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EINLEITUNG

1 Einleitung

Bereits seit HAECKEL (1874) wurde allgemein angenommen, dal3 die ersten Metazoa
mikroskopisch kleine in ihrer Entwicklung und Morphologie den Embryonen oder Larven

rezenter Tiere &hnelnde Organismen gewesen sein missen.

Aus Phosphoriten des spaten Neoproterozoikums mit einem Alter von 570-590 Millionen
Jahren konnten vor kurzem die altesten Zeugen der embryonalen Entwicklung friher Cnidaria
und erster Bilaterier gewonnen werden (XIAO ET AL., 1998, 2000). Diese fossilen und
mikroskopisch kleinen versteinerten ontogenetischen Entwicklungsstadien werden damit noch
vor die aulerordentliche radiadle Entwicklung der makroskopischen Ediacara-Fauna
zurlckdatiert. Embryonen in frihen Furchungsteilungen dokumentieren mit erstaunlichem
Detailgehalt, dald die Aufspaltung der Linien, die zu den triploblastischen und

Abb. 1-1: Friher Embryo aus der Doushantuo-Formation, Sguizhou Provinz, Sid-
China, ca. 570 Millionen jahre alt (XiA0, 1998).

damit bilateralsymmetrischen Tieren fuhrten, lang vor dem bisher aufgrund von ersten
fossilen Korperabdriicken vermuteten Zeitpunkt erfolgen konnte. Im Kontrast zu den fossilen
Funden geben molekulare Uhren die Divergenz zwischen Protostomiern und Deuterostomiern
in einem Zeitraum von 1-1,3 Milliarden Jahren vor unserer Zeitrechnung an (WRAY ET AL.,
1996).
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Diese unterschiedlichen Ergebnisse konnten durch die Annahme, dal3 die Aufspaltung der
Linien und das Auftreten grof3er und adulten Bauplane Ereignisse sind, die durch eine langere
Zeitspanne voneinander getrennt eingetreten sind, vereinbart werden. Dies dokumentiert das
enorme Alter und ist ein Hinweis auf den langen Weg durch die Zeit, den die Cnidarier hinter
sich haben.

Das jedoch Interessanteste an diesen Funden ist die faszinierende Ahnlichkeit dieser Zeugen
frihen vielzelligen Lebens mit den embryonalen Entwicklungsstadien, die man heute
wahrend der Embryogenese des Sii3wasserpolypen Hydra beobachten kann. Noch weild man
wenig Uber diese Funde - stellen sie adulte Lebensformen da, reprasentieren sie tatséchlich
Ontogenesestadien friher Cnidarier? Diese Fragen werden noch geklart werden missen. Mit
diesen Fossilien vereint die Embryogenese von Hydra jedenfalls auch die Tatsache, dal bis
jetzt nur wenig Uber die auf molekularer Ebene wahrend der Individuaentwicklung von

Hydra ablaufenden Prozesse bekannt ist.

1.1 Grundzuge der Cnidaria-Entwicklung

Lange Zeit wurden innerhab der Cnidaria die Hydrozoa as urspringlichstes Taxon
angesehen. Diese Annahme basierte im wesentlichen auf der einfachen Struktur ihrer
Polypen. Ihre Cniden, die in dieser Gruppe auftretenden Sinnesorgane sowie insbesondere die
im Tierreich eher seltenen ektodermalen Gonaden sprechen jedoch fir eine Einordnung der
Hydrozoa als abgel eitete Gruppe mit sekundar vereinfachten Polypen.

Diese revidierte Sicht der Cnidaria-Phylogenese fihrte zur Etablierung eines neuen Modells,
bei dem die Anthozoa die basale Gruppe, gefolgt von den Cubozoa, Scyphozoa und
schlieffdlich den Hydrozoa als abgeleitete Gruppe darstellen. Dieser Einordnung liegen die
zunehmende Komplikation der Entwicklungzyklen und immer hohere Komplexitdt des
Cnidoms zugrunde (siehe auch Abb. 1-2). Molekularbiologische Untersuchungen haben
ergeben, dad Anthozoa as einzige Gruppe der Cnidaria eine mit alen Bilateria
Ubereinstimmende ringférmige Struktur der mitochondrialen DNA aufweisen, wohingegen
die anderen drei Taxa eine lineare MDNA besitzen. Auch besitzen die Cniden der Anthozoa
im Gegensatz zu denen der andere Gruppen kein Cnidocil. Anthozoa entwickeln sich Uber
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Abb. 1-2: A) Phylogenese der Cnidaria. B) Schema der Haupttypen der

Entwicklungszyklen in den vier Klassen der Cnidaria (modifiziert nach GALLIOT, 2000).
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eine Planulalarve direkt zu einem neuen Polypen, ohne die bel den anderen Gruppen
auftretende Medusengeneration auszubilden.

Betrachtet man deren Entwicklungszyklen (Abb. 1-2 B), so fallt auf, dal3 die Cubozoa als
einzige der drei abgeleiteten Taxa einen einfachen Zyklus durchlaufen, im Laufe dessen sich
der Polyp direkt in eine Meduse umwandelt. Die metagenetische Entwicklung der Scyphozoa
zeigt die Bildung von Ephyren durch eine terminale Knospung des Polypen, wohingegen
Hydrazoa eine Fille verschiedener Entwicklungszyklen aufweisen. Innerhalb dieser
Entwicklungszyklen tritt hdufig ein Polymorphismus kolonialer Hydrazoa auf, bei dem die
Medusengeneration in die Kolonie integriert und bis auf die Gonaden vollig rediziert sein
kann. Schliefdlich kénnen sowohl Polypengeneration (Aglaura) as auch Medusengeneration
vollig fehlen. Letzteres ist auch beim SlRwasserpolypen Hydra der Fall. Eine Besonderheit
stellt die sexuelle Vermehrung von Hydra auch dahingehend dar, dal3 keine Planulaarve
ausgebildet wird. Vielmehr erfolgt die gesamte Entwicklung direkt in einem einzigartigen

Dauerstadium.

1.2 Der SuRwasser polyp Hydra als entwicklungsbiologischer

M odellor ganismus

1.2.1 Anatomie und Morphologie

Die Cnidaria gehdren aufgrund ihres diploblastischen Bauplans zu den basalen Metazoa. Der
SuRwasserpolyp Hydra gehdrt innerhalb der Nesseltiere der Klasse der Hydrozoa an.

Der Korper der je nach Art von wenigen Millimetern bis hin zu etwas mehr als einem
Zentimeter groflen Tiere hat die Form enes radiarsymmetrischen, an einem Ende
geschlossenen Schlauches, der am oralen Pol eine Tentakelkrone und am unteren Ende einen
Fud mit einer FulR3scheibe tragt (Abb. 1-3).
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Abb. 1-3: Schematischer L angsschnitt durch einen Hydra-Polypen (aus: Storch & Welsch:
Kukenthal Zoologisches Praktikum, 23.Auflage).

Aus morphologischen und entwicklungsgeschichtlichen Grinden wird der Korper von Hydra
in finf Regionen eingeteilt. In der Kopfregion bildet das Zentrum des von in der Regel 4-10
Tentakeln umstandenen Mundfeldes eine konische Struktur, das Hypostom. Einen Mund
besitzt der Hydra-Polyp nicht; vielmehr reif3 das Gewebe im Zentrum des Hypostoms bel der
Nahrungsaufnahme ein jedes Mal auf und verheilt in der Folge wieder. Die so entstehende
Offnung ist duRerst dehnbar, so dald auch Nahrung, deren Durchmesser viel groRer als der des
Polypen ist, aufgenommen werden kann. Bei der Nahrungsaufnahme sind die hohlen Tentakel
beteiligt, die mit Nematocyten ausgestaitet sind. Die Nesselzellen représentieren die
Autapomorphie der Cnidaria und somit auch von Hydra. Sie sind die komplexesten Produkte
des Golgi-Apparates und fur den Fang und die L&hmung von Beute verantwortlich. Hydra
besitzt vier Typen von Nematocyten, die sich in ihrer sekretorischen Vakuole und der

Nematocyste voneinander unterscheiden lassen (HoLSTEIN, 1981). Die hochste Ansammlung
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von Nematocyten ist in den Tentakeln zu finden, wo bis zu 24 Nematocyten in speziell
differenzierten Epithelzellen, den Batteriezellen, sitzen. In der folgenden Gastralregion, die
den grofdten Teil der Kérpersdule einnimmt und auch in die Tentakel reicht, findet die
Verdauung statt. Das den Gastralraum auskleidende Entoderm ist reich an Drisenzellen, die
ihre Enzyme in den Gastralraum entleeren. Nach dem Aufschluf® der Nahrung nehmen die
Nahrmuskelzellen die Nahrstoffe auf. Daran anschlief3end befindet sich im unteren Drittel der
Korpersaule die Knospungszone des Tieres, in der vegetative Vermehrung des Polypen durch
die Bildung von Knospen stattfindet. Daran schlief?en sich ein in Abhangigkeit von der
Spezies unterschiedlich geformter Ful3stiel und die basale Ful3scheibe an.

Hydra besitzt keine Organe. Das Nervensystem ist ein einfaches Nervennetz (SCHNEIDER,
1890), das von Ganglion-, Sensor- und Motoneuronen gebildet wird (DAVIS ET AL., 1968).
Dieses Netz weist Konzentrationen im Hypostom und im Fuld auf, es gibt jedoch keine
Nervenknoten. Das Muskelsystem wird durch Epithelmuskelzellen gebildet. Diese Zellen
vereinen die Charakteristika von Epithel- und Muskelzellen, indem sie in ihrer Basis
Myofibrillen aushbilden (MULLER, 1950). Dies sind innerhalb der Metazoen die einfachsten
Muskelzellen. Es gibt weiterhin keine speziellen Atmungs-, Exkretions- Gefal3- oder
Reproduktionsorgane. Die Koérperwand besteht aus einem &uf3eren Epithel, dem Ektoderm
und einem inneren Epithel, dem Entoderm, die durch eine extrazelluldre Matrix, die
Mesogloea, voneinander getrennt sind (Abbildung 1-4). Das Ektoderm setzt sich aus
Epithelmuskelzellen, drisenartigen Zellen, sensorischen Rezeptorneuronen, Ganglionzellen
und Nesselzellen unterschiedlicher Typen, den Cnidocyten oder Nematocyten zusammen. Das
Entoderm hingegen bildet N&hrmuskelzellen, Drisenzellen und Neuronen. In beiden
Epithelien kommen kleine weitgehend undifferenzierte Zellen in den Interstitien vor, die
pluripotenten i-Zellen. Beide Schichten werden wéahrend des letzten Stadiums der
Embryogenese gebildet. Im Fall von Hydra entsprechen die Keimblétter daher direkt den
Epithelien des adulten Tieres. Biochemische und immunohistochemische Daten zeigen, dal3
die Mesogloea sich aus Typ IV Kollagen, Fibronektin, Heparansulfat Proteoglykan und
Laminin zusammensetzt (SARRASET AL., 1991, 1994; DAY & LENHOFF, 1981).

Ein ausreichend mit Nahrung versorgter Hydra-Polyp befindet sich in einem dynamischen

Zustand von kontinuierlichem Wachstum und Musterbildung. Die unipotenten Epithelzellen

der beidem Gewebeschichten proliferieren standig. Die wachsenden Gewebe werden entlang

-10-
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Abb. 1-4: Schematischer Darstellung des zelluldren Aufbaus der K 6rperwand von Hydra
(nach TARDENT, aus Storch & Welsch: Kikenthal Zoologisches Praktikum, 23.Aufl.).

der Korpersaule zum Kopf oder Fuf’ der Hydra verschoben. Durch das Abstof3en tberzahliger
Zellen behdlt der Polyp seine KorpergrofRe bel, dies geschieht tberwiegend durch das
Ausformen einer Ausbuchtung der Kdrperwand in der Knospungszone und dem Ausbilden
eines Tochterpolypen. Diese sténdige Neubildung von Zellen in Verbindung mit
Gewebebewegung und Zelldifferenzierung verlethen Hydra ihre Uberragenden
Regenerationsfahigkeiten (O1T10 & CAMPBELL, 1977). An der weiteren Funktionsfahigkeit der
regenerierten Strukturen jedoch haben die pluripotenten i-Zellen, die in der Lage sind, sich in
somatische Zellen (Drusenzellen, Neuronen, Nematocyten) wie auch Keimzellvorlaufer zu
differenzieren (BoscH & DAVID, 1987; SCHMIDT & DAVID, 1986; DAVID & MURPHY, 1977),
einen grofRen Anteil. So kann eine experimentell ihrer i-Zell-Population beraubte Hydra zwar
ihre Gestalt regenerieren, die Neubildung ihres Nervennetzes ist ihr jedoch nicht mdglich.
Ohne direkte Fitterung stirbt einer solcher Polyp daher, da er nicht in der Lage ist, sich zu
erndhren. Diese i-Zellen kdnnen bis zu 75% des Polypen ausmachen (DAVID ET AL., 1987),
dabei liefern 60% der proliferierenden i-Zellen wieder i-Zellen, die diese Zellpopulation
aufrechterhalten.

-11-
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Obwohl Hydra sich bel guter Ernghrung priméar vegetativ fortpflanzt, sind die Polypen in der
Lage, sich sexuell tber die Bildung von Gameten zu vermehren. In diesen Fallen bestehen die
Gonaden aber im Wesentlichen aus Anhaufungen von spezifischen Sexzellen bel der
Hodenbildung im oberen Bereich der Korpersdule, wahrend der Oogenese im mittleren
Bereich der Korpersaule bisin die Knospungszone (siehe auch Abbildung 1-3).

1.2.2 Achsenformierung und Musterbildung bei adulten Polypen

Bereits vor Uber 250 Jahren untersuchte Trembley die bemerkenswerten regenerativen
Fahigkeiten von Hydra-Polypen (TREMBLEY, 1744). Gewebestiicke eines Hydrapolypen sind
so in der Lage, Strukturen wie Kopf und Ful® neu zu bilden. Mehr noch, dissoziiert man
Hydra-Polypen in Einzelzellen und erlaubt diesen, sich neu zusammenzufinden und zu
reaggregieren, dann bilden sich aus diesen Aggregaten neue Polypen (GIERER ET AL., 1972).
Diese Vorgange basieren auf einem System der Musterbildung und Musterkontrolle, die,
bedingt durch die auch im Polypen stdndige Regeneration und Erneuerung von Zellen, bel
diesem Organismus standig aktiv sind und so sowohl die Reorganisation zu neuen Polypen

wie auch den Austausch Uberalteter oder verbrauchter Zellen steuern kdnnen.

Die Morphologie von Hydra wird dabel durch das Zusammenspiel von Gradienten, die in
ihrer  Wechselwirkung Positionsinformationen  vermitteln, aufrechterhalten, fehlende
Strukturen an den korrekten Stellen ersetzt. Ausschlaggebend ist hierbel u.a. der Gradient des
Positionswertes. Er bestimmt, dal3 das Potential zur Bildung eines Kopfes in der kopfnahen
Korpersaule, das zur Bildung eines FulRes hingegen im fuf3nahen Bereich des Tieres am
hochsten sind. Stimuliert man eine Proteinkinase C mit Diacylglycerol (DAG), so fihrt dies
zur Entwicklung ektopischer, also am falschen Ort befindlicher Kopfe, die Hemmung des PI-
Signaltranduktionssystemes (Phosphatidylinositol) mit Lithiumionen hingegen fihrt zur
Entwicklung ektopischer FifRe (MULLER, 1990). Bei der Einstellung des Positionswertes
spielt diese Signalkaskade also eine besondere Rolle und es wird vermutet (MEINHARDT,
GIERER 1974, 2000), dal3 die Zellen Faktoren mit morphogenetischer Wirkung durch
bestimmte Rezeptoren binden und so ihre Lage im Organismus bestimmen konnen. Weitere
wichtige Parameter im Mechanismus der Musterbildung sind entsprechende reziproke
Hemmwirkungen (laterale Inhibition) (MEINHARDT & GIERER, 2000).
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Ein Morphogen ist eine Substanz, deren Verteillung Uber die Korperachse einem Gradienten
entspricht. Ein solches Morphogen ist der Kopfaktivator (HA, head activator), ein
Neuropeptid mit einer molaren Masse von 1124 g/mol. Er ist am besten charakterisiert und
seine Aminosauresequenz ist bekannt, nur das dazugehdrige Gen wurde noch nicht isoliert
(SCHALLER & GERER, 1973, STHALLER, 1973, 1976 A+B). Vor kurzem konnte Heady, ein
wéhrend der Kopfregeneration und Knospung transient-exprimiertes Gen, isoliert und
charakterisiert werden (LOHMANN & BoscH, 2000). Untersuchungen mit einem nach den
Sequenzdaten synthetisierten Genprodukt, einem Peptid, weisen auf eine morphogenetische
Wirkungsweise und Schlisselfunktion Headys wahrend der Achsenbildung hin. So ist
transplantiertes Gewebe, das zuvor mit Heady behandelt wurde, in der Lage, stabile sekundére
Achsen zu bilden, bei denen Wirtsgewebe zur Bildung ektopischer Strukturen rekrutiert wird.
Von anderen Morphogenen dieses hypothetischen Wirkungsgefiiges, dem ebenfalls
peptidaren Ful3aktivator (HOFFMEISTER, 1989; GRIMMELIKHUIJZEN & SCHALLER, 1977) sowie
der Inhibitoren Kopfinhibitor (BERKING, 1977) und Fufdinhibitor (SCHMIDT & SCHALLER,
1976), sind leider lediglich deren Aktivitéten nachgewiesen wurden. Eine Aufreinigung und
genaue Charakterisierung dieser Molekile war bisher nicht moglich. Man well3 jedoch, dafi3
auch sie von Neuronen produziert werden und nimmt an, dal3 Aktivatoren und Inhibitoren von
den Nervenzellen in das Interstitium freigesetzt werden, wo diese auf die Zielzellen wirken
koénnen. Da die hochsten Konzentrationen im Kopf und Ful3 des Polypen zu finden sind, sind
ihre hochsten Konzentrationen in diesen Regionen zu finden. Beide kdnnen jedoch von diesen
Stellen aus Uber die Kdrperachse diffundieren und bilden so die Gradienten aus. Zielzellen an
einer beliebigen Stelle der Korperachse kénnen diese lokalen Parameter erfassen und so ihre
Position im Organismus bestimmen (SCHALLER ET AL., 1996).

Eine entscheidende Rolle im Musterbildungsprozel3 spielen offenbar auch die
Epithelmuskel zellen, da epitheliale Hydren, also solche, die keine i-Zellen und deren Derivate
besitzen, in der Lage sind, ihr Muster aufrechtzuerhaten und verlorene Strukturen zu
regenerieren (SUGIJAMA & FUJSAWA, 1978).

Schliefdlich wurden in den letzten Jahren verschiedene Gene isoliert und analysiert, von denen
eine Beteiligung an der Bildung verschiedener Strukturen und der Determination der
Korperachse vermutet wird (TECHNAU & BODE, 1999; LOHMANN & BoscH, 2000;
HOBMAYERET AL., 2000; GAUCHAT ET AL., 2000; siehe auch Tabelle 5-1).
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1.2.3 Die Oogenese von Hydra

Im Rahmen sexueller Vermehrung werden genetische Informationen Uber Keimzellen von
einer Generation an die andere weltergegeben. In hdheren Metazoen werden die Vorléufer
dieser Zellen, die Keimbahnzellen, schon frih von den Linien der somatischen Zellen
getrennt. Dies geschieht in der Ontogenese umso eher, je weiter der Weg ist, den die Zellen
von ihrer ersten Determination bis zu ihrem endgultigen Bestimmungsort in den Gonaden
zurlcklegen muissen.

Um die Fahigkeit der sexuellen Vermehrung weiterzugeben, ist bei Lebewesen, deren primére
Vermehrung vegetativ erfolgt, ein Mechanismus nétig, der die Weitergabe von Keimzellen
oder deren Vorlaufern sichert. Dies wird durch die Existenz morphologisch undifferenzierter
totipotenter Zellen oder multipotenter Stammzellen, aus denen sowohl somatische as auch
Keimzellen hervorgehen kénnen, ermdglicht. Der Sl3wasserpolyp Hydra besitzt pluripotente
interstitielle Stammzellen, die i-Zellen, die sich zur Erhaltung ihrer Population selbst erneuern
und Keimzellen wie auch verschiedene Arten von somatischen Zellen produzieren kénnen.
Desweiteren weist er ,Keimbahnstammzellen® auf, die urspringlich von i-Zellen gebildet
werden (BoscH & DAvID, 1987) (daher existiert bei Hydra keine Keimbahn im eigentlichen
Sinn), wie diese aber ebenso in der Lage sind, ihre Population zu erhaten. Diese Zellen sind
weiblich oder méannlich determiniert und kdnnen so entweder Spermien oder Eizellen bilden.
In Hydra erfolgt die Differenzierung seiner ,Keimbahnzellen' oder Sexzellen direkt in
Ansammlungen proliferierender Zellen.

Wahrend den letzten 50 Jahren hat es mehrere Versuche gegeben, die Bildung der Oocyte und
die Zelltypen und Prozesse, die dabel auftreten, zu verstehen (ZIHLER, 1972; AIZENSHTADT,
1974, 1975, 1978; TARDENT, 1985; HONEGGER, 1989). Im Rahmen dieser Forschungen
wurden verschiedene Modelle aufgestellt, die zum Teil widerspriichlich sind. Die bel weitem
detailliertesten Untersuchungen stammen von Dr. Aizenshtadt und obwohl spétere
Untersuchungen andere Meinungen vertreten, ermdglicht ihre Forschung die genaueste
Beschreibung der cytologischen Charakteristika der Oogenese von Hydra. Eine drastische
Reduktion der Nahrungszufuhr weiblicher Hydra-Polypen tber einige Tage oder auch eine
Reduktion der Umgebungstemperatur hat eine Erhéhung der Proliferationsrate ihrer
Keimzellvorlaufer zur Folge. Diese Zellen, die sich, wie auch die pluripotenten I-Zellen, im

wesentlichen durch ein geringes Cytoplasmavolumen, wenige grof3e Mitochondrien und
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Abb. 1-5: Schematische Dar stellung der Oogenese von Hydra.

-15-



EINLEITUNG

geringe Anteile an ER und Golgi-Apparat auszeichnen, kdnnen von ihnen durch die Existenz
von Ribonucleoproteinen in Form von feinem filamentdsen Materials unterschieden werden.
Dieses Material, dasin einer grof3en Anzahl von Oocyten im Tierreich nachgewiesen werden
konnte (CHAPRON & RELEXANS, 1971; AL-MUKHTAR & WEBB, 1971; EDDY, 1975;
MAHOWALD, 1975; MAHOWALD & HENNEN, 1971), ist, wie wir inzwischen wissen, bei Hydra
auch in somatischen Zellen vorhanden (NoDA & KANAI, 1980), kann aber in Cnidoblasten
nicht nachgewiesen werden. Diese , Keimbahnstammzellen® werden as Oogonien bezeichnet.
Die Proliferation der Zellen geht mit der Erhéhung ihres Zellvolumens und dem Auftauchen
verschiedener membrandser Strukturen, rER, vieler Mitochondrien und Golgi-Komplexe mit
typischen Dictyosomen, enher. Gleichzeitig werden erste Lipidtropfchen und
Glykogengranula im Inneren dieser Zellen sichtbar. Da die Zellen offenbar eine Phase
cytoplasmatischen Wachstums und Vitellogenese erreicht haben, kénnen wir in diesem
Zusammenhang bereits von Oocyten 1.0rdnung sprechen. Sie bilden eine mit blof3em Auge
sichtbare Verdickung der Epidermis. Zellen eines Typs sind durch Cytoplasmabricken
miteinander verbunden. Innerhalb von etwa 24 Stunden nehmen sie die typischen
Charakteristiken von Phagocyten an: Sie bilden Pseudopodien und gréf3ere Vakuolen aus. Nur
eine Zelle, die sich in einer Ansammlung in der Mitte dieser Verdickung befindet, beginnt
nun zu wachsen und die umgebenden Zellen zu phagozytieren. Basierend auf ihrem
feinstrukturellen Aufbau wird angenommen, dal3 alle Zellen die erste prameiotische DNA-
Synthese durchlaufen, bevor sie von der Oocyte aufgenommen werden und daher auch
Oocyten représentieren. Dies wird durch die Beobachtung gestiitzt, dal? diese Zellen tetraploid
sind und wie in der meiotischen Prophase befindliche Zellen vier Zentriolen annéhernd
gleicher Grole aufweisen. Die im Vergleich dazu ebenfalls einen hoheren DNA-Gehalt
besitzenden i-Zellen befinden sich in der S- oder G2-Phase, weisen aber nur ein einziges
Zentriolenpaar auf (A1ZENSHTADT, 1974).

Das Wachstum der Oocyte geht schnell vonstatten und basiert auf der Abgabe von
Cytoplasma an die Oocyte durch die sie umgebenden Zellen sowie ihrer Phagocytose. Im
Verlauf der Oogenese werden so etwa 5000 Zellen in die Oocyte inkorporiert. Durch den
Cytoplasmaverlust besitzen diese Endocyten ein geringes Volumen und eine kugelformige
Gestalt. Aufgrund dessen und wegen ihres unregelméfig strukturierten Nucleoplasmas
werden diese Zellen algemein als apoptotisch beschrieben. Genauere Kenntnisse der
biochemischen oder molekularbiologischen Eigenschaften dieser Zellen stehen noch aus.
Abbildung 1-6 A. zeigt eine wachsende, zu diesem Zeitpunkt noch schildférmige Oocyte, die
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auch as Eifleck bezeichnet wird. Wahrend der Aufnahme der akzessorischen Zellen nimmt
die Oocyte in zunehmendem Mal3e eine kugelformige Gestalt an. Bis zur vollsténdigen Reife
bleibt sie vom Ektoderm des Muttertieres bedeckt (Abbildung 1-6 B).

Abb. 1-6: Oogenese von Hydra im lichtmikroskopischen Bild. A) Wachsende Oocyte
(Eifleck), die Pfeile geben die Richtung an, in der die akzessorischen Oocyten phagocytiert
werden. B) Oocyte vor Abschlul3 der Reifung. Der Pfeil zeigt auf das die Oocyte
einschlieffende Ektoderm des M uttertieres.
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1.2.4 Die Embryogenese von Hydra

Ist die Oocytenreifung abgeschlossen, bricht die reife Eizelle durch die ektodermale
Epidermis, die sich wie ein Eierbecher um die Basis der Oocyte zusammenzieht (Abb. 1-7 A).
Die Befruchtung der Oocyte kann nur an einer bestimmten Stelle, der Befruchtungsmulde am
apikalen Pol, an der zuvor die Polarkdrper ausgestof3en worden waren, erfolgen. Direkt
unterhalb dieser Stelle befindet sich der Pronucleus der Eizelle. Das Zeitfenster fur die
Befruchtung betragt etwa zwei Stunden, kommt es in dieser Zeit nicht zu einer Befruchtung,
so quillt die Eizelle auf und stirbt innerhalb von 24 Stunden ab. Enthdlt das umgebende
Medium Spermien, beginnt die Furchung etwa 2 Stunden nach seiner Freisetzung. Bel der
Furchung handelt es sich um eine Radiarfurchung, die stets unipolar erfolgt. Die erste
Furchung ist &gual holoblastisch. Sie verlauft meridional vom animalen Pol aus und dauert
etwa 2 Stunden, der Embryo nimmt in dieser Zeit eine Herzform an (Abb. 1-7 B). Diese erste
Furchung ist noch nicht vollstdndig abgeschlossen, wenn die zweite, ebenfals aquale
meridionale Teilung beginnt. Auch sie verlauft vom animalen Pol aus und ihre Achse verlauft
im rechten Winkel zur ersten Teillung (Abb. 1-7 C). Eine Stunde spéter beginnt die aquatoriale
dritte Furchung, die an der Seite beginnt, die dem Kopf des Muttertieres zugewandt ist. Da
diese Tellung viel ndher am apikalen Pol des Embryos verlauft, gehen daraus Blastomeren
unterschiedlicher Grof3e hervor (Abb. 1-7 D). Die unipolare Furchung fuhrt so zu einer
asynchronen Tellung der Blastomeren. Bel den nun folgenden Tellungen stehen die
Teilungsachsen schrag, und die Teilungen der verschiedenen Blastomeren verlaufen weiterhin
asynchron, so dal3 daraus Blastomeren verschiedener Grofe hervorgehen, wobel die kleineren
generell ndher am animalen Pol des Embryos zu liegen kommen. Bis zum 32-Zell-Stadium
teilen sich die Zellen etwa ale 60 Minuten, danach verlangsamt sich diese Rate etwas, und
die entstehenden Blastomeren erhalten in zunehmendem Mal3e eine einheitliche Grofie. Etwa
7 Stunden nach Befruchtung hat der Embryo eine morulaghnliche Form erreicht (Abb. 1-7F)
und beginnt, eine Coeloblastula zu bilden. Dabel nimmt der Embryo an Grof3e betrachtlich zu.
Die Wand dieser Coeloblastula besteht aus etwa 76 quadratischen Zellen, die in einer einzigen
Schicht um einen fllssigkeitsgefillten Hohlraum angeordnet sind (Abb. 1-7 G und Abb. 1-9
A).

Kurz nach der Blastulabildung beginnt die Gastrulation durch multipolare Einwanderung.

Dabei |6sen sich, beginnend am apikalen Pol, vereinzelte Zellen ausihrem Verband und
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Abb. 1-7: Die Embryogenese von Hydra im lichtmikroskopischen Bild. A) Zygote, B) 2-
Blastomer-Stadium, C) 4-Blast.-Stadium, D) 8-Blast.-Stadium, E) Stadium der mittleren
Furchungen, F) Morulastadium, G) Coeloblastula, H) Postgastruléres ,spike'-Stadium,

Embryothekbildung, 1) Dauerstadium, J) Schitpfender Polyp mit Tentakelknospen, K) Lage
der apikal-basalen (oral-aboralen) Achse. ap apikal, ba basal.
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migrieren in das Blastocodl (Abb. 1-9 B). Im Laufe der Gastrulation nehmen die auleren
Z€ellen eine sdulendhnliche Form an, ihre Endocyten sind nun am basalen Ende lokalisiert. Die
inneren Zellen hingegen runden sich ab. Vier Stunden spéter, etwa 12 Stunden nach
Befruchtung, ist die Gastrulation abgeschlossen (Abb. 1-9 C). Der Embryo erscheint nun
wieder kleiner, er hat sich zusammengezogen, und seine Zellzahl hat sich wahrend dieser Zeit
etwa vervierfacht. Wahrend der ndchsten 12 Stunden sind keine Verénderungen zu
beobachten.

Etwa 24 Stunden nach Befruchtung beginnen die Zellen der @uf3eren Schicht damit,
Filopodien zu formen, die sie in das umgebende Medium ausstrecken (Abb. 1-7 H und Abb.
1-9 D). Gleichzeitig beginnen die Zellen mit der Bildung einer Embryothek, indem sie an
diesen Filopodien und ihrer apikalen Seite Substanzen serzernieren, die nachfolgend
auspolymerisieren und eine harte mehrschichtige Theca bilden. Noch wéhrend dieser
Formierung, die bis zu 24 Stunden dauern kann, werden die Filopodien wieder eingezogen.
Zum Abschluf® wird unter der Embryothek eine diinne zweite Schicht gebildet. Der Embryo
hat nun das Dauerstadium erreicht (Abb. 1-7 1), dessen Lange aul3erst variabel ist und 2 bis

Abb. 1-8: Zetreihe der Filopodienbildung wahrend der Formierung der Embryothek.
Die angegebenen Zeitpunkte beziehen sich auf den Beginn der Beobachtung. Das betrachtete
Postgastrula-Stadium war zum Zeitpunkt ,0 h* etwa 24 Stunden alt.
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Uber 20 Wochen andauern kann (Abb. 1-9 E). Wahrend dieser ganzen frihen Embryogenese
kann sich der Embryo jederzeit vom Muttertier [6sen, es gibt keine Verbindung zwischen ihm
und dem Polypen. Zumeist erfolgt dieses Ldsen jedoch erst im Dauerstadium.

Bereits friih im Dauerstadium flachen sich die &ul3eren Zellen ab und verlieren ihre Endocyten
vollstdndig. Desweiteren treten nach einiger Zeit die ersten einzelnen I-Zellen im Interstitium

der &ul¥eren Zellen auf (Abb. 1-9 F). Sie représentieren den ersten Zelltyp, der im adulten Tier
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Abb. 1-9: Schematische Darstellung der Veranderungen die der Hydra-Embryo von der
Coedloblastula bis kurz vor dem Schlipfen durchléauft. A) Coeloblastula, B) Gastrulg;
Zellen wandern in das innere Lumen ein, C) Postgastrula D) postgastrulédres , spike'-Stadium,
Embryothekbildung, E) friihes Dauerstadium, F) Mittleres Dauerstadium, erste |-Zellen sind
im Interstitium der aul3eren Zellschicht sichtbar, G) Embryo vor dem Schlipfen, Ento- und
Ektoderm mit dazwischenliegender Mesogloea sind ausgebildet (aus MARTIN ET AL., 1997).
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Wéhrend des Dauerstadiums teilen sich die Zellen nur selten und es sind keine
Veranderungen zu erkennen.

Das letzte Embryonalstadium wird durch die Bildung zweier Zellschichten, dem spéteren
Ekto- und Entoderm des Polypen mit einer dazwischen liegenden extrazellularen Matrix
gekennzeichnet. Die aul3eren Zellen veréndern dabei ihre Gestalt abermals. sie nehmen die
Form der Epithelzellen des Polypen an. Diese letzten aber entscheidenden morphol ogischen
Veranderungen beginnen nur wenige Tage vor dem Schllpfen. Im spéateren Ektoderm sind
nun viele [-Zellen, einige wenige Nematoblasten und wenige Neuronen nachweisbar. Mit dem
Abschlufd der Ektodermbildung setzt nun die Bildung des Entoderms ein. Die Zdllen, die
zuvor die innere Zellmasse formten, reithen sich auf der inneren Seite der extrazelluldren
Matrix auf und nehmen die typisch sdulenformige Gestalt an. Erste i-Zellen werden in ihren
Interstitien sichtbar, und eine Mesogloea wird gebildet (Abb. 1-9 G). Zu diesem Zeitpunkt hat
sich die Zellteilungsrate stark erhdht und Zellen der i-Zellinie machen etwa 40% der
Gesamtzellzahl aus.

Nun beginnt der Embryo mit rhythmischen Kontraktionen, die dazu fihren, daf3 die
Embryothek Risse bekommt. Etwa 48 Stunden nach Formierung der beiden Epithelien
schlUpft das zu diesem Zeitpunkt noch kugelformige Tier mit seinem oralen Pol voran durch
Offnungen am apikalen Pol der Theka. Die Embryothek ist an dieser Stelle deutlich diinner
as an den anderen Seiten. Innerhalb der nun folgenden 2,5 Stunden verandert das geschlUpfte
Tier seine Gestalt und wird zunehmend schlauchférmig. Schliefdlich wird in etwa 15 Minuten
das Hypostom ausgebildet und mehrere Tentakelknospen erscheinen (Abb. 1-7 J). Die
Beobachtung, dal3 das geschllpfte Tier sich sofort nach dem Schltpfen am Boden ener
Petrischale festhaften kann, spricht dafir, dal? zu diesem Zeitpunkt schon ein Fuf3 vorhanden
ist. Die junge Hydra besitzt die gleichen regenerativen Fahigkeiten wie der adulte Polyp und
kann Nahrung fangen, aufnehmen und verdauen sowie die Tentakel ausgebildet sind (MARTIN
ET AL., 1997).

1.3 Der programmierte Zelltod

Wahrend der Entwicklung eines mehrzelligen Organismus ist der Tod einiger Zellen ein
normaler Bestandteil dieses Prozesses. Nicht bendtigte Zellen werden wéahrend der

Embryogenese, der Metamorphose und im Rahmen der Gewebeerneuerung eliminiert. Dieser
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Prozef3, der programmierte Zelltod oder Apoptose, ermdglicht eine spezifische Kontrolle tber
die Gesamtzellzahl. In C. elegans, dessen somatische Zellinien bekannt sind, durchlaufen 131
von den 1090 somatischen Zellen, die im Laufe der Ontogenese gebildet werden, den
programmierten Zelltod. Zellen sterben vorhersehbar zu einer festgelegten Zeit und an einem
bestimmten Ort in jedem einzelnen Tier dieser Art. Wahrend der Vertebratenentwicklung
werden diese Vorgange zwar bei weitem nicht so prézise kontrolliert, jedoch werden auch
hier Zellen beobachtet, die wahrend der Ausbildung der Extremitdten (MONTERO ET AL.,
2001), des Nervensystems und des Immunsystems gezielt eliminiert werden, um die
gewlnschten Strukturen zu bilden. Eine wichtige Rolle kommt der Apoptose auch bei der
Vernichtung von mutierten Zellen zu, die auf3erhalb der Kontrolle des Organismus geraten
sind (JACOBSON ET AL., 1997; MEIER ET AL., 2000).

1.3.1 Biochemische M echanismen der Apoptose bei Hydra

Apoptose kann durch verschiedene Stimuli ausgelost werden. Dazu gehdren die Abnahme
essentieller  Wachstumsfaktoren, Behandlung mit Glucocorticoiden, Bestrahlung mit g
Strahlen und die Aktivierung bestimmter Rezeptoren. Eine andere Mdoglichkeit der
Aktivierung der Apoptose bieten die Faktoren, die von cytotoxischen T-Lymphozyten des
Immunsystems der Vertebraten ausgehen. Abschlief3end sai hier die besondere Fahigkeit des
Tumor-Suppressors p53 erwahnt, Apoptose auszuldsen. Dieser Weg stellt eine entscheidende
Waffe gegen die Krebsentstehung dar.

Der Signaltransduktionsweg, der diese apoptotische Antwort aktiviert, ist in jedem der
genannten Falle unterschiedlich, aber die darauf folgende Antwort ist dhnlich. In den meisten,
aber nicht in alen Fallen, werden urspriingliche Stimuli tUber einen gemeinsamen Effektor-
Reaktionsweg weitergeschaltet (LEWIN, 1997). Die komplexe biochemische Maschinerie, die
sich hinter diesen Vorgéngen verbirgt, soll hier aufgrund der unterschiedlichen Moglichkeiten
nicht im Detail erklart werden. Am Ende der Kaskade steht jedoch die Aktivierung einer
Familie von Cysteinproteasen, die ausschliefdlich Peptidbindungen nach Asparaginsaure
gpalten und daher als Caspasen bezeichnet werden. Diese Caspasen sind in den Zellen an der
Spaltung von zelleigenen DNase-Inhibitoren beteiligt. Die daraus resultierende DNase-
Aktivitét zeigt sich im folgenden durch die internucleosomale Fragmentierung der DNA. Wie

die meisten Metazoen besitzt auch Hydra diese Regulatoren der Apoptose (CIKALA ET AL.,
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1999). Auch wurden alle weiteren im folgenden beschriebenen Charakteristika apoptotischer
Zellen bei Hydra-Polypen beobachtet. Es ist daher davon auszugehen, dal3 auch der basale

Vielzeller Hydra alle fir diesen Vorgang notwendigen und bislang noch nicht identifizierten

Faktoren besitzt.

1.3.2 Morphologische und biochemische M erkmale apoptotischer Zellen

Zellen, die Apoptose durchlaufen kénnen durch eine Reihe morphologischer Verénderungen

identifiziert werden, die sich von denen, die nekrotische Zellen durchlaufen, unterscheiden.

Tab. 1-1: Ubersicht tber die morphologischen und eine biochemischen Unterschiede

apoptotischer und nekrotischer Zellen im Vergleich.

Apoptose Nekrose
Ziele Einzelne Zellen Gruppen benachbarter
Zéellen
ZellgroRe Schrumpfen Anschwellen
Fragmentierung
Plasmamembran [ ntakt Frihe Lysis
Formierung von Blebs
Phosphatidylserin an der Oberfléche
Mitochondrien Erhohte Permeabilitét der Membran Anschwellen

Inhalte werden ins Cytoplasma
Abgegeben
Struktur bleibt weitesgehend erhalten

Strukturverlust

Organellen Veskular / Komprimiert Fragmentierung und Lysis
Auftreten von apoptotischen Korpern der Membranen
DNA-Abbau Fragmentiert Diffus und zufélig

- Internucleosomale Spaltung
- Freie 3'-Enden
- Leiterbildung in der
Elektrophorese
DNA erscheint im Cytoplasma
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Wahrend der Apoptose kommt es so zur Bildung von apoptotischen Korpern, Zellfragmenten,
die Uberreste von Organellen und vesikulare Kernfragmente mit den Abbauprodukten des
Fragmentierungsprozesses enthalten. Diese apoptotischen Korper werden schliefdlich zum

Abschluf? des programmierten Zelltods durch andere Zellen phagocytiert und abgebaut.

1.3.3 Apoptose wahrend der Gametogenese und Embryogenese

Die entscheidende Rolle, die die Apoptose wéhrend der Embryonalentwicklung von
Organismen spi€lt, ist bereits in groffem Umfang erforscht worden (Review von GLUCKSMAN,
1951; WYLLIE ET AL., 1980). So sterben Zellen, die sich aus dem Zellverband gel6st haben
und daher nicht mehr die lebenswichtigen Signale ihrer Nachbarn wie auch Uberlebenssignale
Uber ihre Bindung an die extrazellulére Matrix erhaten, den programmierten Zelltod. Dieser
Mechanismus dient auch der Bildung einfacher einschichtiger Epithelien aus ungeordneten
Zdllclustern, da nur solche Zellen Uberleben, die in Kontakt mit der extrazelluldren Matrix
stehen. Primordiale Strukturen wie z.B. der Mullersche oder Wolffsche Gang wahrend der
embryonalen Aushildung des Exkretions- und Reproduktionssystems des Saugers, die der
adulte Organismus nicht bendtigt, werden auf diese Weise ebenfalls entfernt. Schliefdich
koénnen Strukturen, die ausschliefdlich Larvenstadien vorbehalten sind, eliminiert (SACHS ET
AL., 1997) und bel der Formung der Extremitéten auftretende Uberzahlige interdigitale Zellen
entfernt werden (MONTEROET A., 2001).

Trotz des weitgehenden Verstandnisses dieser Vorgange steht die Forschung die Apoptose
wahrend der Oogenese und der frihesten Ontogenese betreffend noch an ihrem Anfang.
Nahrzellen, denen eine wichtige Funktion in der Erndhrung und Versorgung der Oocyte oder
des wachsenden Embryos zukommt, sind im Tierreich weit verbreitet. Diese Zellen werden
nach Vollendung ihrer Funktion abgebaut. So wird die Apoptose in den Ovariolen von
Drosophila bei den Néhrzellen wahrend und bei den Follikelzellen nach abgeschlossener
Oogenese eingeleitet (FOLEY & COOLEY, 1998). Aber auch wahrend der Oocytenreifung
verschiedener Organismen wurde Apoptose beobachtet. Bel Sdugetieren ist Apoptose von
Oocyten in verschiedenen Phasen des meiotischen Prozesses (atretische Oogonien, Oocyten
im Pachytanstadium und neu formierte Primordialfollikel) im Fetus nachgewiesen worden
(Review von DRIANCOURT ET AL., 1998). Dabei wird eine Beteiligung von apoptose-

kontrollierenden Faktoren zum einen bei der Uberwachung aberranter DNA-Rekombination
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und Beseitigung mutierter Zellen wie auch bei der Elimination tberzdhliger Oocyten durch
die Regulation bestimmter Wachstumsfaktoren, wie z.B. den Stammzellenfaktor SCF,
vermutet (FELICI ET AL., 1999). Auf diese Weise wird die Grof3e des entstehenden Reservoirs
primordialer Follikel reguliert. Eine weitere interessante Rolle des programmierten Zelltods
bei der Regulation der Oocytenreifung wurde kirzlich bel Zebrafischen entdeckt. Viele
Teleostei durchlaufen im Laufe ihres Lebens beide Geschlechter, wobei sie entweder als
Jungtiere mannlich sind und spéter weiblich werden (proterandrische Zwitter), oder aber
zunéchst weiblich sind, um dann zu Mannchen zu werden (protogyne Zwitter). Letzteres ist
auch beim Zebrafish Danio rerio der Fal. Im Laufe ihrer Geschlechtsumwandlung zum
Mannchen wurde die gezielte Elimination von Oocyten durch Apoptose beobachtet (UCHIDA
ET AL., 2002).

Auch wahrend der Spermatogenese beim Sauger tritt haufig eine Regulation durch Apoptose
auf (MARTINCIC, 2001; Review von PRINT & LOVELAND, 2000). Die Spermatogenese ist ein
dynamischer Prozess der Keimzellproliferation und —differenzierung. Wahrend der reguléren
Spermatogenese nimmt die Anzahl der testikuld&ren Keimzellen im Rahmen eines
apoptostischen Prozesses ab. Diese Regulation tritt besonders hervor, wenn die
Spermienproduktion infolge Krankheit gestoppt ist.

Vor kurzem konnte Apoptose in den Hoden von Hydra nachgewiesen werden (KUZNETSOV ET
AL., 2001). Es wird angenommen, dal3 der programmierte Zelltod wahrend der
Spermatogenese bei Hydra wie auch bei der Saugerspermatogenese der Elimination defekter
Spermien wie auch der Aufrechterhaltung der Homeostase der verschiedenen
Keimzellvorlaufer dient. Desweiteren konnten in diesem Zusammenhang apoptotische Zellen
in degenerierenden Hoden von Hydra nachgewiesen werden; dieses Suizidprogramm erfillt
hier offenbar die Funktion zur Entfernung nicht weiter benétigter Strukturen.

Nach erfolgtem Tod der Zellen, die im algemeinen mit einer Zellschrumpfung einher geht,
werden die Uberreste in Form apoptotischer Korper phagocytiert. Die an der Bildung der
Oocyte von Hydra beteiligten akzessorischen Zellen (Endocyten) werden als apoptotisch
beschrieben (HONEGGER ET AL., 1989). Obwohl jedoch wéhrend der Oogenese eine starke
phagocytotische Aktivitét verbunden mit dem Schrumpfen der kinftigen Endocyten zu

beobachten ist, reichen die vorliegenden Daten nicht aus, um diese Annahme zu untermauern.
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2 Zidedieser Arbeit

Obwohl in den letzten 30 Jahren einige Versuche unternommen wurden, die bei der
Embryogenese von Hydra ablaufenden Prozesse ins Licht zu riicken, wissen wir heute noch
sehr wenig darliber. Dies ist zum einen dem zuzuschreiben, dal3 die Gametogenese bei Hydra
bislang ein Vorgang war, der in Hydra-Kulturen nur wenig kontrollierbar ablief, wodurch der
Zugriff auf die fur funktionelle Untersuchungen unentbehrliche grof3e Anzahl an Embryonen
verschiedenster Stadien zunéchst lange nicht gegeben war. Auch der Mangel an
molekularbiologischem Hintergrund hatte zudem zur Folge, dal’3 Kenntnisse vorerst alein auf
licht- und elektronenmikroskopischem Wege gewonnen wurden. So wurden morphologische
Charakteristika der an der Oogenese beteiligten Zellen schon frih untersucht. Erst der
Umstand, dal® ein durch eine Zichtung entstandener Stamm Embryonen in dem Maid
verflgbar machte, in dem sie bendtigt wurden, sowie jahrzehntelange Hydra-Forschung und
das dabei gewonnene Wissen um zahlreiche Gene der verschiedensten Gruppen ermdglichten
diese Arbeit. Das Ziel meiner Arbeit war die Analyse der friihen Embryogenese von Hydra
mit molekul arbiologischen Mitteln im Hinblick auf die Expression verschiedener Gene, denen
eine Rolle wéhrend der Achsen- und Musterbildung zugeschrieben wird. Die dem
zugrundeliegenden Erkenntnisse wurden durch das Studium der Genexpression wahrend der
Regeneration dekapitierter Polypen und der Knospung von Tochterpolypen gewonnen. In
dieser Studie sollten diese Ergebnisse durch die Betrachtung der Vorgéange bei der de novo
Achsenformierung und Musterbildung evaluiert werden. Konkrete Fragestellungen waren:

» Zu welchen Zeitpunkten und in welchem zeitlichen Ablauf werden die untersuchten Gene
exprimiert?

» Transkripte welcher der untersuchten Gene sind bereits in der Zygote nachweisbar?

» Sind diese frihen Transkripte maternaen Ursprungs oder werden sie vom Embryo
transkribiert?

> Sollten sie bereits zu diesem Zeitpunkt aktiv transkribiert werden, welche
Zéellen/Blastomere sind daran beteiligt?

» Welche Rolle spielen die al's apoptotisch geltenden Endocyten der Hydra-Embryonen?
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3 Vewendete Materialien

3.1 Lebendmaterial

3.1.1 Tiermaterial

Der einzige wahrend dieser Arbeit verwendete Hydra-Stamm trégt die Bezeichnung AEP und
ist das Resultat einer Zichtung aus dem Jahren 1994-1995. Da der Ursprung dieser Tiere nur
noch wenigen bekannt ist, sei er hier erwahnt: 1980 wurden Tiere eines der urspringlichen
Stdmme von Lynne Littlefield aus einem Gewasser in den Sierra Mountains nahe Lake Tahoe
in Californien isoliert (CA). Der andere Stamm stammt aus einem Bach auf dem Bren Mawr
College campus in Philadelphia, aus dem er im selben Jahr von Carolyn Teragawa
entnommen wurde (im Folgenden PA1 genannt). 1994 wurden erneut Tiere in Pennsylvania
gesammelt, die bei einer Riuckkreuzung verwendet wurden (PA2). Die Kreuzung erfolgte
folgendermalien (nach Patricia Bode):

a) P PA1Webchen x CA7 Mannchen

F1: Tiere mit den Bezeichnungen A, E und G schlipften am 8.10.92
b) A4 Weibchen x E2 Mannchen

F2 AE schlUpfte 4/94

PA 2 Méannchen wurden 11/94 in Pennsylvania gesammelt und nach Californien gesandt.

C) AE20 Welbchen x PA2 Mannchen
F3 AEP schlpfte 3/95

Diese Tiere zeigen alle Charakteristika von Hydra vulgaris, dazu gehdrt ein im Vergleich zu
Tieren der Art Hydra oligactis nicht ausgezogener Fuld und ein longitudinal aufgewickelter
Nematocystenschlauch der holotrichen Isorhizen. Nach den Beobachtungen amerikanischer
Kollegen scheint es jedoch gesichert, dal3 Hydra littoralis im Norden der Vereinigten Staaten
dominiert und eine einheitliche Verbreitung aufweist. Die Beobachtungen, dal3 Tiere der

Arten Hydra carnea, Hydra littoralis und Hydra vulgaris frel miteinander kreuzbar sind,
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erschwert die Einordnung umso mehr. Ich gehe daher davon aus, dal3 die verwendeten Tiere
zu einer Grof3gruppe, der Hydra wvulgarisGruppe, gehdren, die Hydra littoralis mit
einschliefdt. Sie sind aber keineswegs mit der europédischen Hydra vulgaris vollig identisch,
wie auch vergleichende RAPD-Untersuchungen (KuzNeTsov, 2002) und verschiedene
Klonierungsversuche zeigen. Die Tiere zeichnen sich insbesondere dadurch aus, dal3 eine
Gametenbildung durch eine kontrollierte Hungerphase induziert werden kann. Die fir
molekularbiologische Untersuchungen notwendigen grofen Mengen an Embryonen

verschiedener Stadien wird so in kurzer Zeit verfugbar.

3.1.2 Bakterien

Der fur die Klonierung verwendete Bakterienstamm ist der elektrokompetente E. coli Stamm

XL-1 Blue, der eine hohe Kopienzahl integrierter Plasmide erméglicht.

3.2 Verwendete Chemikalien und L 6sungen

3.2.1 Puffer, Hybridisierungslésungen und L dsungen fir in-situ-Hybridisierung

= 2Xx Reaktionspuffer 40 mM Tris-HCI, pH 8,0, 280 mM KClI, 20 mM MgCl,

= Ampicillin-Stamml 6sung 50 mg/ml in Aqua bidest.

= Bleicitratlosung 1,33 g Blenitrat, 1,76 g Natriumcitrat-Dihydrat in Aqua
bidest [6sen, 8 ml 1 M NaOH dazugeben und auf 50 ml
auffdllen,

= Blockierlésung 80% MAB-B + 20% Schafserum (Sigma)

= CHAPS 10% CHAPS in DEPC-H,0O

= Denhardt’'s L6sung (50x) 1% Polyvinylpyrrolidon, 1% Ficoll, 1% BSA Fraktion V

in DEPC-H,0. Filtersterilisieren und in 1ml Aliquots bel

—21°C einfrieren.

= DEPC-H,O 0,1% DEPC in Aqua bidest; UN geriihrt; 60 min
autoklaviert

= Formaldehyd 3,7% 37% Formaldehyd 1:10 in Hydra-Medium verdiinnen

=  Glycinlésung Stammlésung 1:10 in DEPC-H,0 verdinnt (4 mg/ml)
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Glycinstamml 6sung
Heparinldsung

Hybridisierungsl 6sung

IPTG
Levamisol
MAB

MAB-B
MAB-T
NTMT

Paraformal dehyd 4%

PBS

PBT
Proteinase K
SSC (20x)
STARKS 30%

TAE (50x)
TBE (2,5%)

Triethanolaminldsung
X-Gal

40 mg/ml in DEPC-H,0O

10 mg/ml in DEPC-HO

50% Formamid, 5x SSC, 0,1% Tween-20, 0,1% CHAPS,
1x Denhardt’s Lésung, 100 pg/ml Heparin in DEPC-H,O

200 mg/ml in Aqua bidest.

1M Levamisol in Aqua bidest

100 mM Maleinsaure, 150 mM NaCl, pH 7,5 in DEPC-
H,O; pH-Wert mit NaOH einstellen

MAB + 1% BSA Fraktion V

MAB + 0,1% Tween-20

100 mM NaCl, 100 mM TrisHCl, pH 9,5, 50 mM
MgCl,, 0,1% Tween-20 in DEPC-H,0O

1,6 g Paraformaldehyd bei 55°C in 38 ml Hydra-Medium
oder PBT (nach Anwendung) mit einem Tropfen 10 M
NaOH |6sen, dann pH-Wert auf pH 7,5 einstellen.

0,15 M NaCl, 0,08 M K,HPO,, 0,021 M KH,PO,, pH
7,34 in DEPC-H,O

0,1% Tween-20in PBS

1 mg/ml in DEPC-H,O

3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7.0

30% Formamid, 0,02 % BSA Fraktion V, 0,02 % Ficoll,
0,02 % Polyvinylpyrrolidon, 5x SSC, 1 % SDSin DEPC-
H,O

2 M Tris-Acetat, 50 MM EDTA, pH 8.0

225 mM Tris (27,5 g/l), 225 mM Borsaure (13,75 g/l), 5
mM EDTA (10 ml 0.5 M EDTA, pH 8.0)/l)

0,1 M, pH 7,8in DEPC-H,0O

20 mg/ml in DMFA
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3.2.2 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien hatten, soweit moglich, die Reinheitsstufe p.a. (zur Analyse).

= 1,2-Propylenoxid Plana

= Acetic Anhydride Sigma

= Agarose Sigma

=  Ampicillin Merck

= APS Roth

= Bactoagar Roth

= Bakto-Trypton Difco

» Bleazetat Merck

= Boratpuffer pH 9,22 Merck

= Borax Merck

= Borsdure Roth

=  Bromphenolblau Fluka

= BSA, Fraktion V Merck

= CHAPS Roth

=  Chloroform Roth

= DEPC Roth

= Dikaliumhydrogenphosphat Merck

= DMFA Roth

= DMSO Roth

=  DNA-GroRRenmarker (100 bp-Leiter) Fermentas

= DNA-Ladepuffer (6x) Fermentas

= dNTP Gibco/Amersham Pharmacia
Biotech

= EDTA Merck

= Essigsaure Roth

= Ethanol 99,6% reinst Roth

= Ethidiumbromid Roth

= Ficoll Sigma

=  Formaldehyd, 37% (stabilisiert) Roth
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Formamid
Glukose
Glutaraldehyd
Glycin
Glyzerin

HCI
Hefe-Extrakt
Heparin

IPTG
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Roth
Roth
Serva
Roth
Roth
Merck
Gibco
Roth
Sigma
Merck
Merck

LB Broth Base Life Technology
Levamisol Sigma
Magnesiumchlorid Sgma
Magnesiumchlorid, 50 mM Gibco

Maleinsaure Roth

Methanol Roth
Natriumcacodylat Fluka
Natriumchlorid Roth

Natriumcitrat Merck
Natriumhydrogencarbonat Merck
Natriumpyruvat Sgma
Natriumthiosulfat Merck
NBT/BCIP-Stamml6sung Réche
Osmiumtetroxid Plana W. Plannet GmbH
Pioloform Plana
Polyvinylpyrrolidon Sigma

Rifampicin Sigma

Schafserum Sigma

Schiff's Reagenz Sigma

Sequagel complete Puffer Reagenz National Diagnostics
Sequagel XR National Diagnostics
Silbernitrat Merck
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TEMED

TES
Triethanolamin
Tris

Triton X-100
Tween-20
Uranylazetat
Urethan

X-Ga
Xylencyanol

Xylol

3.2.3 Oligonukleotide

AF_25S 3

AF 255 5

AF Budhead fw
AF_Budhead_rev
AF_CnGsc200 fw
AF_CnGsc200 rev
AF_CnNK2_fw
AF_CnNK2_rev
AF_Frizzled400 fw
AF_Frizzled400 rev
cb ax 3 oute
ch ax 5 1

cb bcat s 3" 1

cb bcat s 5 1

cb bra sonde 3" 1
cb bra sonde 5° 1
cb cnox2 s 3' 1

cb cnox2 s 5 1

Merck
Sigma
Sigma
Roth
Merck
Roth
Pana
Sigma
Sigma
Fluka
Merck

5-ATGTGA TTT CTG CCC AGT GC-3
5'-CAG TGT CTT CGA CAG GAT CG-3

5'-GCC AAA CCG CCT TACAGY TAY ATHTC-3
5-TAA CATCCGTTT TCRAACATRTTB CC-3

5-CCGAGGTTA GAGTTT CAATGC-3

5 -TGA CTA CTT TGA CGC CGT AGC-3
5'-AAC TGC GAA AAC CGA ATA CC-3
5-TAC GGT GGA GGT CTT GTA CG-3
5-CAT CGA AAC CCT GAA GAA GC-3
5'-ATG CACAACCAGGTT TACCC-3

5 -GAA ATG GGG AGA GTT ATT CG-3
5-GCATCGATATGA TACTTGG-3
5-ACATTCCTGTTC TAG CACGC-3
5-GAA TGC TTGAAGATC GTC GG-3
5-CCGAGCTAGTGGTAGCTGG-3
5-GACATT GAT GGA GTT GCG C-3
5-GAA GAG GTA CCT TCA CCT GGT TC-3
5'-GTA TAA GAT ACG GCA GCA GCC TG-3
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cb Hym301 s 3 1 5'-GAA CAA TAA CCA TTC AAG TAG C-3
cb Hym301 s 5 1 5-TGA ATG ATC CTT CAT TTG GG-3
cb_hypl sonde 3' 1 5-CAG TTA GCT CTT GCA TTG C-3
cb_hypl sonde 5 1 5-TTA AAG GAC ATC AAC AAC GC-3
cb_otx_sonde 3 1 5'-GGG TAA GAG TGT CCA GTG CCT C-3
cb_otx_sonde 5 1 5'-CCG ATA GCC CCT TGG ATA GTC C-3
cb wnt s 3 1 5'-CAG CGC CAA CCT TCG TCC G-3

cb wnt s 5 1 5-TGG ATG GCG CTT GGG ACG C-3
Heady-fw 5'-AGT CAG CCA CAG CAA CAT AGG-3
Heady-rev 5-AGT CAG CCA CTC GGG GAG C-3'
HVNOSL_F 5-GAT CCA GAT GAG ACG AGT G-3
HVNOSL R 5-CAT GTG ACT TGC AGA GTG G-3
HyTcf fwd 5'-GGC GAA GCT ACA GAA GTT CC-3
HyTcf rev 5-CGT CGA GTG CCT TTC GTC-3

3.24 Kitsund Enzyme

Agar 100 Einbettungmedium
Digoxigenin-RNA-Labeling Kit

DNase |, RNase-frei
First-strand-cDNA-Synthesis Kit

PeqGOLD RNAPure

pGEM-T Vektor-Kit

Proteinase K

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick Mini-Prep Plasmid Purification Kit
SequiTherm EXCEL |1 DNA Sequencing Kit-LC
Superscript |1 Reverse Transcriptase

T4 DNA-Ligase

Tag DNA-Polymerase

Alle angegebenen Oligonukleotide wurden bei MWG Biotech bestellt.

Agar Scientific

Réche

Amersham Pharmacia Biotech
Amersham Pharmacia Biotech
Peglab

Promega

Sigma

Qiagen

Qiagen

Epicentre Technologies

Gibco BRL

Promega

Amersham Pharmacia Biotech



MATERIAL UND METHODEN

= Tag DNA-Polymerase

Gibco BRL

= Polyacrylamid-Horizontalgel-System ETC

3.2.5 Nahr- und Kulturmedien

= Artemien-Kulturmedium 31,8 g Meersalz /| Aqua bidest

= Dissoziations-Medium

= Hydra-Medium

= LB-Amp-Medium

= |LB-Amp-Agar

= SOB-Medium

= SOC-Medium

3.2.6 Vektorplasmide

36 mM KCl, 6 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO,; 6 mM
Natriumcitrat, 6 mM Natriumpyruvat, 6 mM Glukose, 12,5
mM TES, 50 mg/l Rifampicin, pH 6,9 in Aqua bidest.

1 mM CaCl,, 1 mM NaCl, 0,1 mM MgSQO,, 0,1 mM KCI, 1
mM Tris-Hcl, pH 7,8 in Aqua bidest

20 g LB Broth base in 1 | Agua bidest l6sen, 1 ml
Ampicillinstammlsung (50 mg/ml) zugeben
LB-Amp-Medium wie angegeben mischen und 15 g
Bactoagar vor dem Autoklavieren dazugeben.

20 g Bacto-Trypton, 5 g Hefe-Extract, 0,58 g NaCl und 0, 19
gKClin1| Aquabidest

10 ml SOB-Medium, 100 pl 2 M Glukose (steril), 100 pl 1M
MqCl, (steril)

Fir die Klonierung wurde ausschliefdlich pGEM-T-Vektor (Promega) verwendet.

3.2.7 Antikor per

= Anti-digoxigenin Fab-Fragmente AP-konjugiert Réche
* Anti-Maus-mAB TRITC-konjugiert Sgma
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= Anti-BrdU-AB Klon BU-33 (Maus)

3.3 Verwendete Ger ate

3.3.1 Elektrophorese

= Agarose-Elektrophorese-Kammer

= Netzteil fUr die Elektrophorese PS250

= Netzteil fur die Elektrophorese LNG 350-06

3.3.2 PCR-Cycler

= Cyclone Gradient
= Primus 96 plus
=  Primus25

3.3.3 Zentrifugen

= Biofuge 13
= Eppendorf 5415 D
= Eppendorf 5417 R (Kuhlzentrifuge)

3.3.4 Inkubatoren

= Thermoinkubator
=  Thermoschittler Certomat H

=  Thermomixer compact
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3.3.5 Optische Ger éte

= Binocular mit Phototubus

= Digitalkamera Axiocam

=  Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2

= |MAGO compact imaging system

= Transmissionselektronenmikroskop CM 10

= Transmissionselektronenmikroskop EM 208 S
» CLSM LeicaTCS-SP

3.3.6 Sonstige

* Anaysaewaage 1205 MP

= Artemiasalina-Zysten

= Bio Photometer

» Chelex-100

» Diamantmesser

= Elektroporationskiivetten, Spaltbreite: 1mm
» Eppendorf-Geféalde, 1,5ml, 0,2 ml

» Feinwaage Kern 770

=  GenePulser

= Glaspipetten 15 cm

=  Gummiformen fur die Flacheinbettung

= HyBond Nylon-Membran

= Kolbenhubpipettensatz Eppendorf Research
= Konische Rohrchen 15 ml, 50 mi

» LI-COR Gene ReadIR 4200

=  Magnetrihrer

= Netze fur die Elektronenmikroskopie

= Objekttrager

= Petrischalen

-37 -

Leica

Zeiss

Zeiss

B&L Systems
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Bio-Rad
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pH-Meter pH 211

Pipettenspitzen mit Filter 10ul, 100pul, 1000ul

Plastikschalen flr die Hydrakultur

Plastiksiebe (Maschengréfie 0,5 mm)

Pul sel ektroporator

Siebeinsdtze fur 12er Zellkulturplatten

Skalpellklingen
Slot-Blot-Kammer
Spektrophotometer Mod. 100-40
UV-Stratalinker
UV-Transilluminator Chroma 43
Vortex Genie 2
Whatman-Papier
Zdlkulturplatten, 12er, 24er
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4 Methoden

4.1 Das Versuchstier

4.1.1 Vorbemerkung

Der SiRwasserpolyp Hydra gehdrt innerhalb der Cnidaria zu den Hydrozoen, genauer zur
Ordnung Hydrina und zur Familie Hydridae. Er ist weltweit verbreitet und besitzt eine grolie
Bedeutung as Labortier flir morphogenetische und funktionsmorphologische

Untersuchungen.

4.1.2 Haltung und Zucht

Die Haltung der Tiere erfolgte in Hydra-Medium in beltfteten Kunststoffbehdtern bei 18°C
und einem Tageszyklus mit einer Dauer von 12 Stunden (LENHOFF & BROWN, 1970). Die
Nahrung der Polypen bestand aus frisch-geschltpften Nauplius-Larven des Salzkrebschens
Artemia salina. Die Dauereier dieser Krebsart wurden 24 bis 48 Stunden bei 30°C in Saline
ausgebritet und in Leitungswasser gewaschen, um das Salz zu entfernen. Anschlief3end
wurden die Krebse in Hydramedium aufgenommen und verfittert. Die Fitterung erfolgte an
funf aufeinanderfolgenden Tagen pro Woche. Die Kulturen wurden 6-8 Stunden nach
Futterung gewaschen, um Nahrungsreste und Stoffwechsel produkte zu beseitigen. Alle zwei
Wochen wurden die Schalen gereinigt, um den Schalenboden von anheftenden Bakterien und
Pilzen zu befreien, die, wenn in grof®en Mengen vorhanden, das Mikroklima der Kultur

beeintréchtigen konnen.

4.1.3 Induktion der Gametogenese

Unter den geschilderten Standard-Kulturbedingungen wird man das Ausbilden von Testes
oder Oocyten bei Hydra-Polypen nur selten beobachten kdnnen. Da es fir die dieser Arbeit
zugrunde liegenden Untersuchungen dringend erforderlich war, grof3e Mengen an Embryonen
unterschiedlichster Entwicklungsstadien zu erhalten, wurde mit einem Stamm gearbeitet, bel
dem sich die Gametogenese induzieren lief3.
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Nachdem die Tiere einer Schale mindestens 3 Wochen in Folge kontinuierlich Nahrung
erhalten hatten und sich in einem Zustand stetiger vegetativer Vermehrung befanden, wurden
sie 4-5 Tage nicht und darauffolgend nur ale 2-3 Tage maldig gefittert. Etwa 10-14 Tage
spéter wurden von den mannlichen Tieren der Kultur Testes ausgebildet. Die Oocytenreifung

bei den weiblichen Tieren erfolgte zeitversetzt wenige Tage spéter.

4.1.4 Embryonengewinnung und —aufbewahrung

Fir die Durchfuhrung der Versuche war es notwendig, die Embryonen von den Muttertieren
zu trennen. Naturlicherweise geschieht dies nach Ausbildung der Oothek, zuvor ist der
entwickelnde Embryo Uber Reste des miitterlichen Ektoderms, den ,Eierbecher’ mit dem
Polypen verbunden. Zur Gewinnung der Embryonen wurden die Tiere mit Embryonen in
Petrischalen Uberfuhrt und diese mit einem Skalpell, z.T. zusammen mit dem erwdhnten
Ektodermrest, vorsichtig abgetrennt. Da insbesondere Eizellen und friihe Embryonen vor dem
mid-cleavage-Stadium sehr fragil sind, mufde mit auf3erordentlicher Vorsicht vorgegangen
werden. Fir die Vorbereitung der nun folgenden Versuche wurden die gewonnenen
Embryonen unterschiedlich behandelt:

a) Fur die Extraktion von totaler RNA wurden sie in pegGOLD RNAPure (Peglab) unter
Zuhilfenahme eines Einwegpistills homogenisiert und bel —20°C zwischengelagert.
Phenol und Guanidiniumisothiocyanat wirken dabei dem Abbau der RNA entgegen.

b) Fir in-situ-Hybridisierungen und Silberféarbung der Nucleoli wurden die Embryonen in
4% frischem Paraformaldehyd in Hydra-Medium Gber Nacht bei 4°C fixiert und
anschlieffend in Methanol Uberfuhrt und bel —20°C gelagert. Langere Fixierung fuhrt zu
einem Verlust des Signals bel in-situ-Hybridisierungen.

c¢) Im Fal des Nuclear run-ons wurden die Kerne der Embryonen isoliert und in 2x
Reaktionspuffer bel —-80°C aufbewahrt.

d) Alle Untersuchungen, die eine volle Funktionalitét der Zellen voraussetzen, wurden sofort

ohne V orbehandlung der Embryonen und in Hydra-Medium ausgefuhrt.
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4.2 Molekular biologische M ethoden

4.2.1 | solation totaler RNA aus Embryonen

Die Isolation totaler RNA aus jeweils 20-25 Embryonen/Probe erfolgte unter Verwendung
des Extraktionsmediums peqgGOLD RNAPure der Firma Peglab nach den Angaben des
Herstellers. Dieses Verfahren vereinigt die Vortelle einer Extraktion mit chaotropen Salzen
und einer Phenol-Chloroform-Extraktion und ermdglicht die Isolation in wenigen Schritten.
Das erhatene RNA-Pellet wurde in 20 ul DEPC-behandeltem Wasser gelost. Da die so
erhaltenen Proben in der Regel noch Kontaminationen mit DNA enthalten, mufdte ein DNase-
Verdau durchgefiihrt werden, um diese vollstandig zu entfernen. Die folgende Tabelle gibt
den Reaktionsansatz an:

Tab. 4-1: Pipettierschema fur die DNase |-Behandlung extrahierter Gesamt-RNA

Komponente Volumen [ul]
RNA 19,0
25 mM MgCl, 19,2
1M Tris-HCI, pH 7,5 3,2
RNaseOut (40u/pl) 1,0
DNase | 2,0
DEPC-H,0O 35,6
Gesamt 80

Der Verdau erfolgte fir 40 min bei 37°C im Schittelinkubator bei 1000 rpm. Die RNA wurde
anschliefiend durch Phenol-Chloroform-Extraktion gereinigt: zur Aufreinigung wurde jeder
Reaktionsansatz mit 100 pl Phenol/Chloroform (1:1) versetzt und 1 min kréftig gemischt
(Vortex). Alle nun folgenden Zentrifugationen erfolgten bei 4°C und 14000 rpm. Nach
Zentrifugation fur 5 min wurden die in der wal¥rigen Phase enthaltenen Nukleinsauren mit 1/5
Volumen Ammoniumacetatiosung (3 M, pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol (99,6%) Uber
Nacht bei —20°C geféllt. Nach Zentrifugation fir 30 min bei wurde das Pellet zweimalig mit 1
ml Ethanol (80%, in DEPC-H,O) gewaschen, gefolgt von Pelettierung fur 10 min und
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schliefdlich bei 37°C fur 7 min angetrocknet. Anschlief3end wurde die RNA in 7 pl DEPC-
H,O gelost. Die Konzentration der RNA wurde spektrophotometrisch bei 260 nm
bestimmt.Die Verunreinigung mit Protein, Kohlenhydraten und Phenolen wurde Uber das
Verhdtnis Axgonn Azsonm bestimmt und lag bel allen Proben >1,6. Der Quotient Axgonn{A 230nm
gibt Aufschlu® Uber weitere Verunreiningungen. Er lag nach der DNase-Behandlung
grundsétzlich tber 2,1. Die Reinheit der Proben ist somit as sehr hoch einzuschétzen. Die
Proben wurden anschlief3end auf eine Konzentration von 250 ng/ul mit DEPC-H,O verdinnt,
in 10ul aiquotiert und bis zur Verwendung bei —80° gelagert.

4.2.2 RT-PCR

4.2.2.1 Reverse Transkription mit Not(dT).g-Primern

Um die Expression verschiedener Hydra-Gene im Verlauf der Embryogenese untersuchen zu
koénnen, ist es notwendig, die in der extrahierten Gesamt-RNA enthaltene mRNA in cDNA
umzuschreiben, um diese nachfolgend in einem PCR-Ansatz als Template einsetzen zu
kénnen. Man bedient sich hierbei eines Enzyms von retroviradlem Ursprung, der reversen
Transkriptase. Die reverse Transkription von jeweils 2 ug/Probe wurde mit dem First-Strand-
cDNA-Synthesis-Kit von Amersham-Pharmacia-Biotech nach deren Protokoll durchgefihrt.
Dabei wurde fur die Gewinnung der cDNA, die fur die anschlieffende RT-PCR verwendet

werden sollte, ein Oligo(dT) 15-Primer verwendet.

4.2.2.2 Amplifikation mit sequenzspezifischen Primern

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde verwendet, um durch  Einsatz
sequenzspezifischer Oligonucleotide Fragmente von sechzehn bekannten Hydra-Genen zu
amplifizieren. Fur jedes zu untersuchende Gen wurde basierend auf den in der Genbank
veroffentlichten Sequenzen ein spezifisches Primerpaar entworfen (siehe Oligonukleotide). In

der PCR wurde ein Standard-Ansatz mit eéinem Volumen von 20 pl verwandt.
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Tab. 4-2: Standard-PCR-Ansatz fur die RT-PCR

Komponente Volumen [ul]| Konzentration
Wasser 12,8 -

10x PCR-Puffer (Gibco) 2,0 1x
DNTPs (1ImM) 2,0 100uM

5 -Primer (10uM) 1,0 500nM
3'-Primer (10pM) 1,0 500nM
Template-cDNA 1,0 -
Tag-Polymerase (5u/ul) (Gibco) 0,2 0,05u/pl
Gesamt 20,0

Zum Einsatz kam ein Primus 96plus-Thermocyler der Firma MWG Biotech unter folgenden

Bedingungen:
Initiale Denaturierung 95°C 2min
Denaturierung 95°C 30s
Annealing Ta 45s n Zyklen
Elongation 72°C 45s
Abschliefiende Elongation |72°C 5min

Die verwandten Annealingtemperaturen T, und Zyklenzahlen n sind in Tab.4 angegeben. Im
Anschlul? an die Reaktion wurden die Ansdtze mit 4l 6x DNA-Ladepuffers gemischt und
durch Gelelektrophorese in einem 1,5% Agarose-Gel analysiert.

4.2.2.3 b-Aktin-Probenaquilibrierung

Um die urspringlichen Transkriptmengen in Proben unterschiedlicher Entwicklungsstadien
miteinander semiquantitativ vergleichen zu kdnnen, muf3ten die Proben zun&chst anhand eines
abundanten Genes, von dem angenommen wird, dal3 sich seine Expressionsstufe wahrend der

Embryogenese nicht sichtbar andert, aquilibriert werden. Zu diesem Zweck wurde das b-
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Aktin-Gen gewdhlt, aus dessen Transkript ein etwa 230 bp-grofRes Fragment fir den
Vergleich unter Einsatz gleichen Template-Volumens bei 15, 18 und 21 Zyklen amplifiziert
wurde. Anhand der Intensitét der Banden konnten die einzusetzenden Volumina der einzelnen
Proben ermittelt werden, die bei erneuter vergleichender Amplifikation zu gleichen

Bandenintensitéten fihren.

4.2.2.4 Analyse der Genexpression bekannter Hydra-Gene wahrend der Embryogenese

Um die optimale Zyklenzahl fir die vergleichende Amplifikation eines zu untersuchenden
Hydra-Genes zu erhalten, wurde das entsprechende Fragment mit 30, 33, 36 und 39 Zyklen
unter Einsatz von cDNA aus Polypen amplifiziert. Die optimale Zykluszahl n sollte jene sein,
die eine Bande maximaer Intensitdt ohne erkennbare Uberamplifikation erzeugt. Die
Annealingtemperatur T, entspricht dabei der Schmelztemperaturangabe des Herstellers
(MWG Biotech) minus einem Kelvin. Anschlief3end wurde eine vergleichende Amplifikation
des entsprechenden Fragmentes aus alen embryonalen Proben unter Verwendung der
ermittelten Parameter durchgefihrt und im 1,5% Agarosegel analysiert.

Tab. 4-3: In der RT-PCR verwandte Annealingtemper aturen und Zyklenanzahl fur die

untersuchten Gene.

Gen Annedlingtem- | Zyklenzahl | | Gen Annedlingtem- | Zyklenzahl
peratur Tp n peratur Tp n
Actin 56°C 21 Frizzled 56°C 31
b-Catenin 57°C 36 Heady 58°C 40
Budhead 54°C 28 HyAIx 52°C 33
CnGsc 57°C 41 HyBra 56°C 32
CnNK-2 54°C 31 Hym301 54°C 28
Cnnos 56°C 29 Hypl 52°C 39
CnOtx 64°C 29 HyTcf 58°C 29
Cnox-2 62°C 36 HyWnt 62°C 39
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4.2.2.5 Agar osegelelektrophor ese

Die Uberpriifung und Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte durch Gelelektrophorese in
horizontalen Gelkammern. Die Gelmatrix bestand in Abhéngigkeit von der erwarteten
Fragmentgrof3e aus 1-1,5% Agarose in TAE-Puffer, der auch as Laufpuffer fungierte. Zur
Visualisierung der Nukleinsauren wurde der Matrix vor dem Gief3en 0,03% Ethidiumbromid
zugesetzt. Die Reaktionsansdize wurden 5:1 mit 6x DNA-Ladepuffer gemischt und
anschlieffend bel 50-90 V elektrophoretisch getrennt. Die Laufzeit betrug 1-1,5 Stunden. Das
Ergebnis wurde unter UV-Beleuchtung sichtbar gemacht. Zur Bestimmung der
Fragmentgrofien diente ein komigrierter 100bp-DNA-Marker.

4.2.3 Klonierung

4.2.3.1 Ligation in pPGEM-T-Vektor

Die verwendete Methode zur Klonierung der amplifizierten PCR-Fragmente basiert auf der
Fahigkeit der Tag-Polymerase, keine Fragmente mit glatten Enden, sondern solche mit einem
Uberhang einer Base am 3‘-Ende, in der Mehrzahl der Félle eines Adenosin, zu schaffen. Da
die verwendeten pGEM-T-Vektoren (Promega) einen Uberhang eines Thymins aufweisen,
lassen sich PCR-Produkte mit dieser auch als TA-Klonierung bezeichneten Methode leicht
klonieren. Einzige Voraussetzung ist hierbei der Wahl eines Primers mit einem Guanin oder
Adenosin am 5'-Ende des Primers, da die endsténdige Base einen nicht unwesentlichen
EinfluR auf die Art des Uberhangs hat.

Die Ligation in pGEM-T-Vektor (Promega) erfolgte nach den Angaben des Herstellers. In
einem Reaktionsansatz fur die T4-Ligase-Reaktion wurden 5ul Ligationspuffer, 1ul Vektor,
1ul T4-Ligase und 3ul PCR-Produkt (im Konzentrationsverhdtnis 3:1 zum Vektor) gemischt
und Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
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4.2.3.2 Vermehrung kompetenter Zellen

Fur die Transformation wurden Escherichia coli - Bakterien des Stammes XL-1 Blue
verwendet. Diese Zellen sind elektrokompetent, d.h. durch einen kurzen elektrischen Impuls
kann ihre Zellmembran permeabilisiert werden, so dal3d DNA aus der umgebenden Ldsung in
die Zelle diffundieren kann. Um die Zellen vorzubereiten, wurde eine einzelne Kolonie des
Stammes in 3 ml SOB-Medium mit 12ug/ml Tetrazyklin Gber Nacht bei 37°C herangezogen.
50 ml frisches SOB-Medium wurden anschliefend mit 2ml dieser Ubernachtkultur beimpft
und bei 37°C inkubiert, bis die Kultur die logarithmische Wachstumsphase erreichte
(Asoonni=0,5-0,6), was in der Regel nach 3-4 Stunden der Fall ist.

Nach einer zehnminitigen Zentrifugation bei 3000g wurde das Pellet sequentiell in 50 ml
eiskaltem ddH,O, 25 ml eiskaltem ddH,O und schliefdlich in 2 ml eiskatem 10% Glyzerin
gewaschen. Nach einer abschlief3enden Sedimentation bel 3000g fur 10 min wurden die
Bakterien in 200ul eiskaltem 10% Glyzerin aufgenommen und in 40pul-Aliquots bel —80°C
aufbewahrt.

4.2.3.3 Transfektion durch Elektroporation

Die bereits erwdhnte Permeabiliserung der bakteriellen Zellmembran erfolgte in
Elektroporationskiivetten mit einer Spaltbreite von 1mm (Bio-Rad), die durch Waschen mit
70°C Ethanoal, reichlich ddH,0 und darauf folgender Bestrahlung mit ultravioletter Strahlung
(Stratagene Crosslinker) von Uberresten fritherer Transfektionen gereinigt worden waren. 1 pl
Ligationsprodukt wurden auf Eis mit 20ul Bakteriensuspension gemischt und in die
vorgekihlte Kuvette gegeben. Die Elektroporation erfolgte nun bei 1,7 kV, 200 Wund einer
Kapazitat von 25 pF. Unmittelbar nach dem Puls, der eine Dauer von etwa 4-5 ms aufwies,
wurden die Zellen in 1ml vorgewarmten SOC-Mediums aufgenommen, in ein steriles
Zuchtrohrchen Uberfuhrt und anschlief3end fur 1 Stunde bei —37°C schttelnd inkubiert. 50,
100 und 200 pl der Kultur wurden dann auf LB-Agar ausplattiert und bei 37°C lber Nacht
inkubiert. Die Isolation transfizierter Klone wurde durch die blau/wei3-Selektion erleichtert.
Zu diesem Zweck waren die LB-Agar-Platten vor dem Ausplattieren mit 50 pl X-Gal (50
mg/ml) und 100 pl IPTG (100 mM) behandelt worden.
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4.2.3.4 Insert-Check

Wird fir die Ligation das Produkt einer PCR-Reaktion verwendet, kann der transfizierte
Vektor auch Primer und kirzere unvollendete Fragmente enthalten. Da mit solchen Vektoren
transfizierte Klone in der blau/weil3-Selektion ebenfalls weil3 erscheinen, missen die
vermeintlich positiven Klone zunéchst auf ihr Insert untersucht werden. Zu diesem Zweck
wurde eine Polymerasekettenreaktion mit den vektorspezifischen SP6- und T7-Primern
durchgefihrt. Positive Klone wurden mit gepickt und geordnet auf eine neue LB-Agar-Platte
Ubertragen (Gridausstrich) sowie anschlief?end in 20 pl-PCR-Ansdtze, entsprechend dem
Standard-PCR-Ansatz in 3.2.2.2, gegeben. Die Amplifikation wurde in einem Primus96plus-

Thermocyler (MWG-Biotech) unter Verwendung des folgenden Programmes durchgeftihrt:

Initiale Denaturierung 95°C 2 min

Denaturierung 95°C 30s

Annealing 52°C 45s 40 Zyklen
Elongation 72°C 45s

Abschlief3ende Elongation | 72°C 5min

Nach Abschlufd der Reaktion wurden der Ansétze mit 4 pl 6x DNA-Ladepuffer gemischt und
auf dem 1,5% Agarosegel elektrophoretisch getrennt. Finf positive Klone pro Insert wurden
anschlief3end sequenziert.

4.2.3.5 Plasmid-Pr aparation

Zur Plasmidvermehrung wurden die entsprechenden Klone vom Gridausstrich gepickt und in
3-4 ml LB-Flussigmedium bei 37°C tber Nacht herangezogen. Die Préparation der Plasmide
erfolgte nun unter Verwendung des QIAquick Mini-Prep Plasmid Purification Kits (Quiagen)
nach den Angaben des Herstellers. Dabei werden die Zellen zunachst mittels Zentrifugation
(14000 rpm, 1 min) pelletiert und anschlief?end in Gegenwart von RNase in akalischer

Losung lysiert. Nach Neutralisierung der Losung sowie Falung und Sedimentation der
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bakteriellen Proteine sorgt ein Bindepuffer, der chaotrope Salze enthdt, daflr, dal’ die gelOste
DNA an die Matrix von Zentrifugationsssdulen binden kann. Nach Waschen mit
ethanolhaltigen Puffern kann die gebundene DNA durch eine Erhéhung des pH-Werts und
Senkung der Salzkonzentration von der Saule eluiert werden.

4.2.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung der Inserts erfolgte nach SANGER ET AL. (1977) durch den Einsatz des
SequiTherm EXCEL Il DNA-Sequencing Kit-LC (Epicentre Technologies). Hierbei wurden
die Fragmente in einem Thermocycler unter Verwendung IRD800-markierter SP6 oder T7-
Primer (MWG Biotech) nach den Angaben des Herstellers amplifiziert. Die Markierung durch
den Fluoreszenzfarbstoff ermdglichte die Detektion der Reaktionsprodukte nach erfolgter
Separation in einem automatischen Sequenzierer vom Typ LI-COR Gene ReadlR 4200 mit
Internet-Interface Netwinder (MWG Biotech). Die Sequenzdaten wurden mit der Software
eSeq V2.0 des Geréteherstellers ausgelesen und analysiert.

4.2.5 Nuclear run-on

4.25.1 Extraktion der Nuclei

Der Nachweis der de-novo-Transkription von mRNA verschiedener Hydra-Gene, die frih
wéahrend der Embryogenese zu detektieren sind, erfolgte durch nuclear run-on-Analyse
(GELLNER, 1992). Zur Isolation ihrer Kerne wurden 120 Zygoten, 2- und 4-Blastomer-Stadien
in 1 ml Dissoziationsmedium (3,6 mM KCL, 6 mM CaCl,, 1,2 mM MgSO,; 6 mM
Natriumcitrat, 6 mM Natriumpyruvat, 6 mM Glucose, 125 mM Tes und 50 mg/ml
Rifampicin), das durch 5 % Nonidet-P40 erganzt wurde, in einem 1,5 ml-Eppendorfgefal
mittels eines Einwegpistills homogenisiert. Durch Zentrifugation fir 5 min bei 100 rpm und
4°C wurden zunéchst groRere Zellreste pelletiert. Aus dem Uberstand wurden die Zellkerne
durch eine 12 minitige Zentrifugation bei 8000 rpm und 4°C gewonnen. Das Nucleus-Pellet
wurde nun in 50 pl 2x Reaktionspuffer (40 mM Tris-HCI, pH 8,0, 280 MM KCI, 20 mM
MgCl,) resuspendiert und bis zur Verwendung bei —-80°C gelagert.
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4.2.5.2 Vorbereitung der Probenmembran

Als Proben dienten ale Hydra-Gene, deren Transkripte zuvor durch RT-PCR in Zygoten
nachgewiesen werden konnten, sowie zwei weitere, erst spéter hochregulierte Gene als
Kontrollen. Nachdem die Fragmente in pGEM-T-Vektoren kloniert worden waren, wurden
sie in groferen Mengen durch PCR bel Standardbedingungen amplifiziert und mittels eines
PCR-Purification-Kits (Quiagen) gereinigt. Die DNA wurde durch Inkubation in 0,1 M
NaOH fir 10 min bei 95°C denaturiert und jeweils 5ug/Probe in 20xSSC-Puffer wurden
mitteks einer Slot-Blot-Kammer (Schleicher& Schiill) auf positiv geladene Nylon-Membran
gespottet. Die Fixierung der Nukleinsduren auf der Membran erfolgte durch UV-Bestrahlung
(120mJ, Stratalinker, Stratagene).

4.2.5.3 Run-on-Reaktion

Isolierte Nuclei in 50 pl 2x Reaktionspuffer wurden auf Eis aufgetaut, mit 1 pl 0,1 M DTT, je
1 pl 100 mM ATP, CTP und GTP und 100 pCi [a-*P]JUTP gemischt und auf 100 pl mit
DEPC-behandeltem ddH,0 aufgefillt. Die Reaktion lief nun fir 90 min bei Raumtemperatur
ab. Die *P-markierte RNA wurde unter Verwendung des Extraktionsmediums peqGOLD
RNAPure der Firma Peglab extrahiert und in 200 pl DEPC-ddH,O mit 100 u RNaseOut
RNase-Inhibitor gelost.

4.2.5.4 Hybridiserung

Die Hybridisierung der gereinigten RNA gegen die auf der Nylon-Membran immobilisierte
DNA erfolgte fir 72 Stunden bei 42°C in 30 % STARKS (30% Formamid, 0,02 % BSA, 0,02
% Ficoll, 0,02 % Polyvinylpyrrolidon, 5x SSC und 1 % SDS). Nach der Hybridisierung
wurde der Filter zweimalig fur 20 min bel 37°C unter niedrig-stringenten Bedingungen mit 2x
SSC, 0,1% SDS gewaschen und schliefdich 4 Tage be —80°C auf Roéntgenfilm unter

Verwendung von Verstarkerfolien exponiert.
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4.2.6 In-situ-Markierung naszenter RNA mit 5-Fluoro-Uridin

Zur in-situ-Markierung der Orte aktiver Transkription in frihen Hydra-Embryonen, wurden
diese einem 15 minitigen Puls von 2 mM 5-Fluoro-Uridin in HydraMedium ausgesetzt.
Wahrend dieser Zeit diffundiert das FU in die Zellen und wird dort wahrend der Transkription
anstelle normalen UTPs in die RNA eingebaut. Nun wurden die Embryonen in 4%
Paraformaldehyd in Hydra-Medium, pH 7.5 fir eine Stunde bel Raumtemperatur fixiert. Eine
anschlief3ende Permeabilisierung der Membranen durch Behandlung mit 0,5% Triton-X-100
in PBS fur 20 min auf Eis ermdglichte die nun folgende Immunodetektion des FU. Dazu
wurden die Proben zun&chst fir 1 Stunde bel RT in 1:2000 mit MAB + 1% BSA verdinntem
anti-BrdU-Antikorper (Sigma) inkubiert. Es ist bekannt, dald3 dieser AntikOrper eine
Crossreaktivitédt gegentber FU aufweist. Nach dreimaligem Waschen mit MAB + 0,1%
Tween20 erfolgte die Detektion mit anti-mouse-Antikdrper (1:500 in MAB + 1% BSA) an
den der Fluoreszenzfarbstoff TRITC konjugiert war. Auf die einstiindige Inkubation bei RT
folgten mehrere Waschschritte in MAB + 0,1 % Tween 20 zur Entfernung Uberschiissigen
Antikorpers. Die Einbettung erfolgte in Moviol, dem Hoechst 33342 in einer Konzentration

von 10 pg/ml zur Visualisierung der Zellkerne zugegeben worden war.

4.2.7 Whole-mount In-situ-Hybridisierung

Diese Methode beinhaltet die Detektion einer im Gewebe befindlichen mRNA durch eine
Digoxigenin-markierte Ribonukleotid-Sonde und die anschliefiende Bindung eines anti-
Digoxygenin-Antikorpers, der mit alkalischer Phosphatase konjugiert ist. Dadurch kann bel
Einsatz des geeigneten Substrates fir dieses Enzym die Expression des zu untersuchenden

Gens sichtbar gemacht werden.
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4.2.7.1 Sondensynthese

Als Matrix fur die Sondensynthese wurden Fragmente der zuvor generierten Plasmide
verwendet, die sich aus den Inserts der gewlinschten Gene, flankiert von den SP6- und T7-
Promotoren des Plasmids zusammensetzten. Um diese Fragmente zu erzeugen, wurde eine

PCR-Reaktion mit Primern gegen die viralen Promotoren unter Verwendung von Plasmid als

Matrix durchgefihrt.

Tab. 4-4. Pipettierschema eines PCR-Ansatzes zur Erzeugung SP6/T7-Promotor-

flankierter Inserts aus Plasmiden.

Komponente Volumen[ul]| Konzentration
Wasser 13,3 -

10x PCR-Puffer (Gibco) 2,0 1x
dNTPs (ImM) 2,0 100pM

5 -Primer (10pM) 1,0 500nM
3'-Primer (10uM) 1,0 500nM
Plasmid (ca. 100ng/pl) 0,5 -
Tag-Polymerase (5u/ul) (Gibco) 0,2 0,05u/pl
Gesamt 20,0

Zur Amplifikation wurde ein Primus96plus-Thermocyler (MWG-Biotech) unter Verwendung

des folgenden Programmes verwendet:

Initiale Denaturierung 95°C 2 min

Denaturierung 95°C 30s

Annealing 56°C 45s 40 Zyklen
Elongation 72°C 45s

Abschlief3ende Elongation | 72°C 5min
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Zur Synthese der Ribonukleotid-Sonden wurde das DIG-RNA-Labeling-Kit von Rdche nach
den Angaben des Herstellers verwendet. In einen Ansatz fur die Transkriptionsreaktion gehen

en:

Tab. 4-5. Pipettierschema eines Transkriptionsansatzes fir die Dig-RNA-

Sondensynthese

Komponente Volumen [ul]
DEPC-H,O auf 20,0
10x Transkriptionspuffer 2,0
Dig-Markierungs-Mix 2,0
RNase-Inhibitor 1,0
300 ng klonierte DNA Variabel
(Insert flankiert von Promotoren)

SP6- oder T7-Polymerase 2,0
Gesamt 20,0

Im pGEM-T-Vektor wird das in der Multiple-Cloning-Site sitzende Insert auch von zwei
Promotoren fur die SP6- und T7-RNA-Polymerasen flankiert. Werden somit pro Insert zwel
Reaktionen angesetzt, die entweder die eine oder die andere Polymerase enthalten, so entsteht
in der Reaktion nachfolgend in Abhangigkeit von der Orientierung des Inserts im Vektor im
einen eine Sense-RNA, die als Kontrolle dient, im anderen Ansatz die Antisense-RNA, die als
Sonde zum Einsatz kommt. Die Ansétze wurden fir 2 h bel 37°C in einem Thermoschuittler
inkubiert. Anschlief3end wurden je 2 pl RNase-freie DNase | hinzugegeben und fur 15 min
bei 37°C erneut inkubiert, um das Template zu verdauen. Die Reaktion wurde mit 2ul 0,5 M
EDTA pH 8,0 gestoppt und die synthetisierte RNA nach Zugabe von 2 ul 4 M LiCl und 75 pl
gekihlten 99,6% Ethanols Gber Nacht bel —21°C gefdlt. Nach Zentrifugation fir 30 min bei
14000 rpm und 4°C wurde das Pellet einmalig mit 1 ml eisgekihltem 80% Ethanol
gewaschen um uberschiissiges Salz zu entfernen und nach erneuter Zentrifugation fur 10 min
bei 14000 rpm bei 37°C kurz (6-7 min) angetrocknet und in 20 pl DEPC-H,O aufgenommen.
Die photometrische Konzentrationsbestimmung der Sonden ist durch das eingebaute Dig-
UTP schwer méglich. Die Bestimmung erfolgte daher durch einen Dot-Blot, bei dem 1 pl von
verschiedenen Verdinnungen (1:1, 1.5, 1:10, 1:50 1:100) der Sonden und einer markierten
Standard-RNA auf Nylon-Membran (Hybond) auftragen wurden. Nach Fixierung durch UV-

-52-



MATERIAL UND METHODEN

Bestrahlung konnte die Dig-markierte RNA durch den Einsatz des anti-Dig-Antikorpers
(Réche) in Verbindung mit NBT/BCIP as Substrat detektiert und angeférbt werden. Die
Kenntnis der Konzentration der Sonden ist flr den Einsatz von Sense- und Anti-Sense-Sonde

in gleichen wie auch angemessenen Mengen unbedingt erforderlich.

4.2.7.2 Hybridiserung

Alle Schritte, die keine Temperaturangabe enthalten, wurden bei Raumtemperatur in Costar-
Platten auf einem Rotationsschittler durchgefihrt. Alle anderen erfolgten in Eppendorf-

Gefalen in einem Thermoschiittler.

1.Tag

Die fur die in-situ-Hybridisierung verwendeten Embryonen waren zuvor 24 h in 4% frischem
Paraformaldehyd in Hydra-Medium bei 4°C fixiert und anschlief3end in Methanol bei —21°C
gelagert worden. Am Anfang dieser Methode stand somit das sequentielle Uberfiihren des
Gewebes in PBT durch Waschen fir jeweils 5 min und in einem Volumen von 2 ml 75%
Methanol in PBT, 50% Methanol in PBT und 25% Methanol in PBT gefolgt von 3x 5 min in
PBT um auch die letzten Methanolreste zu entfernen. Der folgende partielle Verdau des
fixierten Gewebes mit Proteinase K (10 pg/ml in PBT) fur 30 min bei 37°C hilft, die spétere
Penetration durch die RNA-Sonde zu erhéhen. Die Enzymaktivitét wird durch zweimaliges
Waschen mit Glycin (4 mg/ml in PBT) gestoppt. Nach weiterem Waschen fur 2x 5 min mit
PBT wurde das Gewebe in Triethanolaminlésung pH 7.8 Uberfuhrt (2x 5 min). Nun folgt eine
Behandlung mit Acetic Anhydride (1x 5 min 2,5 pl/ml; 1 x 5 min 5 pl/ml) in Triethanolamin
um die spatere unspezische Hintergrundfarbung zu reduzieren. Nach weiterem Waschen in
PBT (2x 5 min) wird das nach dieser Behandlung angegriffene Gewebe 20 min in 4%
Paraformaldehyd in PBT refixiert, um einem Zerfall entgegenzuwirken. Die folgende
Hitzebehandlung fur 30 min bei 80°C in einem Thermoschttler soll die Aktivitdt endogener
alkalischer Phosphatasen herabsetzen, die zu einer unspezifischen Hintergrundfarbung fihren
wurden. Vor der Préhybridisierung der Proben wird das Gewebe nun fur 10 min in 50%
Hybridisierungslésung in PBT gegeben. Alle folgenden Schritte der Pr&, Post- und
Hybridiserung werden bei 50°C ausgefiihrt. Die Prahybridisierung soll die unspezifische

Bindung der Sonden minimieren, dazu wurden die Embryonen zun&chst fir 10 min, dann fur
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weitere 2 Stunden in Hybridisierungsldsung inkubiert. Zur folgenden Hybridisierung wurden
die Embryonen in zwel Eppendorfgeféide (flr Sense- bzw. Antisense-Sonde) aufgeteilt. Die
Hybridisierung selbst erfolgte dann in 250 pl Hybridisierungslésung mit  ener
Sondenkonzentration von 30 ng/100 ul fir 40 Stunden bei 50°C und leichtem Schitteln.

3.Tag

Um ungebundene Sonde zu entfernen wurden die Proben mehreren Waschschritten
ausgesetzt: 5 minin 1 ml 100% Hybridisierungsddsung, 5 minin 1 ml 75% Hyb.-L6sung in 2x
SSC, 5 min in Iml 50% Hyb.-L6sung in 2x SSC, 5 min in 25% Hyb.-Ldsung in 2x SSC und
schliefdlich zweimaliges Waschen fur 30 min in 2x SSC + 0,1% CHAPS. Fur die folgende
Antikorper-Bindung wurde das Gewebe durch zweimaliges Waschen fur 10 min mit MAB an
das neue Puffersystem angepald. Das folgenden Waschen fur 1 h in MAB-B bel RT und 2 h
in Blockierungslosung bei 4°C dient dem Absattigen unspezischer Bindestellen fur den
Antikorper. Schliefdlich wurde die Blockierungslésung durch 1:2000 verdiunnten Antikorper
in Blockierungslésung ersetzt. Die Inkubation erfolgte im Thermoschittler bel 4°C Uber
Nacht. Der eingesetzte Antikorper ist ein anti-Digoxygenin-Antikorper, an den eine akalische

Phosphatase konjugiert wurde.

4.Tag

Nach der Inkubation wurde ungebundener Antikorper durch zahlreiche Waschschritte
vollstandig entfernt. Die Embryonen wurden dazu 6 x 30 min in MAB-Puffer gewaschen.
Nun wurde die Farbereaktion durchgeftihrt. Da die alkalische Phosphatase fur ihre Katalyse
einen hohen pH-Wert bendtigt, wird das Gewebe zunéchst durch dreimaliges Waschen fir 5
min in 2 ml NTMT-Puffer mit Levamisol (1 pl/ml) an die neuen Bedingungen angepald. Das
Levamisol ist ein Inhibitor endogener akalischer Phosphatasen. Das verwendete chromogene
Substrat ist NBT/BCIP-Konzentrat in einer 1:50 Verdinnung in NTMT + Levamisol. Die
Farbreaktion erfolgte im Dunkeln zunéchst fir 20 min auf einem Rotationsschiittler, dann
ohne Schitteln, bis die Embryonen, die mit der Sense-Sonde inkubiert worden waren, eine
erste schwache unspezifische Féarbung zeigten. Die Reaktion wurde durch die Behandlung mit
99,6% Ethanol fir 10 min gestoppt, anschlief3end wurden die Proben fir 30 min mit 4%
Paraformaldehyd erneut fixiert. So behandelte Proben wurden nun in 50% Methanol in
DEPC-H,0 bei 4°C aufbewahrt, da eine Einbettung in Euparal ein Schrumpfen sowie den
Verlust der Dreidimensionalitét zur Folge gehabt hétte.
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4.3 Histologische M ethoden

4.3.1 Einbettung in Kunststoff

Das Einbetten in Kunststoff erfolgte nach Anleitung von Frau Dr. Anton-Erxleben. Hydra-
Embryonen wurden fir 18 Stunden Uber Nacht in 3,5% Glutaraldehyd in 50 mM
Cacodylatpuffer pH 7.4 fixiert. Nach einmaligem Waschen in 75 mM Cacodylatpuffer fir 30
min erfolgte eine zweistiindige Postfixierung mit 1% OsO, in 75 mM Cacodylatpuffer bei
4°C. Nach einem weiteren 30-minitigen Waschschritt zur Entfernung des Fixativs wurden die
Proben durch sequentielles Waschen fir 15 min in 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 100%
Ethanol dehydriert. Nun folgten zwel Inkubationen fir jeweils 30 min in 1,2-Propylenoxid
bevor mit dem Einbetten begonnen werden konnte. Die verschiedenen Komponenten fir das
Einbettungsmedium Agar 100 (Agar Scientific Ltd., Essex) wurden entsprechend dem
Protokoll des Herstellers fur die ,harte’ Variante gemischt und anschlief3end wurde fur die
Infiltration des Gewebes wie folgt verfahren: zunéchst wurden die Proben fir 30 min in einer
1:1-Mischung aus 1,2-Propylenoxid und dem Kunststoffgemisch inkubiert, darauf folgte eine
30-mindtige Inkubation dieser Komponenten im Verhdltnis 1:3. Nach diesen Inkubationen,
die bei RT durchgefihrt wurden, erfolgte die Infiltration durch reines Agar 100 tber Nacht
bei 4°C. Abschlief3end wurden die infiltrierten Proben in frischem Agar 100-Medium in
kleine Gummiformen gegeben und bei 60°C polymerisiert.

4.3.2 Anfertigung von Semidunnschnitten

Fur die lichtmikroskopische Betrachtung der in den Hydra-Embryonen befindlichen
Endocyten war es notwendig, Semidinnschnitte anzufertigen, um diese anschliefiend mit
verschiedenen Methoden zu farben. Zundchst wurden die Blocke mit den eingebettenen
Embryonen mit Rasierklingen zurechtgeschnitten, um den Zugang zum Gewebe zu
ermoglichen. Die semidinnen Schnitte wurden anschlief3end durch ein Ultracut E Ultratom
(Leica) unter Verwendung einer Glasklinge hergestellt und auf Objekttrager gegeben.
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4.3.3 Anfertigung von Ultradinnschnitten

Fur die Anfertigung von Ultradinnschnitten erfolgte der Gewebeschnitt mit dem gleichen
Gerédt wie bei den Semidinnschnitten, allerdings unter Verwendung eines Diamantmessers.
Die Schnitte wurden danach auf feinen runden Gittern aufgenommen, die zuvor mit 1,2%

Pioloform in Chloroform behandelt worden waren.

4.3.4 Kontrastierung fur die Transelektronenmikroskopie

Zur Kontrastierung der im TEM sichtbar zu machenden Feinstrukturen missen die
Gewebeschnitte mit Schwermetall-lonen angereichert werden. Dies wurde unter Anleitung
von Frau Dr. Anton-Erxleben durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden die Ultradiinnschnitte
zunéchst for 5 min in 2,5% Uranylacetat inkubiert und anschlief3end mit ddH,O gespilt, um
schliefdich fur 2 min mit Bleicitratlésung, die jewells frisch aus Bleiazetat und Natriumcitrat

gemischt wurde, behandelt zu werden (REYNOLDS, 1963).

4.3.5 Rhodamin-123-Farbung

Rhodaminl123 ist ein Rhodamin-Derivat, das von respiratorisch aktiven Mitochondrien in
deren Matrix aufgenommen wird. Da diese Farbung nur dann méglich ist, wenn das innere
Membranpotential dieser Organellen intakt ist, dient sie auch dem Nachweis apoptotischer
oder nekrotischer Zellen. Zellen, deren Mitochondrien mit Rhodaminl23 geféarbt wurden,
koénnen aufgrund dieser Eigenschaften des Farbstoffs nicht fixiert werden; der Tod der Zellen
hétte eine schnelle Diffusion des Rhodamins in das Cytoplasma zur Folge.

Vor seiner Verwendung wurde Rhodaminl23 in einer Konzentration von 1 mM in DMSO
gel6st. Diese Stammlésung wurde bei 4°C aufbewahrt. Farbel 6sung wurde immer unmittel bar
vor ihrer Verwendung frisch angesetzt. Die Farbung |ebender Embryonen erfolgte in 200 nM
Rhodaminl123 in Hydra-Medium fir 20 min bel Raumtemperatur. Anschlief3end wurden die
Embryonen 3-5 x fir jeweils 10 min in Hydra-Medium gewaschen, um Uberschiissigen
Farbstoff zu entfernen. Die Dokumentation der Farbung erfolgte in Hydra-Medium unter dem
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Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung eines Rhodamin-Filtersets nachdem Endocyten
durch leichtes Quetschen aus den Embryonen freigesetzt worden waren.

4.3.6 Silberfarbung

Die Silberfarbung der Nukleoli fixierter oder unfixierter Zellen basiert auf argyrophilen
(silberbindenden) Proteinen, die mit der NOR (nucleolar organizer reagion) assoziiert sind.
Diese Féarbung ist aul3erordentlich spezifisch, es werden keinerlel andere Strukturen geférbt.
Dadiein Hydra-Embryonen befindlichen Endocyten sehr fragil sind und bei der Herstellung
eines Quetschprdparates leicht platzen, wurden ausschliefdlich Embryonen verwendet, die
zuvor in 4% Paraformaldehyd bei 4°C Uber Nacht fixiert worden waren. Die Embryonen
wurden anschlieRend in 24-Well-Ze lkulturplatten (Costar) dberfuhrt und far 20 min in
Boratpuffer pH 9,22 (Merck) inkubiert. Die Farbung erfolgte nun in Silbernitratlésung (1
g/ml) bei 37°C im Inkubator. Sie war abgeschlossen, wenn die Embryonen eine gold-braune
Farbe angenommen hatten, was in der regel nach etwa 40 min der Fall war. Abschlief3end
wurden die Embryonen nun 6 x 10 min in PBS gewaschen, um Uberschiissiges Silber aus dem
Gewebe zu entfernen. Unzureichende Entfernung zieht die Schwarzung des Préparates unter
der Lichtquelle des Mikroskops nach sich. Schliefdich wurden die Embryonen in Moviol
eingebettet.

4.3.7 Hoechst-33342-Fér bung

Hoechst-33342 ist in der verwendeten Konzentration ein Vitafarbstoff, eine Farbung zieht
also keine Beeintrdchtigungen der Prozesse in den geférbten Zellen nach sich. Fur die
Farbung der Zellkerne werden lebende oder auch fixierte Embryonen fur 10 Minuten in
1:1000 verdinnter Hoechst-33342-Stammlosung  in Hydra-Medium  bzw. PBS
(Endkonzentration 10ug/ml) geférbt und anschlieffend zweimals fur 5 min in dem
verwendeten Medium gewaschen. Die Farbung wurde anschlieffend nach Einbettung in
Moviol unter Verwendung eines DAPI-Filtersatizes unter Epifluoreszenz betrachtet.
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5 Ergebnisse

5.1 Lichtmikroskopische Betrachtung der Embryogenese von Hydra

Fur die molekularbiologische Betrachtung der Expression verschiedener Gene war es
zunachst erforderlich, verschiedene Embryogenesestadien festzulegen, die bel der
Untersuchung berlicksichtigt werden sollten. Da die bis dato vertffentlichten Daten der
Embryogenese von Hydra (MARTIN ET AL., 1997) keine lichtmikroskopischen Aufnahmen
und keine Definition diskreter Stadien enthielten, war es notwendig, insbesondere die frihe
Embryogenese erneut unter diesen Gesichtspunkten zu betrachten. Abbildung 1-7 zeigt den
Ablauf der Embryogenese von Hydra im lichtmikroskopischen Bild. Fir die
molekularbiologische Expressionsanalyse wurden die folgenden Entwicklungsstadien
ausgewahlt, diein Abbildung 5-1 dargestellt sind:

a) unbefruchtete Oozyten.

b) 8-Blastomer-Stadien, 4 h nach Befruchtung.

c) Sadien in den mittleren Furchungsteilungen. Diese Stadien werden nachfolgend mit
Bezug auf die Literatur mit ,mid-cleavage’ bezeichnet. Sie umfassen Ontogenesestadien
5,5 - 6 Stunden nach Befruchtung.

d) Coeloblastulae, 8 h nach Befruchtung. Diese Stadien sind im Lichtmikroskop gut durch
die dunklere Farbung in ihrer Mitte zu erkennen. Es wurden ausschliefdlich Stadien
verwendet, bei denen die Gastrulation noch nicht eingesetzt hatte.

e) Postgastrulae wahrend der Embryothekformierung. Diese Stadien werden nachfolgend
mit Bezug auf die Literatur und der Kirze wegen mit ,spike’-Stadium bezeichnet. Es

wurden Stadien 24-30 h nach Befruchtung verwendet.

f) Dauerstadien, 3 Tage nach Befruchtung. Diese Stadien werden nachfolgend als

Embryothekstadium oder , cuticle’ -Sadium bezeichnet.
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Abb. 5-1: Ausgewéhlte Embryonalstadien von Hydra fur die Expressionsanalyse (A)
Unbefruchtete  Oocyte.  (B) 8-Blastomer-Stadium.  (C) Stadium der  mittleren
Furchungsteilungen. (D) Coeloblastula. (E) Postgastrulastadium  wahrend  der
Embryothekbildung mit pseudopodienartigen Fortséatzen (, spike'-Stadium). (F) Dauerstadium
(,cuticle’ -Stadium), 3 Tage.

5.2 Expressionsanalyse bekannter Hydra-Gene

Die einzigen publizierten Erkenntnisse Uber die Genexpression wéhrend der Embryogenese
von Hydra geben die Expression von HyBra, einem Brachyury-Homolog, wahrend der spéten
Embryonalentwicklung bis zu Schltpfen des Tieres wieder (TECHNAU & BODE, 1999). Daher
wurden Gene aus verschiedenen  Funktionsgruppen  (Homeoboxgene, andere
Transkriptionsfaktoren, Peptide, andere Signalmolekile und ein Rezeptor) gewéhlt und RT-
PCR mit sequenzspezifischen Primern durchgefihrt, um Einblicke in deren
Expressionsprofile wéahrend der frlhen Embryogenese zu erhaten. Optimae

Amplifikationsbedingungen wurden im Vorfeld durch Temperaturgradienten-PCR und
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verschiedene Zykluszahlen fir jedes untersuchte Gen ermittelt. Als Referenz-Mengenstandard

diente b-Aktin, ein ubiquitéares Gen, von dem angenommen wird, dal3 sich seine Expression

wéhrend der frihen Embryogenese nicht signifikant &ndert. Alle amplifizierten Fragmente

wurden in E.coli kloniert und sequenziert, um sicherzustellen, dal3 es sich bei den erhaltenen

Expressionsmustern um die analysierten Gene handelt.

Tab. 5-1: Ubersicht tiber die untersuchten Hydra-Gene und ihre Gruppenzugehorigkeit.

Gen Homolog Gruppe REFERENZ
b-Catenin | b-Catenin Transkriptionfaktor |HOBMAYERET AL., 1996
Budhead |[Fork head/HNF-3 | Homeoboxgen MARTINEZ ET AL., 1997
CnGsc Goosecoid Homeoboxgen BROUN ET AL., 1999
CnNk-2 |Nk-2 Homeoboxgen GRENSET AL., 1996
Cnnos Nanos Tranglationsinhibitor | MOCHIZUKI ET AL., 2000
CnOtx Orthodenticle Homeoboxgen SMITH ET AL., 1999
Cnox-2 Hox-2 Homeoboxgen SHENK ET AL., 1993
Frizzled |Frizzled Rezeptor MINOBE ET AL., 2000
Heady - Peptid LOHMANN & BoscH, 2000
HyAlXx Aristaless Homeoboxgen SMITH ET AL., 2000
HyBra Brachyury Transkriptionsfaktor | TECHNAU & BODE, 1999
Hym301 |- Peptid HOFFMEISTER, 1996, 1999, 2001
Hypl - Signalprotein HERMANS-BORGMEYER ET AL., 1996
HyTcf Tcf Transkriptionsfaktor | HOBMEYERET AL., 2000
HyWwnt |[Wnt Signalmolekdll HOBMEYERET AL., 2000
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5.2.1 Homeobhox-Gene

Der Expressionsstart der untersuchten Homeoboxgene ist, wie aus Abbildung 5-2 ersichtlich,
von Gen zu Gen sehr unterschiedlich und erstreckt sich dber den ganzen
Untersuchungszeitraum. So weist das aristalesssHomolog HyAlx einen stetig unveranderten
Expressionsgrad auf und wurde wie das orthodenticle-Homolog CnOtx bereits in Oocyten
nachgewiesen. Letzteres zeigte alerdings eine starke positive Regulation nach Vollendung
der Oothek. Transkripte der anderen Vertreter waren meist erst wahrend (Cngsc und CnNk-2)
oder nach erfolgter Formierung der Oothek (Cnox-2 und Budhead) nachweisbar.

B-Aktin

HyAlx
CnOtx
CnNk-2
Cngsc
Budhead
Cnox-2

-1 3 6 12 23 100
Zeit [h] seit Befruchtung

Abb. 5-2: Expressionspr ofil ver schiedener Homeobox-Homologe von Hydra wahrend der
frihen Embryogenese. Aus verschiedenen Entwicklungsstadien wurde RNA isoliert, in
komplementdre cDNA umgeschrieben und diese as Matrix fir PCR mit sequenzspezifischen
Oligonukleotiden eingesetzt. b-Aktin ist der Referenzstandard, als Kontrolle wurde einer
PCR-Reaktion statt cDNA Aqua bidest hinzugeftigt.
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5.2.2 Transkriptionsfaktoren anderer Art

Wie in Abbildung 5-3 illustriert wird, sind Transkripte aller untersuchten Vertreter dieser
Gruppe bereits in Eizellen nachweisbar. Wahrend jedoch bel HyTcf und HyBra eine
kontinuierliche Abnahme zu verzeichnen ist, bleibt der Expressionspegel von b-Catenin
zunachst konstant, um schliellich die Aufregulation beim Ubergang zum Dauerstadium zu
erfahren. Letzteren Anstieg der Transkriptmenge zeigt auch HyBra, dessen Expression
wahrend der spdten Embryogenese schon bekannt war und nun hier vervollstandigt wird.

-1 3 6 12 23 100
Zeit [h] seit Befruchtung

Abb. 5-3: Expressionsprofile von anderen Transkriptionsfaktoren wahrend der frihen
Embryogenese von Hydra nach Amplifikation mit sequenzspezifischen Primern. b-Aktin

dient als Mengenstandard, die Kontrolle enthielt Wasser anstelle von Template.
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5.2.3 Peptide, Polypeptide und ander e sezer nierte Signalmolekiile

Die Expressionsprofile aller untersuchten sezernierten Molekile (Abbildung 5-4), zu denen
neben den Peptiden Heady und Hym-301 auch das hypostomspezifische Polypeptid Hypl und
das Hauptsignalmolekil des Wnt-Signaltransduktionsweges, HyWnt, gehdren, dneln sich.
Waéhrend die Expression von Heady schon im Blastula-Stadium beginnt, sind Transkripte der
anderen Signalmolekile erst viel spéter, nach der Bildung der Ooothek im Dauerstadium zu
finden. Die Expression des fuldspezifischen Peptides Hym-301 ist auch hier nur &auf3erst
gering. Im Vergleich zu den anderen untersuchten Gruppen scheinen mit Ausnahme von
Heady sezernierte Molekile nur eine untergeordnete Rolle wahrend der friihen Embryogenese

Zu spielen.

B-Aktin

Heady
] Peptide
Hym-301

Hyp1 = Polypeptid

Signalmolekdl
HyWnt = anderer Art

-1 3 6 12 23 100
Zeit [h] seit Befruchtung

Abb. 5-4: Expressionsprofile verschiedener sezernierter Signalmolekile wahrend der
friihen Embryogenese. Zur besseren Ubersicht sind hier die Profile der Peptide, des
einzigartigen Polypeptid Hypl und des Wnt-Homolog HyWnt im Vergleich dargestellt. Die
Amplifikation erfolgt mit sequenzspezifischen Primern. b-Aktin dient als Mengenstandard,

die Kontrolle enthielt Wasser anstelle von Template.
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5.2.4 Moleklle anderer Zugehorigkeit

Dieser Abschnitt gibt die Ergebnisse der Expressionsanalyse einzelner Vertreter zweier
Gruppen wieder. Sowohl von Cnnos, dem einzigen bearbeiteten cytoplasmatischen
Trandations-Inhibitor als auch vom Frizzled-Rezeptor-Homolog sind Transkripte bereits in
den Oocyten und Uber den gesamten Untersuchungszeitraum nachweisbar. Auffallend ist
jedoch, dal3 der Expressionsgrad bel beiden zur Oothekenbildung im postgastruldren , spike' -
Stadium etwas ansteigt, dann jedoch signifikant abfallt.
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-1 3 6 12 23 100
Zeit [h] seit Befruchtung

Abb. 5-5: Expressionsprofile des maternalen Trangations-Repressors Cnnos und des
Frizzled-Rezeptors wahrend der frihen Embryogenese von Hydra. Auch hier wurde zur
Kontrolle Aqua bidest in einem PCR-Ansatz eingesetzt. Die Probendquilibrierung erfolgte
gegen das abundante Transkript von b-Aktin.
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5.2.5 Gene des Wnt-Reaktionswegesim Uberblick

Unter den Signalwegen ist der Wnt-Reaktionsweg bei M odellorganismen wie Drosophila oder
Xenopus einer der am besten erforschten. Vier der untersuchten Genen sind Homologe von
Vertretern dieses Weges. das Signalprotein Wnt, der dazugehorige Rezeptor Frizzled und die
Transkriptionsfaktoren b-Catenin und HyTcf. In der Abb. 5-6 ist die Expression dieser
Faktoren nocheinmal in der Ubersicht dargestellt. Wahrend Frizzled, HyTcf und b-Catenin in
alen Stadien exprimiert werden, wird HyWnt ausschliefdlich nach erfolgter Formierung der
Oothek transkribiert. Somit ist zwar der Rezeptor dieses Signaltranduktionsweges vorhanden,
der Ligand jedoch wird nicht koexprimiert. Dieses Uberraschende Ergebnis weist auf die
Beteiligung eines weiteren, noch unbekannten Wnt-Liganden und die offenbar von der

hypothetischen Funktion abweichenden Rolle des Hydra-Homologs hin.

Frizzled

pB-Catenin

HyTcf

-1 3 6 12 23 100
Zeit [h] seit Befruchtung

Abb. 5-6: Expressionsprofile verschiedener Vertreter des Wnt-Signalweges wahrend der
friihen Embryogenese im Uberblick Die Amplifikation erfolgt mit sequenzspezifischen
Primern. b-Aktin dient als Mengenstandard, die Kontrolle enthielt Wasser anstelle von

Template.
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5.3 Transkriptein frihen Embryonen und ihre Rollein der Embryogenese

5.3.1 Der Start zygotischer Transkription

Der Beginn der Transkription zygotischer Gene und somit das Auftauchen erster embryonaler
Transkripte wird unter anderem durch die vermehrte Synthese ribosomaler RNA
charakterisiert. Zur Ermittlung dieses Zeitpunktes wurden die gleichen Proben, mit denen die
Genexpressionsprofile zuvor erfaldt wurden, einer PCR mit Primern gegen 28S-rRNA
unterworfen. Abbildung 5-7 zeigt, daR die Expression ribosomaler RNA nach Ubergang zum
Coeloblastulastadium stark ansteigt, um dann im weiteren Verlauf leicht anzusinken. Dieses
Ergebnis ist ein Hinwels auf den Start zygotischer Transkription wéhrend des
Blastulastadiums. Um das Expressionsprofil zu erhalten, war eine PCR-Reaktion mit einer
relativ hohen Zyklenzahl (40 Zyklen) und Uberbelichtung der Gelaufnahme erforderlich.

\.
2 W2 =)
& e
S B c} & e
¥ P &
\\ %) )

42 & S
o°‘vt4" & g Q'Q < ~l—°

-1 3 6 12 23 100
Zeit [h] seit Befruchtung

Abb. 5-7: Expression ribosomaler 28S-RNA im Verlauf der Embryogenese. b-Aktin ist

der Referenzstandard, als Kontrolle wurde einer PCR-Reaktion statt cDNA Aqua bidest
hinzugefugt.
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5.3.2 De-novo Transkription vor dem Start der zygotischen Transkription

Von insgesamt sieben Genen konnten Transkripte bereits in unbefruchteten Oocyten und
frihen Furchungsstadien nachgewiesen werden. Um bestimmen zu kdnnen, ob diese Gene
tatsachlich aktiv transkribiert werden oder ob sie vielleicht Uberreste der Oocytenbildung und
damit maternalen Ursprungs sind, wurde ein Nuklear-run-on durchgefiihrt, bel dem in der
Entstehung begriffene RNA radioaktiv markiert wurde. Wie Abbildung 5-8 A zeigt, werden
alle bereits in Oocyten, 2- und 4-Blastomer-Stadien nachgewiesenen Transkripte aktiv
synthetisiert. Die Grafik in Abbildung 5-8 B gibt den Versuch schematisiert wieder.

= il (5% L7,
\ M s . HyAlx
#  Frizzled
"‘g‘;@ + [*P]-UTP ¥
w& -  Cnnos
2 Stunden Transkription in-vitro 2
. “  CnOtx
‘ *RNA-Isolation T Hchf
*RNA '=-a‘7=4= - Actin
#= HyBra
3 Tage Hybridisierung gegen auf Nylon*- wita B-Catenin
Membran immobilisierte PCR-Fragmente
Heady
Waschen CnNk-2
4 Tage Exposition auf Réntgenfilm

Abb. 5-8: Nachwels naszierender RNA in frihesten Embryonen durch nuclear run-on-
Transkription. (A) Rontgenfilm nach 4-tégiger Exposition. Aktin diente als Positiv-, Heady
und CnNK-2, als Negativkontrollen. (B) Versuchsschema: Die Transkription in isolierten
Zellkernen aus Oocyten, 2- und 4-Blastomer-Stadien wurde in-vitro unter Anwesenheit von
[*P]-UTP beendet. Die Produkte wurden gegen PCR-Produkte der angegebenen Gene

hybridisiert und die radioaktiven Banden durch Exposition auf Rontgenfilm sichtbar gemacht.
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5.3.3 Endocyten als Orte der embryonalen Transkription maternaler Gene

Aus den vorangegangenen Untersuchungen geht hervor, dal3 die ersten embryonalen Gene
vermutlich wahrend des Blastulastadiums transkribiert werden, im Gegenzug aber die aktive
Transkription von sieben der untersuchten Gene in 2- und 4-Blastomer-Stadien einwandfrei
nachgewiesen werden konnte. Dieser Gegensatz sollte durch die Markierung naszierender
RNA in-vivo aufgeklart werden. Bei der eingesetzten FU-Markierung wird die von den
transkriptionell aktiven Zellen oder Blastomeren synthetisierte RNA durch den Einbau von
5‘-Fluor-Uridin markiert. Der Einsatz eines kreuzreaktiven anti-BrdU-Antikorpers, der mit
einem geeigneten Fluorochrom konjugiert ist, ermoglicht die Detektion der markierten
Transkripte am Ort ihrer Entstehung. Bereits nach kurzer Markierungszeit (10 min) weisen
lichtmikroskopisch nicht zu unterscheidende i-Zellen und Oogonien in der Korpersdule eines
Kontroll-Polypen eine starke Markierung auf (Abb. 5-9 A & B). Diesist ein Hinweis auf die
hohe transkriptionelle Grundaktivitét dieser Zellen.

A B

o
b

Abb. 5-9: I-Zellen und Oogonien weisen bereits im Polypen und wahrend der Oogenese
erhohte transkriptionelle Aktivitat auf. (A & B) Orte der aktiven Transkription wurden
durch Inkorporation von 5-FU markiert und durch einen TRITC-konjugierten-anti-BrdU-
Antikorper detektiert. (A) Oocyte-bildender Hydra-Polyp (AEP-Stamm) nach FU-
Markierung. Ef Eifleck. (B) VergrofRerung der Korpersaule eines zu sexueller Vermehrung
induzierten AEP-Polypen. Pfeile zeigen auf markierte Zellen in den Interstitien (pluripotente

i-Zellen und Oogonien).
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Abbildung 5-10 A demonstriert, dal3 ein Hydra-Embryo im Bereich der mittleren Furchungen
eine hohe Anzahl an Endocyten mit ihren Zellkernen enthdt. Dem gegentiber stehen nur
wenige embryonale Zellkerne. Durch die FU-Markierung konnte gezeigt werden, dald der
vorwiegende Teil der Endocyten transkriptionell aktiv ist (Abb. 5-10 B).

Abb. 5-10: Die embryonalen Endocyten maternalen Ursprungs sind Orte aktiver
Transkription in friuhen Hydra-Embryonen. (A) Hydra-Embryo 6 Stunden nach
Befruchtung. Orte der aktiven Transkription wurden durch Inkorporation von 5-FU markiert
und durch einen TRITC-konjugierten-anti-BrdU-Antikorper detektiert. Alle sichtbaren
Endocyten weisen eine Farbung von Cytoplasma und Nucleus durch markierte RNA auf. (B)
Der gleiche Embryo wie in (A) nach Zellkernfarbung durch Hoechst 33342. (C) Dunkelfeld-
Aufnahme des gleichen Embryos im Interferenzkontrast mit stark lichtbrechenden Endocyten.

Die Pfeile weisen auf die gleichen Kernein (A) und (B) hin.
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5.4 Lokalisierung der Expression ausgewahlter Gene

Da keine der zuvor eingesetzten Methoden - weder der Nuclear-run-on noch die FU-
Markierung - eine spezifische Trennung der transkriptionellen Aktivitét der embryonalen und
der endocytischen Nuclel erlaubt, wurden fur den Nachweis, ob die Endocyten die in der RT-
PCR und im nuclear-run-on nachgewiesenen Transkripte tatséchlich synthetisieren, in-situ-

Hybridisierungen mit Sonden ausgewahlter Gene durchgefihrt.

Bel den in-situ-Hybridisierungen wurden Embryonen aler frihen Embryonalstadien bis zur
Formation der Embryothek eingesetzt. Postgastrulae, die bereits mit der Sekretion der Theca
begonnen hatten, wie auch Dauerstadien wurden bei der Auswertung jedoch nicht
berlicksichtigt, da die sezernierten Substanzen ihrer Oberflache eine derartige Klebrigkeit
verleihen, dal? es bei der Detektion zu einer starken unspezifischen Farbung der Embryothek
kommt (Daten nicht gezeigt). Leider scheinen Hydra-Embryonen wegen der in den
Blastomeren befindlichen Endocyten, die wiederum eine intakte Membran und die
nachzuweisenden  Transkripte in ihrem eigenen Inneren besitzen, fir eine in-situ-
Hybridisierung nur bedingt geeignet zu sein. Es kommt in den meisten Falen nur zu einer

guten Erreichbarkeit und somit Farbung der &uf3ersten Endocytenlagen.
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5.4.1 HyTcf

Nach whole-mount-in-situ-Hybridisierung mit Sonden gegen ein Fragment der kodierenden
Region von HyTcf zeigen die verwendeten Embryonalstadien eine gleichméflige blaue
Farbung (Abbildung 5-11 A & B) , die von Stadium zu Stadium in der Intensitét variiert.
Transkripte sind in Ubereinstimmung mit RT-PCR-Daten schon in frilhen Embryonen (4-
Blastomer-Stadien) nachweisbar. Um Expression in Endocyten nachzuweisen, wurde ein
Quetschpraparat angefertigt. Das Ergebnis ist in Abbildung 5-11 C dargestellt: Die im
Cytoplasma der Blastomeren befindlichen Endocyten weisen eine blaue Farbung auf; die

nachgewiesenen Transkripte wurden also von den Endocyten synthetisiert.

Abb. 5-11: Whole-mount-in-situ-Hybridisierung mit Sonden gegen HyTcf. (A) 4-
Blastomer-Stadium, Antisense-Sonde, Dunkelfeld. (B) Leicht deformiertes Postgastrula-
Stadium vor Beginn der Oothekbildung, Antisense-Sonde, Dunkelfeld. (C) Quetschpraparat
eines Stadiums der mittleren Furchungsteilungen, Ausschnittsvergrof3erung der Endocyten im
Hellfeld-Interferenzkontrast. (D) Zygote, Sense-Kontrollsonde im Dunkelfeld.
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5.4.2 HyAlx

Die whole-mount-in-situ-Hybridisierung zeigt eine gleichméallige HyAlIx-Expression ohne die
bei HyBra beobachtete Zonierung im gesamten Embryo. Alle untersuchten Stadien der friihen
Embryonalentwicklung weisen eine vergleichbare Farbung auf. Im Quetschpraparat wird eine
Konzentration der blauen Farbung im Cytoplasma der Endocyten sichtbar. Dies zeigt
abermals, dal’ die im Nuclear-run-on nachgewiesenen naszierenden Transkripte von den
maternalen Endocyten synthetisiert werden.

Abb. 5-12: Whole-mount-in-situ-Hybridisierung mit Sonden gegen HyAlIx. (A) Embryo
waéhrend der ersten Furchungsteilung, Antisense-Sonde, Dunkelfeld. (B) Postgastrula-Stadium
vor Beginn der Oothekbildung, Antisense-Sonde, Dunkelfeld. (C) Detaillaufnahme der
Oberflache einer Zygote im Dunkelfeld. Der weif3en Pfeile zeigen auf geférbtes Cytoplasma
und geférbte Zellkerne von Endocyten. (D) Postgastrula vor Oothekenformation, Sense-
Kontrollsonde im Dunkelfeld.

-72 -



ERGEBNISSE

5.5 Funktionelle und mor phologische Char akteristika der embryonalen

Endocyten

Die bislang publizierten Ergebnisse tber die Morphologie der Hydra-Endocyten basieren fast
ausschliefdlich auf ultrastrukturellen Untersuchungen dieser Zellen wahrend der Oogenese.
Dabei werden diese Zellen fast ausnahmslos al's apoptotisch beschrieben (HONEGGER ET AL.,
1989; MILLER ET AL., 2000). Die in den vorangegangenen Kapiteln vorgestellten Ergebnisse
zeigen jedoch auf, dal3 Endocyten transkriptionell aktiv sind, und daf diesen Zellen
moglicherweise eine weitaus grof3ere Bedeutung zukommt as bisher angenommen. Aus
diesem Grund wurden verschiedene Merkmale der Endocyten gezielt analysiert, um
festzustellen, ob sich die Endocyten tatsachlich im Zelltod befinden. Desweiteren wurde
erneut ein besonderes Augenmerk auf die Feinstruktur dieser Zellen und die moglichen
Veranderungen, die sie wahrend der Embryogenese erfahren, gerichtet.

5.5.1 Nucleolusstruktur der Hydra-Endocyten

Untersuchungen jingeren Datums haben gezeigt, dal? Nucleoli solcher Zellen, bei denen der
programmierte Zelltod initiiert wurde, schon sehr friih, noch bevor eine Fragmentierung des
Chromatins zu beobachten ist, abgebaut und in Form von stark kondensiertem Material an die
Peripherie der Nuclei transportiert werden (MorRIMOTO, 2001). Um zu Uberprifen, ob die
Nuclei der Endocyten intakte Nucleoli aufweisen, wurde eine Silberférbung durchgefihrt. In
intakten Kernen sind die Nucleoli mit NORs (nucleolar organizer regions) assoziiert. Diese
weisen wiederum besondere argyrophile, also silberbindende Proteine auf, die durch eine
Silberfarbung spezifisch angeféarbt werden kénnen. Abbildung 5-13 A zeigt einen Ausschnitt
eines mit Silber gefarbten 2-Blastomer-Embryos. Im Uberblick sind durch Silber-Einlagerung
braun geférbte Nucleoli in jeder kugelférmigen Endozyte zu erkennen. Um eine Betrachtung
im Detaill zu ermdglichen, wurden Endozyten durch leichtes Quetschen aus dem Embryo
gelost. Die Struktur der runden bis ovalen Nucleoli scheint intakt, es gibt kein Anzeichen
einer Fragmentierung. Wahrend die Nuclei der meisten Endozyten nur einen Nucleolus
aufweisen, gibt es eine grol3e Anzahl, die zwel Nucleoli enthaten (Abbildung 5-13 B,C und
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D). Diese Ergebnisse zeigen, dal3 Endocyten metabolisch aktive Zellen sind. Die Existenz
zweier Nucleoli 183t zudem auf eine vergleichswei se hthere metabolische Aktivitét schlief3en.

Abb. 5-13: Silberfarbung intakter Nucleoli in Endozyten im Interferenzkontrast.
(A) Ausschnitt eines 2-Blastomer-Stadiums bei geringerer VergrofRerung. (B) Durch leichtes
Quetschen freigesetzte Endozyten im Uberblick. WeilRe Pfeile markieren Zellen mit nur
einem Nucleolus, schwarze solche, die zwei Nucleoli aufweisen. (C und D) Stérkere
VergrofRerungen einiger in (B) gezeigter Zellen. Die braune Farbung markiert in allen
Abbildungen die Nucleoli, die gelbe Farbung stammt von geringfigiger Silbereinlagerung ins
Nucleoplasma und macht so den Zellkern sichtbar. Der Mal3stabsbalken entspricht 10 pm.
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5.5.2 Dierespiratorische Aktivitat der Endozyten

Ein weiteres Merkmal apoptotischer Zellen ist der Verlust des inneren
Mitochondrienmembranpotentials, der vom Abbau der Mitochondrien gefolgt wird. Die
respiratorische  Aktivitdt von Zelen 8% sich durch die Verwendung des
Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin123 untersuchen. Dieser Farbstoff wird in der Matrix aktiver
Mitochondrien eingelagert, solange besagtes Potential besteht. Geht es durch den Tod der
Zelle oder andere Vorgange verloren, so verteilt sich das Rhodaminderivat im Cytoplasma.
Wie in Abbildung 5-14 B zu sehen ist, lassen sich die Mitochondriencluster der Endocyten
durch Farbung mit Rhodamin123 sichtbar machen. Hydra-Endozyten sind also respiratorisch
aktiv, was den nicht-apoptotischen Charakter dieser Zellen betont.

Abb. 5-14: Rhodaminl123 farbt mitochondriale Cluster in Endozyten. (A)
Phasenkontrastbild von Endozyten, die durch leichtes Quetschen aus einem 8 h alten Embryo
freigesetzt wurden. Zwischen den Zellen liegen die zytoplasmatischen Bestandtelle der
geplatzten Blastomere. (B) Fluoreszenzaufnahme nach Farbung mit Rhodaminl23 unter
Verwendung eines Rhodamin-Filtersatzes. Mitochondrien (weif3e Pfeile) sind als rote Punkte
sichtbar. (C) Addition von (A) und (B); Die Markierung ist auf den zytoplasmatischen
Bereich der Endozyten beschrankt. Der Mal3stabsbalken entspricht 10 pum.
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5.5.3 Feinstrukturelle Analyse der Endocyten-M or phologie

Alle bisherigen Ergebnisse lassen darauf schlief3en, dal3 sich die maternalen Endocyten in
Hydra-Embryonen nicht im programmierten Zelltod befinden. Da jedoch bel der
lichtmikroskopischen Untersuchung eine Abnahme der Endocytenzahl wdahrend der
Embryogenese beobachtet wurde, ist es moglich, dal3 ein gewisser Anteil dieser Zellen
tatsichlich apoptotisch ist und abgebaut wird. Zur Untersuchung der Feinstruktur der
Endocyten und Beobachtung etwaiger Verdnderungen, die sie im Innereren der embryonalen
Blastomeren wahrend der Embryogenese von Hydra durchlaufen, wurden Ultradiinnschnitte
friher (Zygote, mittlere Furchungsteilungen) as auch spéterer Stadien (Postgastrula nach
Oothekformation)  angefertigt, mit Blei und Osmium kontrastiert und im
Transmissi onsel ektronenmikroskop analysiert.

Die Endocyten sind hochlichtbrechende kugelférmige Zellen mit einem mittleren
Durchmesser von 10um. Sie weisen eine intakte eigene Zellmembran auf; eine
Phagozytosevakuole ist nicht vorhanden, die Zellen liegen dicht gepackt im Cytoplasma der
Blastomeren. Der rein cytoplasmatische Antell der Zellen ist sehr stark reduziert, in der Regel
macht sein Volumen weniger as die Halfte der Zelle aus. Der Ubrige Antell enthdlt Glykogen
in Form von a-Glykogen-Partikeln und vereinzelte Lipidtropfen (Abbildung 5-15 D). Der im
Cytoplasma liegende Zellkern weist eine stark unregelmaliige Gestalt mit Einbuchtungen und
Wodlbungen auf, die ihm oft eine sternformige Form verlethen (Abbildung 5-15 A). Die
Kernmembran ist jedoch strukturell intakt. Das Chromatin besitzt eine inhomogene Struktur,
darin befindliche Nucleoli sind von regelmaldiger Gestalt, NORs sind sichtbar. Grol3e Anteile
des Cytoplasmas werden von rauhem Endoplasmatischem Retikulum eingenommen, dessen
Ribosomen bel héherer Vergrofderung gut sichtbar sind (Abbildung 5-15 B). Desweiteren
weisen die Endocyten grof3ere Anzahlen von Mitochondrien auf, die in Gruppen und Rosetten
angeordnet sind (Abbildung 5-15 C). Die Struktur des Zellkerns und Kernkorperchens wie
auch intaktes rER und Mitochondrien sind weitere Hinweise auf eine hohe Syntheseaktivitét

dieser Zdllen.
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Abb. 5-15: Morphologie der embryonalen Endozyten im TEM. (A) Endocyte in einem
Embryo im Stadium der mittleren Furchungsteilungen. (5 h nach Befruchtung) (B)
Detallaufnahme des rauhen Endoplasmatischen Retikulums. Pfeile weisen auf einzelne
Ribosomen. (C) Nahaufnahme eines mitochondrialen Clusters umgeben von rER und
Glykogenpartikeln. (D, E) Abschnitt der Kernmembran mit Chromatin auf der einen und
Speicherstoffen auf der anderen Seite. Der Pfell zeigt auf eine Kernpore. Gly a-
Glykogenpartikel, Li Lipidtropfen, M Mitochondrien, Nu Nucleus, nu Nucleolus, rER rauhes
endoplasmatisches Retikulum. Der Mal3stabsbalken entspricht 1000 nm = 1 pm.

Die bel dieser Abbildung verwendeten Bilder wurden freundlicherweise von FRAU DR.

FREDERIKE ANTON-ERXLEBEN zur Verfligung gestellt.

5.5.4 Endocytenzellker nmor phologie

Um den Anteil der apoptotischen Endocyten abschétzen zu kdnnen, wurden die Nuclel junger
Hydra-Embryonen mit dem fluoreszenten DNA-Interkalator Hoechst-33342, einem bis-
Benzimid, angeférbt und unter Verwendung eines konfokalen Lasermikroskops analysiert.
Dabel konnte gezeigt werden, dal? der Anteil apoptotischer Endocyten nur &ul3erst gering it,
wéhrend die meisten Zellen die in Abbildung 5-15 A gezeigte intakte Kernmorphologie
aufweisen. Abbildung 5-16 illustriert dieses Ergebnis.

Waéhrend in jungen Stadien der weitaus grofdte Tell der Endocyten diese Feinstruktur
aufweist, sind in spateren Stadien hingegen in erhdhtem Mal3e Zellen sichtbar, die klar
apoptotische Charakteristika aufweisen. Abbildung 5-17 zeigt die Veranderungen, die diese
Zellen durchlaufen. Erstes Anzeichen fir den beginnenden Zelltod ist der Abbau des
Nucleolus und die Kondensation des nukledgren Chromatins (Abb. 5-17 B). Zu diesem
Zeitpunkt sind keine Verénderungen im Cytoplasma sichtbar. Als néchstes kommt es zu einer
fortschreitenden Chromatinkondensation und dem Transport an die Kernperipherie, bis das
Innere der Zellkerne kein elektronendichtes Material mehr aufweist. Wahrenddessen verliert
auch das rER seine strukturelle Integritét und wird vesikular (Abb. 5-17 C & D). Den
Abschlufd bildet die Abgabe ihrer Inhalte an die Blastomeren, wobei sie weiter schrumpfen,
bis schliefdlich unférmige apoptotische Restkdrper Ubrigbleiben (Abb. 5-17 E & F), die zu

einem spateren Zeitpunkt vom Embryo absorbiert werden.
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Abb. 5-16: Der Anteil tatsachlich apoptotischer Zellen ist in jungen Hydra-Embryonen
gering. (A) 2-Blastomer-Stadium im Dunkelfeld. (B) Der gleiche Embryo wie in (A) in der
Epifluoreszenz nach Farbung der Nuclel mit Hoechst-33342. (C& D) Optischer Schnitt durch
einen jungen Hydra-Embryo nach erfolgter Kernfarbung mit Hoechst-33342 unter
Verwendung eines konfokalen Lasermikroskops. (D) Ausschnittsvergroferung aus (C). Die
Pfeile zeigen auf eindeutig apoptotische Zellen ohne Nucleoli und mit verklumptem
Chromatin.
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Abb. 5-17: Apoptotische Endocyten in Embryonen des Dauerstadiums (3 Tage nach
Befruchtung). (A,B,C,D) Endocytenzellkerne, (E,F) Apoptotische Restkdrper. (A) Nucleus
einer nicht-apoptotischen Endocyte mit intaktem Nucleolus. (B) Beginnende Apoptose:
Endocytenkern ohne Nucleolus, mit verklumpendem Chromatin. (C, D) Spétere Apoptose:
Kernmaterial an der Kernperipherie, das rER wird vesikularisert. (E, F) Apoptotische
Restkorper der Endozyten (Pfeile) nach dem Tod der Zellen. Nu Nucleus, nu Nucleolus. Der
Mal3stabsbalken entspricht 2000 nm = 2 um. Die bei dieser Abbildung verwendeten Bilder
wurden freundlicherweise von FRAU DR. FREDERIKE ANTON-ERXLEBEN zur Verfligung
gestellt.
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6 Diskussion

6.1 Die Rolle der maternalen Endocyten wahrend der frihen

Embryogenese von Hydra

Die Inkorporation grof3er Mengen maternaler DNA, wie sie durch die Aufnahme der
Endocyten in das Ooplasma geschieht, ist einzigartig im Tierreich. Mogliche Funktionen
dieses Materials waren bis zum jetzigen Zeitpunkt rein spekulativ. Die vorliegenden Daten

geben einen neuen Einblick in die Funktion dieser Zellen.

6.1.1 Endocyten als Orte aktiver Transkription entwicklungsrelevanter Gene

Der Einsatz von RT-PCR mit sequenzspezifischen Primern ermoglichte den Nachwels von
Transkripten verschiedener Gene bereits in Oocyten und frihen Embryonen des
SlRwasserpolypen Hydra. Es existieren verschiedene Mdglichkeiten fir den Ursprung dieser
Transkripte: a) sie konnten Uberbleibsel der Oogenese und somit maternalen Ursprungs sein
oder b) sie kdnnten die ersten zygotischen bzw. embryonalen Transkripte darstellen. Durch
Einsatz eines nuclear-run-ons, bei dem in der Entstehung befindliche (naszierende)
Transkripte in Gegenwart radioaktiv markierter Nucleotide beendet und so markiert werden,
konnte zweifelsfrei nachgewiesen werden, dal3 diese Transkripte in frihen Embryonen de-
novo synthetisiert werden und keineswegs ausschliefdlich wahrend der Oogenese in die
Oocyte gelangten. Dieses Ergebnis war umso interessanter, als um im Rahmen dieser
Methode ein Signal ausreichender Stérke zu erlangen, und es auf einem Rontgenfilm sichtbar
zu machen, in der Regel Transkripte tausender aktiver Zellkerne notwendig sind. Bereits in
Zygoten sind weit Uber tausend im Laufe der Oogenese aufgenommener akzessorischer Zellen
vorhanden, ihnen gegeniber stehen zundchst nur wenige embryonale Zellkerne. Diese
Beobachtung gab bereits einen Hinweis auf die Aktivitét der Endocyten. Autoradiographie ist
aufgrund langer Belichtungszeiten eine zeitaufwendige Methode. Die auf dem Einbau nicht-
radioaktiver Uridin-Derivate (5-Fluoro-Uridin) mit anschlief3ender Detektion durch einen
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fluoreszent markierten Antikorper basierende FU-Markierung ermdglicht die zuverléssige und
schnelle Visualisierung aktiver Kerne und Zellen in-situ (KOBERNA ET AL., 2000; STANI K
ETAL., 2000; BOISVERT ET AL., 2000). Die hohe transkriptionelle Aktivitdt der
Endozytenkerne konnte durch FU-Markierung nachgewiesen werden. Obwohl diese Daten die
Aktivitét der Endocytennuclei aufzeigen und einen Hinweis auf die geregelte Transkription
regenerationsrelevanter Gene geben, konnte dieser Zusammenhang erst durch die whole-
mount-in-situ-Hybridisierung mit sequenzspezifischen Sonden hergestellt werden. Dabel
wurden Transkripte zweier friher Gene, des Transcriptionfactor-Homologs HyTcf und des
Aristaless-Homologs HyAlx im Cytoplasma der Endocyten sichtbar gemacht. Die Expression
von HyTcf und HyAlx erfolgt bereits wahrend der friihen Ontogenese im gesamten Embryo
gleichmaldig. Dieses Ergebnis ist einzigartig, im Tierreich ist bisang keine geregelte
Transkription maternaler Gene wahrend der Ontogenese eines Organismus im Inneren von

Zéellen, die in seinen embryonalen Blastomeren sitzen, nachgewiesen worden.

6.1.2 Die Mehrzahl der Hydra-Endocyten ist nicht apoptotisch

Aufgrund friherer licht- und elektronenmikroskopischer Untersuchungen, in deren
Mittelpunkt die Oogenese von Hydra und Aufkldrung der Morphologie und Struktur der
maternalen Endocyten stand, ist in der Literatur die Meinung, dal3 diese Zellen apoptotisch
seien, weit verbreitet (MILLER ET AL., 2000; MARTIN ET AL., 1997, HONEGGER ET AL., 1989;
TARDENT, 1985). Diese Hypothese wurde hauptséchlich durch die, wahrend des
programmierten Zelltodes ebenfalls auftretende Verringerung des Zellvolumens, die den
Zellen die Bezeichnung , shrinking cells' einbrachte, gestiitzt (HONEGGER ET AL., 1989).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Endozyten aus frihen und mittleren Ontogenesestadien
feinstrukturell unter Einsatz der Transmissionsel ektronenmikroskopie untersucht. Der weitaus
grofdte Teil dieser Zellen weist bis auf ein vergleichsweise geringes Zellvolumen und eine
Reduktion des cytoplasmischen Anteils infolge Einlagerung von Glykogen und Lipiden keine
typischen apoptotischen Merkmale auf. Einzige Aufféligkeiten sind der ungewohnliche
geformte Kern, der jedoch eine intakte Membran mit Kernporen und eine von den
interstitiellen Vorlauferzellen deutlich unterschiedliche Struktur des Chromatins aufweist

(HONEGGER ET AL., 1989). Kerne mit vergleichbarer Form kénnen jedoch zuweilen auch in
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den ektodermalen Epithelzellen von Polypen auftreten. Andere Untersuchungen zeigen
zudem, dal?3 die Endocytenkerne tetraploid sind (AIZENSTADT, 1975). In einigen Félen
wurden zudem Kerne mit solchen Einbuchtungen bei metabolisch besonders aktiven Zellen
beobachtet.

Weitere Untersuchungen jungeren Datums (MILLER ET AL., 2000) versuchten den
apoptotischen Charakter aufgrund der Anfarbbarkeit der Endocyten mit Acridin-Orange zu
belegen. Acridin-Orange ist ein kationischer Farbstoff, der vor alem in den letzten Jahren
haufig fir den Nachwels apoptotischer Zellen eingesetzt wurde. Jedoch ist dieser Farbstoff
weniger ein Marker fir Apoptose a's vielmehr ein Reagenz, das sowohl Vesikel mit niedrigen
pH-Werten als auch basophile Bestandteile und Nukleinsauren zu farben vermag. Als Marker
fir Apoptose ist er daher nur dann einsetzbar, wenn die nicht-apoptotischen Zellen des
gleichen Typs nicht bereits angeféarbt werden konnen. Der im Rahmen dieser Arbeit gezeigte
hohe Anteil basophiler Strukturen (rER) im Cytoplasma der Endocyten in Verbindung mit der
Beobachtung, dal3 Toluidinblau, ein Farbstoff mit dem gleichen Farbevermdgen, schon im
adulten Polypen spezifisch interstitielle Zellen und Keimzellvorlaufer farbt, fihrt zu dem
Schlul, dal? eine Acridin-Orange-Farbung zum Nachweis der Apoptose hier nicht eingesetzt
werden kann und zwangdaufig zu einem falsch-positiven Ergebnis fihrt.

Wahrend der frihen Apoptose kommt es in der Regel zu einer Aktivierung zelleigener
DNasen durch Caspasen, die zu einer charakteristischen Fragmentierung der genomischen
DNA zwischen den Nucleosomen und so der Generierung von einem Mehrfachen 180 —200
bp-grof3er Fragmente fuhrt (WYLLIE, 1980; NAGATA, 2000). Dieser Vorgang ist zum einen
durch TUNEL (termina deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labelling) wie
auch durch die elektrophoretische Auftrennung der degradierten DNA, die sich in Form einer
DNA-Leiter darstellt (,laddering’), nachzuweisen. Wahrend die TUNEL-Farbung keine
positiven Zellen zu zeigen vermochte, konnte auch ein typisches DNA-laddering nicht
beobachtet werden (TECHNAU, unver6ff. Ergebnis).

Im Kontrast zu diesen Hypothesen zeichnen die im Rahmen dieser Arbeit gesammelten Daten

ein anderes Bild der maternalen Endocyten.
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Tab. 6-1: Vergleich des Zustandes von apoptotischen Zellen und den untersuchten

Endocyten aufgrund morphologischer und funktioneller Kriterien

Apoptose Endocyten
Fragmentierung des Kerns v -
Verlust des Nucleolus v -
Chromatin-Kondensation v -
Verlust der respirativen Aktivitat V- -
Vesikularisierung von Organellen v -
Gezielte Transkription entwicklungsrelevanter Gene - v

Bereits frih in der Apoptose, noch bevor TUNEL-positive Zellen nachweisbar sind, kommt es
zu einem Abbau des Nucleolus und der Nucleolus-organisierenden-Regionen mit ihren
argyrophilen Proteinen (MORIMOTO ET AL., 2001, HORKY ET AL., 2000). Sowohl die
Untersuchung der nucleéren Feinstruktur durch TEM wie auch die spezifische Farbung der
assoziierten argyrophilen Proteine sprechen fir die Existenz intakter und funktionstiichtiger
Nucleoli. Viele der untersuchten Zellen weisen zudem einen zweiten Kernkérper auf, was ein
Indiz for eine (mit dem hoheren Anteil rauhen ERs Ubereinstimmende) erhohte
Syntheseleistung darstellt.

Ein weiteres Merkmal des programmierten Zelltodes ist der Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials (DY m) der betroffenen Zellen (KRYSKO ET AL., 2001). Selten konnten in
apoptotischen Zellen auch vereinzelte polarisierte Mitochondrien nachgewiesen werden. Die
eingesetzte Rhodamin-123-Farbung férbt ausschliefdlich Mitochondrien |ebender Zellen mit
intaktem inneren Membranpotential; kann dieses infolge Apoptose oder Tod nicht
aufrechterhalten werden, diffundiert der Farbstoff ins Cytoplasma, eine Farbung der
Mitochondrien bleibt aus. Dal3 nicht nur vereinzelte Mitochondrien der Endocyten angefarbt
werden konnten,ist somit abermals ein Hinweis auf die Intaktheit der Zellen.

Schliefdlich zeugen auch die molekularbiologischen Ergebnisse vom nicht-apoptotischen
Zustand der Endocyten. Wie meine Daten zeigen, sind die Kerne der Zellen nicht nur
transkriptionell hochaktiv, sie exprimieren auch gezielt ale untersuchten, verschiedenen

Gruppen zugehorigen Gene.
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6.1.3. Regulation der Nahr stofffreigabe aus Endocyten durch Apoptose

In der Zoologie ist nur ein weiterer Fall bekannt, bei dem Zellen eines Organismus in anderen
Zellen des gleichen Organismus existieren: beim Menschen werden seit einigen Jahren
Untersuchungen an sogenannten TNCs (Thymic nurse cells) durchgefihrt. Anders als die
Endocyten von Hydra, haben diese TNCs offenbar die Fahigkeit, Vorlauferzellen des Thymus
bei Kontakt in sich aufzunehmen und am Leben zu erhaten. Sie besitzen zudem die
Maoglichkeit, bei solchen aufgenommenen Zellen, die bestimmte Kriterien erfillen, gezielt
Apoptose einzuleiten. Da alerdings diese beiden Falle zu unterschiedlich sind, um zwischen
ihnen Vergleiche anstellen zu konnen, kénnen Funktionen der Endocyten nur postuliert
werden.

Wahrend der Oogenese und zuweilen der Embryogenese auftretende Zellen, deren Aufgabe
die Bereitstellung von Nahrstoffen sowie regulatorischen maternalen Transkripten und
Faktoren fur die Oocyte darstellt, sind im Tierreich weit verbreitet. Bei Hydrozoen wurden
Nahrzellen as wichtige nutritive Elemente bel den marinen Vertretern Myriothela BENOIT,
1925; BEIGEL, 1976), Pennaria (COWDEN, 1964), Tubularia (BENOIT, 1925; NAGAO, 1965;
BOELSTERLI, 1975) und schliefdlich beim SiiRwasserpolypen Hydra (BRAUER, 1891; ZHLER,
1972; AIZENSHTADT, 1973; DEPPE, 1974; TARDENT, 1974) identifiziert.

Die Endocyten von Hydra wurden aufgrund ihres hohen Gehaltes an Speicherstoffen schon
frih as Nahrzellen bezeichnet, obwohl ein direkter Transport von Substanzen von diesen
Zellen zur Oocyte bisher nicht direkt nachgewiesen wurde. Es wurde aber beobachtet, dal?
diese Zellen im Rahmen ihrer Aufnahme in das Ooplasma wéahrend der Oogenese Anteile
ihres Cytoplasmas an die wachsende Oocyte abgeben, und dal3 es zum Teil zu einer Fusion
der Endocyten mit der Oocyte kommt. Das Vorhandensein von Fusomen wéhrend der
Oogenese wird in der Literatur kontrovers diskutiert (AIZENSHTADT, 1974, 1975, 1978,
HONEGGER ET. AL, 1989). Zwar scheint es im Embryo keine direkte Verbindung zwischen den
Blastomeren und den Endocyten, die sie beherbergen, zu geben, das vdllige Fehlen einer
Phagocytosevakuole konnte jedoch den Austausch niedermolekularer  Substanzen
ermoglichen. Auch ist es nicht ausgeschlossen, dald ein Transport von Transkripten in die
Blastomeren stattfindet. Wéahrend der Oogenese ist die wachsende Oocyte zwar in der Lage,
Nahrstoffe selbst zu synthetisieren (Autosynthese), jedoch ist das tatéchliche Volumen des
Ooplasmas vergleichweise gering, die Endocyten flillen es fast ganz aus. Auch die
beobachtete Transformation von Oocyten-Mitochondrien im Rahmen der Dotterbildung
(HONEGGER ET AL., 1989; RATIGORSKY, 1975; PFANNENSTIEL ET AL., 1982) koénnte kein
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ausreichendes Material fur die Individuaentwicklung von Hydra liefern. Ein postulierter
Transport von Glycogen durch die Mesogloea (BURNETT, 1959; HAUSMAN, 1973) in die
Oocyte im Rahmen der Oogenese wurde bisher nicht experimentell bestétigt. Wird dazu in
Betracht gezogen, dal? das nach Formierung der Oothek erreichte Dauerstadium 2 bis tber 20
Wochen anhalten kann, bis durch Faktoren, die wir noch nicht kennen, die entscheidende
Schritte der Zelldifferenzierung und Morphogenese zum Hydra-Polypen eingeleitet werden
(MARTIN ET AL., 1997), so stellt sich die Frage, wie die Blastomeren diesen langen Zeitraum
ohne Nahrstoffe in Form von Dotter Uberstehen konnen. Dieser Zeitraum ist dabel
unabhangig von der Umgebungstemperatur, so habe ich Langen von tber 12 Wochen auch
bei Raumtemperatur beobachtet. Diese Uberlegungen koénnen nur zu dem SchiuB fulhren, da
as eine wichtige Funktion der maternalen Endocyten die Funktion as Néhrzelle (as solche
war sie ja schon frih bezeichnet worden) angesehen werden kann. Die Zellen synthetisieren
wahrend ihrer Differenzierung zu Nahrzellen in hohem Mal3 Speicherstoffe wie Glykogen und
Lipide, was mit einer starken Reduktion ihres Cytoplasmas einhergeht. Erhdhter DNA-
Gehalt, Struktur ihres Nukleus und der hohe Antell rauhen Endoplasmatischen Retikulums
weisen auf eine erhdhte metabolische Aktivitét hin.

Wéhrend der Embryogenese persistieren die Endocyten in den Blastomeren, wobei es zu einer
sehr langsamen Reduktion ihrer Zahl kommt. So konnte anhand konfokaler Aufnahmen
konnte gezeigt werden, dal3 nur ein sehr geringer Anteil der Endocyten Verénderungen
aufweist, die den Schlul zulassen, dal3 sie den programmierten Zelltod durchlaufen. Nur diese
Zellen weisen kondensiertes Chromatin, fehlende Nucleoli und vesikuldre Uberreste des
rauhen ERs auf. Zudem konnen in dteren Embryogenesestadien in zunehmendem Mal3
apoptotische Restkorper solcher Zellen gefunden werden. Diese Abnahme erfolgt also durch
das vereinzelte Einleiten des apoptotischen Programmes, an dessen Ende die Abgabe des
Zellinhaltes in die Blastomere steht. Die gespeicherten Néhrstoffe wie auch Transkripte und
Abbauprodukte des Zellkerns und membrantser Strukturen werden dabei in die Blastomere
entlassen und stehen dieser ab sofort zur Verfligung. Somit sind zwar apoptotische Endocyten
in Embryonen zu finden, ihr Antell ist jedoch aul3erst gering und die Annahme, ale

Endocyten seien bereits seit der Bildung der Oocyte apoptotisch, wurde wiederlegt.
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6.2 Expression regenerationsrelevanter Hydra-Gene wahrend der

Ontogenese

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dai finfzehn Hydra-Gene,
denen eine wichtige Funktion bei Musterbildungs- oder Achsendeterminationsprozessen beim
Hydra-Polypen zugeschrieben werden, wéhrend der Individualentwicklung von Hydra
exprimiert werden. In anderen Organismen erfiillen viele der untersuchten Gene ihre Funktion
in Form ihres Genproduktes, eines Proteins. Zum jetzigen Zeitpunkt wissen wir noch nichts
Uber das Vorhandensein und die Verteilung dieser Faktoren. Auch erleichtert der Befund, dal3
die einzigartigen Endocyten von Hydra zumindest die frihen Gene exprimieren, die
Auswertung der molekularbiologischen Daten in Bezug auf mogliche Funktionen dieser Gene
wahrend der Embryogenese nicht. Die Betrachtung der Expressionsprofile zeigt jedoch auf,
dald man die frihe Embryonalentwicklung nach dem Zeitpunkt, zu dem die Expression
bestimmter Gene beginnt oder eine Aufregulation erfahrt, im wesentlichen in drei Abschnitte

gliedern kann.

6.2.1 Start der Genexpression vor der Aktivierung zygotischer Expression

Wahrend der Ontogenese eines jeden Lebewesens gibt es einen Zeitpunkt, an dem die
Expression zygotischer Gene initiiert wird. Dieser Zeitpunkt in der Individualentwicklung ist
von Taxon zu Taxon unterschiedlich, sehr haufig wurde allerdings dieser Beginn wéhrend des
Blastulastadiums festgestellt (mid-blastula-transition). Vor diesem Zeitpunkt werden nur
maternale Transkripte verwendet. Der Start zygotischer Expression geht in der Regel mit der
erhohten Transkription von rRNA zur Ribosomensynthese einher. In dieser Studie konnte
durch RT-PCR mit Primern gegen 28S-rRNA belegt werden, dal3 es auch im Blastula
Stadium von Hydra zu einer starken Steigerung der Expression ribosomaler RNA kommit.
Daher kann angenommen werden, dal3 auch beim Sif3wasserpolypen erste embryonale Gene
waéhrend des Coel oblastul astadiums exprimiert werden.

Ich konnte Transkripte von insgesamt sieben der untersuchten Gene bereits in Oocyten sowie
jungen Stadien vor dem BlastulaStadium nachweisen. Zu ihnen gehdren viele
Transkriptionsfaktoren (HyTcf, b-Cat, HyBra) darunter auch Homeoboxgene (HyAlx und

CnOtx) sowie der Trangdlationsinhibitor Cnnos und der Rezeptor Frizzled. Die Entdeckung,
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dal3 unter anderem die Endocyten diese Gene transkribieren ist sehr Uberraschend, ist ein
Transport von Nukleinsduren oder Genprodukten doch bisher noch nicht nachgewiesen
worden. Setzt man voraus, dal3 die Produkte der friihen Gene ins Ooplasma transportiert
werden, so konnten diese Gene verschiedene Aufgaben wéahrend dieses Bereichs der

Embryogenese erfillen.

6.2.1.1 CnOtx

Orthodenticle-Genen (otd, otx) werden SchlUsselrollen in verschiedenen wichtigen
Entwicklungsprozessen zugeordnet. Bemerkenswert sind ihre Rollen in der Spezifizierung
anterioren Gewebes wahrend der frihen Embryogenese und der spateren Musterbildung des
anterioren Endes des Nervensystems (FINKELSTEIN ET AL., 1990; ROYET ET AL., 1995). Die
Expression von CnOtx wéahrend der frihen Embryogenese ist nur sehr gering, dies ist
vergleichbar mit der ebenso geringen Expression im Ektoderm der Gastralregion und in den
Tentakelbasen beim adulten Polypen. Das gesamte Gewebe in dieser Region ist dazu fahig
unter bestimmten Umstdnden einen ektopischen Kopf zu bilden. Daraus ergibt sich die
Vermutung, dal3 CnOtx eine Rolle dabei spielt, Gewebe die Kompetenz zu verleihen, Kopfe
und damit sekundare Achsen zu bilden (SMITH ET AL., 1999). Oocyten und Hydra-Embryonen
sind offenbar schon frih polarisiert, da sich am apikalen Pol des Embryos auch immer der
Kopf des Tieres entwickelt. Es wird daher vermutet, dal3 CnOtx daher schon frih eine Rolle
in der Achsendetermination spielt (SVITH ET AL., 1999).

Beim Ubergang zum Dauerstadium ist eine starke Aufregulation von CnOtx zu beobachten.
Die ebenfalls starke Otx-Expression in grof3en Bereichen knospenbildenden Gewebes beim
adulten Polypen sowie wahrend der Entwicklung von Aggregaten 183 eine entscheidende
Rolle von CnOtx in dieser Beweglichkeit der Zellen vermuten (SMITH ET AL., 1999). Bel
Hydra-Polypen wurde nachgewiesen, dal3 die Knospung keineswegs nur auf Zellvermehrung
beruht, sondern dal3 auch angrenzendes Zellmaterial des Erzeugerpolypen mit einbezogen
wird und in die Knospungszone einwandert. Dies deckt sich mit der Entdeckung, dal? bei
Vertebraten Otx-exprimierende Zellen des préchordalen Mesoderms wéahrend ihrer
Wanderung nach Anterior eine kriechende Bewegung ausfiihren (BONCINELLI & MALLAMACI,
1995; BALLY-GUIF & BONCINELLI, 1997). Vielleicht verleiht die stdrkere CnOtx-Expression
auch den Blastomeren eine erhdhte Beweglichkeit, ist doch bekannt, dal3 es wahrend des
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Dauerstadiums zur Differenzierung erster beweglicher I-Zellen kommt. Auch werden zum
Ende des Dauerstadiums komplexe Vorgange iniitiert, die zur Neuarrangierung und Bildung

von Ektoderm und Entoderm fihrt.

6.2.1.2 HyAlx

Aristaless (al, alx) ist bei Drosophila sowohl wahrend der Embryonalentwicklung als auch in
die Musterbildung der Korperanhange involviert. So spielt embryonal exprimiertes aristaless
eine Rolle in der Ontogenie spezifischer Kopfsegmente und die Initiierung der Entwicklung
von Extremitdten. Aulerdem wird vermutet, dal} aristaless neben wingless und
decapentaplegic as Organisatoren fur die proximodistale Achse der Extremitéten dient
(CAMPBELL, 1993, 1998).

In adulten Hydra-Polypen ist die Funktion von HyAIx eng mit der Musterbildung der
Tentakel verknipft. Wahrend die Zellen der Tentakelzone kontinuierlich proliferieren und
typische ektodermale Epithelzellen darstellen, werden sie nach dem Ubergang durch die
Tentakelbildungszone permanent in der G2-Phase des Zellzyklus arrestiert und durchlaufen
eine terminale Differenzierung zu tentakelspezifischen Batteriezellen (DUBEL ET AL., 1987,
CAMPBELL, 1967 A & B). Im sich entwicklelnden Kopf scheint das Gen be der
Spezifizierung von Gewebestellen zur Formierung der Tentakel beteiligt zu sein. Aulerdem
wird ihm eine entscheidende Rolle in der Determinierung des Gewebes der
Tentakelbildungszone zugeteilt. So soll HyAlx im Zusammenhang mit der kontinuierlichen
Zellbewegung im Polypen entscheidend bei der Umwandlung von Gewebe der
Tentakelbildungszone in Tentakelgewebe beteiligt sein (SMITH ET AL., 2000).

Das Expressionsmuster von HyAlx wéahrend der Embryogenese von Hydra weist eine
kontinuierliche und zumindest im Untersuchungszeitraum bis im frihen Dauerstadium nicht
variante HyAlx-Expression auf. Aus der whole-mount-in-situ-Hybridisierung geht zudem
eine homogene HyAlx-Expression im ganzen Embryo hervor. In Anlehnung an die
Erkenntnisse aus anderen Organismen und der Expression beim Hydra-Polypen ist eine
entscheidende Funktion wahrend der friihen Embryogenese daher fraglich. Die fehlende
Aufregulation wahrend des Ubergangs zum Dauerstadium ist jedoch plausibel. Sollte HyAlx
die primére Funktion der Spezifizierung und Umwandlung von Gewebe in Tentakelgewebe
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besitzen, so ist mit einer erhdhten Expression im Rahmen der Ontogenese erst kurz vor dem
Schltpfen der Polypen zu rechnen.

6.2.1.3 HyBra

Brachyury-Homologe wurden in den letzten Jahren aus einer grof3en Vielzahl von Tieren
verschiedener Taxa kloniert und sequenziert, und diesen Genen wird im Zusammenspiel mit
Wnts, caudal und notch eine wichtige Rolle in einem Organisator fir den posterioren Pol
zugeschrieben (HOLLAND, 2002). Bisherige Daten (TECHNAU, 1999) zeigen eine erhohte
HyBra-Expression am animalen Pol des zweischichtigen , Bilayer-Stadiums' unmittelbar vor
dem Schlipfen des Embryos und spater eine dem Expressionsmuster im adulten Tier
entsprechende Expression in der Hypostomregion. Dies mag aufzeigen, dal3 HyBra zu
verschiedenen Zeiten wahrend der Individualentwicklung verschiedene Funktionen erfillt.
Waéhrend der frihen Embryogenese mag es im Rahmen eines konservierten allgemeinen
molekularen Signalweges bei der Etablierung der anterior-posterioren Achse beteiligt sein, im
Rahmen der Differenzierungs- und Musterbildungsprozesse im spéten Embryo kann ihm

jedoch ein Platz bel der Kopfbildung zukommen.

6.2.1.4 HyTcf, b-Catenin und Frizzled

Der Wnt-Signaltransduktionsweg ist bei anderen Modellorganismen bisher sehr gut erforscht;
eine Fulle von verschiedenen betelligten Faktoren ist in den letzten Jahren auch im Hinblick
auf die Verknipfung ihrer Funktionen untereinander analysiert worden. Da mittlerweile auch
Homologe verschiedener Mitglieder dieses regulatorischen Systems aus dem
SuRwasserpolypen Hydra kloniert wurden (HyTcf, b-Catenin, Frizzled und HyWnt), sollten
im Rahmen dieser Studie auch deren Expression wahrend der frihen Embryogenese
untersucht und verglichen werden. Sezernierte Wnt-Proteine binden an Rezeptoren der
Frizzled-Familie an der Zelloberflache. Uber einige cytoplasmatische Relaiskomponenten

wird das Signal an b-Catenin weitergegeben, welches in den Kern transportiert wird, wo es

einen Komplex mit Tcf bildet und so die Transkription der Wnt-Zielgene aktiviert. Zu diesen
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Zielgenen gehdren unter anderem Brachyury (YAMAGUCHI, 1999; ARNOLD, 2000), BMP4
(BAKER, 1999) wie auch verschiedene entwicklungsrelevante Gene von Drosophila, so zum
Beispiel wingless (Yu, 1998), Dpp (YANG, 2000) und Engrailed (HOOPER, 1994).

Betrachtet man die Expressionsprofile dieser Faktoren wahrend der Embryogenese, so fallt
die Koexpression aler von der Oocyte bis hin zum Dauerstadium auf. Die Expression ist
dabel nur sehr geringen Veranderungen unterworfen. Dies kénnte ein Hinwels auf die
gemeinsame Funktion im Wnt-Signaltransduktionsweg sein. Diese Faktoren kénnen also
einen entscheidenden Beitrag in der Regulation von Entwicklungsprozessen wahrend der
Ontogenese von Hydra spielen. Augrund seiner davon abweichenden spdten Expression im
Dauerstadium wird die Funktion von Wnt erst in einem spéteren kapitel diskutiert.

Wahrend der Kopfregeneration im adulten Polypen, bel der Knospung und wéhrend der
Formierung neuer Kopfe bel der Entwicklung von Hydra-Aggregaten wird HyTcf stets nur in
wenigen Zellen der apikalen Spitze, dort wo der Kopf entsteht, gebildet (HOBMAYER ET AL.,
2000). Die homogene Expression von HyTcf in Embryonen wéhrend der frihen
Embryogenese macht eine Funktion bel der Achsenbildung zu diesem Zeitpunkt eher
unwahrscheinlich. Das leichte Abfallen des Expressionsgrades dieses Gens im Dauerstadium
ist im Vergleich mit den anderen untersuchten Genen eher ungewohnlich, vielleicht aber
durch den Ruhezustand bedingt. Aufgrund der bisherigen Daten den Polypen betreffend, ist
aber im Rahmen der Kopfbildung mit einer starken gezielten Expresson zum Ende der
Individua entwicklung zu rechnen.

Die Rolle b-Catenins ist durch in-situ-Hybridisierung nur schwer zu
entschlisseln, da dieser Faktor auch eine algemeine Rolle bel der Zell-Zell-Adhasion in
Geweben spielt. Wahrend des frihen Dauerstadiums nehmen die Zellen, die die aul3erste
Zellschicht des Embryos bilden, die Morphologie von ektodermalen Epithelzellen des adulten
Tieres an. In Bezug auf die Funktion b-Catenins bei der Zelladhasion in Geweben kann das
Ansteigen der Expression im Dauerstadium vermutlich durch die notwendige Bildung eines
aulZeren Epithels und der Formierung von Zell-Zell-Verbindung bedingt sein.

Der Frizzled-Rezeptor schliefdlich wird im Polyp im gesamten Endoderm, das der Tentakel
ausgenommen, exprimiert. Es wird vermutet, dal3 er eine Rolle in zelluldren Signalwegen
zwischen Ektoderm und Entoderm spielt. Sollte er Teil eines Differenzierungspfades sein, so
konnte eine mogliche Funktion auch in der Aufrechterhaltung des Entoderms liegen (MINOBE
ET AL., 2000). Die Expression des Frizzled-Rezeptors wahrend der Embryogenese schliefdlich
ist Uberaus interessant, wird Frizzled im adulten Polypen doch nur entodermal exprimiert.
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Alle Zellen des Embryos gehen aber ausschliefdich aus der interstitiellen Zellinie hervor. Eine
allgemeine Funktion im Wnt-Regul ationssystem wird vermutet.

6.2.1.5 Cnnos

Nanos wird bei Drosophila maternal fir zwel Prozesse wéhrend der Oogenese bendtigt: zum
einen wird es im frihen Germarium exprimiert, wo es fur die kontinuierliche Produktion der
Eikammern bendtigt wird. Zum anderen ist es in reifen Oocyten und sich entwickelnden
Zygoten fur die Festlegung des posterioren Pols erforderlich. Nanos mRNA befindet sich
dabel im Polplasma, einem speziellen Cytoplasmabereich, der spéter in die Polzellen, die
Vorléufer des Reproduktionssystems der Fliege, inkorporiert wird (WANG, 1991, 1994). Das
Nanos-Protein fungiert as Trandationsinhibitor, es bindet an die 3'UTR der mRNAs von
hunchback und bicoid. Dadurch kann ein anteroposteriorer Gradient derer Genprodukte
etabliert werden, der eine weitere differentielle Expression anderer Gene nach sich zieht
(MURATA, 1995).

Hydra-Polypen besitzen multipotente, interstitielle Stammzellen, die sich zur Erhaltung ihrer
Population selbst erneuern, und aus denen die Keimzellinien wie auch drei Typen somatischer
Zellen (Nematocyten, Neurone und Drisenzellen) hervorgehen kénnen (DAVID & GIERER,
1974; DAVID & MURPHY, 1977; BODE ET AL., 1987; BoscH & DAVID, 1987). Zusétzlich zu
diesen multipotenten Stammzellen besitzt Hydra allerdings auch Oocyten- oder Spermien-
beschrankte Stammzellen, die Keimbahnstammzellen (LITTLEFIELD 1985, 1991; NISHIMIYA-
FulsawA & SuGIYAMA 1993, 1995). Obwohl angenommen wird, dal3 diese Zellen ihren
Ursprung in multipotenten Stammzellen haben, gibt es nach MocHIzukl1 (2000) dafir keinen
direkten Bewels. In Hydra-Polypen wird Cnnosl, das in dieser Arbeit as Cnnos bezeichnet
wird, in den multipotenten Stammzellen nur schwach, in sowohl mannlichen as auch
weiblichen Keimbahnstammzellen jedoch stark exprimiert. Somatische Zellen und auch die
wahrend der Nematocytendifferenzierung auftretenden Zellen hingegen weisen keine Cnnos-
Expression auf (MoCHIZUKI ET AL., 2000). Vor dem Beginn dieser Studie war so schon
bekannt, dal3 Oocyten eine hohe Konzentration an Nanos-Transkripten aufweisen, deren
Verteilung Uber die ganze Eizelle homogen ist. Die neuen Daten zeigen nun, dal3 die Cnnos-
Expression im Laufe der frihen Embryogenese bis zum spike-Stadium noch leicht ansteigt,

um beim Ubergang zum Dauerstadium abzunehmen. Die Funktion von Cnnos in Hydra ist
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noch unbekannt. Die Expresson von Cnnos in multipotenten Stammzellen und
Keimbahnzellen und die Anhaufung dieser Transkripte in Eizellen und Uber die frihe
Embryogenese deckt sich jedoch damit, dal3 nanos-Gene bei verschiedenen Aspekten der
Kembahnentwicklung erforderlich sind. Da bekannt war, dal3 die Cnnos-Expression bel der
Differenzierung zu somatischen Zellen stoppt und in der Embryogenese beim Ubergang ins
Dauerstadium herabgeregelt wird, kann vermutet werden, dal3 Cnnos an der Repression der
Trandation von somatischen Genen beteiligt ist und somit die Charakteristika weitgehend

undifferenzierter Zellen aufrechterhalt.

6.2.2 Die potentielle Rolle erster zygotischer Transkripte

Im Coeloblastulastadium kommt es zur ersten Expresson zygotischer Gene. Diese
Transkripte werden nun in den embryonaen Blastomeren synthetisiert und kdnnten wichtige
Rollen bei Musterbildung im Embryo spielen. Die Expression von dreien der untersuchten
Gene, Heady, CnGsc und CnNK-2, beginnt zu diesem Zeitpunkt. Interessant ist, dald allen drei
zu diesem Zeitpunkt erstmals exprimierten Genen eine besondere Rolle in der Definition der

Oral-Aboraen-Achse zugeschrieben wird.

6.2.2.1 Heady

Das Gen Heady wurde im Rahmen eines Differential-Display-Screenings entdeckt. Heady ist
in adulten Polypen nur in einem geringen Mald exprimiert und tritt zundchst bel in-situ-
Hybridisierungen nicht in Erscheinung. Dekapitierte Polypen jedoch weisen im Laufe der
Regeneration des Kopfes eine Heady-Expression in wenigen Zellen der apikalen Spitze in
einem charakteristischen Zeitfenster auf. Die transiente Expression beginnt etwa 4 Stunden
nach Dekapitierung und erreicht ihr Maximum 2-4 Stunden spéter um anschlief3end wieder
abzunehmen. Auch waéhrend der Reaggregation von Hydra-Zellen zeigt sich eine solche
transiente Expression. Eine Heady-Expression Uber einen etwas langeren Zeitraum ist am
distalen Ende einer Knospe nachzuweisen. Die Anayse der Regenerationsféhigkeit von

Polypen, bel denen die Heady-Expression durch RNAI stark herabgesetzt worden war, zeigte
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eine zentrale Rolle in der Kopfregeneration auf. Zwar ist das natirliche Genprodukt noch
unbekannt, ein aus den Sequenzdaten ermitteltes Leseraster fuhrte aber zu einem amidierten
Peptid as Genprodukt. Synthetisch hergestelltes Peptid ermdglichte nun verschiedene
Untersuchungen. Die so gewonnenen Daten fuhrten zu dem Schluf3, dal3 das Peptid eine
entscheidende Rolle bei der Achsendetermination besitzt. So vermag mit Peptid behandeltes
Gewebe eines Polypen, das in einen anderen transplantiert wurde, eine stabile sekundare
Achse unter Einbezug des Zielgewebes zu etablieren und Hydra-Mutanten, die einen Defekt
in der Kopfregeneration aufweisen, zu retten. Immunohistochemische Untersuchungen mit
polyklonalem Antikorper gegen das Peptid machten seine Verteilung in entodermalen Zellen
der Kopfregion und in der Spitze von Knospen sichtbar. Bisher ist bei anderen Organismen
kein Gen mit einer ahnlichen Sequenz vorhanden (LOHMANN & BoscH, 2000).

Wahrend der Embryogenese von Hydra wird Heady als erstes Gen nach dem Ubergang in der
Coeloblastula exprimiert. Die Expression bleibt in der Postgastrula konstant, bis Heady beim
Ubergang zum Dauerstadium eine Aufregulation erfahrt. Da der Polyp geringste Heady-
Expression aufweist, wissen wir jedoch, dal3 die starke Expression zu Beginn des
Dauerstadiums spéter wieder herabgeregelt wird. Wahrend der Embryogenese zeigt sich somit
die gleiche transiente Expression des Genes. Wie zuvor erwdhnt und gezeigt wurde, scheint
bereits die Oocyte eine Polarisierung entlang der animal-vegetativen Achse aufzuweisen.
Inwiewelt zu diesem Zeitpunkt jedoch die Achse fest determiniert ist, ist unsicher. Wie auch
wéahrend der Regeneration des Kopfes bel dekapitierten Polypen wird Heady noch vor
anderen kopfspezifischen Genen exprimiert. Eine organisatorische Funktion im Rahmen der
axialen Musterbildung ist daher wahrscheinlich.

6.2.2.2 CnGsc

Das Drosophila-Goosecoid (gsc) wird wahrend der Embryogenese in zwel Doménen
exprimiert. Die wahrend der friihen Zellformierung auftretende Expressionsdoméne anterior
der Kopffalte bringt Zellen hervor, die spéater in den Hirnhemispharen zu finden sind. Die
zweite Domane invaginiert zusammen mit dem Stomoddum und ist bei der Bildung des
stomatogastrischen Nervensystems, der Ringdriisen und des Vorderdarm beteiligt (GORIELY
ET AL., 1996; HAHN & JACKLE, 1996).
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Die Funktion Goosecoids in Wirbeltieren ist eine etwas andere: Goosecoid wird hier im
Organisator exprimiert, einem Bereich der mit dem dorsalen Bereich des Blastoporus
assoziiert ist (BLUMBERG ET AL., 1992; (HO ET AL., 1991; BLuM ET AL., 1992; IZPISUA-
BELMONTE ET AL., 1993; STACHEL ET AL., 1993). Dieser Organisator rekrutiert Zellen zur
Einwanderung durch den Blastoporus und ist fur die Determinierung dieser Zellen as
dorsales Mesoderm verantwortlich. Goosecoid-exprimierende Zellen induzieren die
Wanderung ihrer Nachbarzellen nach anterior. Diese migrierenden Zellen tragen zur Bildung
des grofdten Teils der anterioren inneren Gewebe, im wesentlichen anteriores Entoderm und
anteriores Mesoderm, bei. Goosecoid scheint dabel die Funktionen des Organisators
,hachzuahmen' (NIEHRS, 1993).

Im adulten Hydra-Polypen wird CnGsc an drei verschiedenen Orten exprimiert: zum einen
von Neuronen im Ektoderm der dul3ersten Spitze des Hypostoms, zum anderen in einem Ring
von entodermalen Epithelzellen an der Grenze zwischen Hypostom und Tentakelzone und
schliefdlich in epithelialen Zellen des Entoderms der Gastralregion in der Mitte der Tieres mit
schwécheren Expressionsgraden in der Nahe von Kopf und Fuld (BROUN ET AL., 1999). Die
gleichen Expressionsdomanen konnen auch wahrend des Knospens beobachtet werden. Hier
formiert sich zundchst die zweite, im Kopf liegende Doméne, schliefdich geht mit der
Formierung des Nervennetzes auch die Expression in distalen Spitze einher, und schlief3lich
wird die Expression in der Korpersaule sichtbar. Verschiedene Untersuchungen zur
moglichen Funktion von Goosecoid ergaben, dal3 die distalen Bereiche der Goosecoid-
Expression Regionen mit einer hohen Kapazitét fur die Induktion sekundédrer Achsen
markieren. Das Hypostom und der apikale Bereich einer Knospe erfillen bel Hydra die
Funktion eines Organisators. Die Goosecoid-Expression zweier Doménen liegt bei Hydra im
Bereich dieses Organisators. Eine direkte Beteiligung dieses Genes an der
Organisatorfunktion und somit eine zentrale Rolle bei der Kopfbildung wird vermutet. Im
Kontext mit der Funktion in Vertebraten konnte die Expression in der Korpersdule ein
Hinweis auf eine zweite Funktion bei der geregelten Bewegung der Zellen in einer
Gewebeschicht sein (NIEHRS ET AL., 1993).

Wahrend der Embryogenese von Hydra wird eine erste Expression von HyGsc wahrend des
postgastrularen Spike-Stadiums sichtbar. Esist zu vermuten, daf3 die Expression jedoch schon
vor der Bildung der Embryothek beginnt und damit nicht direkt in Verbindung steht. Die
vermutete Funktion in einem Kopforganisator deckt sich mit der frihen Expression nach
Beginn der Heady-Expression und konnte einen Hinweis auf die erste Aktivitd von
kopfregulatorischen Elementen im Rahmen einer Achsendetermination sein.
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6.2.2.3 CnNK-2

Vnd (ventral nervous system defective)/Nkx2 ist sowohl bel Insekten als auch Vertebraten das
erste neurale Gen, das exprimiert wird. Wahrend der friihen neuronalen Entwicklung bildet es
ein erstes Muster, noch bevor die Proneuralen Gene aktiviert werden. Bei Drosophila wird es
fur die Formierung einer Untergruppe von segmentalen Neuroblasten bendtigt. Die
Expression von vnd liegt upstream des proneuralen achaete-scute complexes. Es ist fur die
Induktion von achaete und scute in einigen proneuralen Neuroblastenclustern verantwortlich.
Desweiteren reguliert es Gene des Enhancer of split-Komplexes (KRAMATSCHEK, 1994). In
Vertebraten reguliert Nkx-2 die Expression des V etebraten-achaete-scute-Homologs (ash) im
sich entwickelnden Nervensystem. Vnd ist offensichtlich fir die Festlegung der Identitét des
ventralen Neuroektoderms und der Neuroblastenidentitét erforderlich. Es fihrt zur Bildung
spezifischer Neuroblasten im ventralen Ast des sich entwickelnden Nervensystems
(McDONALD, 1998).

Im Hydra-Polypen wird CnNK-2 in entodermalen Epithelzellen im Ful3stiel, dem unteren Tell
der Korpersaule, kongtitutiv exprimiert. Dieses Muster kann jedoch in Abhéngigkeit von der
Hydra-Spezies auch in Form eines Gradienten mit einem Expressonmaximum im Ful3
vorkommen. Die Expression von CnNK-2 lauft sowohl wahrend der asexuellen Vermehrung
durch Knospung, wahrend der Ful3regeneration sowie bel der Bildung ektopischer Fiif3e der
eigentlichen FuRRbildung im Rahmen der Gewebedynamik stets voraus. Experimente, bei
denen der Positionswertgradient der Korperséule kinstlich verandert wurde, weisen auf eine
Verbindung zwischen diesem Gradienten und CnNK-2 hin. Diese Daten geben Hinweise
darauf, daf3 das Genprodukt von CnNK-2 ein integraler Faktor bei der Fuf3bildung ist (GRENS
ET AL., 1996). Neuere Untersuchungen der Promotorstrukturen von fulRspezifischen Genen
konnten zeigen, dal3 sich CnNK-2 selbst zu regulieren vermag und entsprechende NK-2-
Bindestellen auch im Promotor von Pedibin, einem ful3spezifischen Peptid, zu finden sind
(THOMSEN & BoOscH, bislang unverdffentlicht). CnNK-2 ist daher nicht nur Teil des
Prozesses, der Gewebe zur Bildung eines Ful3es veranlasst, die autoregulatorische Schleife
fUhrt auch zu einer Aufrechterhaltung dieses Musters (GRENSET AL., 1996).

Die Expression von CnNK-2 wéhrend der Embryogenese von Hydra beginnt, vergleichbar
mit dem Expressionsprofil von CnGsc, in der Postgastrula. Auch hier wird eine Beteiligung
des Gens an der Embryothekbildung nicht vermutet, zumal eine starke Expression erst nach
Vollendung der Theca nachzuweisen ist. Nachdem nach Aktivierung der zygotischen Gene
frih auch Heady und Goosecoid Gene exprimiert werden, bel denen eine Beteiligung bel der
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Achsendetermination angenommen wird, komplettiert die Expression von CnNK-2 dieses
Bild. Eine Achse wird immer durch zwel einander gegenlberliegende Pole definiert. Die
entscheidende Rolle, die dem Nkx-2-Homolog zugewiesen wird, die Organisation und
Aufrechterhaltung des Ful3es, deckt sich mit der Beobachtung, dal’ seine Expression auch
wahrend der Embryogenese der eigentlichen FulRbildung weit vorausgeht. Zwar liegen zu
diesem Zweitpunkt die Bildung von Kopf und Fufld noch in weiter Ferne, es a3 aber
vermuten, dald CnNK-2 zusammen mit den zuvor diskutierten Genen im Rahmen der
Embryogenese eine besondere Rolle bel der Determination der oral-aboralen-Achse

zukommt.

6.2.3 Der Ubergang zum Dauer stadium

Bei Betrachtung der ermittelten Expressionsprofile fallt auf, dald die meisten der untersuchten
Gene eine starke Aufregulation nach erfolgter Formierung der Embryothek und vollendetem
Ubergang in das Dauerstadium erfahren.

6.2.3.1 Hywnt

Wnt-Proteine (Wg/Wnt) bilden eine Familie hoch konservierter sezernierter Signalmolekdile,
die Zell-Zell-Interaktionen wahrend der Embryogenese regulieren. Wie Wnt dabei mit
anderen Faktoren seiner Signalkaskade zusammenspielt, wurde zuvor in Kapitel 6.2.1.4
beschrieben. Wnt-Gene und Wnt-Signaltransduktion sind auf3erdem an der Entstehung von
Krebs beteiligt. Das heutige Wissen um die Mechanismen dieses komplexen regulatorischen
Systems entspringt der Forschung an verschiedenen Modellorganismen unterschiedlicher
Taxa: die Genetik aus Drosophila und C. elegans, Biochemie in Zellkultur und bei
ektopischer Genexpression in Xenopus-Embryonen. Gezielte Mutationen verschiedener Wnt-
Gene der Maus fuhren zu sehr spezifischen Defekten in der Entwicklung. Allein bel
Vertebraten sind bisang 23 verschiedene Wnt-Molekile bekannt, die unterschiedliche
Funktionen wahrend der Individualentwicklung besitzen. Diese Funktionen umspannen die

verschiedensten Bereiche der Entwicklung von Achsenbildung und Funktion wéahrend der
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Gastrulation, Uber Steuerung wahrend der Hirnbildung, bis hin zu Funktionen wéahrend der
Ausbildung der Exkretionssysteme. Funktionen die ein bestimmtes Wnt in enem
Modellorganismus hat, kdnnen dabei in einem anderen Organismus vollig unterschiedlich
sein (The Wnt gene homepage, WWW).

Kurzlich wurden einige Faktoren des Wnt-Signal transduktionsweges auch aus Hydra kloniert
und sequenziert. Das Hydra-Homolog HyWnt weist wahrend der Kopfregeneration, der
Knospung von Tochterpolypen wie auch der Bildung neuer Polypen aus Aggregaten eine
frihe Expression in der apikalen Spitze der sich entwickelnden Kopfe auf. Die Expression
liegt in dem Bereich, in dem der Kopforganisator vermutet wird. Diese Entdeckung wie auch
die Beobachtung, dal3 HyWnt-Protein, in Xenopus-Embryonen gespritzt, die Bildung einer
sekundaren Achse zu induzieren vermag, fuhrte zu der Annahme, das isolierte Wnt-Homolog
spiele zusammen mit dem ebenfalls isolierten HyTcf und b-Catenin eine zentrale Rolle bei
der Achsenbildung HOBMAYER ET AL., 2000). Auffallend ist jedoch, dal3, obwohl bel den
meisten Modellorganismen die verschiedenen Wnts vollig unterschiedliche Funktionen
erfullen, fast alle aus Xenopus isolierten Wnts wahrend der Embryogenese von Xenopus
ektopische Kopfe induzieren kbnnen (MCMAHON, 1989; SokoL S, 1991; LANDESMAN, 1997;
WOLDA, 1993; CHRISTIAN, 1991, 1992, 1993; SmITH, 1991; Cul, 1995; Ku, 1993). Der
Schluf3, der aus dem Ergebnis des entsprechenden Experimentes mit HyWnt-Protein gezogen
wurde, ist daher eher fragwiirdig.

Waéhrend der Achsenbildung de-novo wahrend der Embryogenese wird HyWnt wahrend der
gesamten frilhen Embryogenese im Gegensatz zu HyTcf, b-Catenin und seinem Rezeptor
Frizzled nicht exprimiert. Auch nach der Aktivierung zygotischer Gene findet keine HyWnt-
Expression statt. Erst 48 Stunden spéter ist eine Aufregulation der HyWnt-Expression im
Dauerstadium nachweisbar. Daraus folgt, dal3 HyWnt keine Rolle wahrend der frihen
Embryogenese spielt. Folgt man der zuvor angestellten Vermutung, dai? die Achse direkt nach
der Aktivierung zygotischer Gene determiniert wird, ist HyWnt an diesem Vorgang nicht
beteiligt. Da sowohl der Wnt-Rezeptor, wie HyTcf und b-Catenin schon frih exprimiert
werden, ist HyWnt mit grof3er Wahrscheinlichkeit eines von meheren Hydra-Wnits, aber eben
nicht jenes, welches eine Rolle wéahrend der frihen Embryogenese spielt. Aufgrund der
vielfdtigen Funktionen, die die Mitglieder dieser Familie bei anderen Organismen erfillen,
ergeben seine Funktion wahrend der Embryogenese von Hydra somit vielféltige

Moglichkeiten.
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6.2.3.2 Cnox-2

Homeobox-Gene der HOM/HOX-Klasse sind offenbar in die anterior-posteriore
Musterbildung aller Organismen, in denen sie erforscht wurden, involviert. Sie teillen eine
hoch konservierte Region, die Homeodomane, welche in der Lage ist, DNA in einer
sequenzspezifischen Weise zu binden, um die Transkription anderer Gene zu regulieren
(ScoTT ET AL., 1989; MCGINNIS & KRUMLAUF, 1992). HOM/HOX-Genkomplexe sind tber
meherere hundert Millionen Jahre konserviert worden (AKAM, 1989; KESSEL & GRuUSS, 1990;
BURGLIN ET AL., 1991; KENYON & WANG, 1991), und die Entstehung dieses Genkomplexes
reicht vermutlich weit in die Ursprungsgeschichte der Metazoa zurick.

Cnox-2 ist eines von drei aus Hydra isolierten HOM/HOX Homeoboxgenen. Es ist den
anterioren Vertretern des Antennapedia-Gen-Komplexes von Drosophila am &hnlichsten. Im
Hydra-Polypen wird Cnox-2 in den Epithelzellen exprimiert. Die Expression ist dabei im
Kopf gering, in der Korpersaule und dem Fuf3 hingegen hoch. Diese Expression deckt sich mit
einer moglichen Funktion in der axialen Musterbildung. Die differentielle Expression von
Cnox-2 Uber die Korpersaule des Polypen hat potentiell eine differentielle Expression anderer,
durch Cnox-2 gesteuerter Gene zur Folge. Im Kontext mit den Expressionsmustern von
HOM/HOX-Genen in Nematoden und Chordaten zeigen die bekannten Daten auf, dal3 die
urspringliche Funktion dieser Gene vielleicht in der Spezifizierung grof3erer Bereiche
wahrend der Embryogenese lag (SHENK ET AL., 1993).

Cnox-2-Expression ist im Untersuchungszeitraum wahrend der frilhen Embryogenese nur im
frihen Dauerstadium, etwa 48 Stunden nach Formierung der Embryothek, nachzuweisen. Die
mogliche Funktion liegt in der Determination gréf3erer Bereiche wéahrend der Embryogenese.
Ein publiziertes Modell der Regulation der Cnox-2-Expression durch zwel Gradienten, ein
positives regulatorisches Signal dessen Ursprung im Fuf liegt und ein negativ regulatorisches
Signal aus dem Kopf, pald zu der vermuteten ersten Achsendetermination ab dem
Gastrulastadium (SHENK ET AL., 1993). Signale des kinftigen oralen und aboralen Pols, bei
deren Erzeugung vielleicht die mittleren Gene beteiligt sind, konnten die kurze Zeit spéter
einsetzende Cnox-2-Expression regulieren. Auf diese Weise konnte eine erste Musterbildung

bereits frih im Dauerstadium einsetzen.
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6.2.3.3 Budhead

Gene der fork head/HNF-3-Klasse spielen wichtige Rollen wahrend der Embryogenese. Fork
head, der Drosophila-Vertreter dieser Gruppe, ist ein homeotisches Gen, das fur die
Entwicklung der beiden terminalen Regionen, insbesondere fur die Entwicklung von Vorder-
und Hinterdarm erforderlich ist (WEIGEL ET AL., 1989). HNF-3b (Mus), XFKHZ1/pintallavis
(Xenopus) und axial (Danio), andere Vertreter dieser Klasse, werden in Organisatorregionen
direkt vor und wahrend der Gastrulation exprimiert. Daher werden ihnen entscheidende
Funktionen bel der Achsenbildung zugeschrieben (DIRKSEN & JAMRICH, 1992; Ruiz |
ALTABA & JESSELL, 1992; MONAGHAN ET AL., 1993; STRAHLE ET AL., 1993). Jedes dieser
Gene spielt aulRerdem eine Rolle bel der Entwicklung des dorsalen Mesoderms und ist an der
Musterbildung des Neuralrohres beteiligt (KNOCHEL ET AL., 1992; RJIZ | ALTABA & JESSEL,
1992; RuIz | ALTABA ET AL., 1993; ANG & ROSSANT, 1994; STRAHLE ET AL., 1993; SASAKI &
HOGAN, 1994; WEINSTEIN ET AL., 1994).

Im adulten Polypen wird budhead ringformig in entodermalen Epithelzellen im unteren
Bereich des Hypostoms direkt oberhalb der Tentakelzone sowie in geringem Mal3 im oberen
Teil der Korpersaule exprimiert. Der Vergleich der Expressionsmuster von Budhead mit
denen der Vertebratengene fordert einige Ubereinstimmung zu Tage. Zu Beginn der
Knospung und wahrend der Induktion ektopischer Kopfe wird budhead im unteren Hypostom,
einer Region mit Organisator-Kapazitéten, exprimiert. In Maus, Huhn, Zebrafisch und
Xenopus werden die entsprechenden HNF-3b-Orthologen kurz vor Beginn der Gastrulation in
der Organisatorregion exprimiert. Weiter gibt es Hinweise darauf, dal3 diese Gene eine Rolle
bei der Achsenbildung besitzen. Entwickelt sich nun wahrend spéterer Knospungsstadien und
bei der Regeneration der Kopf, wird budhead ausschlief3lich im entwickelnden Hypostom
exprimiert, dem anterioren oder rostralen Teil des Kopfes. Ist die Gastrulation bei
Vertebratenembryonen erst einmal im Gange, beschrankt sich die HNF-3b-Expression auf
das axiale Mesoderm, das im weiteren Verlauf die Chorda wie auch Gewebe, die bel der
Bildung des rostralen Kopfendes beteiligt sind, bildet BALLY-CUIF & BONCINELLI, 1997).
Trotz der grofl3en Unterschiede zwischen Vertebratenentwicklung und Kopfbildung bei Hydra
ist ein gemeinsamer Ursprung der molekularen Maschinerie fir den Kopforganisator und
damit der Kopfbildung nicht unwahrscheinlich (MARTINEZ ET AL., 1997).

Die Expression von Budhead wahrend der Embryogenese von Hydra ist, wie bel allen Genen,
die in diesem Kapitel diskutiert werden, auf eine Aufregulation im frihen Dauerstadium
beschrankt. Eine integrale Funktion im Kopforganisator ist zu diesem Zeitpunkt eher
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unwahrscheinlich, da die Bildung des Kopfes und die vorliegenden Daten zeigen, dal3 die
Expression von budhead im Polypen auf Kopfgewebe beschrénkt ist (MARTINEZ ET AL.,
1997). Es fédlt alerdings auf, dal3 budhead vergleichbar mit der Abfolge wahrend der
Kopfregeration auch im Embryo erst nach Heady exprimiert wird. Vielleicht ist dies ein Indiz
fir eine gemeinsame Funktion mit anderen kopfspezifischen Genen in der frihen
Musterbildung. So wie aber auch die Funktion der schwachen Expression in der Korpersaule
noch keine Erklarung gefunden hat, ist es immer auch méglich, dal? ein Gen, dessen Funktion
im Polypen bekannt ist, eine zusdtzliche oder vollig andere Funktion wéhrend der

I ndividualentwicklung erfullt.

6.2.3.4 Hypl und Hym301

Wie auch das Heady-Peptide sind fur die beiden letzten der untersuchten Gene keine
homol ogen Gene bekannt.

Das Polypeptid Hypl ging aus dem Screening einer Hydra vulgaris-library mit einer Sonde
gegen Neurotransmitterrezeptor von Saugern hervor. Es ist im adulten Hydra-Polypen
ausschlielich in entodermalen Epithelzellen der Hypostomregion exprimiert. Uber die
Expression wahrend der Knospung liegen keine Erkenntnisse vor,  wahrend der
Kopfregeneration jedoch beginnt die Hypl-Expression im Entoderm der apikalen Spitze etwa
6 Stunden nach Dekapitation. Hypl gilt als exzellenter Hypostommarker fur die Erforschung
kopfregenerativer Prozesse.

Das Epitheliopeptid Hym-301 wurde im Rahmen des Hydra Peptid Projektes, einem Projekt,
das es sich zum Ziel gesetzt hat, Peptide aus Hydra-Gewebe zu isolieren, zu sequenzieren und
Zu charakteriseren, aus Hydra magnipapillata isoliert. Das Peptid mit der
Aminosauresequenz KPPRRCY LNGY CSP-NH, wird in ektodermalen Epithelzellen im Kopf
der Polypen exprimiert und spielt offenbar eine Rolle in der Kopf- und Tentakelbildung.
Genaue Funktionen der beiden Peptide sind aufgrund noch ausstehender funktioneller
Analysen nicht bekannt. Eine Rolle aus Morphogene bedingt einen Einflul® der Peptide auf
den Positionswertgradienten des Gewebes. Auch diese Analyse steht noch aus.

Waéhrend der frihen Embryogenese werden auch diese beiden Peptide noch nicht exprimiert.
Sie spielen daher keine Rolle in den frihen Achsen- oder Musterbildungsprozessen. Auch die

Expression im frihen Dauerstadium ist noch aul3erordentlich schwach, sie konnte im
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Experiment nur durch starke Amplifikation in Verbindung mit langer Exposition bel der
Aufnahme sichtbar gemacht werden. Dies deckt sich mit der Beobachtung, dal3 die
Signalpeptide epithelialen Ursprungs sind und nur von bestimmten Epithelzellen exprimiert
werden. Erst wéhrend des Dauerstadiums erhalten die ersten Blastomeren erste Eigenschaften
von Epithelzellen, zuvor sind im Embryo ausschliefdich undifferenzierte Blastomere
vorhanden. Ein Kopf mit Hypostom und Tentakelzone wird allerdings erst viel spéter nach
erfolgter Formierung von Ento- und Ektoderm gebildet. Die schwache Expression kann daher
eine konstitutive Hintergrundexpression darstellen. Eine abweichende Regulation und

Funktion wahrend der Embryogenese ist durchaus zu vermuten.

Abschlief3end faldt Abbildung 6-1 auf der folgenden Seite das zeitliche Auftreten der
untersuchten Gene wéhrend der frihen Embryogenese noch einmal zusammen. Die
Transkription zygotischer Gene beginnt im Blastula-Stadium. Alle zuvor nachgewiesenen
Transkripte sind somit maternal. Die mittleren Gene Heady, CnGsc und CnNK-2 erfiillen
beim adulten Hydra-Polypen Schlisselrollen der Achsendetermination, sie sind auch die
ersten der zygotisch exprimierten Gene. Dies legt die Vermutung nahe, dal3 wahrend dieses
Zeitraums zwischen Blastulaz und Dauerstadium die spatere Korperachse des Tieres
festgelegt wird. Zuvor exprimierte Gene gehdren zu einem Signaltransduktionsweg, der
vielfdtige Funktionen wahrend der Ontogenese verschiedener Modellorganismen erfillt
(Frizzled, HyTcf, b-Catenin), erhalten vermutlich die Charakterztige undifferenzierter Zellen
aufrecht (Cnnos) oder sind an der friihen Achsenbildung beteiligt (HyBra). Es ist denkbar,
dai einige der untersuchten Gene hier allgemeine Rollen bel der Zellproliferation und ersten
Polarisierung des Embryos erfilllen. Viele Gene werden erst spéat, nach Ubergang zum
Dauerstadium, exprimiert. lhnen werden Funktionen wahrend Musterbildungsprozessen
(Cnox-2, Budhead, Hypl) und Zelldifferenzierung (Hym301) zugeschrieben. Auch wahrend
des Dauerstadiums von Hydra kénnten sie &hnliche Funktionen erfillen.
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Abb. 6-1: Schematische Zusammenfassung der zeitlichen Expression der untersuchten

Gene. [ ]
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7 Zusammenfassung

Der Slfwasserpolyp Hydra weist innerhalb der Hydrozoa den am stérksten abgeleiteten
Entwicklungszyklus auf. Dabei ist das Planulastadium vollig reduziert und ein grof3er Teil der
ontogenetischen Entwicklung findet in einem von ener derben Hulle umgebenen
Dauerstadium statt. Ein weiteres spezielles Charakteristikum ist die Bildung der Oocyte durch
Phagocytose von etwa 5000 Zellen, die im Embryo persistieren und in geringerer Anzahl auch
noch im schlipfenden Tier nachzuweisen sind. Trotz verschiedener Ansdtze in den letzten
Dekaden ist jedoch bislang nur wenig Uber die Natur dieser Endocyten bekannt. Auch waren
mol ekul arbiologische Kenntnisse bislang auf die Expression des Brachyury-Homologs HyBra
wahrend des Dauerstadiums beschrankt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression von finfzehn Genen unterschiedlicher
Funktionsgruppen im Laufe der frihen Embryogenese mittels RT-PCR analysiert. Dabel
konnte gezeigt werden, dal3 Transkripte von sieben dieser Gene bereits in der Oocyte und
wéahrend der frihen Embryogenese nachzuweisen sind. Nuclear-run-on-Experimente mit
isolierten Nuclel frihester Stadien zeigten eine de-novo Transkription dieser Gene auf. Der
Ursprung dieser frihen Expression wurde durch in-vivo-Markierung mit Fluoro-Uridin
bestimmt. Uberraschenderweise beweisen die vorliegenden Daten, dal3 die Endocyten von
Hydra nicht, wie zuvor angenommen, grundsétzlich apoptotisch sind. Diese Zellen weisen
nicht nur eine generell hohe transkriptionelle Aktivitat auf, es konnte auch gezeigt werden,
dai3 die Endocyten wahrend der frihen Embryogenese von Hydra an der Transkription von
verschiedenen Genen betelligt sind, denen wichtige Funktionen bei der Achsenbildung und
Aufrechterhaltung von Mustern wahrend der Regeneration und Knospung bel adulten Polypen
zukommen. Die mdglichen Funktionen, die diese Gene wahrend der Embryogenese von
Hydra besitzen konnten, werden im Kontext ihrer bei anderen Organismen untersuchten
Homologe diskutiert. Aufgrund der zu bisherigen Arbeiten differierenden Ergebnisse wurde
die Morphologie der Endocyten und deren strukturelle Integritét  untersucht.
Funktionsttichtige Nucleoli und homogen respiratorisch aktive Mitochondrien sowie grofie
Anteile rauhen ER’s weisen auf eine erhthte metabolische Aktivitdt der Endocyten hin.
Konfokale und feinstrukturelle Untersuchungen zeigen auf, dal3 nur ein geringer Anteil der
Endocyten jeweils den programmierten Zelltod mit alen bekannten morphologischen

Verénderungen durchléuft, wahrend der Grol3teil dieser Zellen synthetisch aktiv bleibt.
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9 Abkirzungsindex

uCi
MM, mM, M
A

A2301 A2601 A280

AB
Aliquot
Amp
AP
APS
ATP
BCIP
bp
BSA

cDNA
CTP

DAPI
ddH,O
DEPC
DEPC-H,O
Dig
DMFA
DMSO
DNA
DNase
dNTP
DTT
dUuTP
EDTA
EtOH

Mikrocurie

mikromolar (10° mol/l), millimolar (10 mol/l), molar (1 mol/l)
Adenin

Absorption (Optische Dichte) bei 230, 260 oder 280 nm
Antikorper

etwas von der Probe oder Substanz
Ampicillin

Alkalische Phosphatase
Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat
5-Brom-4-Chlor-3-indolyl phosphat
Basenpaare

Rinderserumalbumin

Cytosin

komplementére DNA
Cytosintriphosphat

Tag

4‘ ,6-Diamidino-2-phenylindol
doppelt destilliertes Wasser
Diethylpyrocarbonat

doppelt destilliertes Wasser, mit Diethylpyrocarbonat behandelt
Digoxygenin

Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinsiure
Deoxyribonuclease
Deoxynucleotidtriphosphat
Dithiothreitol
Deoxyuridintriphosphat
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethanol
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FU 5-Fluoro-Uridin

g Erdbeschleunigung

G Guanin

GTP Guanosintriphosphat

h Stunde

IPTG | sopropyl-1-thio-b-D-galactosid
kb Kilobase; = 1000 basenpaare
kV Kilovolt = 1000 Volt

LB LuriaBroth

mAB monoklonaler Antikorper

min Minute

MRNA Boten-RNA (messenger RNA)
ms Millisekunde

NBT Nitroblautetrazolium

nm Nanometer

NOR nuclear organizer region

NP-40 Nonidet P-40

Oligo-dT Oligodeoxythymidin

PAGE Polyacrylamidgel el ektrophorese
PCR Polymerasekettenreaktion
RAPD Rapid Amplification of Polymorphic DNA
RNA Ribonucleinsaure

RNase Ribonuclease

rpm Umdrehungen pro Minute
rRNA ribosomale RNA

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

T Thymin

TEM Transmissionsel ektronenmikroskopie
TEMED N, N, N, N*- tetraethylmethyldiamin
U Uridin

UN Uber Nacht

UTP Uridintriphosphat
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UTR nicht trandatierte Region von RNAS

uv Ultraviolett (Ultraviolettes Licht)

Vv Volt

X-Gd 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-b-D-galactosid
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