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FILME FUR FORSCHUNG UND HOCHSCHULUNTERRICHT

EINHARD SCHIERENBERG, Gdttingen:

Film D 1542

Embryonalentwicklung des Nematoden Caenorhabditis elegans

Verfasser der Publikation: EINHARD SCHIERENBERG
Mit 11 Abbildungen

Inbalt des Films:

Embryonalentwicklung des Nematoden Caenorhabditis elegans. Ein grofler Teil der Korper-
hohle des freilebenden Nematoden Caenorbabditis elegans wird durch Oocyten und befruchtete
Eier eingenommen. In etwa 12 Stunden entwickelt sich das befruchtete Ei zu einem Wurm. Die
transparente Eihiille und die Fahigkeit zu normaler Entwicklung aufierhalb der Mutter, ermégli-
chen eine detaillierte mikroskopische Beobachtung der zelluliren Entwicklung. Die nach der
Befruchtung an entgegengesetzten Polen der Eizelle liegenden Vorkerne wandern aufeinander zu,
verschmelzen und bilden die Zygote. Eine Serie von asymmetrischen Teilungen fithrt zur Bildung
von 5 ,Ursomazellen“ und einer ,,Urkeimzelle“. Neben den typischen, synchronen Teilungsr-
hythmen innerhalb der einzelnen Zell-Linien, werden charakteristische Zell- und Kernwanderun-
gen wihrend der Embryogenese gezeigt. Am Beispiel der Darmvorliuferzellen wird die Entste-
hung eines Organs beschrieben.

Farbige Computer-Rekonstruktionen erleichtern das Verstindnis der zelluliren Topographie und
dokumentieren die frilhe Symmetriebildung innerhalb einzelner Zell-Linien.

Nach der ersten Hilfte der embryonalen Entwicklung sind fast simtliche Zellen vorhanden. In der
zweiten Hilfte strecke sich der Zellhaufen, erste Muskelkontraktionen treten auf, allmihlich ent-
steht ein Wurm. Wenn er schliipft ist er etwa 4 x so lang wie die Lingsachse der Eihiille.

Swmmary of the Film:

Embryonic Development of the Nematode Caenorhabditis elegans. A major part of the body
cavity of the free-living nematode Caerorbabditis elegansis occupied by oocytes and fertilized eggs.
Within about 12 hours the fertilized egg develops into a worm. The transparent eggshell and the
ability to develop normal outside the mother allow detailed microscopic observation of cellular
development. After fertilization both pronuclei are positioned at opposite poles of the uncleaved
egg. They migrate towards each other, fuse and form the zygote. A series of asymmetric divisions
results in the formation of 5 ”somatic founder cells“ and one primordial germ cell“. In addition to
the typical synchronous cell divisions within individual cell lines characteristic cell and nuclear
migrations during embryogenesis are shown. Taking the primordial gut cells as an example, forma-
tion of an organ is described.

Colored computer reconstructions aid a better understanding of cellular topography and docu-
ment early formation of symmetry within individual cell lines.
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After the first half of embryonic development nearly all cells are present. During the second half the
ball of cells stretches, first muscle contractions occur, gradually a worm is formed. When it
hatches, it is about 4x as long as the long axis of the egg shell.

Résumé du Film:

Le développement embryonnaire du nématode Caenorhabditis elegans. Une grande partie de
la cavité primaire du corps des nématodes libres Caenorbabditis elegans est occupée par des ovocy-
tes et des oeufs fécondés, L’ oeuf fécondé se développe en vers en environ 12 heures. La coque
transparente de ’oeuf et le fait que oeuf puisse se developper normalement en dehors de la cavité
maternelle facilitent les observations détaillées au microscope. Les deux pronuclei se trouvant
apres la fécondation aux péles opposés, migrent I'un vers autre fusionnent et forment le zygote.
Une série de segmentations asymmétriques donne naissance a 5 ”cellule initiales somatique® et une
wcellule initiale genitale®.

On montre des divisions synchrones typique dans le lignage cellulaire et des migrations cellulaires
et nucléaires caracteristiques pendant 'embryogenése. La formation d’un organe est demontrée en
prenant les cellules de I’intestin primitiv comme exemple.

Des schemas d’ordinateur en couleur reconstruisant ce développement facilitent la compréhension
de la topographie des cellules et documentent le fait que la symétrie apparait tres tot dans le linage
cellulaire. Presque toutes les cellules sont déja formées des la premiere moitié du développement
embryonnaire. Pendant la deuxiéme moitié du développement la boule de cellules s’étire, les pre-
mier&s contractions musculaires apparaissent, le vers se forme progressivement. A I'éclosion il est 4
fois plus long que I'axe longitudinal de la coque d’oeuf.

Allgemeine Vorbemerkungen
Hintergrund-Information

Caenorhabditis elegansist der auf zellulirer Ebene am besten untersuchte vielzellige Orga-
nismus (Abb. 1). Die Entstehung samtlicher Zellen vom befruchteten Ei bis zum Erwach-
senen ist vollstindig analysiert und das Schicksal jeder einzelnen Zelle im Organismus
bestimmt worden (SULSTON u. HORVITZ [17], DEPPE et al. [5], SULSTON et al. [18]).
Die Entwicklung ist von Individuum zu Individuum invariant.

Innerhalb eines halben Tages entwickelt sich das befruchtete Ei zu einem fertigen Wurm
mit 558 Zellen. Nach dem Schliipfen durchliuft das Tier 4 Juvenilstadien und ist dann als
Erwachsener selbst in der Lage Nachkommen zu produzieren (Abb. 2). Die Embryoge-
nese kann in zwei Abschnitte unterteilt werden: die Proliferationsphase, in der fast simt-
liche Zellen gebildet werden und eine anschieflende Morphogenesephase, wihrend der
sich der Embryo zu einem Wurm formt (Abb. 3). Fiir eine detailliertere Orientierung
konnen 12 charakteristische Stadien definiert werden, die flieflend ineinander tibergehen
(Abb. 4).

Nematoden sind klassische Objekte der Entwicklungsbiologie. THEODOR BOVERI ([1])
beschrieb schon 1887 die frithe Trennung von Keimbahn und Soma wihrend der
Embryonalentwicklung des Pferdespulwurms Parascaris equorum (frisher: Ascaris mega-
locephala). Dort durchlaufen alle Zellen auffer den Keimbahnzellen eine ,,Chromatindi-
minution“. Wihrend der ersten oder zweiten Teilung der somatischen Zellen bleiben
Teile der Chromosomen in der Gegend der Metaphasenplatte zuriick und degenerieren
spiter. Das fithrt dazu, daft nur die Keimbahn das komplette Erbmaterial behilt. Der

4
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sonderbare Vorgang der Chromatindiminution, der vereinzelt auch an anderen Stellen
im Tierreich auftritt, scheint aber auch bei Nematoden eher eine Ausnahme darzustellen.
Bei C. elegans tritt sie nicht auf (SULSTON u. BRENNER [16], EMMONS etal. [6]). Trotz-
dem gleicht das friihe Zellteilungs-Schema von Ascarss dem von C. elegans (Abb. 5) und
dem der anderen bisher untersuchten rhabditiden Nematoden.

Oogonien Oogonien

1 ooasten HERMAPHRODIT

Samenbehiilter

befruchtete Eier
Vulva

Vagina

Begattungsorgan -———;
.

Lt

Samenteiter Spermatogonien
& * ~

MANNCHEN

Spermatozyten

—_—
100 Wikromeler

Abb. 1. Hermaphrodit und Minnchen von Caenorbabditis elegans

Die frithen asymmetrischen Teilungen der Keimbahnzelle fiihren jeweils zu einer grofie-
ren Ursomazelle und einer kleineren neuen Keimbahnzelle (Abb. 6). Neben der unter-
schiedlichen Grole gibt es weitere Charakteristika der Keimbahnzelle, die sie von Anfang
an von den somatischen Zellen unterscheidet: so zeigt sie eine deutlich schmaler geformte
Centriolar-Region gegen Ende der Mitose als ihre somatische Schwester. Dies ist beson-
ders deutlich sichtbar im 2-Zellstadium (Abb. 7). Aufferdem finden sich ausschliefilich in
der Keimbahnzelle fleckenartige, granulafreie Strukturen (auch ,Keimplasma“ oder
»Nuages“ genannt), die licht- und elektronenmikroskopisch sichtbar sind (Abb. 7b;
KRIEG et al. [8], WOLF etal. [19]). STROME und WOOD ([14], [15]) machten mit Hilfe
von fluoreszenz-markierten Antikérpern Keimbahn-spezifische Granula sichtbar, die
moglicherweise mit den im Mikroskop erkennbaren Strukturen identisch sind. Jede der
insgesamt 5 entstehenden Ursomazellen produziert eine feste Zahl von Zellen mit invari-
ablem Schicksal (Abb. 5). Die Urkeimzelle P, produziert wihrend der postembryonalen
Entwicklung eine grofle Zahl von Zellen, die sich in zeitlicher Aufeinanderfolge teils in

5
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Spermien und teils in Eier differenzieren. Hin und wieder treten spontan durch Verlust
eines X-Chromosoms (,,non-disjunction) Minnchen auf (HODGKIN et al. [7]), die mit
insgesamt ca. 170 befr. Eier
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Abb. 2. Der Lebenszyklus von C. elegans. Der Weg vom befruchteten Ei
iiber die Embryonalentwicklung, die 4 Juvenilstadien und das Adultensta-
dium zur nichsten Generation. Weifle Kreise = unbefruchtete Eier

Hermaphroditen gekreuzt werden kénnen. Durch genetische Analyse (BRENNER [3])
wurden bisher {iber 400 Gene auf 6 Komplementationsgruppen (Chromosomen) lokali-
siert.

Die Analyse der Zellstammbiume hat eine Reihe neuer, zum Teil iiberraschender
Erkenntnisse gebracht. Einige Beispiele sollen hier kurz erliutert werden.

Keimblitter und Zellschicksal

Die von klassischen Nematodenforschern (BOVERI [2], MULLER [10], ZUR STRASSEN
[13]) postulierte Zuordnung von Zellstammbaum und Zellschicksal wurde als grobe
Regel im wesentlichen bestitigt. Im Detail gibt es allerdings eine grofe Zahl von Abwei-
chungen. Mehrfach entstehen bei der letzten Teilung einer Zelle zwei unterschiedliche
Téchter, von denen sich die eine in eine Nervenzelle, die andere in eine Muskelzelle diffe-
renziert (Abb. 8). Ordnet man die einzelnen Zell-Linien bestimmten K eimblittern zu, so

6
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Abb. 3. Schliisselereignisse und Zunahme der Zahl von Zellkernen in Abhingigkeit von der Ent-
wicklungszeit. Die Befruchtung erfolgt bei etwa ~ 45 min
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bedeutet das, dafl Nervenzellen aus embryonalem Mesoderm und Muskelzellen aus
embryonalem Ektoderm entstehen kénnen. Ein besonders bizarres Beispiel liefert die
AB-Zell-Linie, die mehr als zwei Drittel aller Zellen zum frisch geschliipften Tier bei-
steuert (Abb. 5). Sie liefert eine einzige Zelle fiir das Korpermuskelsystem. Die tibrigen 80

Abb. 4. Die Entwicklung von C. elegans in 12 Bildern

1. Praegastrulastadium (2 E-Zellen posterior-ventral 7. ,Komma“-Stadium

2. 2 E-Stadium (2 E-Zellen eingewandert) 8. ,Kaulquappen“-Stadium
3. 4 E-Stadium 9. ,Pflaumen“-Stadium

4. 8 E-Stadium 10. ,,Schlingen“-Stadium

5. 16 E-Stadium 11. Friihes ,Brezel“-Stadium
6. ,Bohnen“-Stadium 12. Spites ,Brezel“-Stadium

(Strich = 10 pm; anterior ist rechts, ventral ist unten)

(Zur besseren Verdeutlichung der iibereinanderliegenden, gegenliufigen Abschnitte des Wurms
wurde bei 7,12 die Kondensor-Blende ganz geschlossen, dadurch grofiere Tiefenschirfe aber Ver-
lust des Nomarski-Effekts)

Korpermuskelzellen kommen von 3 verschiedenen Zell-Linien (MS, C, D), wie Abb. 9
zeigt. Die Computer-Rekonstruktion des 102-Zellstadiums deutet dies auch bereits an.
Auf ultrastruktureller Ebene lassen sich keine Unterschiede zwischen den Muskelzellen
unterschiedlicher Herkunft erkennen. Es sind nur zwei Fille gefunden worden, wo eine

8
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Vorliuferzelle vollstindig und ausschliefllich ein Gewebe bildet: die Ursomazelle E bildet
den Darm (Abb. 10) und aus der Urkeimzelle P, entstehen simtliche Keimzellen. Die
Regel allerdings ist, dafy Stammbaumgrenze und funktionelle Grenze nicht identisch sind.

P P P> Pz Ps(germcells; 04%)
|
\ | D (body muscles; 4%)
EMS C (hypoderm, body muscles; 8 %)

/ N E (intestine; 4%]

MS (body muscles, pharynx; 14%)

AB (nervous system, hypoderm, pharynx; 70 %)

Abb. 5. Schematische Darstellung des frithen embryonalen Zellstammbaums von C. elegans. Die
horizontale Linie verbindet die 5 Generationen der Keimbahnzellen (P,—P,). P, ist die Zygote, P,
ist die Urkeimzelle. Die frithen asymmetrischen Teilungen der K eimbahnzelle fiihren zur Bildung
von 5 Ursomazellen: AB, MS, E, C, D. Die Strukturen zu denen die Nachkommen der Ursoma-
zellen vorwiegend (AB, MS, C) oder ausschliefflich (E, D) beitragen, sind in Klammern angegeben.
Dahinter findet sich der Prozentsatz jeder Zell-Linie an der Gesamtzellzahl beim Schliipfen

Mosaikentwicklung und Regulation

Eine Rethe verschiedener Experimente wie Laserstrahl-induzierte Zellablation oder Iso-
lierung einzelner Zellen (SULSTON et al. 18], LAUFER et al. [9]) legen den Schlufl nahe,
dafl die Embryonalentwicklung von C. elegans im wesentlichen zellautonom vor sich
geht. Allerdings wurden wihrend der spiten Embryonalentwicklung zwei Beispiele fiir
begrenzte Regulation gefunden. Hierbei konkurrieren zwei Zellen, die benachbart an der
ventralen Mittellinie liegen und dazu gleiche Positionen in der linken und rechten Hilfte
des Stammbaumes einnehmen, offensichtlich um ein primires Schicksal. Wird die eine
von ihnen eliminiert, iibernimmt die Nachbarzelle thren Entwicklungsgang. Wird die
andere Zelle abgetdtet, entwickelt sich die Nachbarzelle unbeeinflufit davon (SULSTON et
al. [18]). Somit zeigt sich, daf§ auch bei Nematoden, die allgemein als klarstes Beispiel fiir
Mosaikentwicklung gelten, Ausnahmen von der Regel existieren.

Symmetriebildung

Der fertige Wurm zeigt einen hohen Grad an bilateraler Symmetrie. Eine einfache Strate-
gie zur Erzielung solcher Strukturen ist die Symmetriebildung innerhalb einzelner Zell-
Linien. Ein gutes Beispiel dafiir sind die zum K&érpermuskelsystem beitragenden Urso-
mazellen MS, C und D. Die erste Teilung dieser Zellen beinhaltet eine links-rechts Ent-
scheidung, obwoh! die Teilungsrichtung anterior-posterior (bei D schrag) ist. Die Nach-
kommen der anterioren Zelle bilden Strukturen auf der linken Seite, die Nachkommen
der posterioren Zelle bilden gleichartige Strukturen (mit einigen Ausnahmen) auf der
rechten Seite des sich entwickelnden Embryos (SULSTON et al. [18], SCHIERENBERG et

9
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Abb. 6
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al. [11]). Die schrittweise sich starker auspragende Symmetrie wird auch in den Compu-
ter-Rekonstruktionen des Films sichtbar. In der AB-Zell-Linie bilden Zellgruppen hiufig
bilateral symmetrische Strukturen (nicht immer perfekt), die im Stammbaum keine ent-
sprechend symmetrischen Strukturen zueinander einnehmen (Abb. 8). Neben der bilate-
ralen 2fach-Symmetrie finden sich im fertigen Wurm auch 3-, 4- und 6fache Symmetrien
(SULSTON et al. [18]). Im Stammbaum spiegeln sich solche Symmetrien allerdings nicht
wieder. Diese Tatsache und die im wesentlichen von Zellnachbarn und exakter Position
unabhingige Differenzierung der Zellen laflt den Schlufi zu, daff die Symmetriebildung
im C. elegans Embryo nicht auf einen globalen Einfluf} (wie z.B. ein morphogenetisches
Feld) zuriickzufiihren ist, sondern vielmehr das Endresultat einer groffen Zahl von Ent-
scheidungen auf der Ebene einzelner Zellen oder kleiner Zellgruppen ist.

Abb. 7. Keimbahn-spezifische subzellulire Strukturen.

a) scheibenférmige Centriolar-Region in P, (linker Pfeil) und ballférmige Centriolar-Region in
AB (rechter Pfeil) am Ende der Teilung von P,. Differential-Interferenz-Kontrast. Strich:
10 pm; anterior ist rechts

b) Detail eines elektronenmikroskopischen Schnittes durch ein 24-Zell-Stadium.
P, = links, D = rechts. Keimbahn-spezifische Strukturen angelagert an den Zellkern von P,
(Pfeile). Strich: 5 pm; anterior ist unten

Abb. 6. Die Zellteilung von AB und P,

a) Spite Interphase. Die Zellen haben sich abgerundet, die Kerne sind angeschwollen. Breiter
Spalt zwischen dem vorderen Pol von AB und der Eischale

b) Kernder AB-Zelle unscharf (Zusammenbruch der Kernmembran), Spindelbildung beginnt an
zwel gegeniiberliegenden Polen der Kernregion.

¢) Frithe Anaphase der Mitose in der AB-Zelle
Die Zellmembran beginnt sich an einer Stelle einzubuchten. Frithe Prophase in P,

d) Spite Anaphase bei AB. Die neue Zellmembran wichst von auflen nach innen ABp (posteriore
AB-Zelle) reprisentiert den Riicken des zukiinftigen Tieres. ABa (anteriore AB-Zelle) ist nach
vorne gerutscht und hat den Raum des fritheren Spaltes eingenommen

¢) P, in Anaphase. EMS reprisentiert die Bauchseite des zukiinftigen Tieres

f) Rautenstadium. Scheibenformige Spindelregion in P,. Zellen runden sich gegeneinander ab

g) AB wieder in Interphase. P, und EMS in Telophase

h) 4-Zellstadium in der Interphase. Abrundung der AB-Zellen wieder verschwunden
Strich = 10 pm; anterior ist rechts, ventral ist unten

11
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Abb. 8. Ausschnitt aus AB-Zellstammbaum. Mit jeder Teilung erhalten die Téchter zum Namen
der Mutter einen zusitzlichen kleinen Buchstaben, der die relative Position zu ihrer Schwesterzelle
direkt nach der Teilung angibt. Die Zelle ABarap ist z.B. eine Ururenkelin von AB. Sie selbst lag
nach der Teilung posterior von ihrer Schwester, ihre Mutter anterior, ihre Grofimutter rechts und
ihre Urgrofimutter anterior. Teilungsrichtungen abweichend von (vorwiegend) anterior-posterior
sind abgekiirzt auf den Stammbiumen vermerkt. Kreuze bedeuten Zelltod. Hinter ihrem Stamm-
baumnamen erhilt jede differenzierte Zelle eine Kurzbezeichnung, die sich auf ihre Funktion
bezieht, z.B. NSMR (Neurosekretorisches Motoneuron). Mit Hilfe von Klammern werden Zell-
gruppen bestimmten Strukturen zugeordnet, z.B. vent gang (ventrales Ganglion). O~ AB... oder
O--~--O bedeutet, dafl die betreffenden Stammbaumzweige zueinander bilateral-symmetrische
Strukturen bilden. Hier wird deutlich, dafi in der AB-Zell-Linie oft keine direkte Korrelation zwi-
schen Stammbaumpositionen und Symmetrieverhiltnissen besteht. Die beiden Pfeile deuten auf
Zellgeschwister, von denen die eine eine Nerven-, die andere eine Muskelzelle ist

12
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Programmierter Zelltod

Ein Aspekt der Embryonalentwicklung, der im Film nicht angesprochen wird, ist der des
programmierten Zelltods. Wihrend einer Zeitspanne von knapp 7 Stunden sterben im
Embryo von C. elegans als invariabler Bestandteil des Stammbaums exakt 113 Zellen
(Abb. 2 und 8). Interpretiert wird dieses Phinomen mit der haufigen Wiederverwendung
ein-und desselben Programms zur Herstellung bestimmter Teilstiicke des Zellstamm-
baums (SULSTON et al. [18]). Offensichtlich wurde wihrend der Evolution aus 6kono-
mischen Griinden der Stammbaum nach einem ,,Baukastensystem® zusammengesetzt.

anterior
dorsal left ventral right dorsal
MS”"“ MSapapap MSappapp  MSpppapp Msppapsp ~ MSPPasap
ﬁ MSapapp MSppapp
MSapppa - MSppppa
a | p
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Abb. 9. Arrangement der Muskelzellen in 4 Quadranten etwa 7 Stunden nach der Befruchtung, Es
handelt sich hier um eine schematische zweidimensionale Darstellung, so als wire der Embryo am
Riicken aufgeschnitten und nach beiden Seiten aufgeklappt. Der invariablen Verteilung der Zellen
von 4 verschiedenen Linien (AB, MS, C, D) liegt kein erkennbares Prinzip zugrunde. Die Regel
der frithen Trennung von linken und rechten Strukturen (s. Text) hat eine Ausnahme (MSpappa)
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Vermutlich war es weniger aufwendig anschlieflend tiberfliissige Zellen zu eliminieren,
als fiir jeden Zweig des Stammbaums individuelle Programme bereitzustellen.

Der programmierte Zelltod ist aber kein notwendiger Teil des Programms zur Herstel-
lung eines lebensfihigen Tieres. Kiirzlich wurde eine Mutante isoliert, bei der samtliche
Zellen iiberlebten. Dennoch entwickelte und reproduzierte sich diese ohne sichtbaren
Defekt. Dies widerspricht dennoch keineswegs der Vorstellung, dafl programmierter
Zelltod nicht doch einen evolutiondren Vorteil bedeutet.
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Abb. 10. Der komplette embryonale Stammbaum der E-Zell-
Linie. Die 20 Zellen bilden den Darm des schliipfenden Tieres.
Die schematische Darstellung der Zellpositionen im Darm ver-
deutlicht, daf} keine vollstindige Ubereinstimmung zwischen
Stellung im Zellstammbaum und Anordnung im Organ besteht.
Antorior ist links

PDP

ooooo
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Abb. 11. Vom lebenden Embryo zur Computer-R ekonstruktion. Der sich entwickelnde Embryo
unter dem Mikroskop (1) wird auf Videoband aufgenommen (2) und kann iiber einen TV-Monitor
wiedergegeben werden (3). Eine Videokamera (4) iibertrigt das TV-Bild auf ein Computer-Ter-
minal (5). Von dort werden Durchmesser und Koordinaten der Kerne in den Computer eingege-
ben und auf Magnetplatte gespeichert (6). Verschiedene Wiedergabe-Programme (7) erméglichen
eine Rekonstruktion auf einem Farbmonitor (8)

14



Biol. 17/13 — D 1542

Zur Entstehung des Films

Simtliche Aufnahmen sind vom Video-Bildschirm abgefilmt. Die einzelnen Teile des
Films (aufler Computer-Rekonstruktionen) zeigen verschiedene Individuen, deren Ent-
wicklung unter dem Mikroskop zunidchst in Realzeit auf Videoband aufgenommen
wurde.

Zur Priparations- und Mikroskopiertechnik

Eier-tragende Hermaphroditen (Linge: ca. 1,3 mm) werden mit einem Skalpell in einem
Tropfen Leitungswasser geSffnet. Aus den freigesetzten Eiern (Lange: ca. 50 pm) werden
unter dem Stereomikroskop geeignete Stadien ausgewihlt. Diese werden in einer aus-
gezogenen Pasteur-Pipette auf einen Objekttriger gebracht. Uber die mit Fliissigkeit
bedeckten Eier wird ein Deckglas gelegt und dieses mit Vaseline an allen Seiten versiegelt.
Die Entwicklung wird bei 100x Objektivvergroflerung mit Differential-Interferenz-
Kontrast beoachtet.

Zur Entstehung der Computer-Rekonstruktionen:

Die farbigen Computer-Rekonstruktionen zeigen die Grofle und Position simtlicher
Zellkerne im Ei an. Das Programm erlaubt die Drehung einer Rekonstruktion um jeden
beliebigen Winkel, Streckung, Stauchung und Spiegelung. Die Markierung der einzelnen
Kerne kann im Rahmen der vorhandenen Farben und vorprogrammierten Muster frei
gewidhlt werden. Abb. 11 zeigt schematisch den Weg vom lebenden Ei bis zur fertigen
Rekonstruktion.

15
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Erlduterungen zum Film
Wortlaut des gesprochenen Kommentars

(Zeitraffung 1:1)

Der frei in der Erde lebende Nematode Caenorbabditis elegans ist ein selbstbefruchtender
Hermaphrodit.

Seine geringe Zellzahl, einfache Kulturhaltung im Labor, gute Eignung fiir genetische
Untersuchungen und die Méglichkeit die Embryonalentwicklung auflerhalb der Mutter
durch die transparente Eihiille beobachten zu kdnnen, machen ihn zu einem glinstigen
entwicklungsbiologischen Modellorganismus.

Durch fast ununterbrochene Pumpbewegungen des Pharynx schleust Caenorbabditis
Bakterien als Nahrung in das hier weit aufgeblihte Darmlumen.

Ein grofler Teil der Korperhdhle wird durch Oocyten und befruchtete Eier verschieden-
ster Entwicklungsstadien eingenommen, die etwa vom 50-Zellstadium an abgelegt wer-
den.

An der Grenze zwischen den ovalen sich teilenden Eiern und den kastenférmigen Oocy-
ten 1383t sich hier der Samenbehilter mit Spermien erkennen.

(Zeitraffung 1:30)

Dieses ca. 50 pm grofie Ei ist vor etwa 45 Minuten befruchtet worden. Die beiden Vor-
kerne sind an entgegengesetzten Polen sichtbar und wandern aufeinander zu. Gleichzeitig
erfolgt eine temporire Einschniirung. Beide Kerne wandern ins Zentrum, drehen sichum
90° und verschmelzen miteinander.

Darauthin erfolgt die erste Teilung in die groffere Ursomazelle AB, aus der im wesentli-
chen Hypodermis- und Nervenzellen hervorgehen und die kleinere Keimbahnzelle P;.
Wihrend des Zellzyklus schwellen die Kerne an. Nach etwa 10 Minuten teilt sich die AB-
Zelle in zwei AB-Zellen, kurz darauf auch P; in eine gréflere EMS und in eine kleinere
neue Keimbahnzelle P,.

Zu diesem Zeitpunkt sind die Hauptachsen des Embryos bereits eindeutig zu bestimmen.
In diesem Fall ist rechts im Bild anterior und oben dorsal.

Bald verdoppeln sich die beiden AB-Zellen. EMS teilt sich in eine vordere MS-Zelle, aus
der hauptsichlich Muskelzellen hervorgehen und eine hintere E-Zelle, die Darmvorliu-
ferzelle.

P, teilt sich in eine dorsale C-Zelle, - Vorliufer fiir Muskel- und Hypodermis-Zellen ~
und P, die neue Keimbahnzelle.

In der nichsten halben Stunde teilen sich simtliche bis dahin entstandenen Zellen,
zunichst AB, dann MS, dann E gefolgt von C.

Gleichzeitig mit der Teilung von P, in eine Muskelvorliuferzelle D und die Urkeimzelle
P, teilen sich die bisher entstandenen 8 AB-Zellen nochmals.

Mit der Einwanderung der beiden E-Zellen, aus denen sich spiter der Darm bildet,
beginnt die Gastrulation.

Die Urkeimzelle P, verlagert sich bis zum 28-Zellstadium von posterior nach ventral.
Im 28-Zellstadium beriihrt P, die MS-Zellgruppe und schliefit den Blastoporus bis auf
eine kleine Offnung.
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Die Computer-Rekonstruktion eines solchen 28-Zellstadiums zeigt die Zellkerne als
bunte Kugeln: AB blau und blau-weif§ gemustert, MS gelb, E braun, C rot, D griin und
die Urkeimzelle P, violett. Nach der Drehung erscheint der Embryo in der Ventralan-
sicht, in der auch die folgenden Entwicklungsschritte gezeigt werden.

Als Beispiel soll die Entwicklung der Darmvorliuferzelle E verfolgt werden. In diesem
Modell sind bereits 2 Zellkerne - braun - vorhanden.

(Zeitraffung 1:1)

Hier ein 4 E-Zellstadium. Insgesamt sind etwa 80 Zellen vorhanden: Ein 8 E-Zellstadium
mit insgesamt 200 Zellen, ein 16 E-Zellstadium mit insgesamt ca. 400 Zellen.

Durch eine erneute Teilung von 4 dieser 16 E-Zellen sind simtliche Darmzellen des
schliipfenden Tieres vorhanden.

Weitere Computerrekonstruktionen frither Entwicklungsstadien zeigen im Gegensatz
zum mikroskopischen Bild simtliche Zellkerne auf einen Blick. Hier die Ventralansicht
eines 44-Zellstadiums kurz nach der synchronen Teilung der blauen und blau-weiflen
AB-Zellen.

Mit der Teilung von gelben MS, braunen E- und griinen D-Zellen ist nach 15 Minuten das
51-Zellstadium erreicht.

Als nichste verdoppeln sich wieder die blauen und blau-weiflen AB und dann die roten
C-Zellen, so dafl nach einer Viertelstunde das 87-Zellstadium entstanden ist.

Die einzige embryonale Teilung der violetten Urkeimzelle P,, gefolgt von Teilungen gel-
ber MS, brauner E und griiner D-Zellen, fithrt kurz danach zum 102-Zellstadium.
Innerhalb einzelner Zell-Linien deutet sich hier bereits die Bildung typischer bilateraler
Strukturen an.

(Zeitraffung 1:90)

In der Zeitraffung werden die dynamischen Vorginge von Zellbewegung und Zellwande-
rung an der ventralen Oberfliche besonders deutlich.

Nach der Teilung der Urkeimzelle P, und der beiden D-Zellen wandern diese nach dem
102-Zellstadium ein und folgen damit den E-Zellen. Etwas spiter schlief3en sich die mehr
anterior gelegenen MS-Zellen an.

Von der linken und rechten Seite schieben sich AB-Zellen bauchwirts. Es entsteht eine
Rinne, die durch das Zusammentreffen von linken und rechten AB-Zellen - im Bild oben
und unten - geschlossen wird.

Auch der grofite Teil der AB-Zellen wird ins Ei-Innere verlagert und trigt zur Bildung
von Nervensystem und Pharynx bei. '

Etwa 6 Stunden nach der Befruchtung beginnt mit der ventralen Einbuchtung zum soge-
nannten Bohnenstadium die Morphogenesephase.

Ein weiteres Beispiel fiir morphogenetische Zell- und Kernbewegung zeigt der Blick auf
die dorsalen C-Zellen.

Die zunichst in zwei parallelen R ethen angeordneten Hypodermis-Zellen verzahnen sich
ineinander. Das durch die alternierende Wanderung der Zellkerne entstandene Muster ist
kennzeichnend fiir den Beginn der Morphogenese.

In der zweiten Hilfte der Embryonalentwicklung finden nur noch wenige Zellteilungen
statt. Aus dem eiférmigen Embryo formt sich ein Wurm:
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Hier das Bohnenstadium in Seitenansicht mit der ventralen Einbuchtung im hinteren
Teil.

Durch fortschreitende Vertiefung und Herumbiegen des Schwanzteils bildet sich das
Kaulquappen-Stadium. In der posterioren Hilfte erkennt man das kriickstockformig
gebogene Darmprimordium.

(Zeitraffung 1:1)

Jetzt zeigt der Embryo erste Muskelkontraktionen.

Eine weitere Streckung filhrt zum Pflaumenstadium.

Im Schlingenstadium dreht sich der nun deutlich wurmfdrmige Embryo auch um die
Lingsachse.

Das Brezelstadium zeigt das schon fast fertige Tier.

12 Stunden nach der Befruchtung schliipft der Wurm aus dem Ei.

In wenigen Tagen durchlduft er 4 Juvenilstadien und ist dann als erwachsenes Tier selbst
in der Lage Eier zu produzieren.

English Version of the Spoken Commentary

The free-living nematode Caenorhabditis elegans is a self-fertilizing hermaphrodite.

It is a favourable organism for developmental biology because it has a small number of
cells, is easy to culture, is well-suited for genetic analysis, and its protective egg shell is
transparent, which makes it possible to observe embryonic development outside the
mother.

The nearly permanent pumping of the pharynx transports bacteria into the gut lumen,
here wide open.

The major part of the body cavity is occupied by oocytes and fertilized eggs of various
developmental stages. The eggs are laid from about the 50-cell stage onwards.

At the border between the oval-shaped cleaving eggs and the box-shaped oocytes the
spermatheca with sperm is visible.

This approximately 50 pm long egg has been fertilized about 45 minutes ago. Both pro-
nuclei are visible at opposite poles and they begin to migrate towards each other. Simulta-
neously a temporary pseudocleavage occurs. Both pronuclei migrate into the center,
rotate through an angle of 90° and fuse to form the zygote.

Immediately afterwards, the first cleavage divides the egg into a larger somatic founder
cell AB and a smaller germ line cell P;.

During the cell cycle, the nuclei swell. After about 10 minutes, AB divides into 2 AB cells.
Shortly afterwards P, also cleaves into a larger EMS cell and a new germ line cell P,.
At this time the main axes of the embryo are easily identified. Here anterior is at the right
and dorsal is at the top.

Soon both AB cells divide. EMS cleaves into an anterior MS cell, mainly producing
muscle cells and a posterior E cell, the founder cell for the gut.

P, divides into a dorsal C cell, precursor for muscle and hypodermis cells, and a new

germ line cell Ps.
Within the next half hour all existing cells divide, first AB, then MS, then E followed by C.
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Finally, concurrently with the doubling of the eight AB cells, P, divides into a muscle pre-
cursor cell D and the primordial germ cell P,.

Gastrulation starts with the immigration of the two E-cells, the precursors for the gut.
The primordial germ cell P, has moved from posterior to ventral when the 28-cell stage is
reached.

Inthe 28-cell stage P, makes contact with the MS cells and closes the blastopore except for
a small opening.

Computer reconstruction of such a 28-cell stage displays cells nuclei as colored spheres:
AB (blue and blue-white pattern), MS (yellow), E (brown), C (red), D (green) and the
primordial germ cell P, (purple). After rotation the embryo is shown from a ventral view.
The following developmental stages are also shown from ventral.

Development of the gut precursor cells E will be followed as an example. In this recon-
struction two E-cell nuclei (brown) exist.

Here we see a 4 E-cell stage, a total of about 80 cells, an 8 E-cell stage, a total of about 200
cells and a 16 E-cell stage, a total of about 400 cells.

One the further division of 4 of the 16 E-cells leads to the 20 E-cells of the animal when it
hatches.

Further computer reconstructions of early developmental stages show all cell nuclei at
one glance, in contrast to the microscopical picture. Here we see the ventral view of a 44-
cell stage shortly after the synchronous devision of the blue and blue/white marked AB
cells.

15 minutes later, after the division of the yellow MS, brown E and green D cells, the 51-
cell stage has been reached.

Next the blue and blue/white AB cells will double again, followed by the red C cells, lead-
ing to the 87-cell stage after a further 15 minutes.

The only embryonic division of the purple primordial germ cell P, is followed by divi-
sions of the yellow MS, brown E and green D cells resulting in the 102-cell stage. The typi-
cal bilateral symmetry within individual cell lines is visible now.

The dynamic process of cellular migration and rearrangement becomes particularly ob-
vious through time lapse observation of the ventral surface. After the division of the pri-
mordial germ cell P, and the 2 D cells, both cell groups follow the E cells into the interior
of the embryo. Somewhat later the more anteriorly positioned MS cells do the same.
From the left and right side, AB cells move towards ventral. A furrow is formed which is
closed by the meeting of left and right AB cells, shown top and bottom in this shot.
The majority of the AB cells is also eventually translocated into the interior of the embryo,
where they contribute to the nervous system and the pharynx.

About 6 hours after fertilization the morphogenesis phase starts with a ventral indentation
forming the so-called ’lima-bean stage".

Another example for morphogenetic cell and nuclear migration is that of the dorsal C-
cells. At first they form two parallel rows of hypodermis cells which then interdigitate.
The additional alternate migration of nuclei to the left and right, respectively, leads to a
single row of cells in which the excentrically located nuclei form a pattern characteristic of
early morphogenesis.
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During the second half of embryogenesis only few cell devisions occur. A worm is
formed out of the egg-shaped embryo.

Here we see the lima bean stage in a lateral view with the typical ventral indentation in the
posterior half.

The indentation increases and the tail part bends, leading to the tadpole stage. In the poste-
rior half the gut primordium is visible, resembling a hooked stick.

Now the embryo shows its first muscle contractions.

Further stretching of the body leads to the plum stage.

In the loop stage the worm-shaped embryo rotates also around its long axis.

The pretzel stage shows the almost completely developed animal.

About 12 hours after fertilization the worm hatches. Within a few days it passes through 4
larval stages before reaching adulthood, when is is able to produce eggs by itself.
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