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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1. Oogenese

Das Wort Oogenese kommt aus dem griechischen (von gr. oon, das Ei und gr.
genesis, Entstehen, Werden) und bedeutet Ubersetzt ,Eibildung". Man versteht
darunter die Entwicklung einer befruchtungsfahigen Eizelle aus einer Zelle der
Keimbahn bei mehrzelligen Tieren.

Die Oogenese lasst sich in drei Phasen unterteilen. 1.) Vermehrungsphase: Zu
Beginn der Oogenese entstehen durch vielfache Teilungen der Keimbahnzellen
(Urkeimzellen) im Eierstock Oogonien. Diese vermehren sich ihrerseits weiter durch
Mitose. 2.) Wachstumsphase: Es kommt zum Abschluss der Zellteilungen. Die
Oogonien wachsen, haufig unter Einlagerung von Dottersubstanzen, zu primaren
Oozyten heran. Dann beginnt die Meiose und die Zelle wird tber einen Zeitraum von
einigen Tagen bis hin zu Jahren in der Prophase I der ersten Teilung angehalten. In
vielen Tieren férdern Spermien die Wiederaufnahme der Meiose in zum Stillstand
gebrachten Oozyten (Masui, 1985; McCarter et al., 1999).

Die nachste Phase der Oogenese nennt man 3.) die Reifungsphase. Die Reifung der
Oozyte ist ein Ereignis im Zellzyklus, welches die Oozyten aus der meiotischen
Prophase entlasst und ein Fortschreiten durch die meiotischen Teilungen und die
Befruchtung erlaubt (Masui und Clarke, 1979; Wickramasinghe und Albertini, 1993;
Downs, 1995). Das Hauptmerkmal dieser Phase ist das Zusammenbrechen der
Kernhiille (NEBD fiir nuclear envelope breakdown oder GVBD flir germinal vesicle
breakdown). Wahrend der Meiose I werden die sekundare Oozyte, welche fast das
gesamte Zytoplasma erhalt, und das erste Polkdrperchen gebildet (Abb. 1). Die
haploide sekundare Oozyte durchlauft die Meiose II und bildet das Ootid und ein
weiteres Polkérperchen. Das erste Polkdrperchen durchlauft auch die Meiose II und
bildet zwei weitere Polkdrperchen, so dass es jetzt insgesamt drei sind. Die
Polkdrperchen markieren den animalen Pol des Eis. Durch weitere

Differenzierungsschritte wird das Ootid zum reifen Ei (Ovum).
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Abbildung 1: Aus Binkert (2006).

Meiose in der Oogenese.

Aus der primaren Oozyte entstehen durch die erste meiotische Teilung die sekunddre Oozyte und das
erste Polkdrperchen. Nach der zweiten meiotischen Teilung wird aus der sekundaren Oozyte das Ootid
und ein sekundares Polkdrperchen. Aus dem ersten Polkdrperchen sind durch die zweite meiotische
Teilung zwei sekundare Polkdrperchen entstanden. Das Ootid differenziert weiter zum reifen Ei
(Ovum).

Die Hauptaufgabe des Eis besteht in der Bereitstellung von Nahrstoffen fiir den
Embryo. Erreicht wird dies durch die Einlagerung von Dotter im Zytoplasma. Dotter
besteht aus einem vielschichtigen Gemisch von Lipiden, Kohlenhydraten, Proteinen,
Nukleinsduren, Hormonen und anderen zum Aufbau des Embryos benétigten
Substanzen. In bezug auf die Einlagerung von Reservestoffen unterscheidet man
zwei Formen der Eibildung. Bei der solitdren Eibildung nimmt die Eizelle Nahrstoffe
ohne Mithilfe anderer Zellen aus den umgebenden Kérperflissigkeiten auf,
wohingegen bei der alimentaren Eibildung Hilfszellen bei der Einlagerung von

Reservestoffen beteiligt sind.
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Das Ooplasma enthalt auch einen groBen Vorrat von RNA in Form von ribosomaler,
messenger und transfer RNA. Diese RNA steuert die Synthese von Proteinen im

frilhen Embryo und hat einen maBgeblichen Einfluss auf den Ablauf der Entwicklung.
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1.2. Gameten, Keimgranula und das Vasa Protein

Keimzellen (Gameten) geben genetisches Material von einer Generation an die
nachste weiter. Sie sind sowohl totipotent als auch hochspezialisiert (Wylie, 1999). In
vielen Organismen ist die Entwicklung der Keimzellen von spezialisierten Regionen im
Zytoplasma des Embryos abhdngig, dem sogenannten ,germ plasm" (Keimplasma).
Das Keimplasma besitzt in bezug auf seine Morphologie und Ultrastruktur eine groBe
Ahnlichkeit zur ,nuage". Bei Nuage handelt es sich um eine elektronenmikroskopisch
sichtbare, verdichtete, fibrindse Organelle (Eddy, 1975). Sie ist im perinukledren
Zytoplasma lokalisiert und nicht von einer Membran umgeben (Abb. 2). Oft ist sie mit
Zusammenballungen von Mitochondrien assoziiert und sie enthalt RNA und Proteine
(Saffman und Lasko, 1999). Man findet Nuage in allen Stadien der Keimzellen von

der Urkeimzelle im Embryo bis hin zur Gamete adulter Gonaden.

. e

| SN s AR A
L) e
Abbildung 2: Aus Liang et al. (1994).

Elektronenmikroskopische Aufhahme von Diinnschnitten von Drosophila Ovarien.
Gezeigt ist eine Nurse Zelle im Stadium 6 der Oogenese. Nuage (p) befindet sich auf der
zytoplasmatischen Seite der Kernmembran. MaBstabsbalken 0.1 um.

11
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Keimplasma und Nuage sind ein artiibergreifendes Merkmal von Keimzellen und
werden seit Jahrzehnten als ,Determinanten® fiir die Keimlinie gehandelt (Saffman
und Lasko, 1999). Es handelt sich offenbar um verwandte Strukturen und es wird
vermutet, dass sie verschiedene Formen desselben Materials darstellen (Hay et al.,
1988; Lasko und Ashburner, 1990).

Das Keimplasma unterscheidet sich von der ,Nuage" durch die Anwesenheit
spezialisierter Organellen, der ,,germinal granules® (Keimgranula). Ebenso wie Nuage
sind Keimgranula nicht von einer Membran umgeben. Im Elektronenmikroskop sind
sie als elektronendichte, fibrose Partikel zu erkennen (Abb. 3). Sie sind oft mit
Mitochondrien assoziiert und enthalten viel RNA und Proteine. Bei der mRNA handelt
es sich um maternale Faktoren, welche ausreichen, um die Keimbahnzellen zu bilden.
Die enthaltenen Proteine sind in die Initilerung und Kontrolle der Translation sowie in
den mRNA Abbau involviert. Alle bisher untersuchten Proteine in den Granula

enthalten RNA Bindemotive.

Abbildung 3: Aus Amikura et al. (2001).

Elektronenmikroskopische Aufnahme von Schnitten durch Polar Granula (pg) bei Drosophila
Embryonen des Stadiums 1.

Die Polar Granula sind eng mit Mitochondrien (mt) assoziiert. Die Pfeile deuten auf Ribosomen
innerhalb des Mitochondriums. Pfeilspitzen zeigen auf gréBere Ribosomen in der Néhe der Polar
Granula. MaBstabsbalken 0.1 pm.

12
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Das Vasa-Protein ist sowohl eine Komponente des Keimplasmas als auch von Nuage.
In allen bisher untersuchten Tieren befinden sich die mRNA oder die Produkte der
vasa-verwandten Gene in Zellen der Keimbahn. Bei Drosophila (vasa), C. elegans
(glh-1, glh-2 und glh-4) und Xenopus (XVLG-1 Protein) spielen sie eine Rolle bei der
Bildung und/oder der Erhaltung der Zellen der Keimlinie (Lasko and Ashburner 1988;
Ikenishi und Tanaka 1997; Kuznicki et al. 2000).

Vasa ist eine ATP-abhangige DEAD-box-RNA-Helicase (Hay et al., 1988; Lasko und
Ashburner, 1988). Die Helicase-Aktivitat entwindet RNA. Dieser Prozess ist wichtig,
weil die dreidimensional verworrene Struktur der RNA sonst die Translation vieler
keimlinienspezifischer RNAs verhindern wiirde. Weiterhin ist Vasa in Splicing-
Prozesse, RNA-Editierung, rRNA-Prozessierung, Kern-mRNA-Export und mRNA-Abbau
involviert (Luking et al. 1998).

13
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1.3. Die Rolle der Apoptose wahrend der Oogenese

Die Apoptose [auch programmierter Zelltod (programmed cell death, PCD)] ist ein
hochkonservierter Prozess in vielzelligen Organismen, welcher eine allgemeine
zellulare Maschinerie und Morphologie beinhaltet. Sie ist in verschiedenste Prozesse
von der Entwicklung des Embryos bis hin zur Aufrechterhaltung der Homdostase im
Erwachsenen involviert, und sie spielt auch eine Rolle in der Keimbahn. Dabei wird
die Apoptose wahrend der normalen Entwicklung fiir die einwandfreie Bildung der
Eier und Spermien gebraucht. Der Tod der Keimlinienzellen dient dazu, essentielle
Proteine und anderes zelluldres Material von den Nahrzellen an die wachsenden
Gameten auszuliefern und Uberschiissiges Gewebe wahrend der Differenzierung zu
eliminieren (Mahajan-Miklos und Cooley, 1994; Gumienny et al., 1999; Technau et
al., 2003; Arama et al., 2003). Zusatzlich kann es auch als Antwort auf bestimmte
Kontrollpunkte zur Apoptose kommen, z.B. um die Zellzahl zu kontrollieren oder um
gefahrliche oder geschadigte Zellen zu eliminieren (Drummond-Barbosa und
Spradling, 2001; Smith et al., 2002; Ashley, 2000).

Das Prinzip , Tod auszulésen, um Leben zu beglnstigen™ wird wahrend der Oogenese
in vielen Invertebraten durch den Transport von Zytoplasma von den Néhrzellen zur
Oozyte umgesetzt. Die nachfolgende Apoptose der Nahrzellen ist im Tierreich weit
verbreitet und oft eine Voraussetzung fiir die einwandfreie Entwicklung der Oozyte
(Matova and Cooley, 2001). Trotz der Anerkennung der Existenz von Apoptose
wahrend der Oogenese fangt man gerade erst an, die biologische Bedeutung der
Apoptose wahrend dieses Prozesses zu verstehen. Der Tod der Keimzellen zeigt oft
charakteristische Kennzeichen der Apoptose, wie Fragmentierung der DNA,
Kondensation des Chromatins, Ausstilpung der Membranen und die Aktivitat von
Caspasen. Trotzdem bleiben viele Aspekte der Maschinerie, welche in diesem Zelltod
eine Rolle spielen, unklar. Der Signalweg beim Zelltod in den Keimzellen scheint sich
in einigen Punkten sogar grundlegend von dem flir die Apoptose in anderen Zelllinien
zu unterscheiden. Einige Regulatoren die bei der Apoptose von somatischen Zellen
wichtig sind (z.B. EGL-1 in C. elegans und H99 Gene bei Drosophila), spielen bei der
Apoptose von Keimzellen keine Rolle (Foley und Cooley, 1998; Gumienny et al.
1999).

14
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Im Folgenden wird die Oogenese in drei Invertebraten-Modell-Organismen naher
beschrieben. Zunachst werden ausgesuchte Aspekte der Eientwicklung bei Drosophila
und Caenorhabditis erliutert. AbschlieBend wird ein Uberblick (iber den bisherigen

Wissensstand bei der Oogenese von Hydra gegeben.

15
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1.4. Die Oogenese bei Drosophila melanogaster

Die Ovarien (Eierstdcke) von Drosophila bestehen jeweils aus mehreren
buischelférmig zusammenhangenden Ovariolen (Abb. 4). Die Ovariolen miinden in
einen seitlichen Eileiter, die beiden seitlichen Eileiter vereinigen sich zu einem
Eileiter. Uber das Rezeptakulum seminis werden die Eier befruchtet und dann in die
Gebarmutter geleitet. Nach der Befruchtung wird das Ei abgelegt und beginnt sofort
mit der embryonalen Entwicklung. Jede Ovariole enthalt viele Follikel (Eikammern) in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien. Einzelne Follikel entstehen am anterioren
Ende der Ovariole und durchlaufen 14 Stadien der Entwicklung, wahrend sie zum

posterioren Ende wandern (King, 1970).

Ovariole Eléér)‘\slg?ck
Y ‘('SE* ,:;»Z}: h‘g
‘ él SHERE - einzelnesEi
o Tl > &i(' ;’_1
Follikel - . ,;_;. }. ()
: Mm\ W seitlicher Eileiter
Rezeptakulum - Eileiter
seminis ‘ }{--
Uterus |
Vulva

Abbildung 4: Aus
(http://www.zum.de/Faecher/Materialien/hupfeld/index.htm?/Faecher/Materialien/hupfeld/Entwicklun
g/Drosophila/segmentierung.html).

Aufbau der Eierstocke von Drosophila.

16
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Jede Ovariole besteht aus einem Germarium, in dem die Eizellen produziert werden,
und einem Vitellarium zur Produktion der Dotterzellen. Das Germarium ist ein
FlieBband fir neue Eikammern. Jeder Eierstock enthalt mehr als ein Dutzend
Germarien. Jedes Germarium wird in drei Regionen unterteilt (Abb. 5). In der Region
1 des Germariums befinden sich die Stammzellen der Keimlinie. Sie teilen sich und
bilden jeweils eine Tochterstammzelle und eine Zystoblaste (Vorldufer des Eis). Die
Zystoblaste durchlduft innerhalb der Region 2 vier Zyklen der Zellteilung, so dass
eine Zyste mit 16 Keimzellen (Zystozyten) entsteht. In der Region 3 des Germariums
wird die gesamte Zyste von einer einzelnen Lage von ca. 1000 somatischen
Follikelzellen umhillt. Damit ist die Bildung der Eikammer abgeschlossen und es
kommt zur Abschniirung der Eikammer vom Germarium (Margolis und Spradling,
1995; Spradling et al., 1997). Die einzelnen Eikammern sind durch 6-8 Stielzellen
voneinander getrennt.

Stammzelle der somatische
Keimlinie Stammzelle Polar Zelle Oozyte
Nurse Zellen
‘ Zyste aus Vorlaufer der
Terminalfilament Zystoblaste 16 Zellen Follikelzelle Follikelzelle  Stielzellen
‘ ‘ \ |
\ } 4 |
Cap | l v
Zellen { .
= ‘ ‘ . '
1 ! 2 1 3 = A | [ L J
: : , Eikammer Eikammer
Regionen im Germarium < E
9 Stadium 1 Stadium 2

Abbildung 5: Aus Horne-Bardovinac und Bilder (2005).

Aufbau einer Eikammer.

Die Abbildung zeigt Ereignisse, die frith wahrend der Oogenese stattfinden und zur Grundstruktur der
Eikammer beitragen: Einkapselung der Zyste durch Vorldufer der Follikelzellen; Differenzierung von
Polar- und Stielzellen; Posteriore Platzierung der Oozyte. Die groBe Vielfalt der Zelltypen innerhalb des
Germariums und der Eikammer sind angedeutet.

17
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Im Vitellarium reift die Eikammer, wahrend sie zum posterioren Ende der Ovariole
wandert. Eine einzelne Zystozyte entwickelt ein Mikrotubuli-Organisationszentrum
(MTOC) und bildet ein polarisiertes Netzwerk von Mikrotubuli, welches sich tber
interzellulare Briicken in alle 16 Zellen ausbreitet. Bei diesen Briicken handelt es sich
um angehaltene Teilungsfurchen, welche bei Drosophila Ringkandle genannt werden.

Sie erhalten die Verbindung zwischen den Zellen in der Zyste aufrecht (Abb. 6).

Abbildung 6: Aus Matova und Cooley (2001).

Die synzytiale Organisation von Keimzellen in Drosophila.

Die Keimlinienzyste von Drosophila melanogaster besteht aus einer Oozyte (ooc) und 15 Nahrzellen
(nc). Diese 16 Zellen sind Uber stabile interzelluldre Briicken, welche auch Ringkandle genannt werden
(rc), miteinander verbunden. Die Zyste wurde mit einem Antikérper gegen filamentdses Aktin gefarbt,
welcher insbesondere die Ringkanale deutlich markiert. (fc)=Follikelzellen.

Die Zelle, welche das MTOC besitzt, entwickelt sich zur Oozyte. Nur die Oozyte
durchlauft die Meiose, wahrend die anderen Zellen zu Nahrzellen differenzieren. Das
Genom der Nahrzellen wird polyploid, ein Prozess in welchem die DNA repliziert wird,
ohne dass es zur Zellteilung kommt. Die Polyploidie ermdglicht eine hohe
Transkriptionsrate. Die Nahrzellen bilden eine groBe Menge von Ribosomen,

Proteinen und mRNA und versorgen damit die Oozyte, die selbst inaktiv ist.
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Spater erndhren auch die Follikelzellen die Oozyte. Sie liefern den Dotter, der aus
Vitellogeninen (Lipoprotein) und Phosphovitinen (Phosphoprotein) besteht. Der
Dotter wird im Fettkérper und im Ovar der Mutter hergestellt, in die Hdmolymphe
abgegeben, von den Follikelzellen aufgenommen und zur Oozyte weitergereicht.
Uber die Ringkanéle findet ein konstanter Strom von Zytoplasma und Organellen von
den Nahrzellen zur Oozyte hin statt. Auf diese Weise tragen die Nahrzellen zum
Wachstum der Oozyte bei. Nach dem Transfer des Zytoplasmas gehen die Zellen in
die Apoptose und werden von Follikelzellen phagozytiert (Mahajan-Miklos und
Cooley, 1994; Nezis et al., 2000).

Der gesamte Prozess der Oogenese dauert ca. eine Woche. Wahrend dieser Zeit ist
die Oozyte in der Prophase I der Meiose angehalten. Die Meiose lauft erst weiter,
wenn das fertige Ei durch den Uterus wandert. Im frisch gelegten Ei wird die Meiose

abgeschlossen.
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1.5. Die Rolle der Keimgranula und des Vasa Proteins wahrend der

Oogenese von Drosophila melanogaster

Von der Mutter synthetisierte Komponenten des Keimplasmas, welches bei
Drosophila Polplasma genannt wird, sammeln sich am posterioren Pol der Oozyte
(Abb. 7). Wahrend der ersten Stadien der Embryogenese finden nur Kernteilungen
statt, so dass es sich um einen synzytialen Embryo handelt. Aus den ersten zehn
Kernen, welche in das posteriore Polplasma gelangen, werden nach der
Zellularisierung die Urkeimzellen (Santos und Lehmann, 2004). Sie werden von einer
Membran umgeben und Polzellen genannt (Hlttner, 1923; Sonnenblick, 1941). Die
Polzellen teilen sich asynchron und bilden um die 40 Zellen. Ein Teil dieser Zellen
wandert spater in die Eierstocke des Tieres und wird dort zu den Urkeimzellen

(Kobayashi et al., 1993), aus denen sich die Gameten entwickeln.

posteriorer
Pol

Urkeimzellen
4

Wanderung zu den Gonaden des Embryos

Abbildung 7: Aus Strome et al. (2007).

Bildung der Urkeimzellen in Drosophila.

Das Polplasma ist in roten Granula dargestellt. Der blaue Pfeil in der untersten Reihe zeigt die
Wanderungsrichtung der Keimzellen. Das Polplasma bildet sich am posterioren Pol der Oozyte und legt
fest, wo sich die Urkeimzellen, oder Polzellen, im Embryo bilden werden. Die Polzellen entstehen im
synzytialen Embryo, nachdem sich die Kerne geteilt haben und zur Peripherie gewandert sind.
Posteriore Kerne gelangen in das Polplasma und knospen aus, um Polzellen zu bilden, bevor die
somatischen Kerne zellularisieren.
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Die Zellularisierung der Polzellen hangt vom Polplasma ab (Mahowald, 1962), in
welchem sich auch die Keimgranula befinden. Sie werden bei Drosophila ,Polar
Granula" genannt. Das Polplasma enthalt die Faktoren, welche notwendig und
ausreichend sind, um die Bildung der Keimzellen wahrend der friihen Embryogenese
herbeizufiihren (Illmensee und Mahowald, 1974). Das oskar Gen spielt eine
entscheidende Rolle bei der Bildung des Polplasmas. Die Akkumulation und
anschlieBende Translation der oskar mRNA am posterioren Pol der Oozyte 16st eine
Kaskade von nachgeschalteten Ereignissen aus, welche mit der Bildung des
Polplasmas enden (Styhler et al., 2002).

Die Komponenten des Polplasmas sind fortlaufend in der Keimlinie vorhanden
(Mahowald 1971; Hay et al., 1988a). Wahrend der spaten Oogenese und der friihen
Embryogenese befinden sich die Polar Granula am posterioren Pol. Sie sind in groBen
Ansammlungen organisiert, welche oft mit Mitochondrien assoziiert sind. Zum
Zeitpunkt der Blastodermbildung, werden sie in die Polzellen abgesondert. Dort
vereinigen sie sich zu einer kleineren Zahl von gréBeren Partikeln (Mahowald, 1968),
verschwinden plotzlich und werden von Nuage ersetzt (Mahowald, 1971). Nuage
umgibt die zytoplasmatische Seite der Kernhille und kann auch mit Kernporen
assoziiert sein (Mahowald, 1971a; Allis et al., 1979).

Mit der Bildung der Polzellen erscheint neben den Polar Granula eine weitere
elektronendichte Struktur, welche ,,nuclear bodies" genannt wird (Mahowald et al.,
1976), und sich in den Kernen der Polzellen befindet (Mahowald 1971; Hay et al.,
1998a). Die nuclear bodies verschwinden wie die Polar Granula in der Mitte der
Embryogenese (Mahowald 1971), erscheinen dann jedoch wieder in den Kernen der

Nahrzellen.

Das Vasa Protein ist wahrend der gesamten Entwicklung in den weiblichen
Drosophila Keimzellen vorhanden. Innerhalb der Nahrzellen findet man es am
auffalligsten in Nuage, aber auch im Zytoplasma und im Kern. Wahrend des
Stadiums 8 wird es von den Nahrzellen in die Oozyte transportiert. Im Stadium 10a

hat sich das Protein deutlich am posterioren Pol der Oozyte angereichert.
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Es ist jedoch in geringeren Konzentrationen im gesamten Zytoplasma der Oozyte zu
finden, nicht jedoch im Oozytenkern oder um den Oozytenkern herum (Lasko und
Ashburner, 1990). Nach der Befruchtung findet man das Vasa Protein innerhalb des
Polplasmas der Polzellen in den Polar Granula (Hay et al., 1988). Dort verbleibt es

und gelangt spater in die Gonaden (Lasko und Ashburner, 1990).

Die molekulare Funktion von Vasa liegt in der Bindung von Ziel mRNAs und in der
Regulation ihrer Translation (Dahanukar und Wharton, 1996; Styhler et al., 1998).
Vasa interagiert sowohl mit mRNAs, welche in die Etablierung der Keimzellen
involviert sind, wie z.B. nanos und oskar (Markussen et al., 1995; Rongo et al., 1995;
Gavis et al., 1996), aber auch mit mRNAs, welche an der Oogenese beteiligt sind,
wie z.B. gurken (Tomancak et al., 1998).

Wahrend der Oogenese ist das Vasa Protein in eine ganze Reihe von verschiedenen
Prozessen einbezogen. So wirkt es Giber die Regulierung der gurken Expression an
der Etablierung der A/P und D/V Polaritat der Oozyte mit (Tomancak et al., 1998).
Weiterhin spielt es eine Rolle bei der Einkapselung der Oozyte durch die
Follikelzellen, bei der Positionierung der Oozyte innerhalb der Eikammer, bei der
Integritat des Oozytenkerns und bei der Beendigung der Oogenese (Tomancak et al.,
1998). Vasa wird auch flr den Transport von mehreren mRNAs von den Nahrzellen
zur Oozyte bendtigt. Die transportierten mRNAs spielen dann bei der Musterbildung
innerhalb der Oozyte eine Rolle (Styhler et al., 1998). Das Gen ist auBerdem in das
Wachstum der Keimlinienzyste involviert. Dabei kontrolliert es die Teilung der
Zystozyten (Styhler et al., 1998) und beeinflusst dariiber die Proliferation der
Keimlinie.

Wahrend der Embryogenese hat das Vasa Protein zwei wichtige Aufgaben. Zunachst
spielt es eine Rolle bei der Bildung der Keimzellen. Es wird dabei am posterioren Pol
der Oozyte fiir die Bildung des Polplasmas benétigt (Hay et al., 1988a; Hay et al.,
1990; Lasko und Ashburner, 1990; Liang et al., 1994). Die posteriore Akkumulation
von Vasa wird dabei Uber seine Interaktion mit dem Oskar Protein vermittelt
(Breitwieser et al., 1996). Spater dann beeinflusst es die Ausbildung des Abdomens

(Schipbach und Wieschaus, 1986) Uber die Translation der nanos mRNA.
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Sowohl die Aktivitdat von Oskar, als auch die von Vasa sind notwendig flir die
Lokalisation der nanos mRNA am posterioren Pol der Oozyte (Liang et al., 1994).
Vasa agiert dabei upstream von nanos (Lehmann und Nusslein-Vollhard, 1991).
Seine Funktion ist es, den hemmenden Effekt des translationalen Kontrollelements
von nanos zu Uberwinden. Dieses Element unterdriickt die Translation der nanos
mMRNA (Gavis et al., 1996).
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1.6. Die Rolle der Apoptose wahrend der Oogenese von Drosophila
melanogaster

Zu spaten Stadien der Drosophila Oogenese ist ein entwicklungsbedingter Zelltod flir
die Entfernung der Nahrzellen verantwortlich, nachdem diese ihre Aufgabe, die
Oozyte mit Nahrstoffen zu versorgen, erfiillt haben. Dieser Zelltod ist fiir die weitere
normale Entwicklung einer jeden Oozyte notwendig.

Zum Ende der Oogenese (Stadium 10B) finden mehrere Ereignisse statt, welche auf
den Beginn eines apoptotischen Signalweges hinweisen. Die Nahrzellen durchlaufen
Veranderungen ihres Aktin Zytoskeletts (Gutzeit, 1986; Cooley et al., 1992), sie
runden sich ab (Okada und Waddington, 1959) und ihre Kernmembran wird
permeabel (Okada und Waddington, 1959; Giorgi und Deri, 1976; Cooley et al.,
1992). Nach diesen Ereignissen wird der Hauptteil des Nurse-Zell-Zytoplasmas
innerhalb von 30 Minuten in die Oozyte transportiert (Mahajan-Miklos und Cooley,
1994a). Danach zeigen die Kerne der Nahrzellen kondensiertes Chromatin und
fragmentierte DNA, wie es typisch ist flir apoptotische Zellen (Cavaliere et al., 1998;
Foley und Cooley, 1998; McCall und Steller, 1998). Die Uberreste der Néhrzellen
werden von den Follikelzellen phagozytiert (Cummings und King, 1970; Nezis et al.,
2000).

Der Tod der Nahrzellen wird allerdings auch von mehreren zelluldren Ereignissen
begleitet, welche man bei der Apoptose von somatischen Zellen nicht beobachten
kann: die Bildung von Aktin-Blindeln in den Nahrzellen (Gutzeit, 1986), das
Einbringen des Zytoplasmas der Nahrzellen in die Oozyte und das Uberleben der
Oozyte, wahrend die mit ihr verbundenen Schwestern alle sterben.

Der programmierte Zelltod der Nahrzellen zeigt auBerdem auf molekularer Ebene
deutliche Unterschiede verglichen mit dem Zelltod in anderen Drosophila Geweben
(Abb. 8):
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Die drei pro-apoptotischen Gene reaper, hid und grim, welche den Caspase Inhibitor
Diap1 bei dem Hauptteil der Apoptosen wahrend der Drosophila Entwicklung binden
und inaktivieren, werden bei dem Zelltod der Nahrzellen nicht gebraucht (Cashio et
al., 2005; Foley und Cooley, 1998; Kornbluth und White, 2005; Ryoo et al., 2002).
Auch die Mutation von alternativen Aktivatoren wie eiger und debc/ hat keinen Effekt
auf den Tod der Nahrzellen (Peterson et al., 2007).

exftrinsische Signale

intrinsische Wengen Eiger ?
Slgnale
Reaper
Proteine der Hid
Bd-2 Familie ? Gr|m
\' M ’wpf \
|

AN
CytC [LL)L\ \Jau

Apoptosom
(Cyt C, Dark,
Dronc oder
Dredd)
S

Effek tor
Caspasen
z.B. Drice,
Dcp-1

Dlap 1

Abbildung 8: Verandert aus McCall (2004).

Modell der Apoptose in Drosophila.

Eiger ist ein Aktivator der Apoptose in Drosophila. Es handelt sich um einen Liganden der TNF Familie,
welcher oberhalb von apoptotischen Aktivatoren Giber Wengen, den Drosophila Todesrezeptor,
signalisiert (Igaki et al., 2002; Kanda et al., 2002; Kauppila et al., 2003; Moreno et al., 2002). Eiger
induziert den Zelltod (ber die Aktivierung des IJNK Signalweges (Igaki et al., 2002; Kauppila et al.,
2003; Moreno et al., 2002). Dark (Apaf-1/Ced-4 Homolog) fordert die Aktivitdt von Caspasen (Kanuka
et al., 1999; Rodriguez et al., 2002; Zhou et al., 1999).
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Diap1 (Drosophila inhibitor of apoptosis) inhibiert Caspasen durch direkte Bindung
oder durch seine Funktion als E3-Ubiquitin-Ligase, womit er Caspasen fir die
Ubiquitinierung und den Abbau markiert (Chai et al., 2003; Ditzel et al., 2003; Wilson
et al., 2002; Yan et al., 2004). Seine Uberexpression kann den Tod der Nahrzellen
jedoch nicht verhindern (Peterson et al., 2003; Mezzalupo et al., 2006). Dies deutet
darauf hin, dass der Tod der Nahrzellen Caspase-unabhdngig sein kdnnte. Diese
Vermutung wird von der Tatsache unterstiitzt, dass weder die Mutation der Effektor
Caspasen Dcp-1, Drice oder Damm noch die der Initiator-Caspasen Dredd
(Homologie zu Caspase-8), Strica oder Dronc (Homologie zu Caspase 9) einen
Einfluss auf die Apoptose hat (Baum et al., 2005; Foley und Cooley, 1998; Laundrie
et al., 2003; Peterson et al., 2003). In den neuesten Studien von Baum et al. (2007)
konnte mit Hilfe von Doppelmutationen jedoch auch gezeigt werden, dass die
Caspasen Strica und Dronc sowie Dcp-1 und Drice jeweils redundante Funktionen
beim Tod der Nahrzellen haben und somit eventuell doch eine Rolle beim Tod der
Nahrzellen spielen.

Die Rolle von Cytochrom C bei der somatischen Apoptose in Drosophila ist unklar, die
meisten Darstellungen gehen jedoch davon aus, dass es nicht von den Mitochondrien
freigesetzt wird (Dorstyn et al., 2002; Kanuka et al., 1999; Kornbluth und White,
2005; Varkey et al., 1999; Zimmerman et al., 2002). Es konnte jedoch gezeigt
werden, dass ein Antikdrper gegen Cytochrom C spezifisch Nahrzellen farbt (Peterson
et al., 2003; Varkey et al., 1999). Die Signalgebung tber die Mitochondrien kénnte

also beim Tod der Nahrzellen eine Rolle spielen (Rodriguez et al., 2002).

26



EINLEITUNG

1.7. Die Oogenese bei Caenorhabditis elegans

C. elegans ist ein selbstbefruchtender Hermaphrodit. Er produziert friih wahrend der
Gametogenese Spermien, bevor er als Erwachsener zur Oogenese wechselt.

Die Keimlinie von C. elegans proliferiert von einer Ur-Keimzelle (PGC, primordial germ
cell), welche im frilhen Embryo festgelegt wird, zu mehreren tausend Zellen im
erwachsenen Tier.

Das meiste der C. elegans Gonade ist ein Synzytium (Abb. 9). Acht bis zwdlf Kerne
sind um einen zytoplasmatischen inneren Bereich herum angeordnet, welcher Rachis
genannt wird. Jeder Kern ist von Zytoplasma und einer unvollstandigen
Plasmamembran umgeben, weshalb diese Kerne auch als Keim"“zellen" bezeichnet
werden. Zur Rachis hin gibt es allerdings keine Plasmamembran. Die Keimzellen
ubernehmen die Funktion von Nahrzellen, da das Zytoplasma, welches sie zu dem
Synzytium beisteuern, von den sich entwickelnden Oozyten aufgenommen wird. Die
Nahrzellen sind morphologisch nicht von den Oozyten zu unterscheiden. Es handelt
sich bei den Nahrzellen um meiotische Keimzellkerne, welche transkriptionell hoch
aktiv sind. Nach dem Erreichen des Pachytan zellularisiert etwa die Halfte der
Keimzellkerne, geht in die Apoptose und wird von Mantelzellen der umgebenden

Gonade phagozytiert (Gumienny et al., 1999).

Rachis

synzytialer
Kern

somatische
Mantelzelle

zytoplasmatische
Briicke

Abbildung 9: Verandert aus Gumienny et al. (1999).

Schematischer Querschnitt durch den distalen Arm der Gonade eines erwachsenen C. elegans
Hermaphroditen.

Die Keimlinie ist von somatischen Mantelzellen umgeben. Die synzytialen Keimzellkerne befinden sich
an der Peripherie der Gonade und sind bis auf eine Seite, welche zur Rachis hin offen ist, von
Membranen umgeben.
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Die Gonade von C. elegans besteht aus zwei symmetrischen, U-formigen Eileitern,
welche beide tber eine Spermathek mit der gemeinsamen Gebarmutter verbunden
sind (Abb. 10).

Keimzellen

=

@ ® o
e bt Ubergangszone Mitosen |
®

Kriimmung

3 i ! iden |
Oozyten in der Diakinese der Prophase I reife Spem;ig?;?en/ Proximal

proximalste | [
Oozyte Spermathek Uterus

Abbildung 10: Aus McCarter et al. (1999).

Aufbau der C. elegans Gonade.

In beiden U-férmigen Eileitern werden weibliche und mannliche Gameten gebildet. Die Keimzellen
proliferieren am distalen Ende. Wahrend sie weiter proximal wandern, beginnen sie in der
Ubergangszone mit der meiotischen Prophase. (Weitere Details vergleiche Text.)

In bezug auf die Entwicklung der Keimlinie besitzt die Gonade eine Polaritat. Distal
proliferieren die mitotischen Zellen wahrend sich proximal die differenzierenden
Gameten befinden. Die mitotische Region beinhaltet die Stammzellen der Keimlinie,
welche sich selbst erneuern und differenzierende Gameten ausbilden. Die mitotischen
Teilungen der Keimlinie werden durch die somatische , distal tip cell® (DTC)
kontrolliert, welche den Notch-Signalweg benutzt, um Mitose zu férdern und Meiose
zu unterdrlicken (Kimble und White 1981; Schedl, 1997).
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Sobald die Keimzellen die sogenannte Ubergangszone erreicht haben, starten sie mit
der Meiose und durchlaufen das Pachytan-Stadium der meiotischen Prophase und die
Gametogenese, wahrend sie sich weiter proximal bewegen (Schedl|, 1997; Dernburg,
1998). Das Pachytan-Stadium durchlaufen sie sehr langsam, da zu diesem Zeitpunkt
die zytoplasmatischen Bestandteile der Oozyte synthetisiert werden. In der Nahe der
Kriimmung des Eileiters verlassen die Zellen das Pachytan als Antwort auf die
Aktivierung des ras/MAPK-Signalweges und beginnen mit dem Wachstum. Sie
werden jetzt nach und nach immer mehr von einer Plasmamembran eingeschlossen.
Im proximalen Arm gehen die Keimzellen weiter zur Diakinese der Prophase I und
vergroBern sich, um Oozyten zu bilden, wahrend sie in einer Reihe in die
Gebarmutter einwandern. Wenn die am meisten proximal gelegene Oozyte ihre
Differenzierung beendet, schnirt sie sich vom Synzytium ab und wird in die
Spermathek abgeschniirt, wo sie befruchtet wird. Beim Eisprung wird in den Oozyten
das Beenden der Meiose durch eine Interaktion mit den Spermien ausgeldst. Wenn
die Oozyte mit einem Spermium fusioniert, setzt sie die Meiose fort und durchlauft
die zwei Runden der meiotischen Zellteilungen.

In jungen erwachsenen Hermaphroditen wiederholt sich der Reifungs-Eisprungs-
Befruchtungszyklus ca. alle 23 Minuten in jedem Arm des Eileiters (McCarter et al.,
1999).
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1.8. Die Rolle der Keimgranula und des Vasa Proteins wahrend der

Oogenese von Caenorhabditis elegans

Bei dem Nematoden C.elegans werden die Keimgranula P-Granula genannt (Strome
und Wood, 1982; Wolf et al., 1983). Sie werden von der Mutter in die Oozyte
abgegeben. In der reifen Oozyte sind die P-Granula im gesamten Zytoplasma verteilt
(Abb. 11, rechts). Nach der Befruchtung wandern sie zum posterioren Ende und
gelangen so in die P-Keimlinie des friihen Embryo. Sie befinden sich in der Zygote in
der Keimlinienvorlauferzelle ,Py" (Strome und Wood, 1983; Wolf et., 1983) und
werden stufenweise auf die im Folgenden durch asymmetrische Teilungen
entstehenden Zellen ,,P4, P,, P5" und letztlich auf die Urkeimzelle ,P4" aufgeteilt
(Abb.11, links). Dies geschieht tber eine Kombination von Mechanismen (Hird et al.,
1996; Cheeks et al., 2004): 1) posteriore Bewegung mit dem Hauptteil der
zytoplasmatischen Strémung, 2) wandern mit dem Kern zur zukinftigen
Keimlinienseite der Zelle, 3) Destabilisierung der Granula, welche im Zytoplasma der
somatischen Tochterzellen zurtickbleiben. Diese Mechanismen flihren zur
Absonderung der meisten Granula in die Urkeimzelle P4. Befinden sich die Granula
einmal in der P4, lokalisieren sie sich hauptsachlich um die AuBenseite der Kernhiille,
wo sie auch wahrend der restlichen Entwicklung der Keimlinie bleiben. Sie umgeben
jeden Keimzellkern wahrend der mitotischen Proliferation und der Gametogenese.
Die P4 Zelle teilt sich wahrend der Embryogenese einmal. Es entstehen die Zellen Z2
und Z3, welche sich erst nach dem Schliipfen weiter entwickeln (Sulston et al.,
1983). Beim Schllipfen besteht der Eierstock aus diesen zwei Urkeimzellen und den
beiden somatischen Vorlauferzellen (Z1 und Z4) und einer sie umgebenden
Membran. Nach dem Schliipfen teilen sich Z2 und Z3 und bilden insgesamt ca. 2000
Keimzellen. P-Granula befinden sich in allen Nachkommen der P4 auBer in den reifen

Spermien.
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Abbildung 11, links: Aus Gonczy und Rose (2005).

Bildung der Griinderzellen im friihen Embryo.

In C. elegans Embryonen entstehen durch 5 asymmetrische Teilungen sechs Griinderzellen: AB, MS,
E, C, D und Ps. Die erste asymmetrische Teilung unterteilt die Zygote in die gréBere anteriore
Blastomere AB und die kleinere posteriore Blastomere P;. AnschlieBend teilt sich P; in EMS und P,.
Weitere asymmetrische Teilungen von EMS in MS und E, von P, in C und P5 und dann von P3 in D und
P,, komplettiert die Bildung der sechs Griinderzellen, deren Nachkommen jeweils verschiedene
Untergruppen von Zelltypen produzieren Die Vorlaufer der Keimlinie (P-Zellen) sind blau umrandet.

Abbildung 11, rechts: Aus Strome et al. (2007).

Zusammenfassung der frithen Entwicklung der Keimlinie in C. elegans.

Im friihen Embryo wird die Keimlinie von der somatischen Zelllinie durch eine Reihe von ungleichen
Teilungen getrennt. P-Granula sind zundchst gleichmaBig im Zytoplasma der Zygote verteilt. Wahrend
der Teilungen lokalisieren sie posterior und gelangen bei jeder Teilung nur in die Blastomere der
Keimlinie. Die Urkeimzelle P4 teilt sich wahrend der Embryogenese nur einmal und bildet Z2 und Z3,
die Begriinder der erwachsenen Keimlinie.

P-Granula enthalten RNA und zahlreiche Proteine. Von allen denkt man, dass sie RNA
binden und einige werden mit translationeller Kontrolle in Verbindung gebracht. P-
Granula binden maternale Proteine und RNAs und bringen sie zu den Zellen der
Keimlinie. Sind diese einmal dort angekommen, befinden sie sich in der Nahe des

Kerns und sind mit Clustern von Kernporen assoziiert (Pitt et al., 2000).

31



EINLEITUNG

Sogar P-Granula, welche sich von der Kernhille I6sen, enthalten Kernporenproteine
und porenahnliche Strukturen. Daher kdnnten viele oder die meisten Uber die
Entwicklung regulierten maternalen mRNAs die P-Granula durchlaufen und
voriibergehend in ihnen festgehalten werden, wenn sie den Kern verlassen. So
kdnnten die Keimgranula neue Transkripte regulieren, sobald diese den Kern

verlassen.

Proteine der GLH-Familie (germ like helicase) sind die C. elegans-Pendants der Vasa-
DEAD-box-Helicasen und werden GLH-1 bis GLH-4 genannt (Gruidl et al., 1996;
Kuznicki et al., 2000; Roussell und Bennett, 1993). Zu allen Stadien der
Keimzellentwicklung enthalten die P-Granula alle vier GLH"s. Einhergehend mit der
Lokalisation in den P-Granula sind die GLH s in den Oozyten und im Embryo
zytoplasmatisch, wahrend sie zu allen spateren Entwicklungsstadien und in den
distalen und medialen Regionen der Gonade perinuklear sind. Sie spielen eine Rolle
bei der postembryonalen Entwicklung der Gonade und werden fiir die normale
Entwicklung der Keimlinie bendtigt (Kuznicki et al., 2000). GLH-1 und GLH-2 sind
dabei kritisch fiir die normale Proliferation der Keimlinie (Gruidl et al., 1996). Die
Aktivitat von GLH-1 und GLH-2 spielt auch eine Rolle bei der Morphologie der P-
Granula und bei der Lokalisation von verschiedenen Proteinen in den P-Granula.
(Kawasaki et al., 1998; Kawasaki et al., 2004; Kuznicki et al., 2000; Schisa et al.,
2001). Defekte in GLH-1/-4 Zellen fihren dazu, dass die Zellen das Pachytan nicht
verlassen kdnnen (Kuznicki et al., 2000).

Weiterhin werden GLH" s fiir den Transport der mRNA weg von den Keimzellkernen
gebraucht (Schisa et al., 2001). Alle haben N-terminal sogenannte ,FG-
Wiederholungen®. Solche Wiederholungen findet man normalerweise in
Nukleoporinen (Kernporenproteinen). Sie dienen als Bindestelle der Kernpore fir
Transportfaktoren. mMRNA Exportfaktoren in der Gonade kénnten auf diese Art und
Weise mit den GLH-Proteinen interagieren. Die Interaktion kénnte exportierten

Komplexen das Wegwandern von den Kernen erlauben.
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1.9. Die Rolle der Apoptose wahrend der Oogenese von
Caenorhabditis elegans

Im Gegensatz zu Saugetieren und Drosophila besitzt C. elegans keine morphologisch
eindeutig unterscheidbaren Nahrzellen. Diese Funktion wird von friihen meiotischen
Keimzellen tibernommen, welche auf einer hohen Ebene transkriptionell aktiv sind
(Starck, 1977). Transkripte, welche von diesen Zellen gemacht werden, werden in
das gemeinsame zytoplasmatische Mark exportiert und danach von den reifenden
Oozyten aufgenommen (Gibert et al., 1984). Bei C. elegans sind die Nahrzellen
gleichzeitig Vorlaufer der Gameten, daher gibt es viel mehr Kandidaten fir
Oozytenkerne als durch das vorhandene Zytoplasma untergebracht werden koénnen.
C. elegans scheint Apoptose zu benutzen, um dieses Problem zu lésen (Gumienny et
al., 1999). In normalen erwachsenen Hermaphroditen sterben tber die Halfte aller
potentiellen Oozyten wahrend der meiotischen Reifung. Sobald die Keimzellen ihre
Funktion als Nahrzellen erfiillt haben, werden Uberschiissige Kerne eliminiert, so dass
die Anzahl der Oozytenvorlaufer, welche tiberleben und differenzieren der Menge an
vorhandenem Zytoplasma entspricht.

Die Keimzellen benutzen zunachst den gleichen Apoptoseapparat wie die 131
somatischen Zellen (Abb. 12). Die Apoptose wird durch die Genprodukte CED-3 und
CED-4 vermittelt (Ellis und Horvitz, 1986). CED-4 ist ein Adapterprotein, das ATP
bendtigt und mit CED-3 ein sogenanntes ,Apoptosom" bildet (Hengartner, 1997). Die
Bildung des Apoptosoms flihrt zur Konzentration von CED-3-Zymogenen, wodurch
die Autoprozessierung von CED-3 begtinstigt wird. Dies fiihrt schlieBlich zur Bildung
aktiver CED-3-Dimere. In gesunden Zellen hemmt der in den Mitochondrien
lokalisierte anti-apoptotische Faktor CED-9 das pro-apoptotische Molekil CED-4 und
verhindert so die Bildung des Apoptosoms (Spector et al., 1997).
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Bei einem Todesstimulus findet in den somatischen Zellen eine transkriptionelle
Aktivierung des Todesfaktors EGL-1 statt, welcher an CED-9 bindet und es damit
inaktiviert (Conradt und Horvitz, 1998). Dies wiederum flihrt zur Aktivierung von
CED-4, welches mit der Procaspase CED-3 das Apoptosom bildet. Es kommt zur

Autoprozessierung von CED-3 und zur Apoptose.

intrinsische
Signale

NN
|

i

")

Apoptosom
(ProCED-3,CED-4)

\

CED-3
(aktiviert)

<

APOPTOSE

Abbildung 12: Verdndert aus McCall (2004).

Modell der Apoptose in C. elegans.

Egl-1 und Ced-9 sind Mitglieder der Bcl-2 Familie von pro- und anti-apoptotischen Regulatoren. Ced-3
ist ein Mitglied der Caspase Familie und bei Ced-4 handelt es sich um ein Adaptermolekiil, welches die
Aktivierung von Caspasen erleichtert.
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EGL-1 spielt beim Tod der Nahrzellen keine Rolle. AuBerdem wird die Aktivierung der
Apoptosemaschinerie in Kérperzellen und Keimzellen unterschiedlich reguliert. Der
Tod der Keimzellen braucht die Aktivierung des ras/MAPK-Signalweges. Der
Keimzelltod wird nur zu einem spezifischen Stadium der Oogenese beobachtet: kurz
bevor die Keimzellen das Pachytdn-Stadium der Prophase I verlassen. Wird die
ras/MAPK-Signalkaskade inaktiviert, kdnnen die Zellen das arretierte Pachytan nicht
verlassen (Church et al., 1995) und auch der Keimzelltod wird so verhindert
(Gumienny et al., 1999).

Des weiteren ist bekannt, dass die RNA-Helicase cgh-1 fiir das Uberleben der
Oozyten gebraucht wird (Navarro et al., 2001).

Eine Studie von Lettre et al. (2004) hat mit Hilfe von RNAi 21 Gene identifizieren
kdnnen, welche an der Regulation des Keimzelltodes beteiligt sind. Die Gene werden
gla (germline apoptosis)-Gene genannt und ihr ,knock-down" flihrt zu einer
vermehrten Apoptose innerhalb der Keimlinie. Bei sechzehn dieser Gene konnte
nachgewiesen werden, dass sie den Keimzelltod indirekt induzieren. Dies geschieht
Uber die Aktivierung von p53-abhdngigen Qualitatskontrolimechanismen, welche
normalerweise als Antwort auf DNA-Schadigung aktiviert werden (Lettre et al.,
2004). Zumindest einige der gla-Gene sind in die Aufrechterhaltung der Stabilitat des
Genoms involviert. Rad-50 und rad-51 spielen eine Rolle bei der DNA-Reparatur und
der meiotischen Rekombination, wahrend gst-5 einen Schutz vor reaktiven
Sauerstoff-Spezies gewahrleistet. Des weiteren konnte ape-1 identifiziert werden, das
C. elegans-Homolog zu iASPP, welches p53 bindet und inhibiert.

Es wurden jedoch auch Gene identifiziert, welche den Keimzelltod nach ihrem
~knock-down" in einer p53-unabhdngigen Art und Weise auslésen. Zu ihnen gehort
z.B. ced-9.

35



EINLEITUNG

1.10. Die Oogenese bei Hydra vulgaris

Hydren sind 3 - 20 mm groBe SiiBwasserpolypen, welche zu den einfachsten
Metazoen, den Cnidariern (Nesseltiere) gehdren. Entwicklungsgeschichtlich handelt
es sich also um einen Organismus an der Basis der Evolution vielzelliger Tiere.
Hydra besteht aus zwei Epithelien, der auBeren Epidermis und der inneren
Gastrodermis, welche durch eine nichtzelluldre Mesogloea voneinander getrennt sind.
Auf der apikalen Seite befindet sich ein Mund mit Tentakeln, basal gibt es ein
adhesives Organ, den FuB (Abb. 13). Zwischen den Epithelzellen beider Zellschichten
findet man interstitielle Zellen. Diese Zelllinie beinhaltet pluripotente Stammzellen,
welche sich selbst erneuern kénnen oder zu Nervenzellen, Driisenzellen, Keimzellen
oder Nematozyten differenzieren (David und Murphy, 1977). Nematozyten sind fiir
Cnidarier spezifische Zellen, sie bilden die Nematozysten, mit deren Hilfe Hydra ihre

Beute fangt.

Hypostom

FuBscheibe

Abbildung 13: Aus (Klikenthal, Zoologisches Grundpraktikum).

Langsschnitt durch Hydra, schematisch. Zellkerne im Ektoderm nicht eingezeichnet.

36



EINLEITUNG

Die Fortpflanzung erfolgt vor allem asexuell durch Knospung, wobei die Knospen im
basalen Bereich des Rumpfes gebildet werden. In Abhdngigkeit von Umweltfaktoren
kdnnen jedoch auch Geschlechtszellen gebildet werden. Man kann dann mannliche
und weibliche Tiere voneinander unterscheiden (Abb. 14). Die Mannchen bilden
Gonaden, in denen Spermien produziert werden. Die Weibchen bilden Eier. Aus dem

befruchteten Ei schliipft hach mehreren Monaten ein fertiger Polyp.

Abbildung 14: Verdndert aus Béttger und Alexandrova (2007).

Sexueller Fortpflanzungszyklus von Hydra vulgaris.

Hydra vermehrt sich sexuell, indem die Weibchen und Mannchen Gonaden bilden. Es sind jeweils drei
Stadien der weiblichen und mannlichen Keimzelldifferenzierung gezeigt (F1-F3, weiblich, M1-M3,
mannlich). Nach der Befruchtung der Oozyte schllipft das Tier (H) aus dem Ei (E) und entwickelt sich
zu einem erwachsenen Polypen (0). MaBstabsbalken 100 pm.
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In Hydra besitzen sowohl die pluripotenten Stammzellen als auch Keimzellen dichte
Kdrperchen, welche man als Keimgranula bezeichnen kénnte (Abb. 15). Die Anzahl
der Kérperchen nimmt mit der Differenzierung zu somatischen Zellen ab (Noda und
Kanai, 1977). Die Kdrperchen haben keine deutlichen Membranen und befinden sich
in der Nahe des Kerns oder sie sind mit Mitochondrien assoziiert. Die Kérperchen
sind rund, gelegentlich langlich oder ungleichmaBig geformt. Manchmal haben sie

eine hellere Region im Zentrum. Oft sind zwei oder mehrere zusammen gruppiert.

Abbildung 15: Verandert aus Noda und Kanai (1977).

Elektronenmikroskopische Bilder von ,dichten Kérperchen™ (Keimgranula) in Pe/matohydra robusta.
Die Keimgranula sind oft mit Mitochondrien assoziiert. Mt-Mitochondrium, MV-multivesikuldre

Korperchen, m-intramitochondriale Granula. MaBstabsbalken 0,5 pm.
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Cnvasl1 und Cnvas2 sind zwei vasa-verwandte Gene in Hydra (Mochizuki et al.,
2001). Es handelt sich um Mitglieder der DEAD-Box-Protein-Familie, welche bei der
Entwicklung der Keimzellen in héheren Metazoen eine Rolle spielen. Mit Hilfe von in-
situ-Hybridisierungen konnte festgestellt werden, dass die beiden Hydra-Gene nicht
nur von den Keimzellen sondern auch von den multipotenten I-Zellen und den
undifferenzierten ektodermalen Epithelzellen des Rumpfes exprimiert werden. Dies
kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass die Gene daflir gebraucht werden, den
undifferenzierten Status der Zellen oder auch das Fortschreiten des Zellzyklus

aufrecht zu erhalten.

Hydra reprasentiert einen der einfachsten Organismen, welcher Komponenten der
Apoptose-Maschinerie besitzt. Bei Hydra ist die Apoptose in die Regulation der
Zellzahl auf Futterstimuli (Bosch und David, 1984; Cikala et al.,1999), in die
Regeneration und in die Entfernung von kdrperfremden Zellen involviert (Kuznetsov
et al., 2002). Sie spielt auch wahrend der Oogenese bei der Aufrechterhaltung der
Homdostase der Keimzellen eine Rolle und man kann eine spezielle ,,angehaltene™ Art
der Apoptose in den Nahrzellen beobachten (Alexandrova et al., 2005; Honegger et
al., 1989; Miller et al., 2000; Technau et al., 2003).

Nach Miller et al. (2000) wird die Oogenese in Hydra vulgaris anhand von
morphologischen Kriterien in 7 Stadien unterteilt. Der gesamte Prozess dauert 6
Tage. Die Oogenese findet bei Hydra in einem sogenannten Eifleck im Ektoderm der
weiblichen Tiere statt. Tausende von Zellen aggregieren und proliferieren unterhalb
des ektodermalen Epithels (Downing, 1909; Kleinenberg, 1872; Wager, 1909).
Letztendlich wird nur eine von ihnen, welche in der Mitte lokalisiert ist, zur Oozyte
(Honegger et al., 1989). Der Mechanismus, durch welchen diese Zelle ausgewahlt
wird, ist bisher nicht bekannt. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass die Expression

von CnOtx, dem Hydra-Ortholg des Drosophila-Homeobox-Gens orthodenticle, dabei
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eine Rolle spielen konnte. Das Gen wird wahrend der Stadien 1 und 2 voriibergehend
in einem Teil der aggregierenden interstitiellen Zellen innerhalb des Eiflecks
exprimiert (Miller et al., 2000). Die Expression wird herunter reguliert, sobald die
interstitiellen Zellen in der Mitte des Eiflecks mit der Differenzierung zu Nahrzellen
beginnen. Da zu diesem Zeitpunkt auch die Oozyte erscheint, konnte die CnOtx-
Expression mit der Festlegung und / oder der Differenzierung der Oozyte im
Zusammenhang stehen. Die restlichen Zellen innerhalb des Eiflecks differenzieren zu
Nahrzellen. Sie geben ihr Zytoplasma an die Oozyte ab (Honegger et al., 1989),
gehen in die Apoptose und werden letztendlich von der Oozyte phagozytiert.

Es gibt Hinweise darauf, dass HyGSK3 und die Caspase 3A bei der friihen Induktion
der Apoptose in den Keimzellen eine Rolle spielen (Rentzsch et al., 2005; Technau et
al., 2003). Das Expressionsniveau von GSK-3 ist wahrend der friihen Stadien der
Oogenese hochreguliert. Nachdem die Oozyte ausgewahlt wurde, geht das Niveau
wieder runter. Die Zugabe von GSK-3-Inhibitoren zu friihen Stadien der Oogenese
fuhrt zu Defekten bei der Entwicklung der Oozyte, weil die Nahrzellen nicht in die
Apoptose gehen. Auch das mRNA-Niveau der Caspase 3A ist zu friihen Stadien der
Oogenese bis zum Stadium 4, an dem alle Nahrzellen von der Oozyte phagozytiert
wurden, erhéht. Weiterhin konnte die Zugabe von Caspase-Inhibitoren zu friihen
Stadien den Prozess der Oogenese stoppen, weil die Nahrzellen nicht in die Apoptose
gehen. Die Zugabe von Caspase-Inhibitoren zu spdteren Stadien hat hingegen keinen
Effekt.

Nach der Induktion der Apoptose werden die Nahrzellen von der Oozyte
phagozytiert. Die phagozytierten Zellen kénnen mit Acridin Orange angefarbt
werden, was einen Beweis dafiir liefert, dass Apoptose stattfindet. Das apoptotische
Programm wird in den phagozytierten Zellen dann allerdings bis zum Schllipfen des
Embryos angehalten. Die Phagozytose der Nahrzellen durch die Oozyte scheint sie
vor ihrem Abbau zu bewahren (Technau et al. 2003). Wahrend der
Furchungsteilungen werden die apoptotischen Kdrperchen an die Zellen des sich
entwickelnden Embryos verteilt. Dort verweilen sie im Zytoplasma, bis der Embryo
schllipft, was oft mehrere Monate dauern kann (Honegger et al., 1989; Zihler, 1972).
Es gibt Hinweise darauf, dass Peroxidase die Apoptose in den Nahrzellen bis zum

Schlipfen des Embryos
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verhindert (Technau et al., 2003). Nach dem Schliipfen lauft das apoptotische
Programm in den phagozytierten Nahrzellen weiter und sie werden abgebaut. So

dienen sie letztendlich als Nahrung fiir das Junge.

Die ersten Apoptosegene, welche in Hydra entdeckt wurden, waren zwei Caspase-
Homologe (Cikala et al., 1999). Auf der Basis ihrer Homologie zu der C. elegans-CED-
3 und der humanen Caspase 3 wurden sie Hv-Caspase 3A und 3B genannt.
Inzwischen wurden mit Hilfe des ,, Hydra whole genome sequencing" und des EST-
Sequenzier-Projektes 10 Caspase-Gene gefunden (Bottger und David, nicht
publizierte Beobachtungen). Es gibt auch Mitglieder der bc/-2-Genfamilie in Hydra. Es
wurden Gene identifiziert, welche fir HyBcl-2, HyBak und HyBax codieren
(Manuskript in Vorbereitung und Miiller-Taubenberger et al., 2006). In Analogie zu
ihrer Rolle in héheren Metazoen kdnnten diese Proteine das Freilassen von Caspase-
Proenzymen aus den Mitochondrien regulieren. Zusatzlich wurden vier Isoformen von
14-3-3-Genen aus Hydra kloniert, welche phosphorylierte Zielproteine binden kénnen
(Pauly et al. 2007). Die vier Isoformen wurden 14-3-3-HyA, 14-3-3-HyB, 14-3-3-HyC
und 14-3-3-HyD genannt.

Mitglieder der 14-3-3-Protein-Familie sind in die Regulation entscheidender zellularer
Prozesse involviert. So spielen sie eine wichtige Rolle beim Metabolismus, der
Signalweiterleitung, der Zellzykluskontrolle, der Apoptose, der Transkription, bei
Stressantworten und bdsartigen Transformationen. 14-3-3-Proteine agieren als
Adapterproteine, welche Protein-Protein-Interaktionen stimulieren. Sie regulieren die
subzelluldre Lokalisation von Proteinen und sie aktivieren oder inhibieren Enzyme. Bei
der Signaltransduktion kdnnen 14-3-3-Proteine sowohl stimulierend als auch
inhibierend wirken, wohingegen sie auf das Fortschreiten des Zellzyklus und auf die

Apoptose immer nur einen inhibitorischen Effekt haben.
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1.11. Zielsetzung der Doktorarbeit

Die Oogenese in Hydra wird heute als Modell fiir die Untersuchung von
Signaltransduktionswegen (Frobius et al., 2003; Hobmayer, 2001; Miller et al.,2000)
und als Modell fir die Apoptose (Miller et al., 2000; Technau et al., 2003) in
Invertebraten angesehen.

Viele Fragen waren jedoch bisher ungeklart. So war bisher nicht bekannt, wie die
Zellen innerhalb des Eiflecks organisiert sind, wie der Differenzierungsweg der
Keimzellen aussieht oder wie die Oozyte wachst. Man wusste nicht, bis zu welchem
Zeitpunkt sich die Oozyte und die Nahrzellen gleich entwickeln und wann ihr
Schicksal, Oozyte oder Nahrzelle zu werden, festgelegt wird. Auch die Frage, ob sich
innerhalb eines Eiflecks mehrere Oozyten entwickeln kénnen, welche dann spater
fusionieren, war bisher unbeantwortet. Ziel dieser Arbeit war es daher, zunachst die
komplexe Morphologie innerhalb des Eiflecks zu klaren.

In diesem Zusammenhang sollte auch die Verteilung des Vasa-Proteins mit Hilfe von
Antikérperfarbungen untersucht werden. Weiterhin stellte sich die Frage nach der

Rolle von 14-3-3 flir die arretierte Apoptose wahrend der Oogenese in Hydra.
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2. ERGEBNISSE

2.1, Induktion der Oogenese

Alle Versuche wurden mit Tieren vom Stamm AEP durchgefiihrt. Bei diesem Stamm
handelt es sich um eine Kreuzung von Tieren aus einem See in Kalifornien und
Tieren aus einem Bach in Philadelphia (Martin et al., 1997). Die Tiere zeigen
Charakteristika von Hydra vulgaris, sind aber nicht vollig identisch mit der
europaischen Hydra vulgaris. Die Bildung von Gameten kann durch Hungerphasen
induziert werden. Es wurde folgendes Futterregime benutzt, um die Oogenese zu
induzieren: Die Tiere wurden eine Woche nicht geflittert und anschlieBend 2x pro
Woche mit Futter versorgt. 10 bis 14 Tage nach dem Beginn der Hungerperiode

bildeten sich mannliche und weibliche Gonaden.
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2.2, Mini-Mazeration zur Isolierung von Eiflecken

Um die komplexe Morphologie innerhalb des Eiflecks zu verstehen, wurde zunachst
eine Methode entwickelt, die es erlaubte, die Einzelzellen innerhalb des Eiflecks zu
betrachten. Durch diese sogenannte Mini-Mazeration war es moglich, die Region des
Eiflecks vom Rest des Gewebes zu trennen und dann in Einzelzellen zu dissoziieren.
Die Hydren wurden zundchst mit Urethan narkotisiert. Mit Hilfe eines Skalpells wurde
die Region des Eiflecks ausgeschnitten und in einen Tropfen Mazerationsfliissigkeit
Uberfiihrt (Abb.16). Nach einer Inkubationszeit von 5 Minuten war es mdglich, den
Eifleck durch vorsichtiges Schiitteln vom Rest des Gewebes und die Zellen zum
gewinschten Grad voneinander zu trennen. Dabei ldste sich die Region des Eiflecks
zunachst vom Endoderm und dann vom Rest des Ektoderms. Durch Zugabe eines
Tropfens Formaldehyd wurden die Zellen fixiert und schlieBlich auf einen
gelatinisierten Objekttrager Gbertragen. Dort wurden sie getrocknet und standen nun

fur weitere Behandlungen zur Verfligung.

—_—
-

Abbildung 16: Mini-Mazeration zur Isolierung von Eiflecken.

y

(1.) Region des Eiflecks wird ausgeschnitten und in einen Tropfen Mazerationsfllissigkeit (iberfiihrt.
(2.) Inkubation von 5 Minuten. (3.) Durch Schiitteln I6st sich die Region des Eiflecks zunachst vom
Endoderm und dann (4.) vom Rest des ektodermalen Gewebes. Die Zellen innerhalb der Region des
Eiflecks kénnen bis zum gewiinschten Grad voneinander getrennt werden.
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2.3. Einteilung der Oogenesestadien

Die Einteilung der Oogenese in Stadien erfolgte hauptsachlich nach Miller et al.
(2000). Lediglich das Stadium 3 wurde aufgrund morphologischer Veranderungen
innerhalb des ganzen Tieres und aufgrund des Differenzierungsstatus der Oozyte
(siehe unten) in die Unterstadien 3a und 3b unterteilt. Zusatzlich wurde die
ungeféhre Dauer der Stadien ermittelt (Abb. 17).

Stadium 1: Der erste morphologische Hinweis auf den Beginn der Oogenese ist das
Erscheinen von Carotinoid Pigmenten in den endodermalen Epithelzellen. Das
dartber liegende Ektoderm ist als transparente Anschwellung zu erkennen, da sich

hier die interstitiellen Zellen ansammeln und proliferieren. Das Stadium 1 dauert 48h.

Stadium 2: Zu diesem Stadium ist der Eifleck dicker und nicht mehr durchsichtig. Er
hat jetzt ein eher milchiges Aussehen. Das Stadium 2 erstreckt sich ebenfalls liber

einen Zeitraum von zwei Tagen.

Stadium 3a: Dieses Stadium ist durch das Erscheinen von mehreren weiBen Punkten
in der milchigen Region der verdickten ektodermalen Schicht charakterisiert. Die
Mazeration des Eiflecks zeigte (siehe unten), dass es sich bei diesen weiBen Flecken
um Oozyten im friihen Diplotéan handelt (150 pm im Durchmesser). Das Stadium 3a
dauert 24h.

Stadium 3b: Der Eifleck erscheint sternférmig, wenn man das Tier von oben
betrachtet. Zu diesem Stadium sind die Oozyten bereits sehr gro3 (600 ym im
Durchmesser) und bilden verzweigte Pseudopodien. Das Stadium ist mit nur 18h

relativ kurz.
Stadium 4: Dieses Stadium ist charakterisiert durch das schildférmige Aussehen des

Eiflecks. In ganzen Tieren kann man deutlich eine oder zwei groBe Oozyten sehen,

welche mit der Phagozytose beginnen. Das Stadium dauert ca. 4h.
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Stadium 5: Die Pseudopodien der Oozyte ziehen sich immer weiter zurlick. Von
diesem Stadium an gibt es nur noch eine Oozyte innerhalb des Eiflecks. Das Stadium

dauert ca. 3h.

Stadium 6 und 7: Diese Stadien sind sehr kurz. Die Oozyte beendet die Phagozytose,
zieht ihre Pseudopodien nun vollstandig zurlick und kugelt sich ab. Der Kern der
Oozyte vollzieht zwei meiotische Teilungen und die Oozyte bricht innerhalb von 15

Minuten durch das Ektoderm. Sie ist nun bereit fiir die Befruchtung.

Stadium 7

Stadium 1

Stadium 2

Stadium 6

Stadium 3a

I 240

Stadium 5

i

Stadium 3b Stadium 4

Abbildung 17: Stadien der Oogenese von Hydra vulgaris.

Die Bilder zeigen die morphologisch voneinander zu unterscheidenden Stadien. Die Dauer der
einzelnen Stadien ist dabei in Stunden angegeben. Der gesamte Prozess der Oogenese erstreckt sich
Uber 6 Tage. Der Eifleck, in dem die Oogenese stattfindet, besteht aus ca. 4000 Zellen, von denen nur
eine zur Oozyte wird.
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2.4. Zelltypen innerhalb des Eiflecks

2.4.1. Keimzelltypen

Aufgrund von Beobachtungen war es moglich, vier morphologisch voneinander
unterscheidbare Typen von Keimzellen zu beschreiben. GemaB dem Stadium ihrer
Differenzierung wurden sie GCI (fir Germ Cell, Keimzelle) bis GCIV genannt. Die
verschiedenen Keimzelltypen konnten sowohl in Mazeraten als auch in ganzen Tieren

nachgewiesen werden.

GCI-Zellen kommen in Gruppen von 4 und 8 Zellen vor (Abb. 18A). Sie entstehen
durch synchrone Teilungen von Vorlauferzellen (Littlefield, 1991). Die Zellen
innerhalb einer Gruppe sind Uber zytoplasmatische Briicken miteinander verbunden
(Fawcett et al., 1959). Sie sind oval, haben homogenes Zytoplasma und einen
Durchmesser von 15 pm. Sie sind damit gréBer als Nematozytenvorlaufer und so gut
von ihnen zu unterscheiden. Ihr Kern ist rund, hat normalerweise einen Nukleolus

und misst 7 ym im Durchmesser.

GCII-Zellen sind groBer als GCI (20-25 pm im Durchmesser). In ihrem sonst
homogenen Zytoplasma haben sie ein einzelnes dunkles Granulum, welches ca. 2 um
im Durchmesser misst (Abb. 18B). Ihr Kern (10 pm) ist gréBer als der Kern der GCI

und er enthalt in der Regel zwei Nukleoli.

GCIII-Zellen sind noch groBer (40 um im Durchmesser). Ihr Zytoplasma ist stark

mit Vakuolen durchsetzt und es enthalt mehrere Granula, von denen gezeigt wurde,
dass sie Lipide und Glykogen enthalten (Aizenshtadt, 1975; Honegger et al., 1989).
Ihr Kern besitzt normalerweise nur einen Nukleolus und hat einen Durchmesser von
10 um (Abb. 18C). Ist in friiheren Publikationen von ,Nurse"-Zellen die Rede, so ist

dieser Zelltyp gemeint.
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Einige Gruppen der GCIII enthalten eine oder zwei offensichtlich groBere Zellen (100
Mm im Durchmesser). Bei ihnen handelt es sich um GCIV-Zellen (Abb. 18D). Sie
haben dasselbe Zytoplasma wie die GCIII, aber ihr Kern ist vergréBert (20-30 um)
und enthalt kondensierte Chromosomen, wie es fiir die friihe meiotische Prophase I
typisch ist. Konfokale optische Schnitte von ganzen Hydren zeigen, dass sich die

GCIV-Zellen meistens in der Nahe der Mesogloea befinden.

Abbildung 18: Die Differenzierung der Keimzellen.

Die Bilder zeigen morphologisch voneinander zu unterscheidende Zelltypen innerhalb des Eiflecks. Von
links nach rechts die GCI (A), GCII (B), GCIII (C) und GCIV (D). Die Kerne wurden mit DAPI gefarbt
(erste und dritte Reihe). Die dazugehdrigen Phasenkontrastbilder sind in den jeweiligen Reihen
darunter zu sehen (zweite und vierte Reihe). In der Reihe eins und zwei sind die verschiedenen
Zelltypen in Mazeraten zu sehen, in den Reihen drei und vier im ganzen Tier. KB-Keimblaschen (gelb),
Umriss der GCIV (rot), M-Mesogloea (griin). MaBstabsbalken obere Reihe 20 pm.
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2.4.2. Differenzierungsstadien der Oozyten

Die verschiedenen Entwicklungsstadien der Oozyten konnten sowohl in Mazeraten als

auch im ganzen Tier nachgewiesen werden.

Im Stadium 3a werden zwei oder drei GCIV innerhalb eines Eiflecks deutlich gréBer
als die anderen (150 pm im Durchmesser; Abb. 19, links oben). Sie treten in das
Diplotén-Stadium der Meiose I ein. Ihr Kern vergroBert sich, um das Keimblaschen zu
bilden, wahrend die Chromosomen kondensieren und sich in einer kleinen Region des
Keimblaschens konzentrieren, wo sie eine Karyosphare bilden. Zellen in diesem
Stadium werden als Oozyten bezeichnet. Das Zytoplasma der Oozyten enthalt die
fur die GCIII und GCIV typischen Vakuolen und Granula.

Wahrend des Stadiums 3b nehmen die Oozyten schon vor der Phagozytose
benachbarter Keimzellen dramatisch an GréBe zu (Abb. 19, links unten und rechts).
Sie bilden verzweigte Pseudopodien aus und erreichen einen Durchmesser von bis zu
600 pm, was einer 50- bis 100-fachen Zunahme des Zytoplasmavolumens entspricht.
Als Resultat dieser schnellen Volumenzunahme kommen die Oberseiten der Oozyten
in Kontakt mit der ektodermalen Oberflache, und die Keimblaschen (50 bis 100 um
im Durchmesser) dndern ihre Position von der Mitte der Oozyten hin zu dieser

Kontaktstelle.
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Abbildung 19: Konfokale Bilder von Eiflecken der Stadien 3a und 3b.

Kerne sind in rot mit TOP-RO-3 gefarbt. Die groBen Bereiche mit nur einem gefarbten Kern zeigen die
wachsenden Oozyten. Der duBere Rand der wachsenden Oozyten ist jeweils weiB skizziert. Links
oben: Stadium 3a zeigt eine friihe Oozyte mit einem Keimblaschen. Links unten: Stadium 3b zeigt eine
wachsende Oozyte mit Chromosomen im Diplotan (Durchmesser 200 um). Rechts: Spates Stadium 3b
zeigt eine Oozyte, welche entlang der Mesogloea liegt (600 pm in der Lange). Der Kern der Oozyte
zeigt Chromosomen im Diplotén. Alle Bilder sind fiir den GréBenvergleich im gleichen MaBstab gezeigt.
En-Endoderm, M-Mesogloea, GC" s-Keimzellen, Oz-Oozyte. MaBstabsbalken 40 pm.

Im Stadium 4 beginnen die Oozyten mit der Phagozytose der benachbarten Zellen
(Abb. 20, links). Als Resultat fiillt sich das Ooplasma mit etlichen phagozytischen
Vakuolen, welche apoptotische Kérperchen enthalten. Letztere wurden zuvor als
Schrumpfzellen (Zihler, 1972) oder Endozyten (Aizenshtadt, 1978; Frobius et al.,
2003) beschrieben.
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Vom Stadium 5 an gibt es nur noch eine Oozyte innerhalb des Eiflecks, welche mit
dem Zurlickziehen der Pseudopodien beginnt. Das Ooplasma dieser Oozyte enthalt
ein groBes Keimblaschen und zusatzlich 1 bis 2 degenerierende Kerne. Bei den
degenerierenden Kernen scheint es sich um Kerne von Oozyten zu handeln, welche
miteinander fusioniert sind, um eine einzige librigbleibende Oozyte zu bilden (siehe
unten).

Letztendlich zieht die Oozyte in den Stadien 6 und 7 ihre Pseudopodien vollstandig
zurtick und kugelt sich ab. Sie stoppt mit der Phagozytose der benachbarten Zellen.
Ihr Kern durchlduft zwei meiotische Teilungen, sie bricht durch das Ektoderm und ist
bereit flir die Befruchtung (Abb. 20, rechts).

Abbildung 20: Konfokale Bilder von Eiflecken der Stadien 5 und 7.

Kerne sind in rot mit TOP-RO-3 gefarbt. Der duBere Rand der wachsenden Oozyten ist jeweils weiB
skizziert. Links: Die Oozyte beginnt im Stadium 4 mit der Phagozytose der apoptotischen Kdrperchen.
Rechts: Im Stadium 7 bricht die Oozyte durch das Ektoderm. Ihr Ooplasma ist mit apoptotischen
Korperchen angefiillt. MaBstabsbalken 100 pm.
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2.5. Zellzusammensetzung des Eiflecks zu verschiedenen Stadien

der Oogenese

Nachdem die unterschiedlichen Zelltypen innerhalb des Eiflecks charakterisiert
wurden, konnte die exakte Zellzusammensetzung des Eiflecks zu verschiedenen
Stadien der Oogenese bestimmt werden. Die Zellzusammensetzung wurde wahrend
der Stadien 1 bis 3b ermittelt. Es wurde der prozentuale Anteil der GCI bis GCIII

innerhalb des Eiflecks bestimmt.
Die Anzahl der GCI und GCII nimmt im Verlauf der Oogenese stetig ab, wahrend die

der GCIII dramatisch zunimmt (Abb. 21). Zum Ende des Stadiums 3b besteht der
Eifleck daher fast vollsténdig aus GCIII.

100

80

60 m GClI
m GCII
40 = GClll

20 -

Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3a Stadium 3b

Abbildung 21: Zellzahl.

Einzelne Eiflecke wurden zu verschiedenen Stadien der Oogenese mazeriert und der prozentuale Anteil
der verschiedenen Zelltypen wurde bestimmt. Die Eiflecken bestehen zu allen Stadien aus ca. 4000
Zellen. GCI-rot, GCII-blau, GCIII-grin.
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2.6. DNA-Gehalt der Keimzellkerne

Die Veranderungen in der Zellzusammensetzung des Eiflecks zu verschiedenen
Stadien der Oogenese sowie die Morphologie der unterschiedlichen Keimzelltypen
deuteten darauf hin, dass diese Zellen eine Differenzierungsabfolge bilden. GCI-
Zellen werden zu GCII-Zellen, welche spater zu GCIII-Zellen differenzieren. Um die
Differenzierungsabfolge genauer zu ermitteln, wurde der DNA-Gehalt der Kerne von
GCI, GCII und GCIII bestimmt. Dazu wurden die Eiflecke in verschiedenen Stadien
der Oogenese mazeriert. Die Zellen wurden mit dem DNA-spezifischem Fluorochrom
DAPI angefarbt, um den DNA-Gehalt einzelner Zellen photometrisch zu bestimmen.
Nervenzellen wurden dabei als Standard fiir einen diploiden (2n) DNA-Gehalt

verwendet.

GCI-Zellen in kleinen Nestern (2 bis 4 Zellen) hatten einen DNA-Gehalt von 2n-4n
(Abb. 22, oben links, rot). Dies ist typisch fiir proliferierende Zellen in Hydra.
GCI-Zellen in groBen Nestern (gréBer als 4 Zellen) hatten hingegen einen DNA-
Gehalt von 2n (Abb. 22, oben rechts, rot), wie er typisch ist flir postmitotische
differenzierende Zellen in Hydra (David und Gierer, 1974).

Der DNA-Gehalt der GCII war typisch flir Zellen in der S-Phase (Abb. 22, unten links,
blau). Diese S-Phase scheint premeiotisch zu sein, da zumindest einige GCII in die
Meiose eintreten (siehe unten).

Die GCIII waren charakterisiert durch einen DNA-Gehalt von 4n (Abb. 22, unten
rechts, griin). Dies weist darauf hin, dass GCII-Zellen, welche ihre Replikation
beendet haben, zu GCIII-Zellen werden. Die GCIII-Zellen nehmen dramatisch an

GroBe zu.
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Abbildung 22: DNA-Gehalt der Keimzellkerne.
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Die Histogramme zeigen den prozentualen Anteil von Zellen mit einem bestimmten DNA-Gehalt. Der
DNA-Gehalt fiir 2n und 4n ist zum Vergleich angegeben. Bei den GCI wurde zwischen kleinen Nestern
(bis 4 Zellen) und groBen Nestern (bis 8 Zellen) unterschieden. GCI-rot, GCII-blau, GCIII-grin.
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2.7. Markierungsindex

Zur Bestatigung der Ergebnisse der DNA-Messungen sollten die S-Phasen in den
differenzierenden Keimzellen markiert werden. Dazu wurde den Hydren BrdU, ein
Thymidin-Analog, in den Magenraum injiziert. Nach einer Inkubationszeit von 45 min
wurden die Tiere mazeriert, um einzelne Zellen betrachten zu kénnen. Weiterhin
wurde der mitotische Index der verschiedenen Keimzelltypen bestimmt. Dadurch
sollte ermittelt werden, ob sich die Zellen in den einzelnen Stadien noch teilten.
Zusatzlich wurden auch Tiere als Ganzes fixiert, um einen Eindruck von der

Verteilung der markierten Zellen innerhalb des ganzen Tieres zu bekommen.

Die Ergebnisse des BrdU Experimentes auf Mazeraten bestdtigten die Ergebnisse der
DNA-Messung.

GCI-Zellen in kleinen Nestern wurden durch einen BrdU-Puls zu ungeféhr 50%
markiert (Abb. 23, links oben). Dies deutet darauf hin, dass es sich bei den GCI-
Zellen in kleinen Nestern um eine proliferierende Population handelt. Sie werden
nach einer terminalen Mitose zu GCI in groBen Nestern. Diese wurden durch den
BrdU-Puls kaum markiert. Sie sind postmitotisch, haben die Differenzierung zu
Oozyten bzw. ,Nurse"-Zellen initiiert und befinden sich in der G1-Phase des
Zellzyklus. Insgesamt wurden die GCI zu ca. 35% markiert (Abb. 23, rechts in rot).
Ihr mitotischer Index lag bei 3%.

Im starken Kontrast zu den GCI-Zellen in groBen Nestern, waren die meisten (80-
90%) GCII-Zellen nach dem BrdU-Puls markiert (Abb. 23 links Mitte und rechts in
blau). Sie befinden sich also in der S-Phase des Zellzyklus. Die GCII waren nie
mitotisch.

GCIII-Kerne waren fast gar nicht BrdU markiert (Abb. 23, rechts in griin). Nur in
einigen Nestern fand man einzelne BrdU-positive Kerne. Diese einzelnen markierten
Kerne hatten ein flir das Ende der S-Phase typisches Replikationsmuster. Es ist durch
die Anwesenheit von wenigen groBen Chromatinfoci charakterisiert, welche sich im
gesamten Kern und besonders an seiner Peripherie befinden (Abb. 23, links unten).

Es wurden keine mitotischen GCIII gefunden.
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Abbildung 23: BrdU-Markierung von GCI, GCII und GCIII.

Links: Die Kerne der verschiedenen Zelltypen wurden durch einen Puls mit BrdU markiert. Von oben
nach unten GCI, GCII und GCIII. In der linken Reihe sind die Phasenkontrastbilder liber die
markierten Zellkerne (griin) gelegt. In der rechten Reihe sind nur die Replikationsmuster zu sehen
(weiB). MaBstabsbalken 10 pm.

Rechts: Gezeigt ist der prozentuale Anteil von markierten Zellen. GCI-rot, GCII-blau und GCIII-grin.

Zusatzlich wurde auch das BrdU-Markierungsmuster in ganzen Tieren zu
verschiedenen Stadien der Oogenese betrachtet:

Im Stadium 1 der Oogenese waren Gruppen von verschiedenen Keimzelltypen
innerhalb der Region des Eiflecks gefarbt (Abb. 24, obere Reihe). Die Anzahl der
markierten Zellen nahm vom Stadium 2 zum Stadium 3a ab. Nach Miller et al. (2000)
stoppen die Zellen in der Mitte des Eiflecks mit der Proliferation und beginnen mit der
Differenzierung zu ,Nurse"-Zellen. Diese Beobachtung konnte insofern bestatigt
werden, dass im Stadium 3a in der Mitte des Eiflecks unmarkierte GCIII (,,Nurse"-
Zellen) gefunden wurden (Abb. 24, untere Reihe, Mitte). Mit dem Beginn des
Stadiums 3b wurden kaum noch markierte Zellen gefunden (Abb. 24, untere Reihe,

rechts).
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GClll'/ GCIV

Abbildung 24: BrdU-Markierung von ganzen Tieren.

Die BrdU-Pulsmarkierung zeigt die Verteilung von Keimzellen, welche sich in der S-Phase des
Zellzyklus befinden, innerhalb des Eiflecks. Kerne sind in rot mit TOP-RO-3 gefarbt. Die mit BrdU
markierten Zellen sind in griin dargestellt (bzw. erscheinen sie gelb in der Uberlagerung mit dem roten
Kanal). Obere Reihe: Im Stadium 1 waren Gruppen von verschiedenen Keimzelltypen gefarbt. Die
rechte Abbildung zeigt einen vergroBerten Ausschnitt aus dem linken Bild. Untere Reihe: Verteilung
der markierten Keimzelltypen zu den Stadien 2, 3a und 3b. Die Anzahl der markierten Zellen nhahm
deutlich ab.
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2.8. Fusion zwischen den Keimzellen und der Oozyte

Bei der Mazeration von Eiflecken der Stadien 3a und 3b konnte beobachtet werden,
dass die Verbindungen zwischen der wachsenden Oozyte und den GCIII/GCIV-Zellen
fester wurden. Es war schwer, die Oozyte von den benachbarten Zellen zu trennen.
Um herauszufinden, ob diese engen Kontakte Adhdsion oder Fusion von
Schrumpfzellen mit der wachsenden Oozyte darstellten, wurden Tiere mit dem
membranspezifischen fluoreszierenden Farbstoff FM 4-64 gefarbt und mit einem
konfokalen Mikroskop gescannt. So war es mdglich, die groBen Oozyten und die eng

benachbarten Keimzellen zu lokalisieren.

In den Bereichen, wo Keimzellen an andere Keimzellen grenzten, waren die
Membranen zwischen den Zellen deutlich erkennbar (Abb. 25 die beiden linken
Bilder). Anders verhielt es sich in den Bereichen, an denen die Oozyte Kontakt zu den
Keimzellen hatte (Abb. 25 Pfeile in den beiden rechten Bildern). Dort fehlte die
Membranfarbung oft Gber einen groBen Bereich (10um). Die beiden Zelltypen

schienen hier miteinander fusioniert zu sein.

Abbildung 25: Membranfarbung mit FM 4-64 in Keimzellen und Oozyten.

Die Bilder zeigen Bereiche des Kontaktes zwischen Keimzellen (GC) und Oozyten (Oz) in
verschiedenen Eiflecken. Membranen sind mit FM 4-64 gefarbt (rot), Kerne mit SYTO-16 (griin). In
der oberen Reihe wird die Membranfarbung zusammen mit der Kernfarbung gezeigt, wahrend in der
unteren Reihe nur die Membranfarbung zu sehen ist. Die beiden linken Bilder zeigen Bereiche des
Kontaktes zwischen Keimzellen. Die Membranfarbung war deutlich zu erkennen und wies keine Liicken
auf. Die beiden rechten Bilder zeigen Bereiche des Kontaktes zwischen der Oozyte und den
Keimzellen. Die Pfeile deuten auf Bereiche, in denen die Membranfarbung deutlich fehlte.
MaBstabsbalken 20 pm.
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Um auszuschlieBen, dass es sich bei der Abwesenheit der Membranfarbung um einen
Artefakt handelte, wurden benachbarte optische Schnitte betrachtet (Abb. 26). Es
war deutlich zu erkennen, dass die Membranen in benachbarten optischen Schnitten

wieder ,,auftauchten".

Abbildung 26: Membranfarbung mit FM 4-64 in Keimzellen und Oozyten.

Die Bilder zeigen Bereiche des Kontaktes zwischen Keimzellen (GC) und Oozyten (Oz). Im oberen
Bereich der Bilder befinden sich die Keimzellen, im unteren Bereich die Oozyte. Membranen sind mit
FM 4-64 gefarbt (rot), Kerne mit SYTO-16 (griin). In der oberen Reihe wird die Membranfarbung
zusammen mit der Kernfarbung gezeigt, wahrend in der unteren Reihe nur die Membranfarbung zu
sehen ist. Die Bilder zeigen optische Schnitte derselben Zellen in einem Abstand von 3 pm. Die Pfeile
im linken Bild deuten auf vier Bereiche, in denen die Membranfarbung zwischen den Keimzellen und
der Oozyte klar fehlt. Im rechten Bild (im nachsten optischen Schnitt) sind die Membranen jedoch
wieder da. MaBstabsbalken20 pm.

An den Stellen, an denen die Membranfarbung fehlte, bildeten die Keimzellen und die
Oozyte ein Kontinuum, so dass sich der Kern der Keimzellen im Zytoplasma der
Oozyte befand. Diese Situation schien allerdings voriibergehend zu sein, da niemals
einzelne Keimzellkerne im Zytoplasma der Oozyte gefunden wurden. Dies lieB
vermuten, dass die Keimzellen rezellularisierten, nachdem sie mit der Oozyte

fusioniert hatten.
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2.9. Innerhalb eines Eiflecks kann es zunachst mehrere Oozyten

geben

Zu den Stadien 3a und 3b waren stets mehrere Oozyten im Diplotdn-Stadium der
Meiose im Eifleck vorhanden. Zu spateren Stadien enthielt der Eifleck dann aber nur
noch eine Oozyte. Aufgrund der vorangegangenen Beobachtung, dass Keimzellen in
der Lage waren, mit der Oozyte zu fusionieren, stellte sich die Frage, ob auch die
LVorlauferoozyten™ miteinander fusionierten, um letztendlich nur eine Oozyte pro
Eifleck zu bilden.

Es wurden ganze Tiere ab dem Stadium 5 auf das Vorhandensein von mehreren
Oozytenkernen hin untersucht. AuBerdem sollte der ,Status" der Kerne betrachtet

werden.

Zu den spaten Stadien der Oogenese wurde stets nur ein Uberlebender Oozytenkern
gefunden (Abb. 27, oben). Er besaB eine intakte Kernmembran und die
Chromosomen befanden sich innerhalb der Karyosphare im Diplotan der Meiose. Die
degenerierenden Kerne (Abb. 27, unten) wiesen hingegen eine defekte
Kernmembran auf und ihre Chromosomen waren zusammen gruppiert. Da sich die
degenerierenden Kerne nicht in Vakuolen befanden, konnte es sich bei ihnen nicht

um phagozytierte Keimzellen handeln.
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intakte

Kernmembran

Abbildung 27: Intaktes Keimblaschen (GV) und degenerierendes Keimblaschen (DGV) in einer
Oozyte im Stadium 5 der Oogenese.

Konfokale Schnitte eines Eiflecks, welcher mit TOP-RO-3 gefarbt wurde, um DNA zu farben (rot).
Obere Reihe: Intaktes Keimblaschen mit intakter Kernmembran (Pfeilspitze) und Chromosomen im
Diplotan innerhalb der Karyosphare. Untere Reihe: Degenerierendes Keimbldaschen mit defekter
Kernmembran (Pfeilspitze) und gruppierte Chromosomen. Die griine Linie in den rechten Bildern
umrandet die Grenzen des intakten und des degenerierenden Keimbldschens. Die Abwesenheit einer
phagozytischen Membran bei dem degenerierenden Keimblaschen ist klar zu erkennen.
MaBstabsbalken 80um.
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2.10. Zytoplasmatransfer zwischen den Keimzellen und der Oozyte

Es konnte beobachtet werden, dass sowohl die Keimzellen in der Lage waren,
vorlibergehend mit der Oozyte zu fusionieren, als auch die Oozyten untereinander.
Im weiteren Verlauf der Arbeit stellte sich die Frage, warum die Keimzellen zunachst
mit der Oozyte fusionierten, anschlieBend jedoch wieder rezellularisierten. Eine
Mdglichkeit ware, dass die Keimzellen auf diesem Weg ihr Zytoplasma an die Oozyte
weitergeben. Um dieser Frage auf den Grund zu gehen, wurden Mazerate des
Stadiums 3b nach dem Vorhandensein von ,kleinen™ GCIII- und GCIV-Zellen mit

wenig Zytoplasma hin untersucht.

Es wurden tatsachlich solche Zellen in einer signifikanten Anzahl (530 +/- 93 pro
Eifleck, n= 5) gefunden (Abb. 28, rechts).

Abbildung 28: ,Kleine®™ Keimzellen mit wenig Zytoplasma.

Kerne sind mit TOP-RO-3 (griin in den unteren Bildern, weiB3 in den oberen) gefarbt. Links oben:
Ubersicht iiber eine mazerierte Oozyte im Stadium 3b. Die anheftenden Keimzellen (GC) sind deutlich
zu erkennen. Rechts oben: VergréBerung eines Bereiches, in welchem die Keimzellen stark an der
Oozyte haften. GCIII und GCIV mit wenig Zytoplasma im engen Kontakt mit der Oozyte. Rechts
unten: Uber das Bild rechts oben wurde der Phasenkontrast gelegt. So ist die geringe Menge an
Zytoplasma gut zu erkennen. Links unten: Zum Vergleich GCIII und GCIV mit einer normalen Menge
an Zytoplasma. MaBstabsbalken 20um.
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Aus diesen Ergebnissen kann man schlussfolgern, dass die Keimzellen
voriibergehend mit der Oozyte fusionierten, um ihr Zytoplasma abzugeben und
anschlieBend rezellularisierten. In der DAPI-Farbung fiel auf, dass die Kerne der

~Kleinen" Zellen apoptotisch wirkten (Abb. 28, rechts oben). Dies sollte im Folgenden

naher untersucht werden.
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2.11. Apoptose der Keimzellen nach dem Zytoplasmatransfer

Wie oben beschrieben, enthielten Mazerate von Eiflecken der Stadien 3b eine neue
Klasse von ,kleinen™ GCIII- und GCIV-Zellen mit wenig Zytoplasma. Die Farbung mit
DNA-Farbstoffen lieB vermuten, dass die Kerne dieser Zellen apoptotisch waren. Das
Chromatin war in kleinen Tropfen entlang der Kernmembran und im Inneren des
Kernes kondensiert. Um zu beweisen, dass es sich tatsachlich um apoptotische Zellen
handelte, wurden Mazerate mit TUNEL gefarbt. TUNEL ist ein Marker fiir Apoptose,
da er fragmentierte DNA anfarbt (Gavrieli et al., 1992).

Es zeigte sich, dass die kleinen GCIII- und GCIV-Zellen in den Mazeraten TUNEL-
positiv waren (Abb. 29, oben). Im Gegensatz dazu waren GCIII- und GCIV-Zellen mit
einer normalen Menge an Zytoplasma, die sich in denselben Mazeraten befanden,
TUNEL-negativ (Abb. 29, unten).

TO-PRO-3 TUNEL

Abbildung 29: GCIII innerhalb des Eiflecks.

DNA wurde mit TOP-RO-3 gefarbt (Mitte weil und links rot), die TUNEL-Farbung ist weiB (rechts)
bzw. griin (links). Im linken Bild wurden die TOP-RO-3- und TUNEL-Farbung Uber das
Phasenkontrastbild gelegt. Obere Reihe: Kleine GCIII mit reduzierten Zytoplasma. Der Kern hat
gruppiertes Chromatin, typisch fiir Apoptose und er ist TUNEL-positiv. Untere Reihe: GroBe GCIII mit
einer normalen Zytoplasmamenge. Der Kern zeigt keine Anzeichen von Apoptose und ist TUNEL-
negativ. MaBstabsbalken 20um.
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Des Weiteren wurden voll entwickelte Oozyten in Mazerationsmedium zerquetscht,
um phagozytierte Keimzellen freizusetzen und sie anschlieBend mit TUNEL zu farben.
Es konnten drei Typen von apoptotischen Kérperchen im Zytoplasma von
mazerierten Oozyten unterschieden werden:

MittelgroBe apoptotische Kérperchen (Kern 10 pm) mit locker organisiertem
Chromatin waren der haufigste Typ (Abb. 30, Mitte). Sie scheinen phagozytierte
GCIII-Zellen darzustellen.

Kleine apoptotische Kdrperchen (Kern 5-7 pm) mit stark kondensiertem Chromatin
reprasentieren phagozytierte GCII-Zellen (Abb. 30, oben).

Einige wenige sehr groBe apoptotische Kérperchen (Kern 20 pm) mit Chromatin,
welches in Faden liber die Kernflache organisiert war, wurden auch gefunden (Abb.
30, unten). Sie reprasentieren phagozytierte GCIV-Zellen, von denen man ca. 50 in
einem Eifleck finden kann.

Alle drei Typen der apoptotischen Kérperchen hatten TUNEL-positive DNA.
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TO-PRO-3 TUNEL

Abbildung 30: Phagozytierte apoptotische Kérperchen aus mazerierten Oozyten.

DNA wurde mit TOP-RO-3 gefarbt (Mitte weil und links rot), die TUNEL-Farbung ist weiB (rechts)
bzw. griin (links). Im linken Bild wurden die TOP-RO-3- und TUNEL-Farbung Uber das
Phasenkontrastbild gelegt. Die gelben Bereiche in den linken Bildern stellen Uberlagerung bzw.
Kolokalisation des TO-PRO-3- und des TUNEL-Signals dar. Die apoptotischen Kérperchen

unterscheiden sich in ihrer GroBe, haben jedoch alle gruppiertes Chromatin und sind TUNEL-positiv.
MaBstabsbalken 20um.

66



ERGEBNISSE

2.12, Auch Endodermzellen helfen bei der Phagozytose

In den Mazeraten, die fiir die TUNEL-Farbungen angefertigt wurden, fielen uns
einzelne Endodermzellen mit einer erhdhten Anzahl apoptotischer Vakuolen auf. Es
stellte sich daher die Frage, ob die Endodermzellen die Oozyte bei der Phagozytose
der Keimzellen, welche ihr Zytoplasma bereits abgegeben hatten, unterstitzten.

Es wurden Mazerate der verschiedenen Oogenesestadien angefertigt, um die Anzahl

der Endodermzellen mit apoptotischen Vakuolen zu bestimmen.

Beim Vergleich weiblicher Tiere vom Stamm AEP, mit den sich vegetativ
vermehrenden Hydra vulgaris Tieren wurde festgestellt, dass es in den AEP-Tieren

eine erhdhte Anzahl von Endodermzellen mit apoptotischen Vakuolen gab (Tab. 1)

Endodermzellen mit Endodermzellen ohne

apoptotischen Vakuolen apoptotische Vakuolen

AEP 36 64

vulgaris 8 92

Tabelle 1: Vergleich von Endodermzellen in bezug auf das Vorhandensein von apoptotischen
Vakuolen in AEP-Tieren und Hydra vulgaris.

Des Weiteren wurden AEP-Tiere des Stadiums 1 (vor der Phagozytose) mit AEP-
Tieren des Stadiums 5 (nach der Phagozytose) verglichen. Hier konnte ein deutlicher
Anstieg der Endodermzellen mit apoptotischen Vakuolen in den Tieren des Stadiums
5 beobachtet werden (Tab. 2).
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Endodermzellen mit Endodermzellen ohne

apoptotischen Vakuolen apoptotische Vakuolen

AEP, Stadium 1 6 94

AEP, Stadium 5 51 49

Tabelle 2: Vergleich von Endodermzellen in bezug auf das Vorhandensein von apoptotischen
Vakuolen in AEP-Tieren zu den Stadien 1 und 5.

Beim optischen Vergleich der apoptotischen Vakuolen in den AEP-Tieren und den
Hydra vulgaris-Tieren, fiel auBerdem auf, dass die Vakuolen in den AEP-Tieren
deutlich gréBer waren (Abb. 31, oben). Sie hatten einen Durchmesser von 10um und
ahnelten den apoptotischen Kérperchen in den Oozyten. Die apoptotischen Vakuolen

in den vulgaris-Tieren waren hingegen nur etwa halb so groB (Abb. 31, unten).

Abbildung 31: Vergleich von apoptotischen Vakuolen in Endodermzellen bei vulgaris- und AEP-
Tieren.

DNA wurde mit TOP-RO-3 gefarbt (links rot und rechts weiB). Die Pfeile deuten auf die apoptotischen
Vakuolen. Obere Reihe: Apoptotische Vakuole innerhalb einer Endodermzelle bei einem weiblichen
AEP-Tier im Stadium 5 der Oogenese. Untere Reihe: Apoptotische Vakuole innerhalb einer
Endodermzelle bei einem vulgaris-Tier. MaBstabsbalken 20 pm.
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2.13. Immunfarbung von weiblichen AEP-Tieren
2.13.1. Lokalisation von 14-3-3 wahrend der Oogenese mit Hilfe der
Immunfarbung

Die Apoptose spielt wahrend der Oogenese in Hydra eine groBe Rolle. Wie zuvor
gezeigt, waren alle drei Arten von apoptotischen Koérperchen TUNEL-positiv. Es ist
jedoch auch bekannt, dass diese Koérperchen erst einige Tage nachdem der Embryo
geschliipft ist, endglltig abgebaut werden. Die Apoptose wird in diesen Zellen also
zunachst ausgeldst, dann aber fiir lange Zeit angehalten (Miller et al., 2000).

In friheren Experimenten gab es erste Hinweise darauf, dass 14-3-3 bei diesem
Mechanismus eine Rolle spielen kénnte. 14-3-3 war in den Nahrzellen sowohl im
Zytoplasma als auch im Kern stark angereichert. Das war das erste Mal, dass eine
Kernfarbung in einem Differenzierungsprodukt der interstitiellen Zellen zu
beobachten war. Bei vorangegangenen Untersuchungen war 14-3-3 bei diesem
Zelltyp lediglich im Zytoplasma lokalisiert (Pauly et al., 2003). Es sollte daher naher
untersucht werden, ob 14-3-3 als Apoptoseinhibitor bei diesem Mechanismus eine

Rolle spielen kdnnte.

Es wurden Immunfarbungen mit dem anti-14-3-3-Antikérper an ganzen Hydren und
an Mazeraten durchgeftihrt. Als primarer Antikdrper wurde der anti-14-3-3-Antikdrper
K19 von der Firma Santa Cruz verwendet. Er erkennt die Isoformen A und B des
Hydra-14-3-3-Proteins (Pauly et al., 2003). Als sekundarer Antikérper wurde ein
FITC-markierter anti-Kaninchen-Antikdrper benutzt. Als Kernfarbstoffe wurden DAPI
und TOP-RO-3 eingesetzt.

Alle Keimzelltypen (GCI bis GCIV) waren 14-3-3-positiv. Nicht nur das Zytoplasma,
sondern auch der Kern war deutlich gefarbt (Abb. 32). Die Farbung durch den
Antikérper war relativ homogen bis auf einige hellere Punkte, welche sich meistens in

der Nahe des Kerns befanden.
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Abbildung 32: Konfokale Bilder von GCI-GCIV-Zellen in mazerierten weiblichen AEP-Tieren, die mit
dem anti-14-3-3-Antikorper K19 gefarbt wurden.

Gezeigt ist jeweils links: Giberlagerte Bilder von einzelnen optischen Schnitten, die man im griinen
Kanal (14-3-3-Signal) und in dem roten Kanal (TOP-RO-3-Signal) erhalten hat. Mitte links: nur der
griine Kanal (14-3-3-Verteilung). Mitte rechts: roter Kanal (DNA-Farbung). Rechts: Phasenkontrast.
(A) GCI links und GCII rechts. (B) GCIII. (C) GCIV. MaBstabsbalken 20um.

Bei den GCI bis GCIII war die Farbung im Kern und auch im Zytoplasma von gleicher
Intensitat. Sobald die Zellen jedoch anfingen, sich zu GCIV und weiter zu Oozyten zu
entwickeln, wurden Zellen mit unterschiedlich stark gefarbten Kernen gefunden.
Wurden GCIV in der Nahe von Oozyten gefunden, waren die Kerne der GCIV immer
deutlich schwacher gefarbt als die der Oozyten (Abb. 33). Die Kernfarbung der GCIV
und der Oozyten war jetzt auch nicht mehr homogen wie bei den GCI bis GCIII

sondern auffallig punktférmig.
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Abbildung 33: Konfokale Bilder von GCIV in der Nahe von Oozyten in ganzen weiblichen AEP-Tieren,
die mit dem anti-14-3-3-Antikorper K19 gefarbt wurden.

Gezeigt ist jeweils links: Giberlagerte Bilder von einzelnen optischen Schnitten, die man im griinen
Kanal (14-3-3-Signal) und in dem roten Kanal (TOP-RO-3-Signal) erhalten hat. Mitte: nur der rote
Kanal (DNA-Farbung). Rechts: griiner Kanal (14-3-3-Verteilung). In der oberen und der unteren Reihe
sind zwei verschiedene Beispiele gezeigt, in denen sich eine GCIV in der Nahe der Oozyte befindet,
welche deutlich starker gefarbt ist als die GCIV. Oz-Oozyte. MaBstabsbalken 20um.

Wurden innerhalb eines Tieres mehrere Oozyten gefunden, so waren deren Kerne in
unterschiedlicher Intensitat gefarbt. Neben stark gefarbten Oozytenkernen gab es
auch Kerne, welche keinerlei Kernfarbung mehr aufwiesen (Abb. 34). Bei den 14-3-3-
negativen Kernen schien es sich stets um degenerierende Kerne zu handeln, welche
keine intakte Kernhiille mehr aufwiesen (Abb. 34, Mitte). Degenerierende Kerne,

deren Kernhille noch intakt war, waren hingegen 14-3-3-positiv (Abb. 34, unten).
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Abbildung 34: Konfokale Bilder von Oozyten in ganzen weiblichen AEP-Tieren, die mit dem anti-14-
3-3-Antikorper K19 gefarbt wurden.

Gezeigt ist jeweils links: Giberlagerte Bilder von einzelnen optischen Schnitten, die man im griinen
Kanal (14-3-3-Signal) und in dem roten Kanal (TOP-RO-3-Signal) erhalten hat. Mitte, links: nur der
rote Kanal (DNA-Farbung). Mitte, rechts: Uiberlagerte Bilder von einzelnen optischen Schnitten, die
man im griinen Kanal (14-3-3-Verteilung), im roten Kanal (DNA-Farbung) und im Phasenkontrast
erhalten hat. Rechts: Phasenkontrast; in griin ist jeweils die Hille des Keimblaschen umrandet. Die
Hille des degenerierenden Keimblaschens in der mittleren Reihe ist gestrichelt dargestellt. Obere
Reihe: 14-3-3-positiver Oozytenkern mit intakter Kernhiille. Mittlere Reihe: 14-3-3-negativer,
degenerierender Oozytenkern. Die Kernhiille ist nicht mehr intakt. Untere Reihe: 14-3-3-positiver,
degenerierender Oozytenkern. Kernhiille ist noch intakt. MaBstabsbalken 20um.

Auch die kleinen GCIII und GCIV, welche ihr Zytoplasma bereits an die Oozyte
abgegeben hatten, sowie die apoptotischen Kérperchen, welche von der Oozyte

phagozytiert wurden, waren im Kern und im Zytoplasma 14-3-3-positiv (Abb. 35)
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kleine
GC's

Abbildung 35: Konfokale Bilder von kleinen GCIII und GCIV und apoptotischen Korperchen in
ganzen weiblichen AEP-Tieren, die mit dem anti-14-3-3-Antikdrper K19 gefarbt wurden.

Gezeigt ist links oben: (berlagerte Bilder von einzelnen optischen Schnitten, die man im griinen Kanal
(14-3-3-Signal) und in dem roten Kanal (TOP-RO-3-Signal) erhalten hat. Rechts oben: nur der griine
Kanal (14-3-3-Verteilung). Links unten: nur der rote Kanal (DNA-Farbung). Rechts unten:
Phasenkontrast. Sowohl die kleinen Keimzellen (GC's) als auch die apoptotischen Kérperchen (aK)
sind deutlich 14-3-3 positiv. MaBstabsbalken 20um.
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2.13.2, Lokalisation von Vasa wahrend der Oogenese mit Hilfe der

Immunfarbung

Aus in-situ-Hybridisierungen an ganzen Tieren war bereits bekannt, dass die beiden
Hydra vasa Gene (Cnvas1 und CnvasZ2) nicht nur von den Zellen der Keimlinie
sondern auch von multipotenten I-Zellen und den ektodermalen Epithelzellen des
Rumpfes exprimiert werden (Mochizuki et al., 2001).

Die genaue Lokalisation des Proteins innerhalb der verschiedenen Zelltypen war
jedoch nicht bekannt. Mit Hilfe von Antikérperfarbungen sollte daher die Lokalisation

aufgeklart werden.

Es wurden Immunfarbungen mit dem anti-vasa-Antikdrper an ganzen Hydren und an
Mazeraten durchgeflihrt. Als primarer Antikdrper wurde der anti-vasa-Antikdrper aus
dem Labor von Y.N. Jan verwendet (Hay et al., 1990). Es handelt sich um einen
affinitatsgereinigten, polyklonalen Antikdrper aus Kaninchen.

Als sekundarer Antikorper wurde ein FITC-markierter anti-Kaninchen-Antikorper
benutzt. Als Kernfarbstoffe wurden DAPI und TOP-RO-3 eingesetzt.

Die Farbung mit dem vasa-Antikorper zeigte in den GCI bis GCIII ein typisches
Muster, wie es auch aus anderen Spezies (z.B. Drosophila) bekannt ist: das gesamte
Zytoplasma war, bis auf einige Punkte, homogen markiert. Die Punkte waren dabei
besonders stark an der zytoplasmatischen Seite der Kernmembran lokalisiert (Abb.
36).
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Abbildung 36: Konfokale Bilder von GCI bis GCIII in mazerierten weiblichen AEP-Tieren, die mit dem
anti-vasa-Antikdrper gefarbt wurden.

Gezeigt ist jeweils links: Giberlagerte Bilder von einzelnen optischen Schnitten, die man im griinen
Kanal (vasa-Signal) und in dem roten Kanal (TOP-RO-3-Signal) erhalten hat. Mitte, links: nur der rote
Kanal (DNA-Farbung). Mitte, rechts: nur der griine Kanal (vasa-Verteilung). Rechts: Phasenkontrast.
Obere Reihe: GCI, mittlere Reihe: GCII, untere Reihe: GCIII. MaBstabsbalken 20um.

Sobald die Differenzierung zu GCIV einsetzte, konnte man zusatzlich eine klare
Kernfarbung beobachten (Abb. 37, oben). Auch in der Oozyte blieb die Kernfarbung
erhalten (Abb. 37, unten).
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Abbildung 37: Konfokale Bilder von GCIV und einer Oozyte in mazerierten weiblichen AEP-Tieren,
die mit dem anti-vasa-Antikdrper gefarbt wurden.

Gezeigt ist jeweils links: Giberlagerte Bilder von einzelnen optischen Schnitten, die man im griinen
Kanal (vasa-Signal) und in dem roten Kanal (TOP-RO-3-Signal) erhalten hat. Mitte links: nur der rote
Kanal (DNA-Farbung). Mitte rechts: nur der griine Kanal (vasa-Verteilung). Rechts: Phasenkontrast.
Obere Reihe: Die Kernfarbung in den GCIV ist deutlich zu erkennen. Untere Reihe: Oozyte, welche
bereits mit apoptotischen Korperchen (aK) angefilllt ist. Sowohl in den apoptotischen Korperchen als
auch in der Oozyte selbst ist die Kernfarbung deutlich zu erkennen. MaBstabsbalken 20um.

Des Weiteren wurden auch Endo- und Ektodermzellen in Hydra vulgaris, Stamm
Basel betrachtet. Die Ektodermzellen waren deutlich gefarbt und sie zeigten das
gleiche Muster wie die Keimzellen (Abb. 38, unten), wohingegen die Endodermzellen
nicht gefarbt waren (Abb. 38, oben).
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Abbildung 38: Konfokale Bilder von Endo- und Ektodermzellen in mazerierten weiblichen AEP-Tieren,
die mit dem anti-vasa-Antikdrper gefarbt wurden.

Gezeigt ist jeweils links: Giberlagerte Bilder von einzelnen optischen Schnitten, die man im griinen
Kanal (vasa-Signal) und in dem roten Kanal (TOP-RO-3-Signal) erhalten hat. Mitte, links: nur der rote
Kanal (DNA-Farbung). Mitte, rechts: nur der griine Kanal (vasa-Verteilung). Rechts: Phasenkontrast.
Obere Reihe: Endodermzelle, vasa-negativ. Untere Reihe: Ektodermzelle, vasa-positiv.
MaBstabsbalken 20um.

Die Farbung der multipotenten I-Zellen zeigte ebenfalls das gleiche Muster (Abb. 39).
Einzelne I-Zellen waren zu 97%, Parchen von I-Zellen waren zu 99% markiert. I-
Zellen in groBeren Nestern, welche sich bereits auf dem Weg der Differenzierung

befanden, waren hingegen nicht markiert (Abb. 39, unten).

77



ERGEBNISSE

Abbildung 39: Konfokale Bilder von I-Zellen in mazerierten weiblichen AEP-Tieren, die mit dem anti-
vasa-Antikodrper gefarbt wurden.

Gezeigt ist jeweils links: Giberlagerte Bilder von einzelnen optischen Schnitten, die man im griinen
Kanal (vasa-Signal) und in dem roten Kanal (TOP-RO-3-Signal) erhalten hat. Mitte, links: nur der rote
Kanal (DNA-Farbung). Mitte, rechts: nur der griine Kanal (vasa-Verteilung). Rechts: Phasenkontrast.
Obere Reihe: Parchen von I-Zellen, vasa-positiv. Untere Reihe: GroBes I-Zellnest auf dem Weg der
Differenzierung, vasa-negativ. MaBstabsbalken 20um.

78



DISKUSSION

3. DISKUSSION

3.1. Zelldifferenzierungs-Schema

Sowohl die Veranderungen in der Zellzusammensetzung des Eiflecks zu
verschiedenen Stadien der Oogenese (Abb. 21) als auch die Morphologie der
verschiedenen Keimzelltypen (Abb. 18) wiesen darauf hin, dass diese Zellen eine
Differenzierungsabfolge bilden. Die Experimente zur DNA-Messung (Abb. 22) und
BrdU-Markierung (Abb. 23) konnten diese Vermutung bestatigen.

Man kann daher folgendes Schema zur Keimzelldifferenzierung wahrend der

Oogenese in Hydra vorschlagen:

# e

0} Oozyte
@ Stadium 3a

Abbildung 40: Schema zur Keimzelldifferenzierung. Verandert aus (Alexandrova et al., 2005).

Die verschiedenen Differenzierungsstadien der Keimtypen und die Entwicklung der Oozyte sind
schematisch dargestellt. M-Mitose.
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GCI in kleinen Nestern (Abb. 18) besaBen einen DNA-Gehalt von 2n-4n (Abb. 22,
rot), wie er typisch ist flr proliferierende Zellen. Durch einen BrdU-Puls wurden sie
zu 50% markiert. Man kann daraus schlussfolgern, dass sie ihre DNA replizieren, um
in die Mitose zu starten. Nach einer terminalen Mitose differenzieren sie zu GCI in
groBen Nestern. Diese hatten einen DNA-Gehalt von 2n (Abb. 22, rot), welcher
typisch ist flir postmitotische, differenzierende Zellen in Hydra (David und Gierer,
1974). Durch einen BrdU-Puls wurden sie kaum markiert. Sie befinden sich in einer
prominenten G1-Phase des Zellzyklus, welche fiir weibliche Keimzellen spezifisch ist.
In allen somatischen Zellen und auch in den mannlichen Keimzellen von Hydra ist die
G1-Phase zu vernachlassigen (Campbell und David, 1974; David und Campbell,
1972). Die GCI in groBen Nestern erhdéhen ihr Zytoplasma- und Kernvolumen und
erlangen somit das Aussehen der GCII (Abb. 18), welche mit der premeiotischen
DNA-Replikation beginnen. Der DNA-Gehalt der GCII (Abb. 22, blau) und die
Tatsache, dass sie durch einen BrdU-Puls zu 80-90% markiert wurden (Abb. 23,
rechts), unterstiitzen diese Idee. Die GCII starten jedoch nicht in die Mitose sondern
differenzieren am Ende der S-Phase zu GCIII (Abb. 18), mit einem DNA-Gehalt von
4n (Abb. 22, griin) und dem typischen vakuolierten Zytoplasma. Zu Beginn des
Stadiums 3a startet 1% der GCIII in die Prophase der Meiose und wird somit zu
GCIV (Abb. 18). Nur 2-3 Zellen der GCIV innerhalb eines Eiflecks werden zu Oozyten
im Diplotan. Vom Stadium 3a zum Stadium 3b hin wachsen die Oozyten von 100 pm
auf 600 um an (Abb. 19). Dieses Wachstum wird durch den Zytoplasmatransport von
benachbarten Keimzellen erreicht (siehe unten, Oozytenwachstum), welche
anschlieBend in die Apoptose gehen (Abb. 29) und von der Oozyte phagozytiert
werden (Abb. 30).

80



DISKUSSION

3.2. Das Wachstum der Oozyte

Nachdem die Oozyte mit der Meiose begonnen hat, startet sie ihre Wachstumsphase.

Das Wachstum der Oozyte erfolgt bei Hydra in zwei Schritten:

Wahrend des ersten Schrittes, der mit den Stadien 3a und 3b der Oogenese
zusammenfallt, vergroBert sich das Volumen der Oozyte innerhalb von 2 Tagen von
100 pm auf 400 pm im Durchmesser, was einer 50- bis 100-fachen Volumenzunahme
entspricht. Die Kerne solcher Oozyten besitzen Chromosomen im Diplotan, welche
stark kondensiert sind (Abb. 19). Dies ist ein Hinweis auf geringe transkriptionelle
Aktivitat (Gruzova und Parfenov, 1993). Die schnelle Zunahme des
Zytoplasmavolumens in der Abwesenheit von extensiver transkriptioneller Aktivitat
ldsst vermuten, dass das Zytoplasma der wachsenden Oozyte von den benachbarten
Keimzellen importiert wird, wie es fiir die alimentare Form der Oogenese typisch ist.
Ein Transfer von Zytoplasma zwischen der Oozyte und den Keimzellen wurde bereits
von Aizenshtadt (1978) und Honegger et al. (1989) vorgeschlagen. Mit Hilfe
elektronenmikroskopischer Untersuchungen konnten sie Verzahnungen zwischen der
Oozyte und den umgebenden Zellen und die Anwesenheit von Membranvesikeln,
welche die Membran in weiten Bereichen des Zellkontaktes zwischen der Oozyte und

den Keimzellen ersetzten, nachweisen (Abb. 41).
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Abbildung 41: Aus Aizenshtadt (1978).

Elektronenmikroskopische Aufhahme von Membranvesikeln, welche die Membran in weiten Bereichen
des Zellkontaktes zwischen der Oozyte und den Keimzellen in Hydra vulgaris ersetzen.

Oben: Gezeigt ist eine Nahrzelle, welche sich in engem Kontakt zur Oozyte befindet. Der Pfeil deutet
auf einen Bereich, in welchen die Membran aus Vesikeln besteht. Zum besseren Versténdnis ist im
unteren schematischen Ubersichtsbild der oben gezeigte Bereich rot umrandet. Scale bar 1um.

Die Tatsache, dass die Keimzellen und die Oozyte zu den Stadien 3a und 3b extrem
stark miteinander verbunden waren, lieferte einen weiteren Hinweis auf einen
maoglichen Zytoplasmatransfer zwischen den beiden Zelltypen. Alle Versuche, die
Oozyte von den benachbarten Keimzellen wahrend der Mazeration frei zu
bekommen, blieben wahrend dieser Stadien ohne Erfolg. Es lieB sich daher

spekulieren, dass die Keimzellen voriibergehend mit der Oozyte fusionieren, um ihr
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Zytoplasma abzugeben. Die teilweise Fusion zwischen der Oozyte und den
umgebenden GCIII und GCIV konnte schlieBlich durch zahlreiche Liicken in der
Membranfarbung (FM 4-64) in den Bereichen ihres Zellkontaktes bestatigt werden
(Abb. 25 und 26). Fir die Bestdtigung der Liicken in der Membranfarbung stand ein
weiterer Antikérper (anti-numb) zur Verfligung, welcher in fixierten ganzen Tieren
ebenfalls Membranen farbt (Kasbauer, persénliche Kommunikation). Es konnten zu
den Stadien 3a und 3b die gleichen Liicken in der Membranfarbung zwischen der

Oozyte und den angrenzenden Keimzellen beobachtet werden (Abb. 42).

Abbildung 42: Konfokale Bilder von Keimzellen und Oozyten in ganzen weiblichen AEP-Tieren, die
mit dem anti-numb-Antikdrper gefarbt wurden.

Die Bilder zeigen Bereiche des Kontaktes zwischen Keimzellen (GC) und Oozyten in verschiedenen
Eiflecken. Membranen sind mit dem anti-numb-Antikérper gefarbt (griin), Kerne mit TOP-RO-3 (rot).
Die Pfeile deuten auf Bereiche, in denen die Membranfarbung deutlich fehlte. Das linke Bild gibt einen
Uberblick {iber eine Oozyte und angrenzende Keimzellen. Bei héherer VergréBerung (Mitte und links)
werden Liicken in der Membranfarbung deutlich (Pfeile). Mitte: Liicken in der Membranfarbung
zwischen der Oozyte und GCIII. Links: Liicken in der Membranfarbung zwischen der Oozyte und einer
GCIV.

Es wurde auch versucht, Zytoskelettstrukturen in den Bereichen der Zellfusion, wie
sie aus Drosophila bekannt sind (Ringkandle), nachzuweisen. Jedoch konnten weder
durch die Farbungen mit Tubulin- noch mit Aktin-Antikdrpern spezifische Strukturen

nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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In tierischem Gewebe kommt es nur in speziellen Fallen zur Fusion von Zellen.
Beispiele hierflir sind die Fusion von Spermien und Eiern wahrend der Befruchtung
oder die Fusion von Myoblasten mit differenzierenden Myotuben (Dworak und Sink,
2002). Fur letzteren Vorgang wurden bei Drosophila mehrere Transmembranproteine
entdeckt, welche von den fusionskompetenten Zellen exprimiert werden. Der Prozess
der Fusion scheint so polarisiert zu sein, dass die Myoblasten als Sender und die
Myotuben als Empfanger fungieren, indem sie unterschiedliche Molekdile auf ihrer
Zellmembran exprimieren. Auch wahrend der Oogenese von Hydra gibt es eine
solche Polaritat von Zellen: die Keimzellen kénnen mit der Oozyte fusionieren, aber
nicht miteinander (Abb. 25 und 26).

Der zweite Schritt des Wachstums (Stadium 4 der Oogenese) ist durch die Zunahme
des Ooplasmavolumens Uber die Phagozytose der apoptotischen Keimzellen durch
die Oozyte charakterisiert (Abb.20). Die phagozytierten apoptotischen Kérperchen
verweilen bis zum Schliipfen des Polypen im Zytoplasma und werden erst dann
abgebaut (Gruzova, 1956; Martin et al.,1997).
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3.3. Fusion von Oozyten

Zu den Stadien 3a und 3b konnten innerhalb eines Eiflecks jeweils 2-3 Oozyten im
Diplotén gefunden werden. Auch im Stadium 4 wurden oft zwei Oozyten gefunden,
wahrend zu den Stadien 5, 6 und 7 stets nur noch eine Oozyte gefunden werden
konnte. Eine mdgliche Erklérung fiir dieses Phanomen ware die Fusion der
wachsenden Oozyten zu einer Zelle, sobald sie miteinander in Kontakt kommen.
Unterstitzt wird diese Interpretation durch das Auftreten von 1-2 degenerierenden
meiotischen Kernen in den Oozyten zu den Stadien 5, 6 und 7 der Oogenese. Solche
Kerne befanden sich nicht innerhalb phagozytischer Vakuolen sondern lagen frei im
Ooplasma (Abb. 27).

Die Fusion von Oozyten ist bei der Oogenese von Cnidariern nicht ungewdhnlich. Sie
konnte flir einen anderen Hydrozoen Tubularia croccea (Boelstreli, 1975) und flr
einen Vertreter der Archiannelida Dinophilus gyrociliatus (Griin, 1972) gezeigt
werden. Aizenshtadt (1978) und Zihler (1972) haben aufgrund
elektronenmikroskopischer Untersuchungen ein ahnliches Schema flir Hydra
vorgeschlagen. Ihre Daten wurden jedoch als unzureichend betrachtet, um dieser
Mdglichkeit zuzustimmen oder sie abzulehnen (Honegger et al., 1989). In neueren
Untersuchungen konnten Miller et al. (2000) zeigen, dass ein Eifleck mehr als eine
potentielle Oozyte enthdlt, auch wenn in einem intakten Eifleck letztendlich nur eine
Uberlebt. Wurde ein Eifleck in zwei Halften geschnitten, entwickelte sich aus beiden
Halften eine Oozyte. Eine mdgliche Erklarung flir diese Resultate kénnte die Fusion

der Oozyten zum Ende ihrer Differenzierung sein.
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3.4. Apoptose der Keimzellen

Nachdem die Oozyte aufgrund des Zytoplasmatransportes von GCIII und GCIV
wachst (Stadium 3b), wird in den Keimzellen Apoptose ausgeldst. Die Induktion der
Apoptose ist notwendig, damit die ,ausgesaugten® Zellen phagozytiert werden
kdnnen. Daher sind nicht nur die phagozytierten Zellen apoptotisch sondern auch
schon die frei liegenden GCIII und GCIV mit wenig Zytoplasma (Abb. 29). Die
Apoptose wird also schon nach dem Transfer des Zytoplasmas ausgeldst. Diese
Schlussfolgerungen stimmen mit vorangegangenen Arbeiten von Zihler (1972) und
Honegger et al. (1989) liberein, welche auf EM-Beobachtungen basieren.

Die verschiedenen Stadien der Differenzierung der Keimzellen, welche von der
Oozyte ausgesaugt und apoptotisch gemacht wurden, resultiert in dem Auftreten von
verschiedenen Typen von phagozytischen Vakuolen im Ooplasma. Der TUNEL Test
auf mazerierten einzelnen Oozyten konnte zeigen, dass die Kerne aller drei Typen
von phagozytierten Zellen TUNEL-positiv sind (Abb. 30). Die vorangegangenen
Versuche, den Test durchzufiihren, waren nicht erfolgreich (Technau et al., 2003).
Dies ist darauf zurtickzufiihren, dass die apoptotischen Kérperchen innerhalb des
Ooplasmas auf eine spezielle Art verpackt sind.

Die Apoptose in den apoptotischen Kdrperchen lauft erst in der spaten
Embryogenese weiter. Nach dem Schliipfen des Polypen betreten die apoptotischen
Kdrperchen den lysosomalen Weg und werden schnell abgebaut. Warum bleiben die
apoptotischen Korperchen in einem angehaltenen Zustand der Apoptose
unangetastet bis zum Ende der embryonalen Entwicklung und werden so vor dem
weiteren Abbau geschitzt? Eine mdgliche Erkldrung ist die Tatsache, dass die Oozyte
sowohl in ihrer Kraft als auch in der Zeit eingeschrankt ist. In einer limitierten Zeit
muss sie ihr Wachstum beenden, die meiotischen Teilungen vollziehen, durch das
Ektoderm brechen, befruchtet werden und die Furchungsteilungen sowie andere
Schritte der friihen Embryonalentwicklung beenden.

Eine weitere mdgliche Erkldrung ware, dass die apoptotischen Kérperchen dem
geschliipften Polypen als Nahrung dienen. In Hydra werden mehrere tausend

Keimzellen von der Oozyte phagozytiert. Diese Zellkdrper stellen eine betrachtliche
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biosynthetische Masse dar, welche der Embryo nach dem Schllipfen verbraucht. Das

konnte einen selektiven Vorteil bedeuten.
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3.5. Vergleich der Oogenese in Hydra, Caenorhabditis und
Drosophila

Die grundlegenden Mechanismen der alimentdren Oogenese, wie sie flr
Caenorhabditis und Drosophila typisch ist, sind bereits in dem Cnidarier Hydra
vorhanden. Daher gibt es viele Gemeinsamkeiten (Abb. 43):

Die Nahrzellen, welche bei der alimentdren Oogenese die Hauptmasse an RNA und
Proteinen synthetisieren, stammen bei allen von den Keimzellen ab. Vor ihrer
Differenzierung durchlaufen die Keimzellen in allen drei Spezies eine premeiotische S-
Phase. In Hydra initiieren einige dieser Zellen (GCIV) die Meiose, in Drosophila sind
es nur zwei (DeCuevas et al., 1997) und bei Caenorhabditis erreichen alle Kerne das
Pachytan. Die Nahrzellen geben in allen drei Fallen ihr Zytoplasma an die Oozyte ab,
bevor sie in die Apoptose gehen und phagozytiert werden (Hydra: Honegger et al.,
1989; Littlefield, 1991; Miller et al., 2000; Zihler, 1972; Drosophila: Mahajan-Miklos
und Cooley, 1994; Nezis et al., 2000; Caenorhabditis: Gumienny et al., 1999). Auch
wenn die grundlegenden Mechanismen tbereinstimmen, gibt es wichtige
Unterschiede (Abb. 43):

Der erste liegt in der Anzahl der Nahrzellen, welche die Oozyte in ihrem Wachstum
unterstttzen. Diese unterschiedliche Anzahl der Keimzellen spiegelt sich in der
unterschiedlichen GréBe der Oozyten wider. Die ausgewachsene Oozyte von Hydra
hat eine Gr6Be von 600 um, wahrend die Oozyte von Drosophila 150 pm misst und
die von Caenorhabditis ca. 50 pm im Durchmesser hat. Die verschiedenen GréBen
der Oozyten reflektieren das Verhaltnis der Volumina von 1700:27:1. Dies wiederum
stimmt in groben Zigen mit der Menge an Nahrzellen Gberein, welche mit ihrem
Zytoplasma zum Wachstum der Oozyte beisteuern. Die GréBe der Oozyte ist also
proportional zur Anzahl der beisteuernden Zellen.

Ein weiterer Unterschied liegt in dem Schicksal der Zellen, nachdem die Apoptose
initiiert wurde. Die Zellkdrper werden bei Drosophila und Caenorhabditis (Foley und
Cooley, 1998; Gumienny et al., 1999; Nezis et al., 2000) von somatischem Gewebe
phagozytiert. Bei Hydra hingegen werden die apoptotischen Néhrzellen von der

Oozyte selber phagozytiert und bleiben bis zum Schliipfen des Polypen im
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Zytoplasma (Martin et al., 1997; Technau et al., 2003; Zihler, 1972). Was ist die
biologische Signifikanz flir das UmschlieBen der apoptotischen Zellen durch die
Oozyte? Tausende von apoptotischen Zellen miissen entfernt werden, damit die
Oozyte weiter wachsen kann. Obwohl Epithelzellen in der Lage sind apoptotische
Keimzellen zu phagozytieren (Tab. 1 und 2, Abb. 31), sind die meisten zu weit weg
und somit nicht in geniigender Anzahl vorhanden, um diese Funktion zu erfillen. Der

einzige Kandidat um Platz zu schaffen, ist die Oozyte selbst.

LEPTOTENE - PACHYTENE DIPLOTENE

H. vulgaris

C. elegans

D. melanogaster

Abbildung 43: Schematischer Vergleich der Oogenese von Hydra, Caenorhabditis und Drosophila.

Besonders wird auf die Rolle der Nahrzellen im Verlauf der Oogenese eingegangen. Ap-apoptotische
Zelle, GV-Keimblaschen, NC-Nurse-Zelle, Ph-phagozytisches Kérperchen.
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3.6. Rolle der Epithelzellen wahrend der Oogenese

Es scheint, dass die Position der Keimzellen in bezug auf die umgebenden Epithelien
eine entscheidende Rolle beim weiteren Differenzierungsweg der Zellen spielen
kdnnte. Die Tatsache, dass die Akkumulation der Keimzellen in einem Bereich des
Korpers stattfindet, welcher durch die Anwesenheit von spezialisierten, hoch
pigmentierten endodermalen Zellen charakterisiert ist, wurde schon friiher
beschrieben (Miller et al., 2000). Weiterhin zeigten elektronenmikroskopische
Untersuchungen Kontakte zwischen den endodermalen Zellen und der Oozyte
(Aizenshtadt, 1978). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Keimzellen, welche in
die friihe Prophase der Meiose starten, oft in Kontakt mit der Mesogloea gefunden
werden kdnnen (Abb. 18).

Des Weiteren scheint der Kontakt mit den ektodermalen Epithelzellen wichtig fir die
Oozyte zu sein, damit sie mit der Phagozytose der benachbarten Zellen beginnen
kann. Erst nachdem die Oozyte in Kontakt mit dem Ektoderm gekommen ist, und das
Keimblaschen seine Position von der Mitte der Zelle zur Oberflache hin gedndert hat,
erscheinen die phagozytischen Vakuolen im Ooplasma. Es kdnnte also sein, dass die
Epithelzellen, welche den Eifleck umgeben, die Rolle von Follikelzellen Gbernehmen,
welche sich dann spater in der Evolution beim follikuldaren Typ der Oogenese
entwickelt haben. Ein weiterer Hinweis auf diese Theorie ist die Tatsache, dass ein
Teil der Endodermzellen bei der Phagozytose der apoptotischen Keimzellen mithilft
(Tab. 1 und 2, Abb. 31).

Aktuelle Studien haben gezeigt, dass die Signalgebung Uber die Follikelzellen bei der
Differenzierung der Oozyte von Drosophila eine wichtige Rolle spielt (Ray und
Schipbach, 1996). Die Rolle der Follikelzellen bei der MAPK-Aktivierung in den
Keimzellen von C. elegans konnte klar gezeigt werden (Miller et al., 2003; Corrigan et
al., 2005; Whitten et al., 2007).

Die Signalwege der Epithelzellen zu den Keimzellen in Hydra werden hoffentlich die

Themen von weiteren Studien sein, welche die Oogenese von Hydra betreffen.
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3.7. Die Verteilung von Hydra 14-3-3-Proteinen in Keimzellen und
Oozyten

Vorangegangene Ergebnisse deuten darauf hin, dass 14-3-3-Proteine in Hydra
sowohl bei der Regulation des Nahrungsumsatzes eine Rolle spielen kdnnten, als
auch bei der Phagozytose apoptotischer Zellen (Pauly et al., 2003; Pauly et al., 2007;
Diplomarbeit Schade 2002). Bei Hungerbedingungen andern 14-3-3-Proteine ihre
Lokalisation und reichern sich in den Kernen der Epithelzellen an. Des Weiteren
findet man auch eine erhdhte 14-3-3-Konzentration in phagozytischen Vakuolen.

Da die Oogenese von Hydra einen Prozess darstellt, bei dem Phagozytose zum
Zwecke der Nahrungs- und Energiebereitstellung zuerst fiir die Oozyte selber und
spater flr den geschliipften Embryo genutzt wird, stellte sich die Frage, ob 14-3-3-
Proteine in Hydra dabei eine Rolle spielen konnten. In Tausenden von Keimzellen
wird Apoptose eingeleitet, damit diese von der Oozyte phagozytiert werden kénnen.
Die Apoptose wird dann aber Gber Wochen oder Monate hinweg bis zum Schllipfen
des Embryos angehalten, und die Zellen werden erst vollsténdig abgebaut, nachdem

der Embryo geschliipft ist.

Die Immunfarbungen demonstrierten ganz klar eine hohe Konzentration von 14-3-3
in den Keimzellen (Abb. 32). GCI bis GCIV waren im Zytoplasma Uberwiegend
homogen gefarbt. Es gab jedoch auch einige hellere Punkte, die sich stets in der
Nahe des Kerns befanden. Auffallig war, dass in allen Keimzelltypen eine deutliche
Kernfarbung zu beobachten war, wahrend in sich vegetativ vermehrenden Hydren in
den interstitiellen Zellen nie eine Kernfarbung beobachtet wurde. Auch die ,kleinen®
GCIII und GCIV mit wenig Zytoplasma und die von der Oozyte phagozytierten
apoptotischen Kérperchen waren stark 14-3-3-positiv (Abb. 35).

Wahrend die GCI bis GCIII relativ homogen und in gleicher Intensitat gefarbt waren,
fand man bei den GCIV Zellen, deren Kerne unterschiedlich stark gefarbt waren.
AuBerdem war die Farbung jetzt nicht mehr homogen sondern eher punktférmig. Bei

den Immunfarbungen in den ganzen Tieren fiel auf, dass die Kerne der GCIV, welche
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sich in der Nahe einer Oozyte befanden, immer deutlich schwacher gefarbt waren als
der Oozytenkern (Abb. 33). Aufgrund dieser Ergebnisse kdnnte man spekulieren,
dass die hohe Konzentration von 14-3-3 in den Keimzellen flr die Arretierung der
Apoptose von Bedeutung ist. Die antiapoptotische Funktion von 14-3-3-Proteinen
wurde in der Literatur ausflihrlich beschrieben. Es gibt verschiedene Signalwege, in
denen 14-3-3 eingreift. Dazu gehdren die Bindung und zytoplasmatische
Sequestrierung von Transkriptionsfaktoren der Forkhead-Familie, die Bindung von
proapoptotischen BAD, die Assoziation mit A20 und ASK1 sowie die Regulation von
MAPK-Kaskaden (van Hemert et al. 2001).

Es kdnnte auch sein, dass sowohl die metabolische Aktivitdt als auch die Speicherung
von Nahrungsstoffen fiir den spater schliipfenden Embryo ebenfalls durch eine

Bindung an 14-3-3 reguliert werden.

Eine zweite Beobachtung die wahrend der Oogenese in Hydra im Zusammenhang mit
der Lokalisation von 14-3-3-Proteinen gemacht wurde, betraf die Oozyte. Auch bei
den Oozyten war die Farbung eher punktférmig und man fand Kerne, welche mit
unterschiedlicher Intensitat gefarbt waren (Abb. 34). Neben stark gefarbten
Oozytenkernen gab es auch welche, bei denen die Farbung ganzlich fehlte. Bei
letzteren handelte es sich immer um degenerierende Kerne, welche keine intakte
Kernhiille mehr aufwiesen (Abb. 34, Mitte). Diese Kerne schienen abgebaut zu
werden, was die Hypothese stiitzen wiirde, dass 14-3-3 den Abbau bzw. die

Apoptose hemmt.
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3.8. Die Verteilung des Vasa-Proteins in Keimzellen und Oozyten

Das Vasa-Protein ist bei vielen Spezies eine Komponente des Keimplasmas und der
Nuage. Innerhalb des Keimplasmas ist es dabei besonders in den Keimgranula
angereichert. Die Produkte der vasa-verwandten Gene befinden sich daher in allen
Zellen der Keimlinie und spielen eine Rolle bei deren Bildung und Erhaltung (Lasko
und Ashburner, 1988; Ikeneshi und Tanaka, 1997; Kuznicki et al., 2000). Auch in
Hydra wurden zwei vasa-verwandte Gene entdeckt (Mochizuki et al., 2001). Durch
in-situ-Hybridisierungen wurde festgestellt, dass sie nicht nur von Keimzellen,
sondern auch von ektodermalen Epithelzellen und von multipotenten I-Zellen
exprimiert werden. Weiterhin entdeckten Noda und Kanai (1977), dass es in den
multipotenten Stammzellen und den Keimzellen von Hydra auch Keimgranula gibt. Es
sollte nun herausgefunden werden ob die Hydra-Vasa-Proteine innerhalb der Zellen

auch in diesen Granula lokalisiert sind.

Die Ergebnisse der in-situ-Hybridisierungen von Mochizuki et al. (2001) konnten mit
Hilfe der Immunfarbungen bestatigt werden. Vasa wird von allen Keimzelltypen und
der Oozyte exprimiert. Die Farbung war im Zytoplasma vorwiegend homogen, bis auf
einige Punkte auf der zytoplasmatischen Seite der Kernmembran (Abb. 36). Diese
punktférmige Verteilung weist darauf hin, dass Vasa bei Hydra auch in den von Noda
und Kanai (1977) beschriebenen Keimgranula lokalisiert sein kdnnte.

Zusatzlich war in den GCIV und der Oozyte auch eine Kernfarbung zu beobachten
(Abb. 37). Die Lokalisation von Vasa in den Kernen der Keimzellen ist auch aus
Drosophila bekannt, eine Farbung des Oozytenkerns kann in Drosophila jedoch nicht
beobachtet werden (Lasko und Ashburner, 1990). Warum dies bei Hydra der Fall ist,

kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht geklart werden.
Zusatzlich zu den Zellen der Keimlinie waren auch die ektodermalen Epithelzellen aus

der Region des Eiflecks (Abb. 38, unten) sowie die multipotenten I-Zellen (Abb. 39,
oben) gefarbt.
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Das Muster der Farbung war das gleiche wie in den Keimzellen. Endodermzellen
(Abb. 38, oben) und I-Zellen in groBen Nestern (Abb. 39, unten) waren hingegen
nicht gefarbt.

Das Vorkommen von Vasa in somatischen Zellen konnte bisher nur in totipotenten
somatischen Stammzellen (Neoblasten) von Planariern (Shibata et al., 1999) und in
bestimmten somatischen Zellen innerhalb des Xenopus-Embryos (Ikenishi und
Tanaka, 2000) beobachtet werden. Bei den Neoblasten von Planariern handelt es
sich um undifferenzierte Zellen, welche eine spezifische Struktur, den sogenannten
~chromatoid body" enthalten, welcher den Keimgranula aus anderen Spezies zu
entsprechen scheint. Der chromatinartige Korper findet sich auBer in den Neoblasten
auch in den Keimzellen.

Die Ergebnisse bei Planariern und Xenopus deuten darauf hin, dass die Expression
von Vasa auch in die Aufrechterhaltung des totipotenten Status von somatischen
Zellen involviert ist. Die Tatsache, dass die multipotenten interstitiellen Stammzellen
von Hydra auch Vasa exprimieren, unterstiitzt diese Idee. AuBerdem koénnen die
ektodermalen Zellen des Rumpfes auch als undifferenzierter Zelltyp betrachtet
werden, da diese Zellen erst weiter differenzieren, sobald sie in das Kopf- oder

FuBgewebe einwandern.
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4, ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Die Oogenese in Hydra stellt einen hochkomplexen Vorgang dar. Tausende von
interstitiellen Zellen proliferieren in der Region des Eiflecks und bilden am Ende der
Oogenese eine reife Oozyte. In dieser Arbeit konnten wichtige Fragen in bezug auf

die komplexe Morphologie innerhalb des Eiflecks geklart werden.

1. Die Zellzusammensetzung des Eiflecks zu verschiedenen Stadien der Oogenese.
Es konnten vier verschiedene morphologische Klassen von Keimzellen definiert
(GCI-GCIV) und ihr Differenzierungsweg beschrieben werden. Aus GCI-Zellen
werden GCII-Zellen, welche spater zu GCIII-Zellen differenzieren. Einige GCIII
Zellen treten in die friihe Prophase der Meiose ein und erlangen das Aussehen
von GCIV-Zellen. Innerhalb eines Eiflecks erreichen 2-3 der GCIV-Zellen das
Diplotén-Stadium der meiotischen Prophase und entwickeln sich zu Oozyten.
Nur eine dieser Oozyten beendet die meiotischen Teilungen und bildet somit die

reife Oozyte.

2. Zytoplasmatransfer zwischen den Keimzellen und der Oozyte.
Die Keimzellen fusionieren voriibergehend mit der Oozyte, um ihr Zytoplasma
abzugeben. Sie kénnen deshalb auch mit Nahrzellen verglichen werden, welche
in anderen Organismen die Oozyte “ernahren®. Nach der Fusion rezellularisieren
die Zellen, zeigen Anzeichen von Apoptose und werden von der Oozyte

phagozytiert.

3. Apoptose der Keimzellen nach dem Zytoplasmatransfer.
GCIII- und GCIV-Zellen, welche ihr Zytoplasma bereits an die Oozyte
abgegeben haben sowie bereits von der Oozyte phagozytierte Zellen sind

apoptotisch.
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4. Innerhalb eines Eiflecks kann es zunachst mehrere Oozyten geben.
Ein Eifleck besitzt mehrere potenzielle Oozyten, auch wenn in einem intakten
Eifleck nur eine Uberlebt. Am Ende der Differenzierung fusionieren die Oozyten
miteinander, so dass nur eine Oozyte pro Eifleck gebildet wird. Nur ein Kern
Uberlebt in solchen fusionierten Oozyten und vollzieht die Meiose, die anderen

Kerne werden eliminiert.

5. 14-3-3 spielt eine Rolle bei der arretierten Form der Apoptose in den Keimzellen.
Das Protein ist in den Keimzellen stark angereichert und es ist besonders
auffallend im Kern lokalisiert. Nur in degenerierenden Oozytenkernen, die keine
intakte Kernmembran mehr aufweisen, ist das 14-3-3-Protein nicht mehr im

Kern nachzuweisen.

6. Das Vasa-Protein wird von allen undifferenzierten Zelltypen exprimiert.
Ektodermale Epithelzellen des Rumpfes, multipotente I-Zellen und Keimzellen
exprimieren Vasa. Daher kdnnte Vasa auch bei Hydra eine Rolle bei der Bildung
und Erhaltung von Stammzellen spielen, indem es deren undifferenzierten
Status aufrecht erhélt. Die punktférmige Verteilung des Proteins in den oben
genannten Zelltypen lasst vermuten, dass es bei Hydra auch in den Keimgranula

lokalisiert ist.
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5. MATERIAL UND METHODEN
5.1. Material und Bezugsquellen
5.1.1. Chemikalien

BrdU

BSA

Calciumchlorid
Chromalaun
Dinatriumhydrogenphosphat
Essigsaure
Ethanol
Fish-Gelatine
Formaldehyd
Formamid
Glycerol
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Magnesiumsulfat
Methanol
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumkarbonat
Natronlauge
Paraformaldehyd
Salzsaure
Trinatriumcitrat
Tris-Base
Triton-X-100

Roche
Roth
Sigma
Serva
Merck
Roth
Roth
Sigma
Roth
Roth
Serva
Merck
Roth
Fluka
Merck
Roth
Roth
Roth
Merck
Sigma
Roth
Merck
Gibco BRL
Merck
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Tween 20 Merck
Urethan Serva
Vectashield Vector Lab.
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5.1.2. Antikorper
5.1.2.1. Erstantikorper
Antikorper Firma Wirt polyklonal / |Verdiinnung |Fixierung in
monoklonal ganzen
Tieren
Anti 14-3-3 (K19) |Santa Cruz Kaninchen polyklonal 1:50 - 1:100 |Lavdowsky
Anti vasa Eigenproduktion | Kaninchen polyklonal 1:100 4% PFA
(Hay et al., 1990)
Anti BrdU Roche Maus monoklonal 1:10 1%PFA/
50% EtOH
5.1.2.2. Zweitantikorper
Antikorper Firma Wirt Konjugat Verdiinnung
FITC anti rabbit Sigma Kaninchen FITC 1:100
Goat anti mouse Molecular | Ziege Alexa 488 1:400
Probes
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5.1.3. andere Farbreagenzien

DAPI Sigma
Der Farbstoff wurde 1:1000 (0,5 pg/ml) in PBS verdiinnt, Inkubation fiir 3 min.

Exzitation 345 nm, Emission 458 nm.

SYTO16 Molecular Probes
Der Farbstoff wurde 1:200 (10uM) in HM verdinnt (zur Injektion in den Gastralraum
und zur Inkubation ganzer Tiere), Inkubation fiir 20 min.

Exzitation 488 nm; Emission 518 nm

TOP-RO-3 Molecular Probes
Der Farbstoff wurde 1:1000 in PBS verdiinnt (1uM), Inkubation fir 3 min.

FM4-64 Molecular Probes
Der Farbstoff wurde 1:100 (50uM) in HM verdinnt, Inkubation fiir 20 min.
Verdinnung bei Injektion in den Gastralraum: 500uM

Exzitation 515 nm; Emission 640 nm

BrdU Roche
Der Farbstoff wurde (5mM) in HM verdiinnt, Inkubation 45 min.
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5.1.4. Puffer und Losungen
Puffer / Losung Zusammensetzung
Blockierlésung fiir Immunfarbung 1g BSA (1%)

0,1% Triton: 1 ml 10% Triton X-100 in 100
ml 1fach PBS lésen

Chromalaun/Gelatine Losung 1 ml Fish-Gelatine
45 mg Chromalaun (CrK(S04); x 12 H,0)
— bis 450 ml mit d H,O auffiillen

8% Formaldehyd 1 ml Formaldehyd
3,6 ml H,O
50% Formamid/1 fach SSC 50 ml Formamid in 50 ml 1xSSC
70% Formamid/1 fach SSC 70 ml Formamid in 30 ml 1xSSC
Immobilisierungslésung 4% Fish-Gelatine und
1% Urethan in HM
Lavdowsky Fixierung 5 ml Formaldehyd
2 ml Essigsaure
25 ml EtOH
20 ml H,O
Mazerationslésung 1 ml Glycerol
1 ml Essigsaure
13 ml H,O
1fach PBS 40 ml 25fach PBS
960 ml dd H,O
25fach PBS 180 g NaCl

217,7 g KH,PO4

43,5 g Na;HPO4 x H,0

in 11 dd H,0 auflésen

— erst auf 800 ml auffiillen, dann pH auf
7,3 einstellen (mit NaOH)

Permeabilisierungsldsung 0,5% Triton X-100: 1ml 10% Triton X-100
in 20 ml 1fach PBS Iésen

Permeabilisierungslésung flir TUNEL 0,1% Triton X-100

Test 0,1% Natriumcitrat in PBS
4% PFA/1fach PBS 4g PFA

100 ml PBS

— auf 60°C erhitzen bis aufgeltst
Relaxiermedium (2% Urethan) 2g Urethan in 100 ml HM lésen
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SSC 150mM NaCl
15 mM Trinatriumcitrat
pH 7,0

Stock Solution 20% Paraformaldehyd |20g PFA

4 ml Na,COs (0,1M)

— bis 100 ml mit ddH,0 auffillen

— auf 60°C erhitzen und rihren bis geldst

0,1% Tween 10 ul Tween 20

9,99 ml H,0O
10% Triton X-100/1fach PBS 45 ml 1fach PBS

5 ml Triton X-100
Waschldésung flir Immunfarbung 0,1% Triton in 1fach PBS

ganzer Hydren

5.1.5. Medien

Hydramedium 0,1 mM KCI

1 mM NaCl
0,1mM MgSO04
1 mM Tris

1 mM CaCl,
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5.1.6. Kits

In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein Hoffmann La Roche

Kit fir die Detektion und Quantifizierung von Apoptose auf dem Level von einzelnen
Zellen. Wahrend der Apoptose kommt es zu Brichen innerhalb der DNA Strange. Bei
der TUNEL Reaktion werden die Briiche identifiziert, indem man freie 3° OH Enden
mit modifizierten Nukleotiden in einer enzymatischen Reaktion markiert. In diesem

Fall sind die UTP s mit Fluorescein markiert. Die Analyse erfolgt dann mit Hilfe der

Fluoreszenzmikroskopie.

5.1.7. sonstige Materialien

Superfrost Plus Objekttrager Menzel Glaser
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5.1.8. Mikroskope

* Leica TCS SP konfokales Laser Scanning Mikroskop Leica

Microsystems

— ausgestattet mit einem Olimmersions Plan-Apochromat 100 /1.4 NA Objektiv

* Leica Stereomikroskop MZ12 Leica
Microsystems
— ausgestattet mit Fluoreszenzmodul und GFP Filter (480/40 nm), sowie einer
Digitalkamera (ProgRes14)
— Die Software kommt von Jenoptic L.O.S. GmbH, es handelt sich um die Version

1.5 (Leica DM5000 B)

* Epifluoreszenzmikroskop Axioplan, Zeiss
— ausgestattet mit Plan-Apochromat 5X/0.2 und Plan-Apochromat 40X/0.65
Objektiven und einem Filter fir FITC

* Leitz Dialux 20 Fluoreszenzmikroskop Leitz

— ausgestattet mit einem Photometer (Leitz MPV Kompakt)
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5.1.9. Hydra Kultur und Induktion von Oogenese

* Kultivierung der Hydren erfolgte bei 18°C in HM

* regelmaBige Futterung mit frisch geschliipften Artemia nauplii

e Stammkulturen von AEP Tieren 2 mal die Woche flttern

 Ausldsung der Gametogenese: Anderung des Futterregimes

— Tiere eine Woche hungern

— dann 1-2 mal die Woche flttern

 10-14 Tage nach Anderung des Futterregimes beginnt die Oogenese

» Befruchtung der Eier durch mannliche AEP Tiere (Stamm PA2, Martin et al.
1997)

105



MATERIAL UND METHODEN

5.2. Immunhistochemie

5.2.1. Gelatine Objekttrager

* Objekttrager mit EtOH waschen
» flir einige sek in Chromalaun/Gelatine Lésung halten

e bei 65°C UN trocknen

5.2.2. Mini-Mazeration

* Tiere flir 2 min in 2 % Urethan entspannen

» die Region des Eiflecks mit Hilfe eines Skalpells ausschneiden, d.h. Kopf und FuB
ober- bzw. unterhalb des Eiflecks abschneiden

» die isolierte Region in einen Tropfen Mazerationsldsung Uberfiihren

e flir 5 min bei 18°C (im Hydraraum) inkubieren

* durch vorsichtiges Schitteln und Klopfen des Behaltnisses (kleine Petrischale)
werden die Zellen bis zum gewiinschten Grad voneinander getrennt

» anschlieBend werden die Zellen durch die Zugabe eines Tropfens 8%
Formaldehyd fixiert

» die Zellsuspension auf einen gelatinisierten Objekttrager Gberfiihren

* zueinem 1 cm x 1 cm groBem Quadrat ausstreichen

e flir ca. 1 h an der Luft trocknen lassen
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5.2.3. Immunfarbung ganzer Hydren

» die Antikdrper werden in Blockinglésung verdinnt
* Hydren in kleine Petrischalen umsetzen
e 3x mit HM waschen
* HM absaugen und durch 2% Urethan in HM ersetzen
* 2 min inkubieren: die Tiere entspannen sich
» Fixierungsmedium hinzugeben
— A) Lavdowsky
B) Methanol (100%), bei —20°C aufbewahren
C) 2% PFA / 1fach PBS
D) 1% PFA / 50% EtOH
E) 4% PFA / 1fach PBS
e 1 h bei 4°C inkubieren
* 3 x fir 20 min in 1fach PBS waschen
* wahlweise 15 min in Permeabilisierungsldésung inkubieren
e 20 min in Blockinglésung inkubieren
* Tiere in 96 well Platte Uberfiihren
* Blockinglésung absaugen und durch 1. Antikorper (80-100 ul) ersetzen
« UN bei 4°C inkubieren
* 3 x 15 min mit PBS + 0,1% Triton (200 ul) waschen
* PBS + 0,1% Triton absaugen und durch 2. Antikdrper (80 ul) ersetzen
* 90 min im Dunkeln bei RT inkubieren
* 3 x 15 min mit PBS + 0,1% Triton (200 ul) waschen
e PBS + 0,1% Triton absaugen
* mit Kernfarber gegenfarben
— A) 3 min mit TOP-RO-3 (1:1000 in PBS verdiinnen)
B) 20 min mit SYTO-16 (1:200 in PBS verdiinnen)
C) 3 min mit DAPI (1:1000 in PBS verdiinnen)
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* kurz mit 1fach PBS waschen

» darin auf den Objekttrager aufbringen
* (berschissiges PBS absaugen

* in 1lem Tropfen Vectashield einbetten
» Deckglas aufbringen

* mit Nagellack versiegeln

* Objekte bei 4°C im Dunkeln aufbewahren

5.2.4. Mazeration und Immunfarbung von mazerierten Hydren

» die Antikdrper werden in Blockinglésung verdinnt

e 10 Hydren mit 10 Tropfen Mazerationsldsung versetzen

* 30 min bei 32°C inkubieren

* Becher aufklopfen, bis sich das Gewebe in Einzelzellen gel6st hat

» 10 Tropfen 8% Formaldehyd hinzugeben

e 25 ul Mazerat auf einen mit 0,1% Tween betropften, mit Gelatine beschichteten
Objekttrager geben

e zu einem 1 cm x 1 cm groBen Quadrat ausstreichen

e ca. 1h an der Luft trocknen lassen

e 10 min in 70% EtOH waschen

e 3 x 10 min mit PBS waschen

e 20 min mit Blockinglésung inkubieren

* 1. Antikdrper aufbringen (15 ul)

» Deckglas aufbringen

« in feuchter Kammer UN bei 4°C im Kiihlschrank inkubieren

e 3 x 10 min mit PBS waschen

* 2. Antikdrper aufbringen (15 ul)
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» Deckglas aufbringen

 in feuchter Kammer fiir 90 min im Dunkeln bei RT inkubieren

e 3 x 10 min mit PBS waschen

* mit Kernfarber gegenfarben

— 3 min mit TOP-RO-3 oder DAPI (100 ul, 1:1000 in PBS verdiinnen)
* kurz mit 1fach PBS waschen

* (berschissiges PBS absaugen

* in 1lem Tropfen Vectashield einbetten

» Deckglas aufbringen

* mit Nagellack versiegeln

* Objekte bei 4°C im Dunkeln aufbewahren

5.2.5. TUNEL Test

* der TUNEL Test wird mit dem ,in situ cell death detection kit" von Hofmann La
Roche durchgefiihrt, welches Fluorescein markierte UTP" s benutzt

* Tiere flr 3 min in 2% Urethan entspannen

» die Region des Eiflecks wird mit Hilfe der Mini-Mazeration (siehe oben) isoliert

» getrocknete Objekttrager 2x in PBS waschen

» die Permeabilisierung der Zellen erfolgt auf Eis (4°C):

— Inkubation flir 5 Min in 0,1% Triton X-100 und 0,1% Natriumzitrat in PBS

e 2x mit PBS waschen

* Region um die Probe herum trocknen

e 50ul der TUNEL Reaktionsmischung hinzu geben

* Objekttrager fiir eine h bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubieren

e 3x mit PBS waschen
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* mit Kernfarber gegenfarben

— 3 min mit TOP-RO-3 oder DAPI (100 pl; 1:1000 in PBS verdiinnen)
* kurz mit PBS waschen

* in einem Tropfen Vectashield einbetten

» Deckglas aufbringen

* mit Nagellack versiegeln

Objekte bei 4°C im Dunkeln aufbewahren

5.2.6. Membranfarbung mit dem Farbstoff FM4-64

» die Membranfarbung wird an lebenden Tieren durchgefiihrt

e 1 pl FM4-64 (500 uM)/ SYTO16 (10uM) wird mit Hilfe eines Mikro-Haematokrit
Rohrchens in den Gastralraum des Tieres injiziert

* Tiere 10 bis 20 min in 50 uM FM4-64/ 10 uM SYTO16 inkubieren

e zum Scannen am Mikroskop miissen die Tiere in einen Tropfen

Immobilisierungsldsung tberfiihren werden

5.2.7. Messung des DNA Gehaltes

» der DNA Gehalt der Kerne wird mit Hilfe des DNA spezifischen Fluorochroms DAPI
bestimmt

* Prdparate mit der Methode der Mini-Mazeration (siehe oben) herstellen

e kurz mit PBS waschen
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* mit Kernfarber gegenfarben

— 3 min mit DAPI (1:1000 in PBS verdiinnen)

» die Messung der Fluoreszenz wird an einzelnen Zellen vorgenommen:
— mit einem Leitz Dialux 20 Fluoreszenzmikroskop, ausgestattet mit einem

Photometer (Leitz MPV Kompakt)

* Nervenzellen als Standard fiir einen diploiden DNA Gehalt (2n) nhehmen (David
und Gierer, 1974)

5.2.8. BrdU Markierung von ganzen Tieren

* 0,5 pl einer 5uM BrdU-L6sung mit Hilfe eines Mikro-Haematokrit Réhrchens in den
Gastralraum der Hydren injizieren

* Tiere 45 min bei 18°C (im Hydraraum) inkubieren

e flir 3 min in 2% Urethan entspannen

 fir 1h bei RT in 1% PFA / 50% EtOH fixieren

e 3x 10 min in PBS waschen

e 20 min in 0,5% Triton X-100 in PBS permeabilisieren

e 2x 10 min in PBS waschen

e fir 10 min bei RT in 0,1N HCl in H,O inkubieren

e 2x 15 min in 2x SSC waschen

« UN bei 4°C in 50% Formamid in SSC inkubieren

* 70% Formamid in SSC im Wasserbad auf 73°C erhitzen

 Tiere flr 3 min inkubieren

 flr 3 min in 70% EtOH auf Eis

 flr 3 min in 96% EtOH auf Eis

e Kkurz in 70% EtOH auf Eis
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e 10 min in PBS bei RT

* 15 min in Blockingldsung inkubieren

« UN bei 4°C mit dem 1. Antikérper (anti BrdU) in einer feuchten Kammer
inkubieren

e 3x 15 min mit PBS waschen

» flir 1h bei 37°C mit dem 2. Antikdrper (Alexa 488) in einer feuchten Kammer
inkubieren

e 3x 10 min mit PBS waschen

* mit Kernfarber gegenfarben

— 3 min mit TOP-RO-3 (1:1000 in PBS verdinnen)

* kurz mit 1fach PBS waschen

* (berschissiges PBS absaugen

* in 1lem Tropfen Vectashield einbetten

» Deckglas aufbringen

* mit Nagellack versiegeln

* Objekte bei 4°C im Dunkeln aufbewahren

5.2.9. BrdU Markierung von Mazeraten

* 0,5 pl einer 5uM BrdU-L6sung mit Hilfe eines Mikro-Haematokrit Réhrchens in den
Gastralraum der Hydren injizieren

* Tiere 45 min bei 18°C (im Hydraraum) inkubieren

 Eiflecke mit Hilfe der Mini-Mazeration isolieren

* Praparate auf Superfrost Plus Objekttragern UN trocknen

e 15 min Methanol bei RT

e 3x 10 min mit PBS waschen

e 20 min in 0,5% Triton X-100 in PBS permeabilisieren

e kurz mit PBS waschen
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 filr 1h bei 37°C in 2N HCI inkubieren

e 3x 10 min in PBS waschen

* 15 min in Blockingldsung inkubieren

« UN bei 4°C mit dem 1. Antikérper (anti BrdU) in einer feuchten Kammer
inkubieren

e 3x 15 min mit PBS waschen

» flir 1h bei 37°C mit dem 2. Antikdrper (Alexa 488) in einer feuchten Kammer
inkubieren

e 3x 10 min mit PBS waschen

* in 1lem Tropfen Vectashield einbetten

» Deckglas aufbringen

* mit Nagellack versiegeln

* Objekte bei 4°C im Dunkeln aufbewahren

5.2.10. konfokale Mikroskopie

» Serien von lichtoptischen Schnitten an einem konfokalen Leica Mikroskop machen

* Fluorochrome werden mit Lasern sichtbar gemacht:

— A) Argon Laser (Erregbarkeit bis zu einer Wellenlange von 488 nm) mit
Emissionsfilter 510-540 nm fuir FITC und SYTO16

— B) Helium-Neon Laser (Erregbarkeit bis zu einer Wellenlénge von 633 nm) mit
Emissionsfilter 640-760 nm fuir TOP-RO-3 und FM4-64

» die beiden Fluorochrome und das Phasenkontrastbild (Transmissionsfilter)

aufeinanderfolgend scannen
* Auflésung der Bilder 512 x 512 Pixel

— PixelgroBe variiert von 195 bis 49 nm abhangig vom Zoomfaktor
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—

axialer Abstand zwischen den optischen Schnitten: 280nm bei Zoomfaktor 4 und

1 um bei Zoomfaktor 1

um ein verbessertes Verhaltnis vom Signal zum Hintergrund zu bekommen wird

jedes Bild aus dem Durchschnitt von 4 erfolgreichen Scans berechnet

die 8 bit Graustufen Einzelkanalbilder in einem RGB Bild Uibereinander legen
jedem Kanal eine falsche Farbe zuordnen

Bilder mit Hilfe von Photoshop 5.5 und in Image] 1.32j bearbeiten
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