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Zusammenfassung

Meine Arbeit befasst sich mit der Superfamilie der basic Helix-Loop-Helix (bHLH)-
Transkriptionsfaktoren im Zusammenhang mit Differenzierungsmechanismen
interstitieller Stammzellen (I-Zellen) im Stifiwasserpolypen Hydra.

Da bHLH-Dimere konservierte Funktionen bei der Auswahl von Vorlauferzellen
und deren Differenzierung und Subspezifizierung zu einzelnen Zelltypen
Ubernehmen, interessierte mich, welche bHLH-Faktoren an der Spezifizierung
des I-Zell-Systems beteiligt sind, das in Hydra neben Gameten und Driisenzellen
alle neuronalen Zelltypen hervorbring. Mein Fokus richtete sich dabei speziell
auf die beiden neuronalen Differenzierungswege in Hydra (Nervenzell- und
Nematocytendifferenzierungsweg) und die neuronalen bHLH-Familien des Achaete/
Scute-Complex (AS-C) und der Atonal Related Proteine (ARP).

Vor dem Hintergrund, dass bislang nur ein AS-C-Homolog (Cnidarian Achaete/
Scute-Homolog, Cnash) in Hydra beschrieben werden konnte (Grens et al., 1995),
gelang es mir vier ARP- und zwei AS-C-Homologe zu isolieren, von denen das
AS-C-Homolog hyLiAS (Hydra Like Achaete/Scute) weiter charakterisiert und als
erstes bHLH-Homolog speziellen Zelltypen in Hydra zugeordnet werden konnte
(Stenotelen und Desmonemen). Zusatzlich gelang es LiAS eine Interaktion mit
der cytoplasmatischen Hydra Cadherin-Domé&ne nachzuweisen, wodurch sich
eine duale Funktion dieses neuen AS-C-Homologs mit Aufgaben aufserhalb des
Zellkerns andeutet.

Meine Arbeit zeigt, dass bereits in den Anfangen der Nervensystemen-Evolution
vor etwa 650 Millionen Jahren ein komplexes Netzwerk von bHLH-Faktoren
der AS-C- und ARP-Familie vorlag und unterstreicht den Wert der Cnidarier
als Modellorganismen fir die Evolution von Differenzierungsmechanismen und
Signalwegen.



Abstract

My thesis deals with the super family of basic Helix-Loop-Helix (bHLH) transcription
factors and their influence on the interstitial stem cell (I-cell) system of the fresh
water polyp Hydra.

Basic helix-loop-helix transcription factor-dimers orchestrated the selection and
specification of precursor cells. My aim was to identify and characterize bHLH-
factors involved in the specification of interstitial stem cells in Hydra which give rise
to gamets, gland cells and all neuronal celltypes. In particular, I focused on the two
neuronal differentiation pathways (the nerve cell- and nematocyte differentiation
pathway) and the neuronal bHLH-families of the Achaete/Scute-complex (AS-C)
and the Atonal Related Proteins (ARP).

In view of the fact, that so far only one AS-C homolog (Cnidarian Achaete/Scute-
Homolog, Cnash) has been described in Hydra (Grens et al., 19935), I succeeded in
isolating four ARP- and two AS-C- homologs of which the AS-C-homolog hyLiAS
(Hydra Like Achaete/Scute) was characterized as a new nematocyte specific
differentiation gene (specific for stenoteles and desmonemes). In addiditon LiAS was
proven to interact with the cytoplasmatic domaine of Hydra cadherin, suggesting
additional functions for LiAS outside the nucleus.

My results hint to a complex and old bHLH-network, acting already in the prime of
nervous system evolution 650 million years ago, including AS-C- and ARP-family-
members. In parallel, this work emphasizes once more the value of cnidarians as
models for the evolution of differentiation mechanisms and signaling pathways.
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Einleitung 1

Einleitung

1. Cnidarier: ein Uberblick

Die Cnidarier (Nesseltiere) prasentieren sich als ein ungemein formenreicher Stamm
an der Basis der Eumetazoa mit tiberwiegend mariner Lebensweise. Gleichzeitig
kommt diesem Stamm eine grofSe 6kologische Bedeutung zu, sei es als Komponente
des Zooplanktons und R&auber an Fischlarven oder als riffbildende Korallen.
Nach heutigem Stand sind etwa 9000 Arten beschrieben (Heeger, 2004), deren
Dimensionen zwischen mikroskopisch klein und mehreren Metern einschliefSlich
hunderten von Kilogramm variieren (Heeger, 2004; Hofrichter, 2003; Storch, 1993).
In den gegenwaértig vier unterschiedenen Klassen Scyphozoa (Scheibenquallen),
Cubozoa (Wiurfelquallen), Hydrozoa (Wassertiere) und Anthozoa (Korallentiere)
finden sich freischwimmende wie sessiele Arten, die solitar leben oder Kolonien
bilden und sich auf unterschiedliche Arten fortpflanzen (ungeschlechtlich,
geschlechtlich, mit oder ohne Generationswechsel). Als Erscheinungsform treten
Polypen und Medusen auf, die entweder zwei unterschiedliche Lebensabschnitte
bzw. die einzige oder Haupterscheinungsform darstellen. Im Falle der beiden
artenreichsten Gruppen treten bei Anthozoen (~ 6000 Arten) hauptsachlich
Polypen und im Falle von Hydrozoen (~2700 Arten) Polyp oder Meduse auf (Storch
& Welsch, 1993).

Als gemeinsame Merkmale aller Cnidarier gelten: (i) eine aborale-orale
Hauptkoérperachse, (ii) die Entwicklung aus nur zwei Keimblattern, die
begriffsgebend fir Ekto- und Endoderm wurden (Allman, 1853; Haeckel, 1874), (iii)
Nesselzellen (Cniden oder Nematocyten), die zum Beutefang, zur Verteidigung und
zur Fortbewegung eingesetzt werden und die bei einigen Arten extrem wirksame
und auch dem Menschen gefdhrliche Toxine enthalten (hauptsachlich Cubozoa,
z. B. Chiropsalmus quadrigatus, Chironex fleckeri aber auch einige Hydrozoen wie
Physalis physalis).

Durch ihre evolutiondre Stellung und eine Entwicklungsgeschichte, die vor
mindestens 650 Millionen Jahren begann, bilden die Cnidarier eine hervorragende
Vergleichsgruppe zu hoéheren Metazoen. Hauptséchlich im Bezug auf die
molekulare Evolution von Signalwegen und die damit verbundene Entstehung von
Korperachsen, die Entwicklung von Nervensystemen und die Regerationsfahigkeit,
waren und sind Cnidarier Gegenstand der Forschung. Dabei etablierten sich
einige Cnidarier nicht nur in der Grundlagenforschung als Modellorganismus,
sondern auch in anwendungsorientierten Forschungsbereichen, beispielsweise als
Bioindikatoren oder als mégliche Lieferanten von antibiotischen Substanzen in der
Pharmakologie.
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Abb. E1: Hydra Bauplan in schematischer Ubersicht

Die Abbildung zeigt auf der linken Seite den schematische Querschnitt durch Hydra (modifiziert
nach Bode, 1996) und auf der rechten Seite vereinfacht die Anordnung der Zellen in Kérper und
Tentakel (modifiziert nach Gierer, 1974). Die Pfeile deuten die Richtung des Gewebeflusses an
und die gestrichelte Linie symbolisiert die oral/ aborale Hauptkérperachse. In allen Zeichnungen
wurde das ektodermale Epithel griin, das Endoderm blau und die zwischen den Epithelien liegen-
de Mesogloea in grau eingefarbt. Rechts oben ist eine Batteriezelle (Bz) mit integrierten Nemato-
cyten (orange) dargestellt, die basal einen speziellen Batteriezell-Nematocyten-Mesogloea-Kom-
plex bilden und Verbindung mit dem Nervensystem (rot) eingehen. Rechts unten ist ein einen
Ausschnitt der Kérperséule gezeigt. Dort finden sich vorwiegend einzeln integrierte Stenothelen
(St) im Ektoderm sowie zahlreiche Stammzellen (Iz) und I-Zell Nester (Ne) in verschiedenen Ent-
wicklungsphasen, deren Differenzierungsprodukte Drisenzellen (Dr, violett), Nervenzellen (rot)
und Nematocyten (orange) sind. (Details siehe Text)

2. Der Modellorganismus Hydra spec.

2.1. Bauplan und Allgemeines

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Arten Hydra vulgaris und Hydra
magnipapillata sind solitdre StfSwasser-Polypen der Klasse Hydrozoa mit einer
Grofse von 0,5 bis 2 cm. Die Tiere vermehren sich unter optimalen Bedingungen
durch asexuelle Knospung, doch kann auch Gametenproduktion durch Temperatur
und Hunger induziert werden (Littlefield et al., 1991; Loomis, 1954). Nach neuesten
Erkenntnissen verfligt der sdulenférmige Korper Uber zwei Koérperdffnungen:
eine aborale Pore in der Basalscheibe des Fufses (Shimizu et al., 2007) sowie
eine Mundoffnung im von Tentakeln umgebenen Hypostom (Abb. E1). Durch
beide Offnungen verlduft die aboral-orale Hauptkérperachse, um die der Kérper
radidrsymmetrisch aufgebaut ist. Hydra lasst sich morphologisch in 5 Regionen
unterteilen: (1) in den Fufs mit Basalhaftscheibe und aboraler Pore, (2) den zur
Fufdregion zdhlenden Stiel (Peduncle), (3) die Kérpersdule (Body), die Gastralraum
und Knospungsregion umfasst, (4) die Kopfregion (Head), beginnen unterhalb des
Tentakelkranzes und einschliefSlich des Hypostoms und (5) den Tentakeln.
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Zuden Besonderheiten des Organismus zahlt neben einem enormen Regenerations-
vermoégen und der Fahigkeit zur Selbstorganisation nach vollstédndiger
Dissoziation (Gierer et al., 1972; Noda, 1971; Technau et al., 2000) ein permanenter
Gewebefluss, der durch Proliferation der drei Hauptzelllinien (interstitielle Zellen,
ekto- und endodermale Epithelzellen) im Bereich der Koérpersdule erzeugt wird
(Campbell, 1967a; Campbell, 1967b; Dtibel, 1987). Dieser stdndige Gewebeschubin
Richtung von Kopf, Fufs und Knospe (Abb. E1) bedingt gleichzeitig eine permanente
Aktion und Reaktion von bzw. auf Positionsignale und Musterbildungsprozesse,
die Hydra einem ,permanenten Embryo“ vergleichbar machen. In welcher Weise
Zellen auf diese Positionsinformationen reagieren, wie Morphogengradienten
selbst erzeugt werden, aus welchen Komponenten sie bestehen und welche
Schliisse daraus auf die Evolution von Signalwegen gezogen werden koénnen,
sind einige der aktuellen Forschungsschwerpunkte am Modellorganismus Hydra
(Bode et al., 1999; Bosch, 2007b; Bosch & David, 1984; Bosch & David, 1991;
Bosch & Fuyjisawa, 2001; Fujisawa, 2003; Guder et al., 2006; Holstein et al., 2003;
Meinhardt, 2002; Meinhardt, 2004; Meinhardt, 2008; Steele, 2002).

Ein weiterer interessanter Forschungsaspekt in Hydra ist das interstitielle
Stamm-Zell (I-Zell) System (Abb. E2, S.4). Mit seinen verschiedenen
Differenzierungsprodukten eignet es sich besonders zur Untersuchung von
Differenzierungsmechanismen und ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

2.2. Das interstitielle Stammzell (I-Zell) -System

Die interstitiellen Zellen (I-Zellen) sind eine der drei Hauptzelllinien in Hydra
(Abb. E1, S. 2). Sie bilden eine multipotente Stammzellpopulation, deren
Differenzierungsprodukte neben Keim- und Drusenzellen alle neuronalen
Zelltypen umfassen (Bode, 1996; Bode et al, 1987; Bosch, 2007a; Bosch &
David, 1991; Bosch, 1997; Koizumi et al., 1990; Schmidt & David, 1986). I-
Zellen bilden im Ektoderm der Korpersdule Zellgruppen von 2" Zellen, die Uiber
cytoplasmatische Briicken miteinander verbunden sind (David & Plotnick, 1980).
Nach einer charakteristischen Anzahl synchroner Teilungen differenzieren diese
[-Zellnester synchron in 2 bis 32 Zellen eines Typs. Dabei interpretieren sie
Positionsinformationen entlang der Kérpersdule und scheinen ebenfalls in der
Lage, ihre Proliferationsrate an die Dichte der Population anzupassen (Holstein &
David, 1990; Sproull & David, 1979; Yaross & Bode, 1978a; Yaross & Bode, 1978b).
Auf welche Weise I-Zellen Informationen Uber die Zelldichte ihrer Population
erhalten ist bislang unbekannt, jedoch scheint eine Zunahme der I-Zellen mit
einer Abnahme der Proliferationsrate zu korrelieren (Sproull & David, 1979).

Der aktuelle Kenntnisstand tUber die verschiedenen Differenzierungs-
produkte der I-Zellen, ist unterschiedlich: Wahrend noch recht wenig tGber die
Differenzierungsmechanismen der Driisenzellen bekannt ist, geht man im Falle
der Keimzellen von einer kleinen unipotenten I-Zell-Subpopulation aus (Holstein
& David, 1990), die unter den entsprechenden Umstdnden stark proliferiert und
Oozyten oder Spermatocyten erzeugt (Littlefield et al., 1985; Littlefield et al.,, 1991;
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Abb E2: Das interstitielle Stammzell-System in Hydra

Aus einer Population multipotenter Stammzellen werden auf noch unbekannte Weise Vorlau-
ferpopulationen etabliert, die in (a) als hellgrau schematisiert wurden. Diese determinierten
Vorlaufer verlieren im Laufe ihrer Differenzierung die Fahigkeit sich zu teilen und spezifizie-
ren schlieBlich eines der I-Zell Differenzierungsprodukte in (b). Zu diesen Produkten zéhlen
neben Gameten und Drlsenzellen alle neuronalen Zelltypen, die durch den Nervendiffe-
renzierungsweg (NvDP) oder Nematocytendifferenzierungsweg (NemDP) erzeugt werden.
Dabei ist zu beachten, dass jede Entwicklungslinie Gber mehrere Subtypen verfugt. Im Falle
der Nematocyten handelt es sich dabei um verschiedene Nesselzellen: Isorhizen (Ir), Des-
monemen (De) und Stenotelen (St), Details siehe Text.

Miller et al.,, 2000; Nishimiya-Fujisawa & Sugiyama, 1993; Nishimiya-Fujisawa
& Sugiyama, 1995). Die tibrigen I-Zell-Differenzierungsprodukte sind neuronaler
Natur und werden entweder durch den Nervendifferenzierungsweg (NvDP) oder
den Nematocytendifferenzierungsweg (NemDP) gebildet (Abb. E3). Sie stehen im
Mittelpunkt dieser Arbeit.

2.3. Neuronale Differenzierungswege und Differenzierungsprodukte in Hydra

Ungefahr 50 % aller I-Zellen schlagen einen der beiden neuronalen
Differenzierungswege ein (Abb. E3), die zu Nervenzellen oder Nesselzellen
(Nematocyten) fiihren. Wie von Bosch sehr anschaulich zusammengefasst (Bosch,
2007a), geht man heute davon aus, dass die Differenzierung und Erhaltung der
neuronalen Differenzierungsprodukte nach konservierten Mechanismen erfolgt,
die auch in anderen Organismen zur Regulation der Neurogenese beitragen.

Anders als in héheren Metazoen, in denen viele neurogene Prozesse auf einen
bestimmten und meist sehr frthen Entwicklungsabschnitt beschriankt sind,
mussen diese Mechanismen in Hydra auf Grund der Gewebedynamik immer
aktiv sein. Da standig Nematocyten und Nervenzellen ,verloren“ und gleichzeitig
im Bereich der Kérpersaule aus Stammzellen neu differenziert werden, befindet
sich auch das Nervensystem von Hydra in einem Flief3gleichgewicht. Daher muss
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Abb. E3: Die neuronalen Differenzierungswege in Hydra

Auf der linken Seite sind schematisch die beiden neuronalen Differenzierungswege des I-Zellsys-
tems zu sehen, die in zwei getrennten Linien zu Nematocyten (4) und Nervenzellen (5) fuhren.
Die Lokalisation dieser Zellen im Gewebe wird rechts an einem schematischen Schnitt durch
Hypostom und Tentakelbasis dargestellt., wobei die sich die Nummerierungen links und rechts
entsprechen. Nach gegenwartiger Auffassung werden Stammzellen (1) im Rumpf auf noch unbe-
kannte Weise in Richtung Nerven- oder Nematocytendifferenzierungsweg spezifiziert. Die ent-
sprechenden Vorlauferpopulationen (2) beenden die Zellteilungsphase und beginnen zu differen-
zieren (3). Im Falle von Nematocyten ist die beginnende Differenzierung an dem entstehenden
Kapselvesikel (tirkis) zu erkennen, dass spéater den GroBteil des Zellvolumenens beansprucht
und den Zellkern an den Rand dréngt (4). In der spaten Differenzierungsphase I6sen sich die bis
dahin syncytial verbundenen Nester voneinander und beginnen zu wandern, bis sie an ihrem
Zielpunkt in das Gewebe integriert werden.

sichergestellt werden, dass aus proliferierenden Stammzellen entsprechende
Vorlauferpopulationen fiir die beiden neuronalen Differenzierungswege etabliert
werden (Abb. E2 und E3). Diese Vorlaufer muissen anschlieffend ausreichend
proliferieren, bevor sie in die Differenzierung eintreten. Parallel dazu muss die
Differenzierung kontextabhangig erfolgen und sich an Positionssignalen der
Koérperachse orientieren, um in ausreichender Zahl und an den richtigen Stellen
genuigend Differenzierungsprodukte zur Verfiigung zu stellen (David & Hager,
1994; David & Plotnick, 1980; Fujisawa et al., 1986; Herlands & Bode, 1974a;
Herlands & Bode, 1974b; Koizumi & Bode, 1986; Koizumi et al., 1990; Moore &
Campbell, 1973; Rubin & Bode, 1982; Smid & Tardent, 1984; Teragawa & Bode,
1995; Venugopal & David, 1981; Yaross & Bode, 1978a; Yaross & Bode, 1978b;
Yaross & Bode, 1978c).

Neben diesen logistischen Aspekten muss die Identitdt von Stammzellen und
determinierten Zellen bzw. differenzierenden Zellen erhalten und unterschieden
werden. Die Gesamtheit dieser Prozesse wird in der Neurogenese aller Organismen
zeitlichund raumlich koordiniertund folgteinem erstaunlich konserviertenund hoch
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komplexen Zusammenspiel von verschiedensten Faktoren. Einige dieser Faktoren
konnten ebenfalls in den neuronalen Differenzierungswegen von Hydra entdeckt
werden, was auf eine gemeinsame Evolution von Neurongenesemechanismen vor
der Spaltung von Vertebraten und Invertebraten hindeutet.

2.3.1. Der Nervendifferenzierungsweg (NvDP) in Hydra

Im Falle des Nervendifferenzierungswegs (NvDP) konnten in Hydra verschiedene
Nervenzell-Subpopulationen durch die Expression von Neuropeptiden der RF-Amid-
Familie und anderer Gene charakterisiert werden (zur Ubersicht siehe Bode, 1996;
Bosch, 2007a). Durch die Untersuchung einiger dieser Gene gelang es Fujisawa
und Kollegen (Fujisawa, 1989), eine Gliederung des Nervensystems im Bereich
des Fufinervennetzes nachzuweisen, die mit Positionssignalen der Korpersaule
verknUpft ist.

Obwohl die genauen molekularen Mechanismen, die zur Differenzierung der
einzelnen neuronalen Subtypen filhren, noch nichtim Detail bekannt sind, scheinen
dabei Peptide eine wichtige Rolle zu spielen (Takahashi et al., 2005; Takahashi
et al., 2000; Takahashi et al.,, 1997). So konnte dem Neuropeptid Hym-355 ein
positiver Effekt auf die Nervendifferenzierung nachgewiesen werden, wahrend
PW-Peptide (wie z. B. Hym-33H) eher negativ auf die frihe Nervenentwicklung
wirken (Bosch, 2007a; Takahashi et al., 2005; Takahashi et al., 2000; Takahashi
et al., 1997). Aktuelle Forschungsergebnisse auf diesem Gebiet deuten auf einen
Feedbackmechanismus zwischen Hym-335 und Vertretern der PW-Peptidfamilie
hin und nehmen weiterhin eine direkte Kommunikation zwischen Epithelzellen
und sich entwickelnden Nervenzellen an (Bosch, 2007a).

Trotz intensiver Forschungsprojekte sind viele Details der Nervendifferenzierung in
Hydra noch weitest gehend ungekléart. Als gesichert gilt jedoch, dass Nervenzellen
aus einer Population proliferierender I-Zellen im Rumpf eines Tieres hervorgehen
(David & Gierer, 1974). Etwa die Halfte dieser Population wandert Richtung Kopf
oder Fuf’, um sich dort zu differenzieren, wédhrend der Rest mehr oder weniger
stationédr bleibt und an Ort und Stelle in das Nervensystem integriert wird. Nach
welchen Mafdstdben die daflir notwendigen Entscheidungen getroffen werden und
welche Mechanismen die Wanderung, bzw. die Integration neuer Nerven in das
bestehende Nervennetz ermoéglichen, ist ebenfalls unklar. Gleichzeitig ermoglicht
die Erforschung solcher offenen Fragen am Modellorganismus Hydra Einblicke in
die Evolution von Zellmigration und Zellintegration.

2.3.2. Der Nematocytendifferenzierungsweg (NemDP) in Hydra

Ahnlich zum NvDP (Abb. E3) ist auch die Situation im Hydra-
Nematocytendifferenzierungsweg (NemDP): Auch hier gehen aus 4er bis 32er
Zellnestern im Rumpf des Tieres spezialisierte Nematocytensubtypen hervor
(Fujisawa & David, 1981; Fujisawa & David, 1982; Fujisawa et al., 1986). Nachdem
I-Zellen auf eine noch unbekannte Art frith in Richtung NemDP determiniert
werden, beginnen diese Nematoblasten nach einigen Zellteilungen (2-5) synchron
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mit der Bildung eines post-Golgi-Vesikels, das zur spateren Kapsel (Nematocyste)
heranreift. Wahrend dieser Differenzierungsphase bleiben Nematoblasten-Nester
Uber cytoplasmatische Briicken miteinander verbunden, die sich erst gegen Ende
der Differenzierung zurtickbilden.

Nach Reifung des Kapselvesikels zerfallen die Nester in einzelne Nematocyten mit
ausdifferenzierten Kapseln (Nematocysten). Dabei geht aus einem Nest jeweils
einer von vier morphologisch eindeutig zu bestimmenden Kapseltypen hervor
(Stenotelen, Desmonemen, atriche und isotriche Isorhizen). Gleichzeitig beginnen
die reifen Nematocyten zu wandern, bis sie im Ektoderm der Koérpersaule oder
in spezialisierten Epithelzellen der Tentakel (Batteriezellen) integriert werden.
Wie im NvDP sind auch hier die genauen Mechanismen der Migration und die
Signale, die zum Einbau in das Gewebe fiihren, unbekannt. Mit der Verankerung
der Nematocyten im Ektoderm bzw. in einer Batteriezelle endet der NemDP. Als
besondere Struktur entstehen dabei die Batteriezellen der Tentakel.

Eine Batteriezelle bildet eine Einheit von mehreren Nematocyten unterschiedlichen
Typs und einer ektodermalen Epithelzelle, die diese Nematocyten umschliefst und
wahrscheinlich nach deren Entladung phagocytiert. Gleichzeitig sind Batteriezellen
in enger Nachbarschaft zum Nervensystem lokalisiert, das Kontakt zu den einzelnen
montierten Nematocyten aufnimmt. Auf Ultrastrukturebene wurde ein spezieller
Nematocyten-Batteriezell-Mesogloea-Komplex (NBM) beschrieben (Campbell,
1987; Novak & Wood, 1983; Slautterback, 1967; Tardent & Holstein, 1982), der
vermutlich aus Mitkrotubuli aufgebaut wird und zur Verankerung der Zellen
notwendig ist (Abb. E4). Auch hier sind die genauen Vorgange zum Aufbau des
Komplexes, seine einzelnen Komponenten und ihre genaue Funktion unbekannt
und werden im Rahmen der Evolution von Zell-Zellverbindungen und Zell-Matrix-
Kontakten untersucht (Day & Lenhoff, 1981).

Ahnlich interessant und gleichfalls ungeklart sind die Differenzierungsprozesse,
die zu den unterschiedlichen Kapselvesikeln selbst fliihren, die zu den
kompliziertesten Sekretionsprodukten im Tierreich zahlen (Holstein, 2003).
Auf molekularer Ebene wird fir den NemDP eine Differenzierungskaskade
postuliert, die homolog zur Nervendifferenzierung in anderen Organismen von
Zinkfingertranskriptionsfaktoren zu basic Helix-Loop-Helix (bHLH)-Proteinen
fihrt und mit der Expression terminaler Differenzierungsmarker endet. Speziell
aus der Neurogenese von Vertebraten ist bekannt, dass durch koordiniertes
Zusammenspiel verschiedener bHLH-Familien Vorlaufer selektioniert und
Subpopulationen spezifiziert werden, wobei nicht nur die Wirkungsweise, sondern
auch die Funktion der spezifizierten Strukturen konserviert erscheinen (Bertrand
et al., 2002; Fritzsch, 2001).

Diese Kaskade beginnt in Hydra mit dem Zinkfinger-Transkriptionsfaktor HyZic
(Lindgens et al., 2004) und schlief5t das Cnidarian Achaete/Scute- Homolog Cnash
(Grens et al.,, 1995) ein. Cnash ist das erste isolierte Homolog einer bekannten
neuronalen Subfamilie der bHLH-Proteine, die in konservierter Weise an der
Neurogenese in allen bisher untersuchten Metazoen beteiligt ist (Eine ausfiihrliche
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Abb. E4: Verschiedene Darstellungen des Nematocyten-Batteriezell- Komplex

Die oben gezeigten Abbildungen zeigen in (a) und (b) die schematischen Darstellungen des Ne-
matocyten-Batteriezell-Mesogloea-Komplexes (NBM). Abbildung (a) wurde einem Ubersichtsarti-
kel von Kass-Simon und Scappaticci (1987) entnommen und Abbildung (b) Slautterback (1967.)
In beiden Zeichnungen wird ein Zellverbindungskomplex gezeigt, der in seinem Aufbau einem
Hemidesmosom &hnelt. Dieser Komplex wurde ebenfalls durch Ultrastrukturdaten von Campbell
(1987) in Abbildung (c) dargestellt. Dort deutlich zu erkennen ist eine eingebaute Stenothele
mit ihrem charakteristischen Kapselvesikel. Die Nematocyte wird hier von der Batteriezelle um-
schlossen, bleibt aber basal mit der Mesogloea (meso) verbunden. Vermutlich finden auch in
diesem basalen Bereich Kontakte zum Nervennetz der Tentakel statt.

Beschreibungder bHLH-Familien erfolgt in Abschnitt (3). In seiner Erstbeschreibung
wurde Cnashvon Grens (19995) als Nematocyten-spezifisches Gen definiert und galt
bis zu dieser Arbeit als einziges neurales bHLH-Gen in Hydra. Allerdings konnte
Cnash mittlerweile von Hayakawa (Hayakawa et al., 2004) auch in Nervenzellen
der Tentakel beobachtet werden, jedoch sind die Signale dort im Vergleich mit den
von Grens beschriebenen Cnash-positiven (Cnash+) Nestern im Rumpf wesentlich
schwacher. Wie Lindgens (2004) zeigte, Uberlappt innerhalb des NemDP die
Expression von Cnash mit der Expression des terminalen Differenzierungsmarkers
NOWA (Engel et al., 2002), der flir ein Strukturprotein der Kapselwand codiert.
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Homologe der Dbeschriebenen Genkaskade sind ebenfalls aus vielen
Neurogeneseprozessen anderer Organismen bekannt (Quan et al., 2004; Quan
& Hassan, 2005). Daher stellten sich folgende Fragen: (i) In der Neurogenese
aller untersuchten Organismen wirkt ein Netzwerk aus mindestens zwei bHLH-
Proteinfamilien an der Etablierung und Differenzierung von Vorlauferpopulationen
sowie von spezialisierten Zellen mit. Mit Cnash wurde der Vertreter einer dieser
Familien im NemDP identifiziert. Reprasentiert diese Familie die einzige bHLH-
Gruppe in Hydra oder sind weitere bHLH-Proteine an der Spezifizierung des
[-Zell-Stammsystems beteiligt? (ii) Es ist moglich, bHLH-Proteine in frih
agierende (selektionierende) Gene und spater agierende Differenzierungsgene
zu unterscheiden. Dabei sind frihe Gene hauptsachlich in sich teilenden
Vorlauferstadien aktiv. Wie Lindgens (2004) zeigen konnte wird Cnash in
nicht proliferierenden Nestern exprimiert. Kénnten daher weitere bHLH in den
proliferierenden (HyZic positiven) Stadien exprimiert sein? Diese Fragen und die
damit verbundene Suche nach weiteren Homologen der bHLH-Superfamilie im
interstitiellen Stammzellsystem sind Kernthemen der vorliegenden Arbeit.

3. Transkriptionsfaktoren der basic Helix-Loop-Helix Familie

Die Superfamilie der basic Helix-Loop-Helix (bHLH) Proteine zadhlt mehr als 350
Mitglieder, die sich in 44 Familien gliedern (Ledent & Vervoort, 2001; Massari
& Murre, 2000). Zwei dieser Familien sind ausschliefSlich in Hefe prasent, vier
sind pflanzenspezifisch und weitere zwei Familien sind sowohl in Hefe als auch in
Tieren vertreten. Die restlichen 36 Familien konnten bislang nur in Vertebraten
und Invertebraten nachgewiesen werden und sind dort an der Selektionierung
von Vorlaufern und deren Differenzierung beteiligt. Dabei deutet die weite,
speziesUibergreifende Verbreitung auf eine friithe Entstehung dieser Familie hin.
Gleichzeitig lasst die erstaunliche Konservierung in Struktur und Funktion
interessante Ruckschlisse und Spekulationen tUber die Entwicklung von
regulatorischen Netzwerken in vielzelligen Organismen zu.

Wéahrend bHLH-Faktoren in Hefen hauptsachlich mit dem Metabolismus ver-
kntpft sind (Hoshizaki et al., 1990; Nikoloff et al., 1992), beteiligen sie sich in
den ubrigen Organismen an der Differenzierung von spezialisierten Zelllinien.
Beispielsweise steuert ein komplexes Netzwerk von bHLH-Faktoren in
Vertebraten die koordinierte Entwicklung von Herz, Pankreas und Haut sowie
Myogenese und Neurogenese (zur Ubersicht siehe: Bertrand et al., 2002; Kageyama
& Nakanishi, 1997; Kageyama et al., 1995; Karp & Greenwald, 2004; Lee, 1997a;
Massari & Murre, 2000; Quan & Hassan, 2005; Ross et al., 2003; Srivastava et al.,
1995). Dabei wirken in der Regel verschiedene bHLH-Familien gemeinsam an der
Etablierung von Vorlauferpopulationen, deren Proliferation und anschliefRender
Differenzierung mit. Speziell in der Neurogenese konnte dabei ein erstaunliches
Mafl an Konserviertheit beobachtet werden, das sich Uber die Struktur der
beteiligten Proteine bis hin zu ganzen regulatorischen Kaskaden erstreckte.
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Abb. E5: Schematische Darstellung eines
bHLH-Dimers nach Bertrand et al. (2001)

Die nebenstehende Abbildung aus Bertrand et al.
(2001) zeigt ein typisches bHLH-Dimer, das uber sei-
ne basische Doméane (b) mit DNA interagiert. Darun-
ter ist der Aufbau des Monomers mit typischen Dur-
schnittsgréBen von gesamt Protein und bHLH-Motiv
skizziert. Der Farbcode entspricht der Abbildung aus
Bertrand et al. (2001)

—L b [ H1 HZJ
:5(0 aa
.
~
~ 280 aa

3.1. Struktur und Klassifikation von bHLH- Proteinen

Die Gemeinsamkeit aller bHLH-Proteine ist ein in der Regel C-terminale gelegenes
basic Helix-Loop-Helix Motiv aus ca. 50-60 Aminosduren (AS). Dieses konservierte
Motiv besteht aus einem kurzen Abschnitt mit vorwiegend basischen AS (basic,
b) dem zwei o—Helices (H1 und H2) folgen, welche durch einen variablen Loop (L)
miteinander verbunden sind (Abb. E5). Der basic Abschnittvon 10-15 AS ermdglicht
bHLH-Proteinen mit DNA zu interagieren, wahrend H2 als Dimerisierungsdoméane
die Proteininteraktion mit andern bHLH-Faktoren vermittelt.

Je nach DNA-Erkennungsmotiv, Dimerisierungsverhalten und Vorkommen im
Gewebe werden vier bis sieben bHLH-Klassen unterschieden, die je Autor von I bis
VII nummeriert (Massari & Murre, 2000) bzw. von A bis F bezeichnet werden (Atchley
& Fitch, 1997; Ledent & Vervoort, 2001). Zur Vereinfachung werden an dieser Stelle
nur die in dieser Arbeit im Vordergrund stehenden Klassen behandelt und im
nachsten Abschnitt ausfiihrlich beschrieben. Dabei richtet sich die Nomenklatur
zum besseren Uberblick nach Massari et al. (2000), die entsprechenden Gruppen
nach Ledent et al. (2001) sind in Klammern angegeben. Nicht behandelt werden
die Klasse IV (B) der Myc/Max-dhnlichen Transkriptionsfaktoren, sowie Klasse
III (einige Vertreter der Gruppe B) und VII (C), die zuséatzlich zur bHLH-Doméane
weitere Motive wie Leucin-Zipper (III/B) oder PAS-Doméanen (VII) enthalten (Abb.
E6).

3.2. bHLH-Proteine in der Neurogenese

Fur die Neurogenese sind ubiquitdre und gewebe- bzw. zelltypspezifische sowie
inhibitorische bHLH-Proteine von Bedeutung. Nach Massari et al. (2000) werden
ubiquitare exprimierte bHLH-Proteine in Klasse I (A) zusammengefasst. Klasse
I bHLH-Proteine kénnen sowohl Homo- als auch Heterodimer bilden (Murre et
al., 1989b) und sind nicht auf eine spezielle Zelllinie beschrankt. Vertreter dieser
Klasse sind in der Lage, mit einer charakteristischen Hexanucleotidsequenz, der
sog. ,E-Box“ (CANNTG), zu interagieren und werden daher auch als E-Box- oder
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E-Proteine bezeichnet. Zu den E-Proteinen z&hlen Drosophila Daughterless und
sein Vertebraten-Homolog E12. Dabei resultiert E12 als Spleifdivariante aus E2A
zusammen mit dem weiteren E-Protein E47 (Murre et al., 1989a), anhand dessen
Dimer-Kristallstruktur die ersten 3D Strukturmodelle der bHLH-Familie ermittelt
werden konnten (Ellenberger et al., 1994).

Klasse II bHLH-Proteine (Gruppe B nach Ledent et al) sind gewebe- oder
zelltypspezifisch exprimiert und in der Regel nur als Heterodimere mit Klasse
I bHLH aktiv (Cabrera & Alonso, 1991; Lassar, 1991; Van Doren et al.,, 1992).
Gewohnlich fihrt ihre Interaktion mit E-Proteinen zu transkriptionellen Aktivierung
verschiedener Zielgene und damit zur Aktivierung von unterschiedlichen
Entwicklungsprogrammen (Anderson, 1999; Arnold & Braun, 2000; Bertrand et
al., 2002). Vertreter dieser Gruppe sind unter anderem die muskelspezifischen
Faktoren MyoD (Weintraub, 1993) und Myogenin sowie proneurale Gene der
Achaete/Scute- und Atonal- Gruppe (Bertrand et al, 2002) die weiter unten
ausfihrlicher beschrieben werden.

Den aktivierenden bHLH-Faktoren der Klasse  und Il stehen inhibitorische Proteine
der Klasse V (D) und VI (E) gegentiber. Die Vertreter dieser beiden Klassen tiben
dabei auf unterschiedliche Art ihren inhibitorischen Effekt aus: Klasse V bHLHs
umfassen die ,Inhibitors of Differentiation “ (Id)- /Extramacrochaete (Emc)-Familie
in Vertebraten bzw. in Drosophila, denen die basische DNA Interaktionsdoméne
fehlt. Diese Proteine wirken so als kompetitive Interaktionspartner und bilden
inaktive Dimere. Klasse VI umfasst die HES/ Enhancer of Split (E(Spl))/Hairy
Familie. Sie bilden funktionstiichtige Dimere, bevorzugen jedoch im Gegensatz
zu E-Box/Klasse II Dimeren eine andere Promotorsequenz (N-Box; CACGCG oder
CACGAG) und zeichnen sich durch einen Prolin-Rest innerhalb der basischen
Region aus.

Die herausragendeste Rolle im bHLH-Netzwerk kommt den gewebe- und
zellspezifischen bHLH der Klasse II zu. Speziell in der Neurogenese sind die beiden
Grofsfamilien der ,Acheate/Scute-Complex“ (AS-C)-Homologen und ,Atonal Related
Proteins“ (ARP) an der Regulation aller grundlegenden Differenzierungsschritte
beteiligt. Verschiedene Studien konnten eine koordinierte Aktion von frih
(proneuralen), mittel (intermediate/ neural) und spét (neuronal) agierenden
bHLH-Genen beobachten, die schrittweise zur Spezifizierung einzelner neuronaler
Gewebe oder Organsysteme flihrte (Bermingham et al., 1999; Dambly-Chaudiere
and Vervoort, 1998; Guillemot et al., 2006; Kageyama & Nakanishi, 1997; Lee,
1997a; Lee, 1997b; Ross et al., 2003; Srivastava et al., 19953).
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Abb. E6: Uberblick iiber die bHLH-Superfamilie nach Massari et al. (2000)

Auf der Linken Seite sind die verschiedenen bHLH-Klassen zusammen mit ihren Charakteristika aufgelistet.
Dabei orientiert sich die Einteilung der Klassen an einem Ubersichtsartikel von Massari et al. (2000). Speziell fur

die Neurogenese sind die Klassen I und Il und die Klassen V und VI von Bedeutung (rechte Seite). Wahrend V

und VI auf unterschiedliche Weise inhibierend auf die Neurogenese wirken, sind Heterodimere aus ubiquitéren
Klasse | und gewebespezifischen Klasse Il bHLHs Aktivatoren der Neurogenese. Dabei unterscheidet man bei

den gewebespezifischen Klasse Il Faktoren die neuronalen Subgruppen AS-C (Achaete/Scute-Complex) und

ARP (Atonal Related Proteine). Nach heutigem Kenntnisstand umfassen die AS-C vier Gene (achaete, scute,

lethal of scute, und asense) und deren Homologe (Ash), wahrend die ARPs weiter in die aufgelisteten Subfami-

lien unterschieden werden. (Details siehe Text)
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3.2.1. Die Achaete/ Scute-Complex (AS-C)-Familie

Die ersten Erkenntnisse Uber die Achaete/Scute- Gruppe stammen aus der
genetischen Analyse der drei benachbarten Drosophila Gene achaete (ac), scute
(sc) und lethal of scute (I’(sc)), die unter der Bezeichnung Achaete/Scute Complex
zusammen gefasst und spater um das Gen asense (ase) erweitert wurden (Dambly-
Chaudiere & Vervoort, 1998; Garcia-Bellido & Santamaria, 1978). Dabei zeigte
sich, dass diese Gene eine wichtige Rolle in der Entwicklung des Drosophila
Nervensystems spielen, wobei speziell die Gene ac und sc fur die Bildung externer
Sinnesborsten verantwortlich sind (Garcia-Bellido & Santamaria, 1978; Ghysen &
Dambly-Chaudiere, 1989; Ghysen & Dambly-Chaudiere, 1990; Ghysen & Dambly-
Chaudiere, 2003; Ghysen & Richelle, 1979). Dieser Zusammenhang konnte an
»Loss of Function“ (LOF) Mutanten gezeigt werden: fehlt nur ein Gen (as- oder sc-),
werden bestimmte Subpopulationen nicht gebildet, fehlen beide (ac-/sc-), fehlen
alle externen Sinnesrezeptoren.

Da AS-C Gene in proliferierenden Zellen eines proneuralen Clusters exprimiert
werden und diesen die Kompetenz verleihen, sich zu neuronalen Vorlauferzellen
zu entwickeln, bezeichnet man diese Gene als proneural. Ein weitere Eigenschaft
proneuraler Gene ist, dass ihr LOF Phéanotyp zur Deletion der Zelllinie fiihrt,
die sie spezifizieren. Die Expression dieser proneuralen Gene ist in Drosophila
auf epidermale proneurale Zellcluster beschridnkt und wird mit beginnender
Differenzierung einzelner Vorlaufer eingestellt. Ab diesem Zeitpunkt wird das
Vorlauferstadium von ase aufrechterhalten (Brand et al, 1993; Jarman et
al., 1993a), bis weitere bHLH-Faktoren anderer Familien =zelltypspezifische
Differenzierungsprogramme initiieren.

Alle vier Gene des AS-C zeigten verschiedene Phanotypen in den jeweiligen LOF
Mutanten, scheinen aber funktionell redundant, da jedes einzelne in der Lage ist,
den as-/sc- LOF Phanotyp zu retten, was flir proneurale Kapazitat aller AS-C Gene
spricht (Dominguez & Campuzano, 1993; Hinz et al., 1994; Rodriguez et al., 1990).
Dabei scheinen sich acund scin besonderer Weise gegenseitig zu regulieren (Jan,
1993). Einige AS-C Gene sind dartber hinaus auch an der Entwicklung anderer
Strukturen beteiligt und funktionieren dort auf eine Weise, die ihrem Verhalten
in der Neurogenese entspricht. Beispielsweise ist ac ebenfalls an der Entwicklung
des Malphigi Organs beteiligt, und agiert auch in diesem Kontext als Selektorgen
von Vorlauferzellen (Flybase; Interactive Fly). In dhnlicher Weise wirken das Gen
sc an der Geschlechtsbestimmung und [l’(sc) an der Muskelvorlauferspezifizierung
mit.

Als Klasse II bHLH Proteine bilden AS-Cs aktive Dimere mit E-Proteinen wie
Daughterless (Da), die an klassische DNA E-Box Motive binden kénnen (s. o.). Die
Wichtigkeit der Interaktion mit Klasse I bHLH konnte ebenfalls an LOF Mutanten
gezeigt werden: ohne Daughterless werden keine neuronalen Zellen gebildet. In
ihrer Aktivitdit werden AS-Cs entweder durch die inhibitorische Interaktion mit
Klasse V bHLHs (extramacrochaete, emc) oder durch bHLHs der Hairy/Enhancer
of split-Familie (Klasse VI) und Notch-Signalkaskade reguliert.
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In allen untersuchten Vertebraten konnten bislang mindestens zwei AS-
C Homologe (ASh) identifiziert werden, in Xenopus sogar vier (Lee, 1997a)
Dabei bestatigten die entsprechenden Faktoren in ,Gain of Funktion“ (GOF)
Experimenten in Xenopus ihren proneurale Charakter durch ihre Féahigkeit,
ektopisch neurale Strukukturen im Ektoderm zu induzieren (Cau et al., 1997; Lo
et al., 1994; Parras et al., 2004; Tomita et al., 2000; Tomita et al., 1996).

Aus diesen Ergebnissen schloss man auf ein konserviertes bHLH-Netzwerk,
das in Vertebraten und Invertebraten die Selektion, Spezifizierung und letztlich
Differenzierung von Vorlaufer-Zellen koordinieren. Im Vergleich zu ihren Drosophila
Homologen scheinen die Vertebraten-AS-C, mit Ausnahme von CASh4 (chicken
ASh 4) und Xash3a und b (Xenopus ASh 3a und b), jedoch keine vergleichbar
frihe Rolle auf Ebene des Neuroektoderms zu spielen und werden erst in spéteren
Neurogenese-Stadien aktiv (Quan & Hassan, 2005). Dartiber hinaus sind, dhnlich
wie in Drosophila, fir einige Vertebraten-ASh ebenfalls Funktionen aufderhalb der
Neurogenese beschrieben: beispielsweise ist das Maus Homolog Mash 3 an der
Entwicklung von Speicheldriisen beteiligt (Yoshida et al., 2001).

Wie in einem Ubersichtsartikel von Skaer et al. (Skaer et al., 2002) anschaulich
beschrieben, nimmt man an, dass der AS-C aus einer Reihe von Genduplikationen
(Taylor & Raes, 2004) hervorgegangen ist, die eine neue Flexibilitdt in der
Transkriptionsregulation erdffneten. Diese Duplikationsereignisse fallen mit der
Entwicklung komplexerer Bauplane zusammen und gelten als eine der moglichen
Triebkréfte der Evolution (Ohno, 1970; Ohno, 1993; Ohno, 1997; Ohno, 1998;
Ohno, 1999; Ohno et al., 1968). Da bis zu dieser Arbeit nur ein AS-C in Cnidariern
(Cnash) bekannt war, nahm man an, dass dieses Duplikationsereignis an der Basis
der Triploblasten aufgetreten sei (Skaer et al., 2002).

3.2.2. Die Atonal GrofSfamilie (ARP)

Bei Studien des AS-C in Drosphila und den Auswirkungen von LOF Experimenten
auf das dortige Nervensystem zeigte sich, dass AS-C Gene fUr die Etablierung
externer chemo- und mechanosensorischer Sinnesorgane (zusammengefasst als
Externe Sinnes Organe, ESO) und fur einige mulidentrische Neurone von Bedeutung
sind. Allerdings zeigte die Deletion von AS-Cs keine Wirkung auf interne ,strech”
Rezeptoren (Chordotonale Organe, CHO) oder olfaktorische Sinnesorgane, die
weitere Komponenten des Peripheren Nervensystems (PNS) in Drosophila bilden. Da
jedoch alle diese Strukturen durch den Verlust des ubiquitéren Interaktionspartern
Daughterless eliminiert werden konnten, vermutete man, dass weitere proneurale
bHLH an der Entwicklung dieser Organe beteiligt sein kénnten. Die Suche nach
diesen weiteren Faktoren fiihrte zur Identifizierung der ,Atonal Related Protein“
(ARP) Familie (Brand et al., 1993; Hassan & Bellen, 2000; Jarman & Ahmed, 1998;
Jarman et al.,, 1993a; Jarman et al.,, 1993b; Jarman et al., 1994), die gemeinsam
mit der AS-C Gruppe die aktivierenden bHLHs der Neurogenese stellen.
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ARPs reprasentieren damit die zweite GrofdSfamilie von Klasse II bHLH-Proteinen,
welche fir die Selektion und Differenzierung von Vorlduferpopulationen von
Bedeutung ist. In Drosophila umfasst diese Familie die Gene atonal (ato),
absent multidentritic neurons and olfactory sensilla (amos), cousin of atonal (cato)
und target of ponx/biparous (tap). Dabei scheint cato (dhnlich wie ase) weniger
an der Selektion sondern hauptsdchlich an Erhalt und Differenzierung bereits
etablierter Vorlaufer beteiligt. Durch die Identifizierung weiterer Vertebraten-
ARPs wurden bald innerhalb dieser Gruppe verschiedene Subfamilien definiert.
Zum gegenwartigen Zeitpunkt unterscheidet man folgende Subgruppen: (i) Atonal
Homologe (mammalian Ato Homologe, MATH/Math), (iij Neurogenin (Ngn), (iii)
NeuroD (ND), (iv) NATO (Nephew of Atonal) und (v) Olig-Familie. Zusatzlich sind
weitere Familien im Gespréch, jedoch auf Grund fehlender Homologe in anderen
Organismen noch nicht allgemein charakterisiert (Bertrand et al., 2002).

Ahnlich der AS-C-Gruppe wirken auch die ARP-Familien kontext- und zeitabhangig
miteinander auf entsprechende Vorlaufer ein, um diese weiter zu spezifizieren
und schliefflich deren terminale Differenzierung einzuleiten. Bei der Analyse
von GOF- und LOF-Phanotypen konnte ato eine besondere Bedeutung fur die
Differenzierung von Mechano- und Riechrezeptoren, in der Entwicklung des
Gleichgewichtssinnes sowie von Ohr und Auge nachgewiesen werden. In einem
vergleichbaren zellularen Kontext wirken auch ARP- Homologe in Vertebraten
(Ben-Arie et al., 2000; Bermingham et al., 1999; Bertrand et al., 2002; Guillemot,
1995; Guillemot, 1999; Guillemot et al., 2006; Hassan & Bellen, 2000; Isaka et al.,
1999; Jarman, 2000; Kageyama et al., 1995; Kanekar et al., 1997; Lee et al., 2002;
Lee, 1997a; Lee, 1997b; Ma et al., 1996; Morrow et al., 1999). Diese erstaunliche
Konservierung eines Genes im gleichen zellularen Kontext, beispielsweise in den
Innenohr-Haarzellen und dem Johnston Organ (Gleichgewichtsorgan in Drosophila)
oder bei der Augenentwicklung in Drosophila und der Spezifizierung von Retina-
Zellen von Zebrafisch bis Maus, bot Anlass zu zahlreichen Diskussionen Uber
Homologien, konvergente Evolution und einen molekularen ,Ur“-Mechanismus
oder eine ,,Ur“-Funktion der ARPs und des bHLH-Netzwerkes im allgemeinen.

Auch einige Gruppen der ARP Uben wie Vertreter der AS-Cs aufSerhalb der
Neurogenese eine dhnliche Funktion in der Etablierung spezieller Zellpopulationen
aus. Beispielsweise ist eine Kaskade von Neurogenin und NeuroD essentiell fir
eine korrekte Differenzierung des Pankreas. In diesem Kontext fihrte in Maus
der Verlust von Ngn 1 ebenfalls zum Verlust von NeuroD-positiven Zellen, die
wiederum essentiell fir die Differenzierung einer ausreichenden Population
insulinproduzierender Betazellen verantwortlich sind. Mause mit entsprechenden
Defekten zeigten neben neuronalen Auffalligkeiten einen letalen diabetischen
Phanotyp und starben kurz nach der Geburt.
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3.2.3. AS-C, ARP, Evolution von Netzwerken und die Bedeutung von Hydra

Durch die Forschung der letzen Jahrzehnte und den Vergleich verschiedener
Modellorganismen und unterschiedlicher Zellsysteme (Retina, Ohr, Geruchsinn,
Zentrales und Peripheres Nervensystem, Mechanorezeptoren, usw.) entwickelte
sich das Bild eines bHLH-Netzwerk es mit internen Abhéngigkeiten und einem
groffen Mafl an Redundanz. Dieses Netzwerk ist nicht nur kompliziert, es ist
komplex, da es rdumlich, zeitlich, dosis- und kontextabhangig auf verschiedenste
Signale reagiert und vielfaltig antwortet. Unter die verschiedenen Einflussgebiete
der bHLH-Proteine fallen beispielsweise die Regulation des Zellzyklus (nur eine
einzige Zellteilung zuwenig oder zuviel kann auf Ebene der Vorlauferzellen
verheerende Wirkung haben) und die Adh&sionseigenschaften der jeweiligen
Zellen (inklusive Migrationsverhalten).

Gerade diese Vielzahl an Moéglichkeiten und Ebenen machen das bHLH-Netzwerk
zu einem Studienobjekt fir die Evolution von Differenzierungsmechanismen
und die Robustheit von Netzwerken im Allgemeinen. Fur die Erforschung dieser
Wechselbeziehungen werden vermehrt systembiologische Ansatze wichtig, die
organismenubergreifende Modelle erstellen. Fir einen solchen Ansatz ist aber
die Vielfalt der Daten entscheidend. Aus diesem Grund sind gerade Organismen
aufierhalb von Insekten und Vertebratenmodellen von Wert. Neben Tunikaten und
Echinodermen bieten sich hier Cnidarier an. Gerade das I-Zellsystem in Hydra hat
das Potenzial viele Wirkungsgebiete der bHLH-Familien abzudecken: Erhalt der
Stammezellqualitat, Spezifizierung von einzelnen Vorlauferzelllinien, Definition von
Subtypen, Unterscheidung von zwei neuronalen Linien, Zellteilung, Zellwanderung,
Zell-Zell-Kontakte, und so weiter. Zusétzlich kann davon ausgegangen werden,
dass die beteiligten Faktoren sténdig aktiv sind und sich ihre Wirkung nicht auf
ein bestimmtes Zeitfenster in der Embryonalentwicklung beschrankt.



	Cover_.pdf
	Einleitung_.pdf

