	/
	+

	Esx1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Pem
	+
	+
	+
	/
	+
	/
	+


Tabelle 4: Expressionsmuster der untersuchten Transkriptionsfaktoren an Tag 5.5pc, EPC =Ektoplazentarkonus, GC = Trophoblastriesenzellen, EXE = Extraembryonales Ektoderm, VE = Viszerales Endoderm, PE = Parietales Endoderm, EE = Embryonales Ektoderm, D = Decidua, + = Expression, / = keine Expression.

	
	Derivate des Trophektoderm
	Derivate der Inneren Zellmasse

	6.5 dpc
	ePC
	GC
	EXE
	EXM
	VE
	PE
	EE
	D

	Gata-2
	+
	+
	+
	+
	+
	/
	/
	+

	Gata-3
	+
	+
	+
	+
	/
	/
	+
	+

	Esx1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Pem
	+
	+
	+
	+
	/
	+
	+
	+


Tabelle 5: Expressionsmuster der untersuchten Transkriptionsfaktoren an Tag 6.5pc, EPC =Ektoplazentarkonus, GC = Trophoblastriesenzellen, EXE = Extraembryonales Ektoderm, EXM = Extraembryonales Mesoderm, VE = Viszerales Endoderm, PE = Parietales Endoderm, EE = Embryonales Ektoderm, D = Decidua, + = Expression,
/ = keine Expression.

	
	Derivate des Trophektoderm
	Derivate der Inneren Zellmasse

	7.5 dpc
	EPC
	GC
	EXE
	EXM
	VE
	PE
	EE
	ALL
	D

	Gata-2
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	/
	KA
	+

	Gata-3
	+
	+
	+
	/
	+
	+
	/
	/
	+

	Esx1
	KA
	KA
	KA
	KA
	KA
	KA
	KA
	KA
	KA

	Pem
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	/
	KA
	+


Tabelle 6: Expressionsmuster der untersuchten Transkriptionsfaktoren an Tag 7.5pc, EPC =Ektoplazentarkonus, GC = Trophoblastriesenzellen, EXE = Extraembryonales Ektoderm, EXM = Extraembryonales Mesoderm, VE = Viszerales Endoderm, PE = Parietales Endoderm, EE = Embryonales Ektoderm, ALL = Allantois, D = Decidua, KA = keine Aussage möglich, + = Expression, / = keine Expression.

	
	Derivate des Trophektoderm
	Derivate der Inneren Zellmasse

	8.5 dpc
	GC
	CH
	vYS
	pYS
	Amn
	EE
	D

	Gata-2
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	Gata-3
	+
	+
	/
	/
	/
	/
	+

	Esx1
	KA
	KA
	KA
	KA
	KA
	KA
	KA

	Pem
	+
	+
	+
	+
	+
	/
	+


Tabelle 7: Expressionsmuster der untersuchten Transkriptionsfaktoren an Tag 8.5pc, CH = Chorionplatte, GC = Trophoblastriesenzellen, vYS = viszeraler Dottersack, pYS = parietaler Dottersack, Amn = Amnion, EE = Embryonales Ektoderm, D = Decidua, KA = keine Aussage möglich, + = Expression, / = keine Expression.

	
	Derivate des Trophektoderm
	Derivate der Inneren Zellmasse

	9.5 dpc
	L
	S
	GC
	vYS
	pYS
	Amn
	EE
	D

	Gata-2
	+
	+
	+
	+
	/
	+
	+
	+

	Gata-3
	+
	+
	+
	+
	+
	/
	+
	+

	Esx1
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	/
	+

	Pem
	+
	+
	+
	/
	+
	+
	/
	/

	10.5 dpc
	------------
	------------
	------------
	------------
	------------
	------------
	------------
	--

	Gata-2
	+
	+
	+
	+
	+
	/
	+
	+

	Gata-3
	+
	+
	+
	/
	/
	/
	/
	/

	Esx1
	+
	+
	+
	/
	/
	/
	/
	+

	Pem
	+
	+
	+
	/
	+
	+
	/
	/


Tabelle 8: Expressionsmuster der untersuchten Transkriptionsfaktoren an Tag 9.5pc und 10.5pc, L = Labyrinth, S = Spongiotrophoblast, GC = Trophoblastriesenzellen, vYS = Viszeraler Dottersack, pYS = parietaler Dottersack, Amn = Amnion, EE = Embryonales Ektoderm, D = Decidua, + = Expression, / = keine Expression.
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