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Synopsis: The Turbellaria, a phylogenetically old taxon of flatworms (Platyhelminthes) ori-
ginating at the basis of the Bilateria, comprise species with an extraordinarily high regenerative capa-
city. The neoblast is the only proliferative somatic cell type and has been claimed to be a totipotent
stem cell for all tissues including germ cells. However, alternative regeneration mechanisms invol-
ving dedifferentiation have been proposed. Recent studies support the role originally ascribed to
neoblasts, but at the same time reveal a heterogeneity of the neoblast pool that consists of progenitor
cells, differentiating cells and — probably — true stem cells.

A survey of results from studies on regeneration and reproduction in turbellarians performed
together with several co-authors is presented and integrated into a review of the current knowledge
on regeneration and stem cells in the platyhelminths.To contribute to a still better understanding of
the functions fulfilled by neoblasts and help elucidating their still unknown origin, the asexual fres-
hwater triclad Dugesia tahitiensis has been introduced as a model system and studied with respect to
regeneration, reproduction and cell biology. This planarian offers the following advantages: purely
asexual propagation, forming natural clones by fission; absence of germ cells that might interfere
when isolating and tracing neoblasts; highest regeneration potential and largest percentage of neob-
lasts ever reported for a triclad turbellarian.

New methods to prepare and analyze turbellarian cells were developed, resulting in a combina-
tion of mechanical and enzymatic disintegration of tissues, centrifugation of cells in a Percoll densi-
ty-gradient under isoosmotic conditions and cytochemical characterization of neoblasts. The sedi-
mentation behaviour during centrifugation and quantitative video microscopy based on fluorescent
staining of DNA and RNA confirmed the heterogeneity of these cells. By light microscopical cha-
racters, they were classified tentatively into four subtypes. Primary cultures of neoblasts from
Dugesia tahitiensis and the related Schmidtea (Dugesia) polychroa were established and survived up
to 31 days. Such cultures and restitution bodies forming spontaneously from cell suspensions provi-
de a basis for further experimentation with the aim to establish a permanent neoblast line for injec-
tion experiments and differentiation studies. Transgenic planarians might be an ultimate goal.

" Aktualisicrte Fassung einer 1999 an der Naturwissenschaftlichen Fakultit der Universitit Salzburg
vorgelegten Habilitationsschrift.

! Anschrift des Verfassers: Ao. Univ.-Prof. Dr. Roland Peter, Institut fiir Genetik und Aligemeine
Biologie der Universitiit Salzburg, Hellbrunnerstraie 34, A-5020 Salzburg, Osterreich,
e-mail: Roland.Peter@sbg.ac.at

287



In addition, neoblasts from the marine microturbellarian Macrostomum were studied in a simi-
lar way. This genus offers the advantage that proliferating cells had been traced by the incorporation
of bromodeoxyuridine in situ. Subtypes of neoblasts could be discerned by the ultrastructure of the
nucleus.

The new experimental systems and the obtained results are discussed in the context of theories
on regeneration, including the role of developmental genes, and compared to related phenomena in
other animal phyla. As neoblasts in parasitic flatworms closcly resemble those from turbellarians, the
model system presented may well provide results applicable to some of the most important animal
parasites in men and beasts.
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Abkiirzungen:
Gattungen der Tricladenfamiliec Dugesiidae: D.: Dugesia
G.: Girardia (friher Dugesia)
S.: Schmidtea (friither Dugesia)
Diese Gattungen wurden frither als Subgenera des Genus Dugesia gefiihrt.
BrdU: 5-Brom-2"-desoxyuridin (kiinstlich hergestelltes Analogon zu Thymidin)
DNA: Desoxyribonukleinsiure
EC: Enzymnummer nach dem internationalen "Enzyme Codex" zur genauen Bezeichnung der
Substrat- und Wirkungsspezifitt
EDTA: Ethylendiamin-N,N,N’,N’-tetraacetat (Komplexbildner fiir zweiwertige Kationen)
ER: endoplasmatisches Reticulum
HEPES: N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N"-(2-ethansulfonsiure), Puffersubstanz
RNA: Ribonukleinsiure
Tricin: N-Tris-(hydroxymethyl)-methylglycin, Puffersubstanz

1. Die untersuchten Organismen

Die zu den Turbellarien (Strudelwiirmern) zusammengefassten Taxa bilden eine para-
phyletische Gruppe innerhalb des Stammes der Platyhelminthes (Plattwiirmer; EHLERS,
1985). Nach verbreiteter Meinung steht dieser Stamm der Bilateria ihrem Ursprung unter
allen Metazoenstimmen am nichsten (RIEGER, 1985). Diese Ansicht wird auch durch
molekulare Daten bestitigt (unter anderen von CARRANZA et al., 1997). Die einzelnen
Ordnungen innerhalb der Turbellarien unterscheiden sich voneinander erheblich. Das ist
aus dem hohen stammesgeschichtlichen Alter der Gruppe zu erkldren. Eine klassische
Einfiihrung in die Morphologie und Biologie dieser Tiere gibt z.B. HYMAN (1951), einen
Uberblick iiber ihre Organisation EHLERS (1985, 1995). Eine Ubersicht iiber die biologi-
sche Vielfalt der Turbellarien findet man bei CANNON (1986). Plattwiirmer sind triplobla-
stische Organismen, besitzen also drei Keimblitter. Eine sekundire Leibeshohle ist nicht
ausgebildet. Zu den wenigen Merkmalen, die allen Turbellarien-Taxa gemeinsam sind,
zihlen die zumindest teilweise Bewimperung des einschichtigen Epithels, die Exkretion
iiber Protonephridien mit terminalen Flammenzellen (mit Ausnahme der Acoela) und der
Besitz eines Zentralnervensystems mit Gehirn und mehreren Léngsnervenstringen zusitz-
lich zu einem zweischichtigen peripheren Nervensystem (REUTER et al., 1998; RIEGER et
al., 1991). Eigene Atemorgane und ein Zirkulationssystem fehlen. Dies ist aus der Klein-
heit bzw. geringen Dicke der Tiere zu verstehen. Bei den nach ihrem dreischenkligen Darm
benannten Tricladida (Bild 1, Seite 292) und bei den Polycladida fibernimmt der stark ver-
zweigte Darm die Verteilung der Nihrstoffe. Bei diesen Ordnungen ist die Leibeshohle von
einem Parenchym ausgefiillt. Mit wenigen Ausnabhmen sind Turbellarien frei lebende
Hermaphroditen. Ungeschlechtliche Fortpflanzung und damit asexuelle Stadien oder
Stimme sind von besonderer Bedeutung (s. Kapitel 2.3-5). Soweit dariiber Daten bekannt
sind, geht die Bildung neuer Zellen im wachsenden und im adulten Tier von einem einzi-
gen Typ von Stammzellen aus. Er wird heute zumeist als "Neoblast" bezeichnet und gilt fiir
viele Autoren als totipotent in dem Sinn, dass er der Vorldufer samtlicher somatischer und
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generativer Zellen ist (BAGUNA et al., 1988, 1994, BRaNDSTED, 1969). Ls ist jedoch umstrit-
ten, ob es sich hierbei tatsiichlich um einen einheitlichen Zelltyp handelt und in welchem
AusmaB allenfalls auch andere Zellen zur Zellerneuerung beitragen (s. Kapitel 3.2-5). Fiir
etliche Turbellarienordnungen stehen zellbiologische Analysen noch aus. Ein wesentliches
Ziel der hier beschriebenen Untersuchungen ist es. zur weiteren Klirung der Natur und des
Ursprungs der Neoblasten sowie zum Verstindnis ihrer Rolle fiir Zellerneuerung und
Regeneration beizutragen. Totipotente Zellen sind innerhalb des Tierreichs nur noch von
Schwiimmen (Porifera) bekannt (BERGQUIsT, 1978; CoNNES, 1974) und im iibrigen bei
hoheren Pflanzen verbreitet (SACHS, 1991). Diese lingst evidente, aber lange nicht in ihrer
zellbiologischen Bedeutung erkannte Stammzellenstrategic der Pflanzen wurde auch durch
andere Autoren bestitigt und in ihrer evolutiven Bedeutung gewiirdigt (VAN DER Kooy &
WEIss, 2000). Eine getrennte Keimbahn ist fiir Plathclminthen bisher nicht beschrieben
worden und jedenfalls nicht typisch, weil auf Grund zahlreicher Befunde in vielen Fillen
Keimzellen aus somatischen Zellen entstehen miissen. Das folgt aus dem Wechsel sexuel-
ler und asexueller Generationen bei parasitischen Ordnungen, wie etwa den Digenea unter
den Trematoden (Saugwiirmern; s. EHLERS, 198%), ebenso aber auch aus der Tatsache. dass
bei den paludicolen Tricladen (Planarien) die Gonaden, etwa unter Hungerbedingungen,
vollig eingeschmolzen werden konnen und dann unter geeigneten Umstiinden wieder neu
entstehen (STOPPENBRINK, 1905; vgl. auch GRASSO & BENAzzI, 1973, fiir die "Sexualisier-
ung” asexueller Stimme durch geeignete Fiitterung). Fiir die Tricladen gibt es auch aut
Grund cytogenetischer Marker Beweise dafiir, dass im adulten Tier Keimzellen und soma-
tische Zellen aus cin und demsclben Zelltyp hervorgehen konnen (BAGUNA ct al., 1989a).
Man konnte nun freilich eine solche gemeinsame Stammzelle als generative Zelle bezeich-
nen und der Keimzelllinie zuordnen. Wenn eine solche Zuschreibung auch nicht {iblich ist,
wire sie moglich und ihre Akzeptanz cine reine Definitions- bzw. Konventionstrage.
Tatsdchlich ist einc solche Begriffsbestimmung fiir Digenea vereinzelt vorgeschlagen wor-
den (CLARK, 1974). Dies iindert aber nichts an der Tatsache, dass eben die Keimbahn von
den Linien somatischer Zellen weder durch das obligate Auftreten von Meiosen (und
Zygoten) noch durch eine nachvollziehbare Abstammung aus bestimmten embryonalen
Zellen getrennt ist. Vom socben zitierten Autor werden denn auch dicse "germinal cells” als
Triger einer Sukzession diploider Zellen bezeichnet., aus der aufeinander folgende
Larvenstadien dhnlich wie in einem Knospungsprozess hervorgehen. Auch bei Schwiim-
men (Porifera), Hydroiden und koloniebildenden Tunikaten ist keine eigene Keimbahn
ausgeprigt (Buss, 1987). Meristematische Gewebe hoherer Pflanzen bieten iibrigens eine
dhnliche Situation, wenn man ihre Beziehung zu den Keimzellen betrachtet (SAcHs, 1991).

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgetiihrten Untersuchungen wurden vor allem
StiBwasserplanarien (Ordnung: Tricladida, Unterordnung: Paludicola) und in geringerem
AusmaB Macrostomiden (Ordnung: Macrostomida) herangezogen. Der Begriff "Planaric”
wird hier in seiner urspriinglichen Bedeutung als Synonym fiir "Triclade" verwendet
(BR@NDSTED, 1969) und nicht, wie sich das im englischsprachigen Schrifttum cinzubiirgern
beginnt, als Synonym fiir Turbellar. Die beiden Planarienarten Schmidtea (Dugesia)
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polychroa (SCHMIDT 1862) und Dugesia tahitiensis GOURBAULT 1977 (Bild 2, Seite 293)
sind beide SiiBwasserbewohner. Beide gehoren, wie auch das zum Vergleich wiederholt
erwihnte Genus Girardia, zur Familie der Dugesiidae (BALL, 1974). Die Tiere der zuerst
genannten Art kamen aus der weiteren Umgebung Salzburgs (PETER & SCHURMANN, 1995)
und entstammten einer pseudogamen, also sexuellen Population mit triplo-hexaploidem
Karyotyp und rein maternalem Erbgang (Biotyp B nach BEnAzzi, 1957 und BENAZZI &
BENAZZI LENTATY, 1976). D. tahitiensis ist eine nur von Tahiti bekannte, endemische Art,
von der bisher keine sexuellen Stadien beobachtet worden sind (GOURBAULT, 1977). Sie
stellt somit nach heutiger Kenntnis den Idealfall einer asexuellen Planarienart ohne
Keimzellen dar. Auf die Problematik der Artdefinition ohne Gonaden sei hier nur hinge-
wiesen. Im Zusammenhang mit dem Fundort (es gibt auf Tahiti keine dhnliche Art) sind die
verwendeten Tiere jedoch eindeutig definiert. AuBerdem existieren populationsgenetische
Daten iiber ihre Isoenzyme (NASCETTI et al., 1990). Auf Grund dieser Informationen und
ihrer Morphologie wurde die Art in das frithere Subgenus (jetzige Genus) Girardia einge-
reiht (GOURBAULT, 1977; NASCETTI et al., 1990). Die Kulturen von Macrostomum (Abb. 1)
stammten von Tieren, welche an der Ostkiiste der USA (RIEGER et al., 1988) bzw. in der
Adria bei Lignano aufgesammelt wurden.

A

Abb. 1:

Macrostomum hystricinum marinum aus
Laboratoriumskulturen.

A) Adultes Tier, B) frisch geschliipftes
Exemplar, C) Tier knapp vor dem
Schliipfen, D) Embryo etwa in der Mitte
seiner Entwicklung. Balken: jeweils 100
pm. Photo: R. M. RIEGER, Wiedergabe mit
freundlicher Genehmigung.
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Bild 1: Bauplan einer Planarie (Turbellaria: Tricladida - Paludicola) in schematischer Darstellung.
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Bild 2: Die beiden Planarien Schmidtea (Dugesia) polychroa (a) und Dugesia tahitiensis (b) in
Dorsalansicht. Lebendaufnahmen (Olympus Zuiko Auto Macro 3,5 / 50mm). Balken: 2 mm.




2. Regeneration und asexuelle Reproduktion

2.1. Fakten und friihe Theorien

Das auBergewdhnlich groBe Regenerationsvermdgen einer Turbellarienart fiel schon
im 18. Jahrhundert auf: PaLLAs (1774) entdeckte, dass kleine Fragmente einer Planaric [es
war Bdellocephala punctata (PaLLas 1774)] wieder zu vollstindigen Tieren heranwuchsen.
MORGAN (1898) fand dann, dass noch 1/279 der Masse eines Wurmes geniigte, um cine
vollstindige Girardia (Dugesia) tigrina (GIRARD 1850) zu regenerieren. Das entspricht
einer Mindestzahl von etwa 10.000 Zellen (MONTGOMERY & COWARD. 1974). Wenn
Planarien als Modellorganismen an der Wiege der modernen Regenerationsforschung stan-
den, war dies somit kein Zufall. Charles Manor CHILD und Thomas Hunt MORGAN ent-
wickelten um 1900 an Hand zahlreicher Versuchsreihen grundlegende Konzepte fiir die
weitere Forschung (siehe z.B. CHILD, 1941; MORGAN, 1900). Eine Fiille weiterer Unter-
suchungen wurde durch diese bahnbrechenden Arbeiten angeregt. Man entdeckte die nahe-
zu unbeschriinkte Fihigkeit von Planarien, Gewebe und einzelne Organe sowohl nach
Amputation (reparativ) zu regenerieren als auch ganze Korperteile zu ersetzen. Diesen
Vorgang bezeichnete man urspriinglich als Restitution (KorscHeLT, 1927), doch hat sich
mittlerweile die Bezeichnung Regeneration auch dafiir eingebiirgert. Planarien regeneric-
ren sowohl in der Liingsachse (vordere, hintere und bipolare Regenerate) als auch lateral
nach Lingsschnitten sowie interkalar, wenn man Stiicke aus Tieren quer herausschneidet
und die beiden Endstiicke aufeinander pfropft. Eine Minimalbedingung fiir die
Regeneration scheint lediglich ein im Stumpf verbliebenes Stiick eines Nervenstranges zu
sein (SPERRY & ANSEVIN, 1975; SpErry et al., 1973). Schon friih entstanden etliche
Konzepte, die den Ablauf der Regeneration bei Planarien zu erkliren versuchten. Dabei
standen Gradienten stoftlicher oder physiologischer Art sowic die Frage nach der
Bestimmung der Polaritit im Mittelpunkt der Diskussionen (weitere Details im Kapitel 6).
Eine Ubersicht mit zahlreichen Literaturzitaten dazu findet man bei BRONDSTED (1969).
Die postulierten Gradienten, Induktions- und Hemmfelder (WoLpk et al., 1964) licBen sich
jedoch so lange nicht mit realen Substanzen und Mechanismen austiillen, als entsprechen-
de Methoden fehlten.

Hypothesen zur zellbiologischen Grundlage der Regencration entstanden in der Folge
der friihen Regenerationsstudien auf Grund der histologischen Befunde von regenerieren-
den Tieren. Die Regenerationsblasteme werden aus relativ kleinen Zellen mit stark baso-
philem Cytoplasma aufgebaut, welche in grofier Zahl im Parenchym vorhanden sind. Diese
Zcllen werden heute meist als Neoblasten bezeichnet und wurden von vielen Autoren fiir
die totipotenten Stammzellen des Regenerationsblastems gehalten (5o z. B. KELLER, 1894;
MORGAN, 1900; RANDOLPH, 1897). Andere hingegen machten Dedifferenzicrungsvorgiinge
fiir die neu gebildeten Korperteile verantwortlich (so z.B. STEINMANN, 1925). Die Be-
teiligung eines als Morphallaxis bezeichneten Umbaues vorhandener Gewebe zusiitzlich
zur Epimorphose wurde bereits von MORGAN (1900) erkannt (s. auch Kapitel 6). Fiir ¢cine
Neubildung im Sinn einer Epimorphose sprechen die Ergebnisse von Dusots (1949), wel-
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che die Inaktivierung von Neoblasten durch Rontgenbestrahlung einfiihrte und eine klassi-
sche Beschreibung der Regenerationsblasteme verfasste (s. auch STEPHAN-DuUBOIS, 1965).
Ebenso machten Experimente, in denen Neoblasten mit tritiiertem Uridin markiert worden
waren, den Aufbau des Blastems aus diesen Zellen wahrscheinlich (LENDER & GABRIEL,
1965). Auch in neuerer Zeit ist die Eignung von Planarien als Modellorganismen fiir das
Studium der Zelldifferenzierung erkannt worden (siehe z.B. MARTELLY & FRANQUINET,
1984).

2. 2. Wie liuft die Regeneration bei Turbellarien ab?

Die grofite Zahl der dlteren Regenerationsstudien beschrinkte sich darauf, die Wieder-
herstellung der fehlenden Teile nach Amputation morphologisch zu beschreiben, das
Regenerationspotential verschiedener Arten und Korperregionen zu untersuchen und aus
dem Verlauf der Regeneration und dem Einfluss bestimmter Substanzen Induktions- und
Hemmfelder abzuleiten. Zusammenfassende Darstellungen dazu findet man bei BAGUNA
(1998). BR@NDSTED (1969), LENDER (1965) und WOLFF et al. (1964). Ganz iiberwiegend
waren triclade Planarien die Untersuchungsobjekte.

Ein Gesamtbild iiber den Regenerationsablauf bei allen Turbellarienordnungen ldsst
sich zur Zeit wegen der grofien Liicken im Datenmaterial nicht gewinnen. Ein Regenera-
tionsblastem, das gegen den iibrigen K6rper abgrenzbar ist und in dem die verloren gegan-
genen Gewebe durch Differenzierung neuer Zellen gebildet werden, ist fiir viele Arten
(siche z. B. BR@NDSTED, 1969; DuBols, 1949; STEPHAN-DUBOIS, 1965, fiir Triclade sowie
LADURNER et al., 1998, 2000, fiir Macrostomum) beschrieben worden, kann aber auch feh-
len, wie z.B. bei den Catenuliden Stenostomum (VaN CLEAVE, 1934) und Catenula
(MORACZEWSKI, 1977) sowie beim Macrostomorphen Microstomum (PALMBERG, 1986).
Wenig ist liber die Regeneration bei den Acoelen bekannt, die an der Basis der
Platyhelminthes stehen und neuerdings von einigen Autoren auf Grund von 18S rRNA-
Sequenzen sogar als eigener, noch urspriinglicherer Stamm von den Platyhelminthes aus-
gegliedert und an die Basis der Bilateria gestellt wurden (Ruiz-TrILLO et al., 1999). Diese
Ansicht ist jedoch umstritten. Kleinste abgeschnittene Stiicke des Acoelen Amphiscolops
regenerieren innerhalb von Minuten bis Stunden vollstdndige Exemplare mit den urspriing-
lichen Proportionen, wobei eine Formregulation (Morphallaxis) unter wesentlicher
Beteiligung des Entoderms der eigentlichen Regeneration vorausgeht (STEINBOCK, 1963).
Leider fehlen dazu bisher genauere zellbiologische Beobachtungen.

Bei den Tricladen (Planarien) kann man im Ablauf der Regeneration folgende Stadien
unterscheiden (BAGUNA, 1998; BAGUNA et al., 1994; PEDERSEN, 1972; SPIEGELMAN &
DuDLEY, 1973): Nach einer Amputation schliefit sich die Wunde zunéchst sehr rasch inner-
halb von 10 Minuten durch Muskelkontraktion. Sodann breitet sich das existierende
Epithel durch Abflachung der Zellen iiber die Wundstelle aus. Im Verlauf dieses Wundver-
schlusses, der nach einer Stunde beendet ist, sind keine Zellteilungen im Wundbereich zu
beobachten. Unmittelbar nach diesem schnellen Prozess bildet sich ein Blastem, in wel-
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chem innerhalb von Tagen bis Wochen die verloren gegangenen Strukturcn ncu gebildet
werden. Dieses Blastem wird aus Neoblasten aufgebaut und enthiilt mit fortschreitender
Regeneration in zunehmendem MaB differenzierte Zellen. Es ist nicht endgiiltig geklirt, ob
Neoblasten aktiv ins Blastem einwandern (DuBOIS, 1949; NEWMARK & SANCHEZ
ALVARADO, 2000) oder durch eine gesteigerte Mitoserate in der benachbarten Region pas-
siv dorthin gelangen (BAGUNA et al., 1988; s. auch Kapitel 3.3). Mitosen in der unmittel-
baren Nachbarschaft des Blastems sind jedenfalls beobachtet worden. Fiir das Blastem
selbst sind immer wieder Mitosen beschrieben worden (z.B. BEST et al., 1968; GREMIGNI &
PuCCINELLI, 1977). Fiir die entsprechenden Priiparationen wurden von den zuvor entfern-
ten Blastemen Quetschpriparate hergestellt. Die urspriingliche Lage der Zellen im
Gewebeverband lisst sich aus solchen Priiparaten nicht zweifelsfrei rekonstruicren; daher
ist unsicher, ob dabei nicht auch die ans Blastem angrenzende Korperregion erfasst wurde.
Die meisten neueren Arbeiten stimmen darin iiberein, dass es im Blastem selbst und auch
im Epithel keine Mitosen gibt (siehe z. B. BAGURA, 1998; Dusois, 1949). Wie auch in
neuerer Zeit gezeigt werden konnte (z.B. von Hori & KiSHIDA, 1998, fiir Planarien, von
RIEGER et al., 1999, fir Macrostomum), findet man im Blastem — je nach dessen Alter -
iiberwiegend Zellen, die in Differenzierung begriffen oder schon differenziert sind. Aus
den beobachteten Stadien lassen sich von Neoblasten ausgehende Differenzierungsreihen
zu einzelnen somatischen Zelltypen ableiten. Je nach der untersuchten Tricladenart und
dem Umfang der amputierten Teile sind diese nach wenigen Tagen bis Wochen wiederher-
gestellt. Neben den Epithelzellen sind Muskelzellen die ersten neu gebildeten Zellen. Das
geht aus histologischen Befunden (Dusols, 1949), ultrastrukturellen Beobachtungen
(MoRITA & BEST, 1984a) und auch aus immuncytochemischen Ergebnissen (CEBRIA et al.,
1997; s. auch BAGURA, 1998) hervor. Allerdings weicht die duBere Gestalt des Regenerats
zundchst von der Ausgangsform mehr oder weniger ab. Wenigstens bei Planarien kommt
es anschliefiend zu einer Umgruppierung von Geweben, die als "Remodeling” ¢inen mor-
phallaktischen Prozess darstellt (siehe z.B. MEaD & CHRISTMAN, 1998). Nach cinem
Zeitraum von vier Wochen sind bei Girardia (Dugesia) tigrina (GIRARD 1850) die
urspriinglichen Korperproportionen wiederhergestellt (BAYASCAS et al., 1997). Dic daran
beteiligten Prozesse und histologischen Veriinderungen sind bisher erst wenig untersucht
worden (siche z.B. GABRIEL, 1970; MORITA & BEST, 1984a, b; PALMBERG, 1986; PEDERSEN,
1972).

2. 3. Der "Alltagswert' eines auBlergewohnlichen Regenerationsvermigens:

Reproduktion und Zellerneuerung ) ]
Beobachtungen iiber extreme Regenerationsleistungen in Experimenten mogen sen-

sationell sein. Die Frage nach der biologischen Bedeutung dieser Vorgiinge und somit ihrer
Entstehung wihrend der Evolution ist damit keineswegs beantwortet, jedenfalls so lange
Verletzungen nicht als Ereignisse im Leben eines Organismus erkannt sind, deren erfolg-
reiche Reparatur die Fitness einer konkurrierenden Population entscheidend erhoht. Dazu
gibt es fiir Turbellarien keine Daten. Eigene Freilandbeobachtungen lieferten keinen Anlass
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zu einer solchen Annahme. Auch gibt es unter den Tieren viele erfolgreiche FlieBwasser-
arten ohne eine vergleichbare Regenerationsmoglichkeit. Von sehr kurzlebigen Arten mit
entsprechend rascher Generationenfolge (Arten mit "Zellkonstanz") abgesehen, hat jeder
Organismus im Rahmen des stindigen Turnover von Geweben Bedarf an neuen Zellen.
Erkenntnisse liber die zellbiclogischen Strategien im Lauf der Regeneration sollten daher
auch fiir das Verstindnis der Mechanismen dieser "physiologischen Regeneration™ hilf-
reich sein, wenn auch keineswegs beide Vorgiinge notwendigerweise gleich ablaufen miis-
sen.

Ein Regenerationspotential, das hohere Proliferationsleistungen voraussetzt, als man
fiir die stindige Zellerneuerung im Rahmen der normalen physiologischen Prozesse erwar-
ten wiirde, sollte sich auch zu wesentlichen Abldufen in der Biologie der Tiere in
Beziehung setzen lassen. Es gibt tatsdchlich mindestens zwei derartige Vorginge, die ent-
scheidend von der hohen Regenerationsfahigkeit profitieren: die Fahigkeit, lange
Hungerperioden zu iiberdauern, sowie die asexuelle Vermehrung, welche bei Turbellarien
weit verbreitet ist. Planarien kénnen wochenlang hungern, schmelzen dabei ihre Gewebe —
bet den Gonaden beginnend - zunehmend ein und wachsen bei Nahrungszufuhr wieder zu
voller GroBe heran, sofern nicht eine bestimmte MindestgroBe unterschritten worden ist
(STOPPENBRINK, 1905). Asexuelle Reproduktion in Form von Querteilungen (Fissionen)
kommt in zwei Typen vor: Bei der Architomie (sie ist bei Tricladen, also bei Planarien, die
vorherrschende Form der asexuellen Fortpflanzung) werden die fehlenden Teile erst nach
der Durchtrennung regeneriert (BR@NDSTED, 1969). Bei der Paratomie geht eine Organoge-
nese in Primordialanlagen der Trennung der Tochtertiere voraus, wobei es zur voriiberge-
henden Bildung von Tierketten kommen kann. Paratomie findet man unter anderem bei der
Gattung Microstomum, einem Vertreter der Ordnung Macrostomida (PALMBERG & REUTER,
1983). In der Acoelen-Gattung Convolutriloba gibt es neben sexueller Vermehrung die
Fihigkeit, neue Individuen durch Quer- und Lingsteilung (AKESSON et al., 2001) oder auch
durch Knospenbildung am Hinterende abzuschniiren, wobei deren Polaritit der des
Muttertieres entgegengesetzt ist (HENDELBERG & AKESSON, 1988). Asexuelle Fortpflan-
zung kommt bei sehr urspriinglichen Turbellarienarten vor und scheint somit phylogene-
tisch alt zu sein (RIEGER, 1986). Ein grofler Stammzellenpool erméglicht einen entspre-
chend raschen Ablauf derartiger Vermehrungsvorginge, welche die Regeneration etlicher
Organsysteme implizieren. Die Eigenschaften und Funktionen dieser Stammzellen (Neo-
blasten) werden weiter unten erdrtert (s. Kapitel 3).

2. 4. Fortpflanzung bei Turbellarien: urspriingliche Verhiiltnisse oder ein Sonderfall
in der Evolution?

Aus den eben geschilderten Fakten lisst sich vorbehaltlich der noch nicht endgiiltig
gekldrten Herkunft und zusétzlichen Funktionen von Neoblasten folgende Hypothese
ableiten: Die Existenz der asexuellen neben der sexuellen Fortpflanzung, damit aber auch
die auf einem groBen Neoblastenpool basierende Stammzellenstrategie der Turbellarien, ist
phylogenetisch alt und zusammen mit der Existenz von urspriinglich drei und nicht, wie

297



friiher in der Regel angenommen, zwei fiir dic Fortpflanzung der Bilateria zustiindigen
Zelltypen zu sehen. Zu den minnlichen und weiblichen Gameten tritt eine Zelle, die man
als "asexual spore" bezeichnen konnte (RIEGER & WEYRER, 1998). Thre Besonderheit ist bei
den Turbellarien unter anderem, dass sie als Stammzelle im Gegensatz zur sexuell entstan-
denen Zygote withrend des gesamten adulten Lebens persistiert und im extremen Fall sogar
ganz an die Stelle der Gameten treten kann. Derlei Stammvzellen bilden offensichtlich cinen
Teil des heterogenen Neoblastenkompartiments (s. Kapitel 3.5-6). Die Evolution sexueller,
parthenogenctischer (pseudogamer) und asexueller Fortptlanzungsformen lisst sich an
Hand bioenergetischer und 6kologischer Uberlegungen aus optimalen Anpassungen an
unterschiedliche Nahrungsangebote erkliiren (CaLow et al., 1979). Asexuelle Reproduk-
tion durch Architomie (Querteilung mit darauf folgender Regeneration der fehlenden Teile)
ist danach fiir das Leben in nahrungsarmen FlieBgewiissern optimal. Folgende Tatsachen
sprechen dafiir, dass die Stammform der Bilateria sich weder nur sexuell noch rein asexu-
ell fortpflanzte, sondern iiber die Option oder einen regelmiilligen Wechsel zwischen sexu-
eller und asexueller Fortpflanzung verfiigte:

(1) Eine regelmiBige Abfolge zwischen diesen Reproduktionsweisen findet man in dem als
Metagenese bezeichneten Generationswechsel vielfach auch bei den Coclenteraten
ebenso wie unter den Platyhelminthes, so bei den parasitischen Trematoden und
Cestoden (siche z.B. Eniers, 1985).

(2) Bei den Turbellarien treten alle drei Fortpflanzungsformen immer wieder auch bei ein
und derselben Art auf. Dadurch ist ein maximales Adaptationspotential gegeben, wobei
auf lange Sicht die Mdoglichkeit zur Rekombination und damit eine fiir die weitere
Evolution ausreichende genetische Vielfalt gewahrt bleibt. Mitunter wechselt sogar ein
und dieselbe Population zwischen sexueller und asexueller Reproduktion: das ist wie-
derholt unter Freilandbedingungen wie auch bei Laborhaltung beobachtet worden.
Manche Arten lassen sich durch geeignete Ernihrung sogar kiinstlich "sexualisieren”
(GrASsO & BENAZZI, 1973).

(3) Die Existenz eines eigenen "somatischen” Zelltyps, der in ununterbrochener Folge
ohne Meiosen das individuelle Leben iiberdauert und in dieser Hinsicht der Keimbahn
dhnlich ist, wiirde die Anschauung von der urspriinglichen Existenz dreier generativer
Zclltypen bei Bilateriern erhirten. Ein solcher Zelltyp entspriiche der oben zitierten
"asexual spore” (RIEGER & WEYRER, 1998) und wird von vielen Autoren in Form einer
totipotenten Stammzelle unter den Neoblasten der Turbellarien vermutet (s. Kapitel 3).
Fiir evolutionsbiologische Uberlegungen wiire es wichtig, zu wissen, ob es ihn tatsiich-
lich gibt. Zur Kldrung dieser Frage konnten die im Kapitel 3.7 beschriebenen Methoden
beitragen.

2. 5. Eine asexuelle Planarienart als Modellorganismus
Einen Extremfall unter den Tricladen stellt Dugesia tahitiensis dar (Bild 2b, Seite
293). Bei dieser endemischen Inselart ist bisher nur Vermehrung durch Querteilung



(Fissiparie) nachgewiesen. Anders als bei asexuellen Stimmen anderer Planarienarten ist
auch eine kiinstliche Sexualisierung (GRASsO & BENAZzz1, 1973) bislang nicht gelungen
(GOURBAULT, 1977). Aus Nachkommen der fiir die Erstbeschreibung dieser Art aufgesam-
melten Exemplare wurde eine Laborpopulation herangezogen, an welcher Basisdaten iiber
Regeneration und Reproduktion erhoben worden sind. Im Vergleich zu den anderen bisher
untersuchten Arten ist die mittels der Neubildung der Augen bestimmte Regenerationszeit
mit 43 h — 59 h (nach 50 h hatten 50% der untersuchten Tiere neue Augen) am kiirzesten.
Die Experimente wurden bei 23 °C durchgefiihrt. Die Regeneration verlduft in allen
Schnittebenen vom Vorderende bis etwa 0,5 mm vor der Schwanzspitze erfolgreich (PETER,
1995a). Die "Kopffrequenz" ("head frequency") ist somit 100%. Dieser Parameter ist bei
einzelnen Arten unterschiedlich und wird als Index fiir das Regenerationspotential ver-
wendet (BRONDSTED, 1969; Sivickis, 1931). Nach einer neueren Reihung der Regenera-
tionspotentiale von Planarien (TESHIROGI et al., 1977) entspricht D. tahitiensis dem am
besten regenerierenden Typ 8. Vergleichsweise ebenfalls rasch regenerieren Girardia tigri-
na, die bei 24 °C in frilhestens 3,8 Tagen ihren Kopf neu bildet (MEAD, 1985) und
Schmidtea (Dugesia) mediterranea (BENAZzI et al. 1975), welche bei 17 °C in 50% der
Fille ihre Augen nach ca. 80 h regeneriert hat (BAGUNA, 1976b). Die Regeneration lauft bei
D. tahitiensis in der oben (Kapitel 2.2) geschilderten Weise ab. Ein kleines, unpigmentier-
tes Blastem ist nach etwa 16 Stunden duBerlich erkennbar (Abb. 4).

Der Ablauf der Fission konnte beobachtet und photographisch dokumentiert werden
(PETER, 1994, 1995a; PETER & SCHURMANN, 1995). Der Prozess verliuft so, wie er fiir die

Abb. 2:

Dugesia tahitiensis, Stadien vor

einer Fission (Querteilung):

a) Exemplar mit Einschniirung
und stumpfem Hinterende,
welches nach der vorherge-
gangenen Fission noch nicht
vollstindig regeneriert wor-
den ist;

b) Tier mit vollstindigem
Hinterende und Einschnii-
rung in extremer Streckung.
Lebendaufnahmen (Zeiss
Tessovar). Balken: 3mm.




nordamerikanische Girardia (Dugesia) dorotocephala (WOODWORTH 1897) verbal be-
schrieben worden ist (MoRrIiTA & BEST, 1984c) und besteht im mechanisch bewirkten
Durchreiflen des Tieres an einer zuvor meist durch eine Einschniirung erkennbaren Korper-
stelle im Bereich des hinteren Korperdrittels (Abb. 2a). Vor der Teilung vollfithren die
Tiere oft extreme Dehnungen, wobei auch starke Einschniirungen héufig erst nach Stunden
durchreifien (Abb. 2b). Wihrend der hintere Teil des Korpers fest auf der Unterlage haftet,
kriecht das Vorderende weiter, so dass es zum Durchtrennen des Korpers an der verengten
Stelle kommt (Abb. 3). Fiir den Fissionsprozess bei G. dorotocephala wurde eine vermin-
derte neurale Koordination zwischen Vorder- und Hinterende verantwortlich gemacht
(MoRITA & BEST, 1984c¢). Im Parenchym von Dugesia japonica lassen sich im Bereich der
kiinftigen Querteilung Gap Junctions zwischen Parenchymzellen nachweisen (HORI &
KisHIDA, 1998). Die auf die Querteilung folgende Regeneration (Abb. 4) erfolgt ersten
Beobachtungen zufolge bei D. rahitiensis duBerlich gleich wie die Regeneration nach
kiinstlichem Durchschneiden. Histologische Befunde dazu stehen allerdings fiir beide
Vorgénge noch aus.

Abb. 3: Asexuelle Fortpflanzung durch Fission (Querteilung) bei Dugesia tahitiensis.
Drei aufeinander folgende Stadien: a) 3 Sekunden vor der Fission. Das Hinterende ist mit
dem restlichen Korper nur noch durch eine diinne Gewebebriicke verbunden. b) Einen
Sekundenbruchteil nach Durchreien dieser Verbindung; ¢) 10 Sekunden spiter. Der
Vorderteil ist mit fast unverminderter Geschwindigkeit weitergekrochen, wihrend das hinte-
re Fragment trige verweilt. Blitzphotos, Zeiss Tessovar. Aus PETER & SCHURMANN (1995).
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Abb. 4: Dugesia tahitiensis, Regenerationsstadien nach einer Fission.
Das in Abb. 3 abgespaltene Hinterende wurde a) 16 h, b) 58 h nach der Querteilung in
Riickenansicht photographiert (Zeiss Tessovar). ¢) Vorderteil dazu, 41 h nach der Fission.
Die Regeneration verlduft dhnlich wie nach Durchschneiden der Tiere. In (b) sind die win-
zigen, neu gebildeten Augen (Pigmentbecherocellen) erkennbar.

Die Populationsdichte wirkt sich auf die Fissionsrate hemmend aus (PETER, 1994,
1995a; PETER & SCHURMANN, 1997; PETER et al., 2001), wie dies auch fiir G. dorotocephala
zutrifft (MoriTa & BEST, 1984c). Auch in dieser Hinsicht erwies sich D. tahitiensis als
extrem vermehrungsfihig, indem der hemmende Einfluss der Populationsdichte wesentlich
geringer war als bei der nordamerikanischen Art. Die fiir diese beschriebene Hemmung der
Fortpflanzung durch Melatonin bestitigte sich in den oben erwihnten Studien iiber D.
tahitiensis. Der erwihnte Signalstoff ist im Organismenreich weit verbreitet und muss sehr
friih in der Evolution entstanden sein (MoORITA & BEST, 1993).

Auf Grund der soeben dargestellten Befunde erscheint D. tahitiensis als Modell-
organismus fiir Studien iiber Regeneration, asexuelle Reproduktion und das Stamm-
zellensystem von Tricladen aus den folgenden Griinden hervorragend geeignet:

(1) Einzeltiere bilden wegen der ausschlieBlich asexuellen Fortpflanzung ohne kiinstlichen
Eingriff Klone. Die genetische Variabilitit kann daher auf das durch neue Mutationen
und einen allfilligen Mosaikcharakter des Zellbestandes der Tiere gegebene MaB
beschrinkt werden. Innerhalb der natiirlichen Population gibt es allerdings sehr wohl
Enzympolymorphismen (NASCETTI et al., 1990).

(2) Die Abwesenheit von Keimzellen erleichtert die Analyse der Neoblasten und ihrer



Funktionen, indem sie weder deren Isolierung und Fraktionierung (s. Kapitel 4) stéren
noch Unsicherheiten beziiglich der Abkunft differenzierter Zellen (vgl. GREMIGNI,
1981; GREMIGNI & PuccCINELLI, 1977) verursachen kénnen.

(3) Das extrem groBe asexuelle Vermehrungspotential ldsst eine besonders hohe
Neoblastendichte erwarten. Diese Erwartung hat sich bestitigt (Tab. 1). Neoblasten
sollten sich daher aus dieser Art in besonders hoher Ausbeute gewinnen lassen (PETER
& SCHURMANN, 1997).

(4) Dugesia tahitiensis lebt in tropischen Fliissen bei 23 ~ 24 °C (GoursauLr, 1977). Diese
Werte liegen im Bereich unserer Raumtemperaturen. Auf Tahiti dndern sich die
Monatsmittel der Lufttemperatur auf Meeresniveau im Jahresgang im Bereich von 24.8
— 26,8 °C (STRETEN & ZILLMAN, 1984). Dic tiiglichen Temperaturschwankungen sind in
tropischen Urwaldfliissen sehr gering. Daher kommt die Laborhaltung bei konstanter
Temperatur in thermischer Hinsicht den natiirlichen Bedingungen sehr nahe. Fiir dic
einheimische S. polychroa trifft dies nicht zu; sie ist in ihren natiirlichen Biotopen
betrichtlichen jahreszeitlichen Temperaturschwankungen ausgesetzt. Gegeniiber ein-
heimischen kaltstenothermen Quellarten bietet D. rahitiensis neben wesentlich rasche-
rer Regeneration den Vorteil der einfacheren Handhabung bei Raumtemperatur.

(5) Das Durchschneiden der Tiere beeintrichtigt diese nicht sichtbar. Nach Osterreichi-
schem Recht fallen Turbellarien nicht unter das Tierversuchsgesetz. Entsprechende
Experimente bediirfen daher keiner Anmeldung oder Genehmigung. Da ein dem kiinst-
lichen Durchschneiden verwandter Prozess, nimlich das Durchrei3en der Tiere beim
Fissionsvorgang, zum regelméBigen Lebenszyklus gehdrt und auch die nachfolgende
Regeneration in beiden Fillen ganz dhnlich abléuft, kann auf einc minimale zusétzliche
Storung der Tiere durch den kiinstlichen Eingriff geschlossen werden. Im Gegensatz
zur Situation bei hoheren Tieren erscheinen daher ethische Bedenken, wic sie sonst bei
Tierversuchen naheliegen, nicht angebracht.

3. Zellbiologie der Regeneration bei Turbellarien

3.1. Zelltypen von Turbellarien

Studien iiber die mikroskopische Anatomie der Turbellarien haben eine lange
Tradition. Aktuelle Darstellungen findet man bei RIEGER (1981) und RIEGER et al. (1991).
Da bei dieser Tiergruppe eine vollstindige anatomische Beschreibung stets den Einsatz
mikroskopischer Techniken erfordert, haben die anatomischen Untersuchungen auch zahl-
reiche Daten zur Cytologic und Histologie erbracht. Jedoch fehlen bislang systematische
und groB angelegte cytologische Bestandsaufnahmen, wie wir sie fiir die Vertebraten ken-
nen (siche z. B. GENESER, 1986). Der Wissensstand auf diesem Gebiet muss daher in cinem
wesentlich grofleren Mafl als vorldufig gelten, als dies etwa fiir dic Cytologic und
Histologie der Sauger der Fall ist. Die in Zukunft zu erwartende Beschreibung neuer
Zelltypen darf auch umso weniger iiberraschen. als bisher erst einige wenige Arten von
Turbellarien diesbeziiglich eingehend studiert worden sind. Angaben iiber die in Zellaus-
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strichen lichtmikroskopisch identifizierbaren Zelltypen liegen fiir Planarien vor (BAGUNA
& ROMERO, 1981:; BAGURA et al., 1990; ROMERO & BAGUNA, 1991). Die zitierten Autoren
unterscheiden je nach Art 12-13 verschiedene Zelltypen (s. Tab. 1), wobei sie bei den
Driisenzellen cine grofere Zahl von Typen vermuten, als sie in ihren Préparaten einwand-
frei erkennen konnten. Untersuchungen mit monoclonalen Antikdrpern haben allerdings
schon jetzt eine wesentlich groBere Vielfalt enthiillt. Es wurden fiir einzelne Zelltypen spe-
zifische Antikorper und unter diesen regional spezifische Molekiile gefunden; davon rea-
gierten 7% mit allen Zellen und 10% mit mehr als einer Zelle. Allerdings hat man bisher
keinen Antikorper entdeckt, der sich ausschlieBlich gegen Neoblasten richtet (BUENO et al.,
1997).

Tab. 1: Anteil verschiedener Zelltypen am Korper von 3 Planarienarten aus der
Familie Dugesiidae
Die Zellen wurden nach Mazeration und Fixierung ganzer Tiere nach BAGUNA & ROMERO
(1981) unter dem Phasenkontrastmikroskop gezihlt. Die Millimeterwerte beziehen sich
auf die Korperlingen. Die Werte fiir G. tigrina und S. mediterranea wurden aus der cben
zitierten Publikation ibernommen und basieren auf je 10 Tieren (vgl. auch BAGUNA et al,,
1990). Die Zahlen fiir Dugesia tahitiensis entstammen einer Pilotstudie an 4 Tieren und sind
als vorliutig einzustufen, weil fiir eine genaue Bestimmung entsprechende Firbeverfahren
angewendet werden miissen.

Zelltypen Anteil in % aller Zellen einer Planarie der Art
Dugesia tahitiensis Girardia tigrina  Schmidtea mediterranea
8 mm 7 mm 7 mm 16 mm
Neoblasten 44 32 28 18
Nervenzellen 6 22 16 8
Epithelzellen 7 12 13 11
Parenchymzellen 3 10 15 25
Acidophile Driisenzellen 4 3 6 9
Basophile Driisenzellen 5 3 4 3
Pigmentzellen | | 1 2
Muskelzellen 9 2 3 2
Gastrodermalzellen 3 4 4 6
Kolbenzellen 2 1 1 1
Flammenzellen 1 - l 2
Rhabditenzellen 3 10 2 2
"Gestreifte Zellen” 2 - 1 1
Nicht zugeordnet 10 - 5 5

303



© Naturwiss.-med. Ver. Innsbruck; download unter www.biologiezentrum.at

Bild 3: Histologischer Schnitt durch das Parenchym der Planarie Schmidtea polychroa. Nach Pa-

Bild 4: Neoblastenisolierung aus Schmidtea polychroa nach BETCHAKU (1967).
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raffineinbettung gefirbt mit Azur A — Eosin B (PEDERSEN, 19592, b). Diese Firbung ist fiir
Neoblasten spezifisch. Das Cytoplasma und der Nucleolus dieser Zellen (Pfeilkopfe) erschei-
nen intensiv blau, der Kern ist blass blau gefarbt; m: Muskelzellen, p: Parenchymzellen, pi:
Pigmentzellen. Balken: 30 pm. Mit freundlicher Genehmigung aus SCHURMANN (1993).

3

Stadium nach 24 h, gefiarbt mit Azur A — Eosin B wie fiir Bild 3. Aus dem in hypotonem
Medium (HOLTFRETER-LOsung, 5/8 - konzentriert, 77 mOsmol/kg) befindlichen Gewebe-
fragment sind zahlreiche Neoblasten ausgetreten (Pfeilkdpfe). Sie aggregieren miteinander
und sind an der intensiv blauen Firbung erkennbar. Balken: 30 um. Mit freundlicher Ge-
nehmigung aus SCHURMANN (1993).



3. 2. Neoblasten, ein besonderer Zelltyp: Beobachtungen und Korrelationen

Der Zelltyp des Neoblasten fiel bereits friihzeitig auf und wurde zuerst als
"Bildungszelle" bezeichnet (VON WAGNER, 1890). Die cytologische Beschreibung trifft auf
den gegenwirtig meist als "Neoblast” (RANDOLPH, 1897; DuBois, 1949) bezeichneten Zell-
typ zu; die mit dem Namen ausgedriickte Funktion wurde zunéichst aus dem gehéuften Auf-
treten solcher Zellen in Regenerationsblastemen erschlossen. Die Bezeichnung "Regenera-
tionszellen" findet sich bereits bei STOPPENBRINK (1905). In weiterer Folge wurde dieser
Zelltyp noch mit etlichen anderen Namen bezeichnet (BR@NDSTED, 1969). Neuerdings ist,
offensichtlich im Hinblick auf die noch ungeklarte Herkunft dieser Zellen und ihre nach
wie vor nicht ausreichend erforschten Funktionen und Differenzierungswege, fiir sie der
Ausdruck "undifferenzierte Zellen" ("undifferentiated cells") verwendet worden (HORI &
KisHIDA, 1998). Ubersichten tiber die Eigenschaften und Funktionen von Neoblasten geben
unter anderen BAGUNA (1981, 1998), BAGUNA et al. (1988, 1990, 1994), GREMIGNI (1981,
1988), LANGE (1983) und PEDERSEN (1959b, 1972). Lichtmikroskopisch lassen sich Neo-
blasten an ihrer kugelformigen, ovoiden oder birnenformigen Gestalt, ihrer hohen Kern-
Plasma-Relation, dem extrem basophilen Cytoplasma und einem prominenten Nucleolus
erkennen. Als spezifische Farbemethoden haben sich Azur A - Eosin B und Methylgriin -
Pyronin bewidhrt (PEDERSEN, 1959a, b). Fir Planarien werden je nach Art und
Vorbehandlung Zelldurchmesser von 8 — 15 pm und Kerndurchmesser von 5 — 11 pm ange-
geben (BAGUNA & ROMERO, 1981; SauziN-MonNoT, 1973). Bei S. polychroa und D.
tahitiensis betrigt der Zelldurchmesser frisch isolierter, lebender Neoblasten 10 — 13 um,
ihr Kerndurchmesser 9 — 11 pm; in fixierten und gefirbten Priparaten wurden 8 — 12 pm
fiir den Zelldurchmesser und 7 — 9 pm fiir den Kerndurchmesser gefunden (SCHURMANN et
al., 1998). Fiir das wesentlich kleinere Macrostomum wurden Neoblastendurchmesser von
5 — 9 um ermittelt (RIEGER et al., 1999). Ein bis zwei Zellfortsétze sind in histologischen
Schnitten (Bild 3, Seite 306) und in Zellkulturen (s. Kapitel 4.3) hiufig zu beobachten. Das
Cytoplasma bildet einen schmalen Saum und enthiilt stets Ribosomen in groBer Zahl (daher
auch die starke Basophilie) sowie Mitochondrien (MORITA et al., 1969). Unterschiede in
der GroBe und Organellenausstattung werden in aller Regel im Sinne von Stadien wihrend
der Zelldifferenzierung gedeutet (Horl, 1992, 1997; SAuzZIN-MONNOT, 1973).

Bei Beginn der Differenzierung treten zuerst endoplasmatisches Reticulum und
Golgiapparat auf (Hori, 1992, 1997; RIEGER et al., 1999; SAUZIN-MONNOT. 1973). Bei Pla-
narien findet man dann auch sogenannte "chromatoid bodies" auflen am Kern (PEDERSEN,
1972). Diese enthalten RNA (AULADELL et al.,, 1993) und wurden bei anderen
Turbellarienordnungen bisher nicht gefunden (RIEGER et al., 1999). Am besten sind die
Neoblasten von Planarien untersucht. Fiir sie wurde auch die spezifische Firbung mit Azur
A - Eosin B sowie mit Methylgriin-Pyronin urspriinglich beschrieben (PEDERSEN, 1959a,
b). Die spezifische Firbbarkeit mit Azur A - Eosin B konnte fiir die beiden Arten S.
polychroa und D. tahitiensis bestitigt werden (SCHURMANN, 1993; SCHURMANN et al.,
1998) und trifft auch fiir Macrostomum zu (RIEGER et al., 1999). Eine optimale Firbung
wird bei pH 5 erzielt. Bisher gibt es keine Anhaltspunkte fiir Neoblastentypen mit unter-
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schiedlicher Differenzierungskompetenz. Aus Strukturdetails wurden frither lediglich
unterschiedliche Differenzierungsstadien auf dem Weg von Neoblasten zu somatischen
Zellen abgeleitet (siehe z. B. Hori, 1992). Die raeisten Autoren ordnen dicse Zellen daher
einem einzigen Typ totipotenter Stammzellen zu. Dies folgt jedoch aus den cytologischen
Befunden keineswegs zwangsliufig (s. etwa Hav & CowarD, 1975). Wie weiter unten dar-
gelegt wird (Kapitel 3.5-6), gibt es Anzeichen fiir eine Heterogenitiit des Neoblastenpools
und auch kontroversielle Ansichten beziiglich der Herkunft und der Funktionen dieser
Zellen. Auch ist eine lichtmikroskopische Unterscheidung mehrerer Neoblastentypen
gelungen, deren Rolle und Bedeutung allerdings noch nicht geklirt ist (SCHURMANN et al.,
1998).

Neoblasten haben einen wesentlichen Anteil am Turbellarienkorper. Genaue Daten
gibt es bisher nur fiir Triclade (Planarien). Dort nehmen sic in gut genihrten Excmplaren
beziiglich ihrer Zahl (wegen ihrer Kleinheit allerdings nicht hinsichtlich ihrer gesamten
Masse) den groBten Anteil unter allen Zellen ein. Ein Teil dieser Zellen wird heute iiber-
wiegend als totipotente oder wenigstens pluripotente Stammezellen interpretiert (s. Kapitel
3.3, 5, 6). Ein so hoher Anteil an Stammzellen diirfte im Tierreich eine ungewohnliche
Situation darstellen. Unter den bisher bekannten Zahlen nimmt der Neoblastenanteil in
Dugesia tahitiensis die Spitze ein (PETER & SCHURMANN, 1997). Eine erste Ziihlung ergab
einen Neoblastenanteil von 44% der gesamten Zellzahl (Tab. 1). Die Korrelation dieses
Wertes mit dem extrem hohen Regenerationsvermdgen von D. tahitiensis beleuchtet gut
die fiir die asexuelle Fortpflanzung vermutete Bedeutung dieses Zelltyps (s. auch Kapitel
2.5). Allerdings darf daraus nicht gefolgert werden, Arten mit groBem Neoblastenpool
seien in jedem Fall zu asexueller Reproduktion fihig. Es gibt nahe verwandte Arten von
Tricladen mit dhnlich grofiem Neoblastenpool, die sich entweder nur sexuell, nur asexuell
oder auf beide Weisen fortpflanzen. Dariiber hinaus ist asexuelle Fortpflanzung bei einer
ganzen Tricladenfamilie, nimlich den Dendrocuelidae, bisher nicht bekannt, obwohl ihre
Vertreter nicht wesentlich weniger Neoblasten besitzen als manche Vertreter der
Planariidae und Dugesiidae (BR@NDSTED, 1969; ROMERO et al., 1991a). Ebenso ist etwa
Macrostomum eine rein sexuelle Gattung, withrend sich der verwandte Macrostomorphe
Microstomum sexuell und asexuell fortpflanzt. Es muss also noch weitere Faktoren geben,
die iiber Regenerationsfihigkeit und Reproduktionsmodus entscheiden.

Die vorherrschende Reproduktionsweise scheint dabei in enger Bezichung zu 6kolo-
gischen Faktoren zu stehen, wobei die gemeinsame Abkunft von Keimzellen und somati-
schen Zellen aus einem Stammzellenpool die Wahl moglicherweise erleichtert (PETER et
al.,, 2001). Der Neoblastenanteil an der gesamten Zellzahl diirfte somit das Potential fiir
Regeneration und asexuelle Reproduktion bezeichnen, welches — je nach den anderen
Faktoren — mehr oder weniger herangezogen wird. Bei D. tahitiensis ist es offensichtlich
unter den bisher untersuchten Planarienarten im Sinne einer maximalen Regenerations-
und Reproduktionsrate und ciner ausschlieBlich asexucllen Fortpflanzung am meisten
geniitzt.
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3. 3. Neoblasten bauen neue Gewebe auf.

Die Funktion der Neoblasten musste lange Zeit aus den histologischen Befunden
erschlossen werden. Fiir die Tricladen (die Planarien), deren Neoblasten am ausfiihrlich-
sten beschrieben worden sind, ist der Vergleich dieser Zellen in verschiedenen Regenera-
tionsstadien weiterhin eine Hauptquelle der Information. Man beachte, dass die in diesem
Abschnitt diskutierten Ergebnisse und Argumente fiir sich nur etwas iiber das weitere
Schicksal der Neoblasten, jedoch nichts iiber deren Herkunft aussagen. Thre Stammzell-
natur, die fiir die meisten Experten als sehr wahrscheinlich gilt, hdngt jedoch wesentlich
von der Herkunft dieser Zellen ab und wird weiter unten (Kapitel 3.6) erortert.

Aus folgenden Beobachtungen leitete man die obligate Beteiligung von Neoblasten an
der Regeneration ab:

(1) In Blastemen von regenerierenden Planarien findet man in den Neoblasten und neobla-
stendhnlichen Zellen mit zunehmender Regenerationsdauer ultrastrukturell eine Zu-
nahme der Differenzierungsmerkmale, wie ER und Golgiapparat, ehe ausdifferenzierte
Zellen erscheinen (s. auch Kapitel 2.2; Horl & KisHIDA, 1998; PEDERSEN, 1972). Wird
eine Wunde bei S. polychroa durch Magnesiumionen kiinstlich offen gehalten, so
kommt es liber mehrere Tage hinweg an der Schnittfliche zu einem Verlust von Neo-
blasten , die durch massives Einwandern solcher Zellen in die Wundregion ersetzt wer-
den. Auch dieser Befund unterstreicht die Beteiligung von Neoblasten an der Regenera-
tion (SCHURMANN & PETER, 1998).

(2) Mitosen sind bisher, soweit {iberhaupt nach dem Zelltyp gefragt wurde, bei Turbellarien
nur in Neoblasten gefunden worden. Sollten tatsédchlich nur diese Zellen proliferations-
fahig sein, so wiren sie also ein notwendiges Stadium fiir jede Zellerneuerung. Die
meisten, freilich nicht gerade zahlreichen Beobachtungen liegen fiir Planarien vor
(siche z.B. BAGUNA, 1976a, b; MoORITA & BEST, 1984b). Insbesondere sind dazu nur
wenige Photographien publiziert worden. Da mitotische Zellen sich auch morpholo-
gisch von Interphasezellen unterscheiden, sind Irrtiimer bei deren lichtmikroskopischer
Identifizierung leicht moglich (BEST et al., 1968). Spezifische Antikorper sollten eine
eindeutige Zuordnung erméglichen, konnten aber bisher fiir Neoblasten nicht produ-
ziert werden. Elektronenmikroskopische Aufnahmen, welche die Diagnose des Zelltyps
mit groBerer Sicherheit ermdglichen als lichtmikroskopische Préparate, in denen nur
die Chromosomen gefirbt sind, findet man bei MORITA & BEST (1984b) fiir die Planarie
G. dorotocephala und bei RIEGER et al. (1999) fiir Macrostomum hystricinum marinum
RIEGER 1977. Die lichtmikroskopischen Untersuchungen unter den zitierten Arbeiten
bedienten sich auBerdem nicht spezifischer Neoblastenfirbungen, der Zelltyp wurde
offenbar aus Grofe und Gestalt erschlossen. Andererseits existiert aber auch kein ein-
deutiger Nachweis einer Mitose in einer differenzierten somatischen Turbellarienzelle
(siehe z.B. EHLERS, 1992).

(3) Aus Bestimmungen des DNA-Gehalts von Zellkernen wurde geschlossen, dass Zellen
in der G2-Phase nur unter Neoblasten zu finden sind (SALO & BAGUNA, 1984). Unter
der Voraussetzung der zuverldssigen Zuordnung der Zelltypen, die auch hier ohne spe-
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zifische Neoblastenfirbungen erfolgte, ist dies ein weiterer Beweis fiir die Rolle der
Neoblasten als Stadien auf dem Weg zu neuen differenzierten Zellen.

Die verlisslichsten Aussagen iiber das Schicksal von Zellen lassen sich allerdings mit
Hilfe stabiler Markierungen und mittels Transplantationsexperimenten machen (siche z.B.
BAGURA et al., 1989a, 1990). Solche Versuche, welche bei ausreichend langer Dauer auch
die Herkunft der Neoblasten aufkldren sollten, werden im Kapitel 3.6 beschrieben.
Beriicksichtigt man alle oben diskutierten Ergebnisse einschlieBlich der vielen Indizien fiir
die Funktion der Neoblasten als Vorldufer differenzierter Zellen, so muss man sie nach dem
gegenwirtigen Kenntnisstand als die einzigen proliferationsfihigen Zellen bezeichnen. Sie
miissen damit zwangsldufig Stadien auf dem Weg zu neuen differenzierten Zellen zumin-
dest in jenen Fillen sein, in denen im Rahmen der Epimorphose durch Zellteilungen neue
Gewebe gebildet bzw. im Rahmen der physiologischen Regeneration abgeniitzte Zellen
erneuert werden. Wenn man annimmt, dass Neoblasten nur aus ihresgleichen und nicht
auch durch Dedifferenzierung entstehen kénnen, so gelangt man zur Auffassung von einem
totipotenten Stammzellenpool (s. Kapitel 3.6).

3. 4. Ist Dedifferenzierung an der Regeneration von Turbellarien beteiligt?
Regenerierte Zellen entstehen nicht in allen Systemen aus Stammzellen. Bei der cin-
gehend untersuchten Linsenregeneration der Amphibien gehen, wie in anderen Fiillen auch,
die neu gebildeten Teile durch Dedifferenzierung vorhandenen Gewebes und anschliefien-
de Neudifferenzierung hervor (EGUCHI, 1998). Es wird also ein Weg der Transdifferenzie-
rung beschritten. Bereits in der Frithzeit der Turbellarienforschung gab es zwei konkurrie-
rende Theorien zur Erkldrung der Regeneration. Die Neoblastentheorien (z.B. MORGAN,
1900) leiten alle regenerierten Gewebe von Stammzellen ab und sind mit den oben (Kapitel
3.3) geschilderten zellbiologischen Befunden vereinbar. Demgegeniiber machen Deditfe-
renzierungstheorien (z.B. STEINMANN, 1927) ausschlieBlich ausdifferenzierte Zellen fiir
den Ursprung der neuen Gewebe verantwortlich (vgl. auch BR@NDSTED, 1969). Andere
Hypothesen nehmen zum Teil eine direkte Dedifferenzierung oder Umdifferenzierung
(Metaplasie) im lokalen Regenerationsbereich an. Als Beweise werden in der Regel Zell-
strukturen angefiihrt, die als intermedidre Strukturen im Verlauf einer De- oder Redifferen-
zierung gedeutet werden (COWARD et al., 1974; HAy, 1968). Da man immer nur "Momen-
taufnahmen"” eines Vorgangs untersucht, kann aus einer solchen Rekonstruktion nur das
Stadium einer Zelle zum Zeitpunkt der Fixierung wirklich eindeutig erschlossen werden.
Die Reihung von Stadien auf Grund der Strukturunterschiede muss letztlich spekulativ
bleiben. Aufierdem miissten die betreffenden Befunde im Licht der aktuellen Kenntnisse
iber Nekrose und Apoptose nachgepriift werden (ToMEI & CopE, 1991). Bereits PEDERSEN
(1972) hat vermeintlich in Dedifferenzierung begriffene Stadien als nekrotische Zellen
identifiziert. Den Neoblasten wird in den Dedifferenzierungshypothesen in der Regel keine
Bedeutung als Regenerationszellen beigemessen. Unter anderem wurde ihr Charakter als
eigener Zelltyp wegen der angeblichen Verwechslungsmoglichkeit mit Driisenzellen
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(groBien basophilen Zellen) angezweifelt (COWARD & Hay, 1972; HAy & CowarD, 1975).

Wie bereits PEDERSEN (1972) anmerkt, widerlegt diese Kritik aber nicht die Existenz von

Neoblasten, die tatséchlich insbesondere mit frithen Differenzierungsstadien basophiler

Driisenzellen verwechselt werden konnten. Dies bestitigt nur die Heterogenitéit des Neo-

blastenkompartiments und die Unzuldnglichkeit der Identifizierung von Neoblasten mit

dem Lichtmikroskop allein. Die von COWARD & HAy (1972) beschriebenen B-Zellen (klei-
ne basophile Zellen) entsprechen den sonst als Neoblasten bezeichneten Zellen genau. Die
erwihnten Autoren bestreiten zwar diese Identitit, bezeichnen aber ihre B-Zellen als Pro-

genitorzellen fiir die physiologische Regeneration von Planarien (HAy & COWARD, 1975).

Eine cytophotometrische Analyse auf Grund der fiir einige Zelltypen des triplohexa-
ploiden Biotyps B von S. polychroa unterschiedlichen DNA-Gehalte (3n fiir Neoblasten
und somatische Zellen, 2n fiir Spermatogonien, 6n fiir Oogonien) zeigte, dass bei der
Neubildung von Kopfen neue somatische Zellen (im untersuchten Fall Muskelzellen) nicht
nur aus Neoblasten, sondern auch aus Spermatogonien entstehen konnen (GREMIGNI,
1981). In regenerierenden Tieren wurden auBlerhalb der Gonadenregion sogar hexaploide
Mitosestadien gesehen (GREMIGNI & PUCCINELLL, 1977). Allerdings wurden diese an
Quetschpriparaten von Blastemen beobachtet, wo nach Meinung anderer Autoren (siche
z.B. BAGURNA, 1998) keine Zellteilungen ablaufen. Auerdem wurde der Differenzierungs-
weg derartiger Zellen nicht verfolgt. Eine dhnliche Kritik dufert BAGURA (1998), welcher
die Resultate GREMIGNIS (1981) statt durch eine Transdifferenzierung von Spermatogonien
damit erklért, dass Stammzellen nach der einer Spermiogenese vorausgehenden Reduktion
der Chromosomenzahl von 3n auf 2n nicht den "planmiBigen” Weg zu Keimzellen
beschritten, sondern sich zu Muskelzellen differenzierten. Eine Generalisierung dieses
Ergebnisses auf andere Arten war bisher nicht moglich.

Schlieit man sich der Meinung vom Aufbau des somatischen Anteils einer Planarie
aus zwei Kompartimenten, namlich einem funktionellen aus differenzierten und nicht mehr
teilungsfihigen und einem aus proliferierenden undifferenzierten Zellen, den Neoblasten,
an (BAGUNA, 1998; LANGE, 1983), dann muss die Neoblastentheorie als erwiesen gelten.
Fiir diese Theorie sprechen auch die Ergebnisse der weiter unten (Kapitel 3.6) beschriebe-
nen Markierungs-, Bestrahlungs-, Transplantations- und Injektionsversuche zusammen mit
der Tatsache, dass Regenerationsblasteme aus Neoblasten gebildet werden. Diese Fest-
stellung impliziert allerdings zwei wesentliche Einschridnkungen:

(1) Eine zusitzliche Rolle von Transdifferenzierungen beim Regenerationsprozess von
Turbellarien ist bisher nicht ausgeschlossen worden. Neuere Beobachtungen an Séuger-
zellen lassen eine Beteiligung von Dedifferenzierungsprozessen durchaus plausibel
erscheinen. So entwickelten sich transplantierte Neuralzellen bei Bedarf zu himato-
poietischen Zellen, aus Knochenmarks- und Blutzellen entstanden in vivo Gefdfiendo-
thelzellen und Muskelzellen (WEISSMAN, 2000).

(2) Die Beteiligung von Stammzellen am Neoblastenkompartiment (BAGUNA, 1998) ist
zwar sehr wahrscheinlich, aber bisher nicht endgiiltig bewiesen. Dazu miisste mit Hilfe
von stabilen Langzeitmarkierungen die Herkunft der Neoblasten verfolgt werden (s.
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Kapitel 3.6-7). So liee sich ein sich selbst erneuernder Stammzellenpool cindeutig
nachweisen. Die zur Zeit vorliegenden Ergebnisse lassen sich auch durch die
Hypothese erkliren, Neoblasten seien identische (oder auch nur morphologisch édhnli-
che bis gleiche) Durchgangsstadien auf verschiedenen Transdifferenzierungswegen und
zugleich die einzigen proliferationsfahigen Zellen.

Eine obligate Beteiligung von Neoblasten trifft jedenfalls dort zu, wo verloren gegan-
genes Material durch Neubildung, also in einer Epimorphose, entsteht. Dies gilt nicht
unbedingt fiir morphallaktische Prozesse, also Umbauten existicrender Gewebe durch ein
Rearrangement von Zellen, allenfalls unter Anderung des Differenzierungszustandes.
Solche Vorgiinge finden in Planarien zusitzlich zu den Neubildungen im Regenerations-
blastem statt (siche z.B. MEAD & CHRISTMAN, 1998; MORGAN, 1900).

Zusammenfassend ldsst sich feststellen: Wenigstens ein Grof3teil der im Rahmen der
Regeneration und Zellerneuerung in Turbellarien neu gebildeten Zellen geht aus Neo-
blasten hervor. Herkunft und Differenzierungswege der Neoblasten sind ebenso wie dic
Zusammensetzung des Neoblastenpools (insbesondere auch in Bezug auf den Anteil an
echten Stammzellen) noch nicht hinreichend geklirt. In einigen Fillen wurden zusiitzlich
zur Beteiligung der Neoblasten Transdifferenzicrungsprozesse fiir Regencrationsvorgiinge
verantwortlich gemacht. Altcre, auf mikroskopische Befunde gegriindete Anschauungen
iiber eine ausschlieBliche Rolle von Transdifferenzierungsprozessen bei der Regeneration
von Planarien wiren mit modernen Methoden nachzupriifen.

3. 5. Die Heterogenitiit des Neoblastenkompartiments

Die oben erwihnte Verteilung der somatischen Zellen eines Turbellars auf zwei
Kompartimente griindet sich auf zellkinetische Befunde. Alle differenzierten Zellen sind
nicht mehr teilungsfihig. Diesen steht ein proliferierendes Kompartiment gegeniiber, das
man als Neoblastenpool bezeichnen konnte (BAGURNA, 1998; BAGUNA et al., 1988). Aus den
oben (Kapitel 3.3) dargelegten Beobachtungen iiber den Ursprung regenerierter Zellen und
Gewebe aus Neoblasten ist deren Totipotenz abzuleiten. Diese bezieht sich entweder auf
cinen einzigen Zelltyp, falls es einen einzigen Stammzelltyp innerhalb des Neoblastenkom-
partiments gibt, oder auf ein Stammzellensystem fiir den Fall mehrerer Linien von Stamm-
zellen. Wie bereits diskutiert wurde (s. Kapitel 3.4), konnten wenigstens manche Neo-
blasten Transdifferenzierungsstadien sein. Neoblasten- und Dedifferenzicrungstheorien
schlielen einander also nicht zwangslédufig aus.

Da Neoblasten lichtmikroskopisch definiert wurden und sich friihe, bereits determi-
nierte Blastemzellen, wie schon erwihnt, auf diese Weise nicht unbedingt von undifferen-
zierten Stammzellen unterscheiden lassen (siche z.B. PEDERSEN, 1972), muss der Neo-
blastenpool heterogen sein. Aus zellkinetischen Befunden (mindestens zwei Zellzyklen mit
unterschiedlicher Dauer) wurden fiir SiiBwasserplanarien dariiber hinaus folgende Details
iiber diesen Zellpool abgeleitet (BAGUNA, 1998): 20-30% der Neoblasten sind tatséichlich
undifferenzierte Zellen; diese sind etwa je zur Hilfte wahre Stammzellen mit unbe-



schriinkter Teilungsfahigkeit und beschrénkt teilungsfihige Progenitorzellen auf dem Weg
zu differenzierten Zellen (BAGUNA & ROMERO, 1981). Zur Zeit kann nichts dariiber gesagt
werden, in welcher Weise sich die Differenzierungswege solcher Progenitorzetlen auftren-
nen und ob es Ubergéinge zwischen diesen Wegen gibt, wenn z.B. ein bestimmter Zelltyp
vermehrt gebraucht wird.

Bei Turbellarien ist — anders als sonst — nicht die G1-, sondern die G2-Phase in der
Lénge variabel (PALMBERG, 1990; SALO & BAGUNA, 1984). Unter geeigneten Bedingungen
(Nahrungsaufnahme) bzw. im Bedarfsfall (Regeneration und Wachstum) konnen daher
rasch und ohne vorherige DNA-Synthese Mitosen ablaufen und sich anschlieBend allen-
falls neue Zellen differenzieren. Aus dem Auftreten von zwei Mitosemaxima nach dem
Dekapitieren von G. tigrina und S. mediterranea (vgl. auch MORITA & BEST, 1984b) im
Zusammenhang mit dem Einfluss, den Hydroxyharnstoff, welcher die DNA- Synthese in
der S-Phase hemmt, auf diese Maxima hat, haben SALG und BAGURA (1984) auf mindestens
zwei Zellzyklen mit unterschiedlicher Dauer geschlossen. Aus denselben Daten wurde fol-
gende geschitzte Aufteilung der Neoblasten auf die einzelnen Zellzyklusphasen abgeleitet:
70% in der G1-Phase und je 15% in der S-Phase und der G2-Phase. Allerdings wurde ein
so hoher Anteil von Zellen in der G2-Phase neuerdings in Frage gestellt (NEWMARK &
SANCHEZ ALVARADO, 2000). Interessanterweise liegen die Verhiltnisse bei Microstomum
dhnlich (PALMBERG, 1990): Die Kinetik der Pulsmarkierung mit *H-Thymidin (s. auch
Kapitel 3.6) lisst einen schnellen Ubergang des Labels aus Neoblasten in differenzierte
Zellen innerhalb von 6 h und zugleich einen noch nach 45 h markierten Neoblastenanteil
mit langsamem Zellzyklus erkennen.

Fir Microstomum wurden diese beiden unterschiedlich langen Zyklen den zwei nach
der Centriolenzahl unterscheidbaren Neoblastentypen (s. unten) zugeordnet. Zwei Neo-
blastentypen sind nach ihren cytologischen Merkmalen und der Lage im Ko6rper wiederholt
unterschieden worden. Angaben iiber ihre gegenseitige Beziehung (getrennte, unabhingi-
ge Zelllinien oder Bildung aus gemeinsamen Mutterzellen) lassen sich derzeit allerdings
nicht machen. Neoblasten mit Biindeln von Centriolen rekrutieren bei Catenula neue
Epithelzellen, solche ohne diese Strukturen sind fiir alle iibrigen Zellen kompetent
(Moraczweskl, 1977). Die gleichen beiden Typen fand PALMBERG (1990) beim Macro-
stomorphen Microstomum und beim Catenuliden Stenostomum. Bei diesen beiden
Gattungen liefert der Zelltyp mit mehreren Centriolen alle bewimperten Zellen (also auch
die Flammenzellen), der zweite (gastrodermale) Typ bildet alle ibrigen Zellen. Dies konn-
te durch Autoradiographien nach ’H-Thymidininkorporation nachgewiesen werden. Bei
Macrostomum lassen sich auf Grund der Lokalisation ebenfalls zwei Neoblastentypen
unterscheiden: gastrodermale, basiepithelial angeordnete Neoblasten im Darmbereich und
solche entlang der Langsnervenstringe (RIEGER et al., 1999). Die an den Lingsnerven-
striingen liegenden Neoblasten dieser Gattung inkorporieren BrdU, das sich bei regenerie-
renden Tieren spéter im Regenerationsblastem nachweisen ldsst (LADURNER et al., 1998,
2000). Im Gegensatz zu Microstomum konnte allerdings keine unterschiedliche Centriolen-
zahl festgestellt werden. Der Vergleich der beiden Macrostomorphen Microstomum und
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Macrostomum zeigt ebenso wie jener zwischen den Catenuliden Catenula (MORACZWESKI,
1977) und Stenostomum (PALMBERG, 1990), wie sehr das Neoblastenkompartiment offen-
bar selbst zwischen verschiedenen Gattungen innerhalb einer Ordnung differicren kann.
Fiir die Existenz mehr oder weniger determinierter Progenitorzellen unter den Neo-
blasten sprechen auch Ergebnisse iiber die Regencrationsfihigkeit von Planarien nach
Rontgenbestrahlung. Damit ein Regenerationsblastem nicht nur gebildet wird, sondern sich
dessen Zellen auch differenzieren, ist offensichtlich eine ausreichende Zahl differenzie-
rungsbereiter Progenitor- oder Stammzellen erforderlich. Das lidsst sich aus dem Verhalten
von Blastemen schlieBen, welche von Planarien nach einer Bestrahlung mit letalen
Rontgendosen von 2 — 8 kR (das sind ca. 2.000 - 8.000 cGy) gebildet wurden. So bestrahl-
te Tiere leben noch etwa 6 Wochen weiter, sterben aber dann. Dafiir wird die irreversible
Schidigung der Neoblasten durch die Bestrahlung verantwortlich gemacht. Es ist anzu-
nehmen, dass der Nachschub an Neoblasten ausbleibt, weil diese unter dem Einfluss der
Bestrahlung abgebaut werden (KRATOCHWIL, 1962). Jedenfalls sollte es bei so hohen
Strahlendosen keine oder keine ungestorten Mitosen mehr geben. Dekapitiert man
Schmidtea (Dugesia) lugubris (SCHMIDT 1862) 24 h nach einer solchen Bestrahlung, dann
bauen Neoblasten zwar ein Blastem auf, doch ist dieses abortiv und wird nach 4 Tagen
zuriickgebildet (DuBols, 1949; s. auch STEPHAN-DuUBOIS, 1965). Dasselbe gilt fiir D.
gonocephala (KRATOCHWIL, 1962). Eine bereits in Gang gesetzte Regeneration wird jedoch
durch eine Bestrahlung nicht aufgehalten: Bestrablt man dekapitierte Tiere frithestens 24 h
nach der Wundsetzung, so lduft die Regeneration weiter ab. Dasselbe trifft fiir Tiere zu, die
durch Einschneiden verwundet, dann bestrahlt und anschlieSend dekapitiert wurden. Aller-
dings kommt es in diesen Fillen nie zur Neubildung eines Epithels, und die Tiere iiberle-
ben nur fiir eine begrenzte Zeit. Selbst eine neuerliche Regeneration nach nochmaliger
Amputation beginnt in solchen Fillen, verlduft allerdings abortiv mit einem friihen Verfall
des Blastems. Diese Ergebnisse wurden von KraTOCHWIL (1962) mit einer durch die
Waundsetzung induzierten, zeitlich begrenzten Differenzierungsbereitschaft von Regenera-
tionszellen unter moglicher Beteiligung von Calciumionen und Zellkontakten interpretiert.
Diese Differenzierungsbereitschaft wird, wenn sie einmal besteht, auch durch ionisierende
Strahlen nicht eliminiert. Jedoch beeintrichtigen solche Strahlen die erforderlichen Zeli-
wechselwirkungen und verhindern so die Induktion der Differenzierungsbereitschatt. Es
wiire aber auch die folgende Erklirung denkbar: Die das Blastem aufbauenden Neoblasten
bediirfen zum Ubergang in die Differenzierung mindestens einer Mitose; daher regenerie-
ren vor dem Durchschneiden bestrahlte Tiere in keinem Fall. Wird jedoch kurz nach dem
Ablauf solcher Mitosen bestrahlt oder durch Wundsetzung vor der Bestrahlung die mitoti-
sche Bildung ausreichend vieler differenzierungsfihiger Neoblasten induziert, dann durch-
laufen die bereits determinierten Neoblasten ihren Differenzicrungsweg. Der Ort der
Wundsetzung hat auf die Ergebnisse keinen Einfluss. Der Ubergang von der Stamm- zur
Progenitorzelle scheint somit bereits vor deren Integration ins Blastem zu erfolgen. Dafiir
sprechen auch Beobachtungen iiber Genexpressionsmuster von Neoblasten regenerieren-
der Planarien (AGaTA, 2001). Tatsdchlich wurden bei Planarien nach Verletzungen, wie
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weiter oben erwihnt, zwei Mitosemaxima beobachtet: das erste nach 2 — 12 h und ein
zweites nach 2 — 4 Tagen (BAGUNA, 1976b; MoRITA & BEST, 1984; SALO & BAGURA,
1984). Fiir beide Versuchsreihen (DuBois, 1949 und KRATOCHWIL, 1962) wurden sexuelle
Planarienstimme eingesetzt. Asexuelle Stimme scheinen hinsichtlich ihrer Regenerations-
fihigkeit resistenter gegen die Einwirkung ionisierender Strahlen zu sein. Sowohl ein ase-
xueller Laborstamm von Dugesia etrusca BENAZZI 1946 (STEELE & LANGE, 1976) als auch
D. subtentaculata, ein asexueller Stamm von D. gonocephala (DUGES 1830), lieferte diffe-
renzierte Regenerate, wenn man Tiere unmittelbar, spétestens aber 24 h nach einer letalen
Rontgenbestrahlung dekapitierte (CHANDEBOIS, 1976). Eine solche Bestrahlung schloss den
Ablauf von Mitosen bereits vor Beginn der Regeneration aus. Ahnliche Ergebnissc wurden
mit der rein asexuellen Art D. tahitiensis erzielt (BUCHNER & PETER, Manuskript in
Vorbereitung). Der Unterschied zwischen sexuellen und asexuellen Planarienstimmen
licBe sich damit erklidren, dass asexuelle Tiere in Vorbereitung der néchsten Teilung auch
ohne Wundsetzung bereits iiber eine ausreichende Zahl differenzierungsfihiger Zellen ver-
fiigen. Bisher sind auBler den Beobachtungen iiber in Auflosung begriffene Neoblasten
(siche z.B. CHANDEBOIS, 1976; GABRIEL, 1970; KRATOCHWIL, 1962) keine Ergebnisse iiber
die Verinderungen im Ncoblastenkompartiment unter der Einwirkung ionisicrender
Strahlen bekannt geworden. Sollte die oben vorgeschlagene Interpretation zutreffen und
tatsiichlich ein entsprechender Anteil an differenzierungsfihigen Neoblasten Voraus-
setzung fiir eine erfolgreiche Regeneration sein, dann wéren die Progenitorzellen im G1-
Kompartiment zu suchen. Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation (Kapitel 4.2) miis-
sten diese Zellen abzutrennen und ein entsprechender Unterschied zwischen sexuellen und
ascxuellen Planarienstimmen zu finden sein.

3.6. Neoblasten und Stammzellen: Herkunft, Funktion und Totipotenz

Ob nun die echten Stammzellen unter den Neoblasten tatsdchlich ecinen einzigen
Zelltyp darstellen oder in mehrere getrennte Zelllinien zu unterteilen sind, die sich blof mit
den bisher bekannten morphologischen Kriterien nicht unterscheiden lassen, ist nicht be-
kannt. Ein einziger totipotenter Stammzelltyp wiirde im Tierreich eine spezielle Situation
darstellen. Man kennt bisher nur einen vergleichbaren Zelltyp, ndmlich die Archiocyte der
Schwimme (Porifera). Diese Zellen konnen jedoch nicht nur im Sinne ciner echten
Stammezelle aus ihresgleichen, sondern auch aus differenzierten Zellen entstehen (CONNES,
1974). Morphologisch iihneln die I-Zellen (interstitiellen Zellen) von Hydra den Neo-
blasten der Turbellarien. Sie sind aber nur eine von drei proliferationsfihigen Zelllinien
(BobEg, 1996; BoscH, 1998).

Beziiglich des Ursprungs der Neoblasten gehen die Ansichten weit auseinander. Da
solche Zellen bei Tricladen bereits in einem frithen Stadium der Embryonalentwickiung
auftreten und die Organbildung von ihnen ausgehen diirfte (BAGUNA & BOYER, 1990; LE
MOIGNE, 1963), hat man sic auf einen embryonalen Stammzellenpool zuriickgefiihrt. Aus
der Anhiiufung von Neoblasten in bestimmten Korperregionen und der Interpretation cyto-
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logisch aberranter somatischer Zellen als Dedifferenzierungsstadien wurde auf einen mehr-

fachen Ursprung der Neoblasten von Planarien, so etwa aus einem Stammzellenpool und

von Darmzellen (TESHIROGI, 1986), geschlossen.

Der Neoblastenpool lédsst sich, wie weiter oben (Kapitel 3.2, 3, 5) dargelegt wurde,
zwar empirisch definieren, ist aber beziiglich der Herkunft und des Schicksals der ihm
angehorenden Zellen duBerst mangelhaft charakterisiert. SchlicBlich ist, wie bereits
erwithnt wurde, eine zusitzliche oder alternative Funktion der Transdifferenzicrung im
Sinne der Dedifferenzierungstheorien (s. Kapitel 3.4) beim heutigen Kenntnisstand nicht
auszuschlieBen. Alle diese Unsicherheiten liefien sich durch Tracerstudien mit stabil mar-
kierten Zellen in Verbindung mit einer mdglichst genauen Typisicrung von Neoblasten
beseitigen. Auch Injektions- und Transplantationsversuche ermdéglichen verliissliche
Aussagen liber die Zellkinetik des Neoblastenpools. Verschiedene Unzulinglichkeiten
fritherer Versuchsansiitze, so vor allem zu kurze Versuchsdauer einschlieBlich des Fehlens
von Untersuchungen an Embryonalstadien und mangelhafte Reinheit von Ncoblasten-
priiparationen, stehen einer allgemeinen und endgiiltigen Aussage iiber Herkunft und
Differenzierungswege von Stammzellen bei Turbellarien bisher im Weg. Trotzdem liegen
bereits jetzt etliche Resultate vor, welche fiir die Neoblastentheorien und die Existenz ech-
ter Stammzellen bei Turbellarien sprechen.

Diese Ergebnisse lassen sich nach den cingesetzten Methoden zu vier Gruppen ord-
nen:

(1) Markierungen mit Vitalfarbstoffen sind mehrfach durchgefiihrt bzw. vorgeschlagen
worden (so z.B. von BAGUNA, 1998). Bereits ROSE & SHOSTAK (1968) erschlossen dic
Herkunft von Neoblasten aus Darmzellen auf Grund von Vitalfirbungen, dic bei der
Planarie: Phagocata zuerst in Darmzellen und bei regenerierenden Tieren spiiter im
Blastem auftraten. Allerdings konnte der Farbstoff zwischen den Zellen transportiert
worden sein. Dies erscheint aber unwahrscheinlich, denn weder diese Autoren noch
SALO & BAGUNA (1985) beobachteten an Neoblasten von Planarien Phagocytose.
Trotzdem sind die so erzielten Resultate mit Vorsicht zu betrachten, ehe nicht die
Stabilitéit der Markierung gesichert ist und eine Weitergabe an andere Zellen zweifels-
frei ausgeschlossen werden kann. Langzeitmarkierungen {iber vicle Zellzyklen hinweg
wiirden vermutlich an der mangelnden Bestiindigkeit einer solchen Markicrung schei-
tern.

(2) Der Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin in Zellkerne eignet sich wesentlich
besser, um das Schicksal proliferierender Zzllen zu verfolgen. Thymidin wird nur in
DNA eingebaut. Mit Hilfe tritiierten Thymidins (*H-Thymidins) lidsst sich daher die
DNA-Synthese nachweisen. Selbst dann, wenn eine proliferationsfihige Zelle pha-
gocytiert wird, diirfte der Label in nennenswertem Ausmaff wiederum nur in anderen
proliferierenden Zellen auftauchen. In Langzeitversuchen iiber mehrere Zellzyklen
wird freilich auch diese Markierung ausverdiinnt.

Da die Neoblasten der Tricladen (also der Planarien) bisher am besten untersucht
sind, wiren sie die ersten Kandidaten fiir solche Inkorporationsversuche. Trotz verein-

314



zelten gegenteiligen Berichten herrschte jedoch lange Zeit die offensichtlich irrige
Meinung vor, dass weder Thymidin noch Bromdesoxyuridin [BrdU, s. unten unter (3)]
in Tricladenzellen eindringt. Diese Ansicht ist nach der in jiingster Zeit nachgewiese-
nen Aufnahme von BrdU durch Planarienzellen (NEWMARK & SANCHEZ ALVARADO,
2000) widerlegt, hat aber effiziente und sichere Markierungen solcher Zellen um
Jahrzehnte hinausgezdgert. Dabei fiel einer der ersten einschlidgigen Versuche positiv
aus, wenn auch mit sehr geringer Einbaurate (KOHL & FLICKINGER, 1966). Allerdings
diente ein Fensterzihlrohr zum Nachweis des radioaktiven Thymidins. BEST et al.
(1965) hatten zuvor in dhnlichen Experimenten, die sich der wesentlich weniger emp-
findlichen Autoradiographie bedienten, keinen Erfolg. Sie setzten bereits unter anderem
die letztlich erfolgreiche Methode ein, das Desoxynucleosid den Tieren wihrend der
Nahrungsaufnahme anzubieten. Den negativen Ausgang ihrer Versuche schrieben sie
experimentellen Unzuldnglichkeiten zu. Sie konnten auch keine Thymidinaufnahme
durch frisch durchschnittene, regenerierende Tiere feststellen.

In den folgenden Jahrzehnten galten Tricladenzellen in der einschligigen Literatur
liberwiegend als impermeabel fiir Thymidin. Diese Meinung wurde vor allem von den
Arbeitsgruppen um COWARD und HAY, FRANQUINET und MARTELLY sowie BAGUNA ver-
treten. So schrieben COwARD, HAY und andere ihre mangelnden Erfolge mit Thymidin-
markierungen der geringen Permeabilitit der Zellen fiir Thymin, Thymidin und
Desoxycytidin und dem triigen Stoffwechsel von Planarien zu (Cowarp, 1968; Hay &
CowaRrD, 1975). Als MaB fiir die DNA-Synthese verwendeten die zitierten Autoren die
Aktivitit der synchron mit der S-Phase regulierten Thymidinkinase (COWARD et al.,
1970; s. auch Apawms et al., 1992, S. 145). FRANQUINET (1976) konnte auch in kulti-
vierten Zellen von Planarien keinen Einbau markierten Thymidins feststellen. Um die
DNA-Synthese zu verfolgen, wurden daher Nukleinsiduren durch den Einbau von radio-
aktivem Phosphat (“PQOs~) markiert und dann diec DNA abgetrennt, freilich ohne cyto-
logische Lokalisierung (FRANQUINET, 1981; MARTELLY, 1980). Eine ausfiihrliche Dis-
kussion dieser Methode und der von verschiedenen Autoren verzeichneten Misserfolge
beim Versuch, Thymidin in Planarienzellen einzuschleusen, geben MARTELLY et al.
(1981). BAGURA und dessen Coautoren erwihnten wiederholt die Erfolglosigkeit ihrer
Versuche, Thymidin in Planarienzellen zu inkorporieren (so z.B. BAGUNA et al., 1988,
19894, 1994).

Allerdings meldete BAGUNA selbst bereits wesentlich friiher einen erfolgreichen
Einbau von Thymidin in Neoblasten nach Injektion und wéhrend der Nahrungs-
aufnahme (BAGUNA, 1976b), ohne freilich iiber die Ergebnisse im einzelnen zu berich-
ten. Die spéteren Misserfolge schrieb er der mangelnden Permeabilitiit der Tricladen-
epidermis fiir Thymidin zu. Kurze Hinweise iiber die Aufnahme von Thymidin durch
Planarienzellen gibt es auch von anderen Autoren. So beschrieb BETCHAKU (1975) in
cinem Abstract die erfolgreiche, wenn auch schwache, Markierung von Neoblasten,
und ADITYA & GHOSH (1995) verfolgten die Spermiogenese von Dugesia bengalensis
Kawakarsu 1983 mit Hilfe des inkorporierten Thymidins. Dieses wurde den Tieren
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wiihrend der Fiitterung mit dem Kulturwasser angeboten (Aprrya, personliche
Mitteilung).

Der Autor der vorliegenden Arbeit unternahm 1989 cine diesbeziigliche Versuchs-
reihe, wobei von den folgenden Uberlegungen ausgegangen wurde: Angesichts der
widerspriichlichen Aussagen iiber die Thymidinaufnahme durch Planarien erschicn
eine an sich mogliche Hemmung der DNA-Synthese durch zu hohe Strahlendosen
(Evans, 1975) unwahrscheinlich. Es ist bekannt, dass der intrazelluliire Pool an Des-
oxynucleotiden sehr klein und bald gesiittigt ist und daher die Aufnahme von DNA-
Vorstufen wie Thymidin nicht nur von der Permeabilitiit bzw. den Transportsystemen
der Zellmembran (siche z.B. BRESLOW & GOLDSBY, 1969; PLAGEMANN & ERBE, 1972),
sondern ganz wesentlich von der DNA-Synthese abhiingt (ADAMS et al., 1992, S. 142).
Die wenigen Berichte iiber einen erfolgreichen Einbau dieses Desoxynucleosids, wenn
es gleichzeitig mit der Fiitterung angeboten wurde, lieBen im Zusammenhang mit dem
dramatischen Anstieg der Mitosen nach der Nahrungsaufnahme (BAGUNA, 1976a) cine
zu geringe DNA-Syntheserate wihrend fritherer erfolgloser Markierungsversuche ver-
muten. Analog waren die Chancen zu beurteilen, in regenericrende Tiere Thymidin cin-
zuschleusen. In der oben erwihnten Versuchsrcihe wurden daher ganze Exemplare von
Schmidtea polychroa sowie frisch durchschnittene, regenerierende Planarien dieser Art
9 Tage lang in Kulturwasser gehalten, welches *H-Thymidin (3,45 pM/1, 100uCi/ml)
sowie Desoxycytidin (10 pM/1) enthielt. Desoxycytidin hebt die im Bereich mikromo-
larer Thymidinkonzentrationen bereits merkbare Hemmung der DNA-Synthese auf
(ADaMms et al., 1992, S. 143). Die unverletzten Tiere hatten einen Tag lang Gelegenheit
zu fressen, wihrend die Desoxynucleoside bereits im Kulturwasser enthalten waren.
Frisch gewonnene Zellsuspensionen (s. Kapitel 4.2) der eben erwiithnten Planarienart
wurden 3 Tage lang in isotonem Kulturmedium (s. Kapitel 4.3 und Tab. 2) gehalten,
welches beide Desoxynucleoside in den oben angegebenen Konzentrationen enthicelt.
Nach Fixierung in ZENKERS Gemisch (ROMEIS, 1989) wurden die intakten Tiere sowie
die Regenerate im DouNcE-Homogenisator desintegriert (s. Kapitel 4.2), die erhaltenen
Zellsuspensionen wie auch die kultivierten Zellen aut Objekttrigern ausgestrichen, mit
Azur A — Eosin B gefirbt (PEDERSEN, 19594, b) und mit Filmemulsion (Kodak Liquid
Emulsion, Typ NTB 2) iiberschichtet. Dic so crhaltenen Autoradiogramme zeigten nach
vierzehntigiger Exposition bei 4 °C durch entsprechende Schwiirzung iiber Zellen aus
gefiitterten ganzen Tieren und auch aus den Zcllkulturen den Einbau von Thymidin und
somit DNA-Synthese an. Bei den Regeneraten waren die Ergebnisse nicht cindeutig
positiv. Leider konnte dieser Pilotversuch bisher nicht fortgesetzt werden.

Hingegen ist der Einbau von *H-Thymidin in Zellen von Microstomum lineare
(MULLER 1774) und Stenostomum leucops (DuGEs 1828) bereits linger allgemein
bekannt. Nur Neoblasten bauen dieses Desoxynucleosid ein. Die Markicrung wurde
mittels Autoradiogrammen zwei Tage lang verfolgt und in differenzierten Zellen
(Epithel-, Flammen-, Nerven- und Muskelzellen) nachgewicsen (PALMBERG, 1986,
1990; PALMBERG & REUTER, 1983). Wenigstens bei diesen Arten erfolgt also die Zell-



erneuerung ausschlieBlich iiber Neoblasten. *H-Thymidinmarkierungen wiesen fiir die
physiologische Regeneration im Rahmen der natiirlichen Zellerneuerung Neoblasten
als Vorldufer von Darmzellen bei Acoelen (DROBYSHEVA, 1986) und Epithelzellen bei
Polycladen nach (DROBYSHEVA, 1988).

(3) Das Desoxynucleosidanalogon 5-Brom-2°-desoxyuridin (BrdU) wird statt Thymidin in
DNA eingebaut. Da es sich immuncytochemisch nachweisen lisst, kann es statt einer
radioaktiv markierten Vorstufe eingesetzt werden, um die DNA-Synthese zu verfolgen
(DINJENS et al., 1992; GRATZNER, 1982). Dabei werden im Gegensatz zu Thymidin er-
staunlich hohe Konzentrationen dieser Substanz toleriert, ehe toxische Effekte auftre-
ten. Das kommt der Nachweisempfindlichkeit sehr zugute. FRANQUINET (1976) hatte
keinen Erfolg mit der Aufnahme von BrdU durch die Planarie Polycelis tenuis (NIMA
1884). Der erste Bericht iiber den Einbau von BrdU in Planarienzellen (er wird freilich
in den spiteren Publikationen nicht zitiert) stammt von EDELMAN & LIN (1994), die auf
diese Weise den Schwesterchromatidaustausch bei Girardia tigrina beobachteten.
Allerdings verfolgten sie nicht die DNA-Synthese. Sowoh! durchschnittene als auch
intakte Tiere nahmen BrdU (50uM/1 Kulturwasser) auf. Die DNA-Synthese eines
Turbellars wurde mit Hilfe von BrdU erstmals von LADURNER et al. (1998) in
Totalpridparaten von Macrostomum verfolgt. Bei Tricladen wurde die DNA-Synthese
mit dieser Methode zum ersten Mal von NEWMARK & SANCHEZ ALVARADO (2000) unter-
sucht. Durch Mischen des Futters mit Agarose, welche BrdU enthielt, sowie durch
Mikroinjektion von BrdU-Loésungen ins Parenchym konnten Neoblasten von
Phagocata sp., Schmidtea mediterranea und Girardia dorotocephala markiert werden.
Die Markierung war spiter in Blastemen, in sich differenzierenden Zellen sowie nach
etwa 6 Tagen in Epithelzellen nachzuweisen. Diese Autoren halten das Tricladenepithel
fiir impermeabel gegeniiber BrdU. Lingere Beobachtungen oder gar Langzeit-
markierungen sind mit dieser Methode bei Planarien bisher nicht beschrieben worden.
Auch fiir den Acoelen Convolutriloba longifissura BARTOLOMAEUS & BALZER 1997
wurden die Neoblasten mittels der Inkorporation von BrdU als Vorldufer somatischer
Zellen identifiziert (GSCHWENTNER et al., 2001).

Eine ausfiihrliche Studie iiber die Aufnahme und Verteilung des BrdU-Labels
durch Macrostomum (LADURNER et al., 2000) ergab interessante Verteilungsmuster pro-
liferierender Zellen entlang der Lingsnervenstriange, ein spiteres Einwandern dieser
Zellen in regenerierende Bereiche und ein Auftauchen der Markierung in differenzier-
ten Zellen, so im Epithel, das offenbar stindig erneuert wird. Ahnlich wie bei Planarien
findet man auch hier in Regenerationsblastemen weder DNA-Synthese noch Mitosen.
Die eingesetzten BrdU-Konzentrationen waren mit 50 pM/l bei kontinuierlichen
Markierungen und 5 mM/I bei Versuchen mit Pulsmarkierung sehr hoch.

(4) Transplantations- und Injektionsexperimente mit an Neoblasten angereicherten
Zellsuspensionen haben fiir Planarien gezeigt, dass Neoblasten in der Lage sind, alle
Gewebe zu regenerieren, und zwar sowohl nach Amputation ganzer Korperteile
(DuBols, 1949; SALG & BAGUNA, 1985; STEPHAN-DUBOIS, 1965) als auch in Form der
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physiologischen Regeneration im Rahmen des normalen Zell-Tumover (BAGURA et al.,
1989a). Fiir beide Arten von Versuchen wurden als Emptinger Tiere verwendet, wel-
che mit einer letalen Rontgendosis bestrahlt worden waren. Diese fiihrte nicht zum
sofortigen Tod der Tiere, sondern schiidigte offensichtlich alle Zellen so stark, dass sie
nicht mehr teilungsfihig waren und die Tiere nach einigen Wochen starben (s. auch
Kapitel 3.5). Injizierte man in solche Exemplare mit Neoblasten stark angereicherte
Zellsuspensionen, so lebten die Tiere in etwa 20% der Fille weiter (BAGUNA et al.,
1989a). Transplantierte man Gewebe unbestrahlter Tiere in bestrahlte Planarien, dann
lebten auch diese weiter (SALO & BAGURA, 1985). Mit Hilfe natiirlicher cytogenetischer
Marker (in Form eines chromosomalen Unterschiedes zwischen einer sexuellen bzw.
asexuellen Rasse von Schmidtea mediterranea sowic unterschiedlicher Kerngrifien
zwischen dem diploiden und dem tetraploiden Biotyp von S. polychroa) wurde die
Herkunft der iiberlebenden Zellen vom Spender nachgewiesen. Die Entstehung der neu
gebildeten Zellen ausschlieBlich aus Neoblasten wird durch die Tatsache schr wahr-
scheinlich gemacht, dass Injektionen ohne Neoblasten die bestrahlten Tiere nicht rette-
ten. Allerdings enthielten die injizierten Zellsuspensionen neben Neoblasten auch ande-
re Zellen. Eine erfolgreiche Restitution von Planarien durch eine Wiederbesiedlung mit
Neoblasten eines gesunden Spenders lisst jedoch nicht unbedingt darauf schlicien,
dass die physiologische Regeneration und di¢ Neubildung von K&rperteilen nach weni-
ger radikalen Eingriffen ebenfalls von einem einzigen Stammzelltyp ausgehen. Neucere
Erfahrungen an SZugern haben nicht nur eine wesentlich grofere Bedeutung von
Stammzellen beim Ersatz von Zellen und Geweben gezeigt, als man friiher angenom-
men hatte (siehe z. B. FucHs & SEGRE, 2000; GaaE, 2000), sondern auch eine erstaun-
liche Plastizitit nicht totipotenter Stammpzellen enthiillt. So konnen Stammzellen, deren
Funktion normalerweise nur die Bildung von Blutzellen, Muskeln oder Nerven ist, bei
Bedarf von ihren iiblichen Differenzierungswegen abweichen und sich in ihrer Rolle
gegenseitig vertreten (Mc Kay, 2000; WEISSMAN, 2000).

Eine von CHANDEBOIS (1976) entwickelte Hypothese schreibt den Neoblasten eine
ginzlich andere Funktion als jene von Stammzellen zu, nidmlich die Aufgabe zur
Bereitstellung von Material fiir die Regeneration. Sie wiren somit im weitesten Sinne
Nihrzellen. Obwohl diese Hypothese nach den zahlreichen Ergebnissen, welche die
Necoblastentheorie stiitzen, in ihrer urspriinglichen Form nicht zutreffen kann und dic zu
ihrer Untermauerung fiir das Regenerationsblastem postulierten Syncytien nicht bestiitigt
worden sind, konnte sie fiir einen Teil des Neoblastenpools gelten und eine weitere
Funktion dieses Zelltyps beschreiben. Die bisherigen kinetischen Daten iiber die prolife-
rierenden Zellen von Macrostomum, welche auf Grund der Tracerstudien mit BrdU gewon-
nen worden sind (LADURNER et al., 1998, 2000), lassen einen relativ hohen Turnover die-
ser Zellen vermuten, der den Bedarf an neuen Zellen iibersteigen diirfte. Das hicBe aber,
dass die abgebauten Zellen (ihre Neoblastennatur ist noch endgiiltig zu beweisen) nutriti-
ven Zwecken dienen konnten. Fiir Planarien gibt es bisher allerdings keine derartigen
Befunde.
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Sind schon Herkunft und Schicksal der Neoblasten nicht endgiiltig geklirt, so gibt es
beziiglich der speziellen Strategie dieser proliferierenden Zellen bisher nur wenige Daten.
Die Bereitstellung einer erheblichen Zahl von Stammzellen in der G2-Phase des
Zellzyklus, deren Liange damit variabel ist (s. oben), bildet einen Unterschied zur iiblichen
Strategie einer in der Dauer variablen G1-Phase. Dass solche G2-Zellen jederzeit ohne wei-
tere DNA-Synthese zur Mitose bereitstehen, begiinstigt die bei Turbellarien immer wieder
beobachtete grofle Regenerationsfihigkeit. Es gibt keine Anhaltspunkte dafiir, ob die
Sonderung in echte Stammzellen und Progenitorzellen durch asymmetrische Teilungen
oder durch Induktions- bzw. Hemmeffekte aus der Umgebung der Zellen getriggert wird
(MORRISON et al., 1997; POTTEN, 1997; WEIsSsMAN, 2000; vgl. auch LANGE, 1983; RIEGER,
et al., 1999). Auch ist vollig offen, wie viele Mitosen auf den einzelnen Wegen vom Neo-
blasten zu differenzierten Zellen liegen, welchem Turnover der Neoblastenpool unterliegt
und welche Rolle Apoptose und Nekrose dabei spielen.

3. 7. Methodeninventar zur weiteren Analyse des Neoblastenkompartiments

Um das Neoblastenkompartiment noch besser zu charakterisieren sowie Herkunft und
weiteres Schicksal einzelner Zelltypen aufzuklidren, erscheinen insbesondere die folgen-
den Methoden geeignet:

(1) Inkorporation von BrdU in vivo mittels Pulsmarkierungsexperimenten mit verschiede-
nen Markierungs- und Untersuchungsintervallen ("pulse chase experiments”) und
Verfolgen des Labels in ganzen Tieren und in fraktionierten Zellen: Versuche mit
Macrostomum (LADURNER et al., 1998, 2000) in Verbindung mit der Auftrennung von
Zellen durch Zentrifugation im Dichtegradienten (s. Kapitel 4.2) kdnnten eine Basis fiir
weitere diesbeziigliche Studien bilden. Ein entsprechendes Versuchsprotokoll ist mitt-
lerweile auch fiir Triclade publiziert worden (NEWMARK & SANCHEZ ALVARADO, 2000).
Freilich sind der Stabilitdt einer solchen Markierung durch ihre Ausverdiinnung mit
jeder Mitose Grenzen gesetzt. Ein Zusatz von 5-Fluor-2’-desoxyuridin (GRATZNER,
1982), welches die Thymidilatsynthetase und damit den Stoffwechsel des mit dem exo-
gen angebotenen BrdU konkurrierenden Thymidins hemmt (ADAMS et al., 1992, S. 144,
259), sollte die Aufnahme dieses Markers und damit die Nachweisempfindlichkeit noch
weiter steigern.

(2) Spezifische Genexpressionsmuster: Wihrend der Keimzelldifferenzierung kommt es
zur Expression bestimmter Gene, die in keinen anderen Zellen aktiv sind. Das wurde
fir das vas-Gen von Drosophila melanogaster und fiir das glh-2-Gen von
Caenorhabditis elegans gefunden. In Planarien entstehen die Keimzellen aus
Neoblasten. Zwei mit dem vas-Gen verwandte Gene werden bei Dugesia japonica
IcHIkAWA et KAWAKATSU 1964 sowohl in Differenzierungsstadien von Keimzellen als
auch in Neoblasten spezifisch exprimiert (SHIBATA et al., 1999). Diese Genexpression
ist vermutlich korreliert mit dem Auftreten von "chromatoid bodies” (s. im Kapitel 3.2
und bei PEDERSEN, 1972). Man findet diese Strukturen auBer in Neoblasten, welche in
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die Differenzierung eintreten, auch in sich differenzierenden Keimzellen. In asexuellen
Tieren wird eines der beiden Gene nur in Neoblasten exprimiert und ist auch in
Regenerationsblastemen aktiv. In Blastemen findet man allerdings nur Neoblasten mit
"chromatoid bodies", welche den Eintritt in die Differenzierung anzeigen (MORITA et
al., 1969). Es ist offen, ob auch vollig undifferenzierte Neoblasten und damit echte
Stammzellen diese Gene exprimieren. Auch ein Tyrosinkinase-Gen ist in Neoblasten
aktiv [AGATA, 2001; s. auch unten unter (4)]. Die quantitative Bestimmung solcher Gen-
expressionen und dariiber hinaus des gesamten Transkriptionsmusters von Neoblasten
und in Differenzierung begriffenen Zellen sollte eine weitere Moglichkeit zur Unter-
scheidung von Neoblastentypen und Differenzierungswegen liefern.

(3) Genetische Marker in Form von Reportergenen: Transposons wurden im Planarien-
genom gefunden; es besteht daher Hoffnung, dass transfizierte Gene stabil ins Genom
integriert werden konnen (GARCIA-FERNANDEZ et al., 1993, 1995). Auf diese Art lieBBen
sich Zellen am stabilsten markieren. Zellkunlturen von gereinigten Neoblasten (vgl.
Kapitel 4.3) wiren eine geeignete Voraussetzung, um durch Injektion solcherart mar-
kierter Zellen ihr Schicksal iiber lange Zeit zu verfolgen und — bei Kombination mit
Rontgenbestrahlung — transgene Tiere zu erzeugen.

(4) Monoclonale Antikorper: Ein vielversprechender Ansatz, um Zellen zu charakterisieren
und ihr Schicksal zu verfolgen, ist die Anwendung monoclonaler Antikérper (BAGURA,
1998; ROMERO et al., 1991b; SHIRAKAWA et al., 1991). In Regenerationsstudien mit
Planarien wurden fiir bestimmte Zelltypen und Koérperregionen spezifische monoclo-
nale Antikorper gefunden. Allerdings ist es bisher trotz intensiver Suche nicht gelun-
gen, einen fiir Neoblasten spezifischen Antikorper zu erhalten. Dies konnte daran lie-
gen, dass wegen der geringen Masse der Neoblastenfraktion, von der ja nur ein Teil aus
echten Stammzellen besteht, bisher keine ausreichenden Mengen an Antikdrpern pro-
duziert wurden. Jener Teil der Neoblasten, der aus bereits determinierten ("committed")
Progenitorzellen besteht (sie befinden sich schon auf verschiedenen Differenzicrungs-
wegen), besitzt moglicherweise keine gemeinsame Antigenausstattung mehr (BUENO et
al., 1997). Auch bei Macrostomum gelang zwar die Herstellung monoclonaler Anti-
korper gegen differenzierte somatische Zellen, bisher aber nicht gegen Neoblasten (Dr.
Peter LADURNER, personliche Mitteilung). Die oben (2) erwiéhnten, fiir Neoblasten spe-
zifischen Genexpressionen lassen hoffen, doch noch solche Antikdrper produzieren zu
kénnen. Die erwihnte Expression eines Tyrosinkinase- (PTK3)-Gens in Neoblasten von
Planarien (AGaTa, 2001) verrit die Anwesenheit eines in der Zellmembran lokalisier-
ten Rezeptors, gegen den sich Antikorper herstellen lassen sollten. Allerdings gestatten
die bisher bekannt gewordenen Daten in keinem Fall eine Aussage dariiber, ob sich die
betreffenden Neoblasten nicht schon auf dem Weg der Differenzierung befinden.

(5) Fraktionierung und cytochemische Charakterisierung von Neoblasten: Mit Hilfe der
Dichtegradientenzentrifugation ist es gelungen, Neoblasten stark anzurcichern und
diese in einzelne Fraktionen zu trennen (Kapitel 4.2). Eine weitere Unterscheidung
ermoglichen cytochemische und immuncytochemische Methoden. Mit Hilfe der quan-
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titativen Bildanalyse kénnen etwa nach Fiarbung mit Acridinorange der DNA- und der
RNA-Gehalt der Zellen fluoreszenzmikroskopisch bestimmt (TRAGANOS et al., 1977)
und zu anderen Zellparametern, wie dem Volumen oder der Dichte, in Bezichung
gesetzt werden (BEHENSKY et al., 2001). Als weitere Moglichkeit bietet sich die quan-
titative immuncytochemische Bestimmung von Organellen an, die fiir Differenzie-
rungsstadien typisch sind, wie etwa des ER und des Golgiapparates.

(6) Zusitzlich lieflen sich Neoblastenfraktionen mit Hilfe der zweidimensionalen Poly-
acrylamidgel-Elektrophorese durch ihr Proteinmuster charakterisieren. Voraussetzung
dafiir wiiren ausreichende Mengen entsprechend reiner Fraktionen. Fiir Planarienzellen
optimierte Elektrophoresemethoden dazu sind verfiigbar (COLLET & BAGUNA, 1993;
PETER et al., 1976; s. auch BAGURA et al., 1990). Untersuchungen an Blastemen haben
stadienspezifische Protein(synthese)muster enthiillt. Allerdings wurden dabei die
Zellen nicht aufgetrennt (GHIRARDELLI et al., 1989, 1991).

4. Anwendungen einiger neuer Methoden zur Klirung offener Fragen

4.1. Weitere ultrastrukturelle Kriterien

Um geringfiigige Anderungen zu Beginn der Differenzierung, wie etwa die Bildung
der ersten Golgi-Strukturen, zu erkennen, sind Ultrastrukturstudien unerlisslich. Die
Morphologie des Zellkerns birgt moglicherweise noch betrichtliche, bisher nicht ausge-
schopfte Moglichkeiten, um Zellen zu charakterisieren. Eine Studie iiber die Ultrastruktur
der Neoblastenkerne von Macrostomum hat gezeigt, dass sich Neoblasten mit Hilfe der An-
ordnung des Chromatins und der Struktur der Kernlamina in verschiedene Subtypen unter-
tcilen lassen (RIEGER et al., 1999). Sie wurden auf Grund der korrelierbaren cytoplasmati-
schen Merkmale als Stadien auf dem Weg zur Differenzierung interpretiert. Die Wahl von
Macrostomum bietet gegenitber Planarien den Vorteil, dass diese Art BrdU inkorporiert
(LADURNER et al., 1998, 2000) und auBerdem so klein ist, dass sich markierte Zellen mit
dem konfokalen Mikroskop auch in Totalpriaparaten leicht beobachten lassen. In weiteren
Untersuchungen konnten mit Hilfe geeigneter Methodenkombinationen fraktionierte
Zellen durch ihre Dichte, ihre lichtmikroskopischen, cytochemischen und ultrastrukturel-
len Merkmale sowie auch durch die DNA-Syntheserate charakterisiert werden.

4.2, Isolierung und Analyse von Neoblasten

Erste Hinweise auf eine Heterogenitit des Neoblastenpools haben die oben erwihnten
zellkinetischen Befunde geliefert (PALMBERG, 1990; SAaLO & BAGUNA, 1984; s. auch
BAGUNA, 1998; BAGUNA et al., 1988, 1990, 1994). Die Suche nach weiteren Kriterien, um
die Heterogenitiit des Neoblastenpools niher zu beschreiben, schien daher lohnend.
Vorweg sei festgehalten, dass die Frage, ob cine solche Heterogenitit unterschiedliche
Zelllinien oder verschiedene Stadien oder aber unterschiedliche Differenzierungswege
widerspiegelt, zunédchst offen ist. Um sie zu beantworten, sind weitere Analysen erforder-
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lich, die aber einer Basis in Form eines geeigneten Methodeninventars bediirfen.

Anreicherung, Reinigung, Fraktionierung und Primirkultur von Neoblasten bicten
sich als Wege zum genaueren Studium der Eigenschaften und des Verhaltens dieser Zellen
an. Sieht man von frilhen Experimenten zur Kultur von Planarienzellen (MURRAY, 1927)
ab, so gehen die ersten erfolgreichen Versuche zur Anreicherung von Neoblasten aus
Planarien auf BETCHAKU (1967) zuriick. Er niitzte die starke Adhiision dieser Zellen an
Glasoberflichen in Verbindung mit ihrer Resistenz gegeniiber miiflig hypotonen Bedingun-
gen dazu, um aus kleinen Fragmenten von Planarien rclativ reine Primérkulturen von Neo-
blasten zu gewinnen. Dazu ldsst man Gewebefragmente in 5/8-konzentrierter HOLTFRETER-
Losung desintegrieren. Diese Losung enthiilt im Liter 2,19 g NaCl, 125 mg NaHCOx, 31
mg KCI und 63 mg CaCl; ihre Osmolalitit betrigt 77 mOsmol/kg. Wir konnten dicse
Methode bei S. polychroa gut reproduzieren (Bild 4, Seite 306). Bei D. japonica waren
andere Autoren damit allerdings weniger erfolgreich (TESHIROGE & ToHYA, 1988).
Moglicherweise hiingt der Erfolg also von der verwendeten Art ab. Da auflerdem dic
Zellausbeute dabei relativ gering ist, lag es nahe, diese Methode zu verbessern. Die Kom-
bination der zitierten Methode mit einer vorherigen mechanischen Desintegration ganzer
Tiere im Dounci-Homogenisator mit lose passendem Stempel (FRANQUINET, 1981) fiihrte
zu einem Verfahren, das relativ rasch Primirkulturen von Neoblasten crgab, in denen ver-
unreinigende Zellen in wenigen Tagen degenericrten (SCHURMANN & PETER, 1988, 1989).
Fiir diese Zellpriiparationen und die daran anschlieBenden Primirkulturen wurden isotone
Medien verwendet (s. Tab. 2). Die Osmolalitiit von S. polychroa wurde mit 125 — 128
mOsmol/kg bestimmt (SCHURMANN, 1993). Dieser Wert stimmt gut mit den frither verot-
fentlichten 125 mOsmol/kg fiir G. dorotocephala (PRUSCH, 1976) iiberein. In spiiteren
Experimenten (s. unten) wurden aus praktischen Griinden (Verwendung fertig erhiiltlicher
Stammlésungen) zum Teil Medien mit bis zu 139 mOsmol/kg verwendet (SCHURMANN et
al., 1998). Sie erwiesen sich als gleichwertig mit den friiheren Rezepten.

In noch gréBerer Menge sowie in groer Ausbeute (bis zu 55% der Neoblasten cines
Tieres) und Reinheit (91%) lieBen sich Neoblasten aus S. polychroa und D. tahitiensis
durch Verbindung der mechanischen Desintegration unter isotonen Bedingungen mit
anschlieBender Vorreinigung (differenzielle Zentrifugation und Sicbung durch Netze) und
isopyknischer Zentrifugation in einem diskontinuierlichen Percoll-Dichtegradienten
gewinnen (PETER & SCHURMANN, 1995; SCHURMANN, 1993; SCHURMANN & PETER, 1993,
1995; SCHURMANN ct al., 1998). Percoll ist eine Suspension von Silicakiigelchen mit cinem
Durchmesser von 15 - 30 nm, die mit einem fest haftenden Film aus Polyvinylpyrrolidon
iiberzogen und daher nicht toxisch sind. GriBe und hohe Dichte der Silicapartikeln ermog-
lichen die Bildung stabiler Gradienten sowoh! durch Uberschichten als auch durch hoch-
tourige Zentrifugation (PERTOFT et al., 1977; WoLFrF, 1975). Percoll triigt zum osmotischen
Wert nur wenig bei und erlaubt daher, die Medienzusammensetzung von der Desintegra-
tion bis zur Anlage primirer Zellkulturen nur minimal zu verindern. Dieses Verfahren
wurde spiiter durch den Zusatz von Enzymen verbessert und durch dic Zonenzentrifugation
in einem fein abgestuften Percoll-Gradienten (SCHURMANN et al., 1998) sowie durch die
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Trennung von Planarienzellen in einem in situ gebildeten Gradienten (BEHENSKY et al.,
2001) bereichert. Um die Aggregation von Zellen und deren Anheftung an Oberflichen
weitestgehend zu vermeiden, hat sich das in Abb. 5 dargestellte Verfahren am besten
bewiihrt. Wesentlich ist dabei die Kombination eines mechanischen Aufschlusses mit enzy-
matischer Behandlung (DNase I, EC 3.1.21.1, um Aggregation durch DNA aus geschidig-
ten Zellen zu verhindern, Collagenase aus Clostridium, EC 3.4.24.3, zum Abbau der extra-
zelluldren Matrix sowie Hyaluronidase, EC 3.2.1.35, um die reichlich vorhandenen
Mucopolysaccharide abzubauen). Durch den Zusatz von EDTA am Ende wird die calcium-
abhiingige Zellaggregation in Losungen von Percoll verhindert. Polyvinylpyrrolidon (PVP)
férdert die Aggregation von Planarienzellen (FUKUSHIMA & Marsupa, 1991). Die Be-
schichtung der im Percoll enthaltenen Silicakiigelchen mit PVP wirkt offensichtlich fiir
sich allein nicht aggregierend, wohl aber in Kombination mit Calciumionen. Der Zusatz
von Rinderserumalbumin (BSA) zu allen wihrend der Isolation und Fraktionierung von
Zellen verwendeten Medien (5 mg/ml) erhoht die Ausbeute und verringert den Verlust
durch Adhision von Zellen an GefédBwinden.

Zentrifugiert man vorgereinigte Zellsuspensionen aus Planarien in fein abgestuften
Gradienten (Abb. 6), so findet man Neoblasten in verschiedenen Dichtezonen. In grofter
Ausbeute und Reinheit erhilt man diese Zellen, wie bereits erwihnt, durch isopyknische
Zentrifugation in einem diskontinuierlichen Gradienten, und zwar in der Zone zwischen
den Dichten 1,05 und 1,07 (Abb. 7). Unter den isolierten und mit Azur A - Eosin B spezi-
fisch gefirbten Neoblasten lieBen sich vier Typen unterscheiden (SCHURMANN et al., 1998).
Diese Beobachtungen konnen sowohl dahingehend interpretiert werden, dass die erhalte-
nen Fraktionen bzw. Subtypen verschiedene Zellzyklusphasen und / oder Entwicklungs-
stadien eines einzigen Zelltyps représentieren, als auch durch eine Mehrzahl von Subtypen
erkliirt werden, die jeweils getrennten Neoblastenlinien angehéren. Jedenfalls rechtfertigen
diese Ergebnisse weitere Anstrengungen, um die bereits darstellbaren Fraktionen néher zu
charakterisieren. Das Verfahren ist mittlerweile auch fiir Macrostomum (kleinere Tiere,
kleinere Zellen und ein anderes Medium) adaptiert worden (BEHENSKY et al., 2001). Somit
sind geeignete Vorbedingungen fiir die Gewinnung und Analyse von Neoblasten gegeben.

Zur Unterscheidung von Subtypen und Entwicklungsstadien dieser Zellen sind neben
cytochemischen Bestimmungen, etwa ‘des RNA- und DNA-Gehaltes, vor allem
Untersuchungen der Ultrastruktur von Interesse, wie sie fiir Macrostomum, allerdings noch
ohne vorherige Zellfraktionierung, bereits begonnen worden sind (RIEGER et al., 1999; s.
Kapitel 4.1).
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lung. Die Enzymbehandlung muss beziiglich Konzentration, Temperatur und Einwirkungs-
dauver fiir den jeweils verwendeten Planaricnstamm optimiert werden. Dic mit dieser
Methode gewonnenen Zellsuspensionen konnen zur Auftrennung durch Dichtegradienten-
zentrifugation (Abb. 6) verwendet werden. Ausfithrung der Zeichnung: C. BEHENSKY.
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' "’ Préiparationen von Planarienzellen nach dem in Abb. 5
s - und Abb. 6 dargestellten Verfahren (isopyknische

. > ® Zentrifugation im diskontinuierlichen Gradienten).
‘ ,{. = ‘ A, B) Zellsuspension aus DugeSfa tahit_ienszs unmit-
telbar nach der Desintegration; Epithelzellen (e)
‘7 ‘, !’ - und Rhabdoide (r) sind deutlich erkennbar, die
J Neoblasten (n) meist durch andere Zellen ver-

N . deckt; pa: Parenchymzelle.
C) Neoblasten aus der Fraktion 4 (Dichtestufe 1,05 /
. ~. 4 1,07). Man erkennt den schmalen, stark basophilen
Cytoplasmasaum (Pfeile).

®  Farbung: Azur A — Eosin B, Mikroskop: Leitz

C  Aristoplan. Photos: W. SCHURMANN, Wiedergabe mit
w = s freundlicher Genehmigung.

4.3. Primirkulturen von Turbellarienzellen

Um Vorginge im Organismus zu verfolgen, ist die Analyse von Zellen unverzichtbar,
die unmittelbar aus lebenden Tieren isoliert worden sind. Obwohl aus dem Verhalten von
Zellen in Kultur selbstverstindlich keine zwingenden Schliisse auf die Verhiltnisse in vivo
moglich sind, sind kultivierte Zellen zusitzlich zu in vivo-Studien doch in mehrfacher
Hinsicht wertvolle Werkzeuge. So wiirden etablierte Neoblastenkulturen Voraussetzungen
fiir Injektionsexperimente ohne verunreinigende Zellen, fiir die gezielte Herstellung von in
vitro-Systemen zur Zelldifferenzierung und fiir einen Gentransfer zur Erzielung transgener
Tiere schaffen (vgl. BAGUNA, 1998). Es gab eine Reihe von Ansitzen zur Kultivierung von
Planarienzellen (SCHURMANN & PETER, 2001). Der élteste publizierte Versuch stammt von
MURRAY (1927) aus dem Laboratorium von Ch. M. CHILD. Auf eine Isolation oder An-
reicherung bestimmter Zellen wurde dabei verzichtet, jedoch wurden einzelne isolierte und
lebende Zellen von Planarien erstmals beschrieben. Die Beobachtung von amitotischen
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Zellteilungen, nicht aber von Mitosen, ldsst vermuten, dass die Vitalitit der Zellen mangels
entsprechend optimierter Kulturbedingungen eingeschrinkt war. Von den spiteren
Experimenten seien jene von BETCHAKU (1967, 1970), FRANQUINET (1981), FUKUSHIMA &
MATSUDA (1991) und TesHIROGI & Tonya (1988) erwihnt. Dariiber hinaus gab es etliche
Kulturversuche mit Fragmenten und Blastemen von Planarien (so etwa von SEILERN-
ASPANG, 1958, sowie SENGEL, 1960). In keinem Fall gelang eine Kultivierung iiber mehr
als zwei Wochen. Meist degenerierten die Zellen oder zeigten — im Fall der Neoblasten —
Anzeichen einer Differenzierung. Mitosen wurden auBer in Suspensionskulturen
(FRANQUINET, 1981) in keinem der zuvor beschricbenen Systeme beobachtet. Auf der
Grundlage frither veroffentlichter Kulturbedingungen gelang es, ein mit Planariengewebe
isotones Medium zu entwickeln (Tab. 2), in welchem Primérkulturen von Neoblasten bis

Tab. 2: Kulturmedium fiir Planarienzellen

Isotones Kulturmedium ‘ Zusammensetzung von BMS
(pH 7,4; 126 mOsmol/kg) | (Basal Medium Supplement)

i

Komponente mg/l ‘ Komponente mg/l Komponente mg/l
HEPES, freie Siiure 7208,8 NaCl 6000,0 L-Methionin 70,0
HEPES, Natriumsalz ~ 3514,0 KCl1 300,0 L-Phenylalanin 90,0
NaCl 985,4 NaH:PQO..2H:0 150,0 L-Prolin 20,0
NaHCO: 800,1 CaCl: 100,0 L-Serin 80,0
KCl 26,4 MgCl..6H:0O 150,0 DL-Threonin 60,0
CaCl:.2H:0 150,0 NaHCO: 900,0 L-Tryptophan 20,0
MgS0.:.7H:O 90,1 D-Glucose 3000,0 L-Tyrosin 50,0
MnCl:.4H:0 0,3 Phenolrot 10,0 L-Valin 100,0
KH:PO: 68.5 L-Alanin 60,0 Peptide 500,0
Natriumpyruvat 150,0 L-Arginin. HC1 55,0 Proteine 15000,0
D-Glucose 300,0 L-Asparagin.H.-O 10,0 Mitogene 2,5
Trehalose 50,0 L-Asparaginsiure 60,0 Cholinchlorid 4,0
Glutamin 49,0 L-Cystin 30,0 Folsdure 4,0
d-Biotin 0,3 L-Glutamin 420,0 I-Inositol 7,2
Gentamycin 50,0 L-Glutaminséure 130,0 Niacinamid 4,0
Tricin 2,5 L-Glycin 15,0 D-Panthothenséure
Phenolrot 2,0 L-Histidin. HCI.H:O 10,0 (Ca-Salz) 4,0
BMS 10800,0 L-Isoleucin 150,0 Pyridoxal. HCI 4.0
MEM Essential Amino L-Leucin 310,0 Riboflavin 0,4
Acid Solution (50x) 2000,0 L-Lysin. HCI 180,0 Thiamin.HCI 4,0

MEM Non-Essential

Amino Acid Sol.(100x)  5000,0

MEM Vitamine

Solution (100x) 3000,0

MEM = Minimum Essential Medium

BMS ist ein standardisierter Serumersatz. Die Proteine und Peptide stammen aus Rinderserum. Die angegebenen
Werte sind der von Biochrom® zur Verfigung gestellten Typanalyse entnommen.

Muit freundlicher Genehmigung aus SCHURMANN(1993).
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zu 31 Tage lang ohne lichtmikroskopisch sichtbare Anzeichen einer Differenzierung leb-
ten. Nach dieser Zeit war die mit dem Farbstoffausschlusstest (Nigrosin) ermittelte Vitalitt
("viability") noch 46 - 50% (SCHURMANN, 1993; SCHURMANN & PETER, 2001; SCHURMANN
et al., 1998). Nach der angegebenen Zeit wurden die Kulturen lediglich aus technischen
Griinden nicht weitergefiihrt. Lingere Kulturzeiten sind daher durchaus zu erwarten.
Allerdings traten in reinen Neoblastenkulturen Mitosen nur 1 — 2 Tage lang auf. Nach vier-
stiindiger Behandlung mit Colcemid wurden in etwa 1% der mit Serum- und Serotonin-
zusatz kultivierten Zellen Metaphasen gefunden. Diese Rate war etwa sechsmal so hoch
wie in Kontrollkulturen (SCHORMANN, 1993; SCHURMANN & PETER, 2001) und kommt nahe
an Beobachtungen von Zellteilungsraten in lebenden Tieren heran: BEST et al. (1968)
beschrieben fiir 48 h lang regenerierende Exemplare von G. dorotocephala einen maxima-
len Metaphaseindex von 1,5%. Die Zellform war in den Kulturen stark von der Beschich-
tung der Schalenbdden und dem Proteingehalt des Mediums abhéngig. Wihrend Protein im
Medium zu abgerundeten Zellen fiihrte, entwickelten Neoblasten auf einer Collagenschicht
zum Teil sehr lange Fortsitze (SCHURMANN, 1993; SCHURMANN & PETER, 2001). Sowohl
Serotonin als auch die Nukleinsdurevorstufe Orotsdure steigerte das Zellwachstum
(SCHURMANN & PETER, 1988). Positive Einfliisse von Noradrenalin und Serotonin
(FRANQUINET, 1981) sowie verschiedener Wachstumsfaktoren (BAGUNA et al., 1989b) wur-
den bereits friiher beschrieben. Es ist bisher aber noch niemandem gelungen, eine perma-
nente Neoblastenlinie zu etablieren.

4.4. Restitutionskorper: ein in vitro-System fiir Zellwechselwirkungen
Restitutionskoérper wurden als mehr oder weniger sphirische bis ovoide oder auch
komplex gestaltete Gebilde erstmals von FREISLING & REISINGER (1958) beschrieben, nach-
dem MURRAY (1927) sie bereits kurz erwihnt hatte. Sie bilden sich in Gewebebrei von
Planarien spontan, indem eine Schicht aus bewimperten Epithelzellen unterschiedliche
Aggregate anderer Zellen einschlieBt. Epithelzellen besitzen offensichtlich lateral eine
maximale gegenseitige Affinitit und basal eine ausgepriigte Neigung, sich an andere Zellen
anzuheften. Spiter wurden derartige Aggregate beim Desintegrieren von Planariengewebe
im DouNCE-Homogenisator beobachtet (FRANQUINET, 1981). Unter Verwendung des fiir die
Neoblastenkulturen entwickelten Mediums konnten solche Restitutionskorper mit dem in
den Abb. 5 und 6 beschriebenen Verfahren hergestellt und bis zu 2 Wochen lang in Kultur
gehalten werden (PETER, 1995b; PETER & SCHURMANN, 1999). Die beobachteten Formen
und histologischen Strukturen (Abb. 8) entsprachen den Beschreibungen der Entdecker.
Einige, doch nicht alle Zellverbinde erschienen im Lichtmikroskop syncytial (vgl.
FREISLING & REISINGER, 1958). Eine sichere Aussage dariiber konnen jedoch erst Ultra-
strukturstudien liefern. Da Planarien nur ventral bewimpert sind (das dorsale Epithel ist
ohne Wimpern), entspricht die gesamte duBere Oberfliche solcher Gebilde der Ventralseite
von Planarien. Eine Restitution ganzer Tiere aus Zellsuspensionen, wie sic bei
Schwimmen (WILSON, 1907) und Hydra (GIERER et al., 1972) moglich ist, ist bei
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Turbellarien bisher nicht gelungen. In Verbindung mit kultivierten Neoblasten konnten
Restitutionskorper dazu dienen, definierte Systeme zum Studium der Zelldifferenzierung
aufzubauen, dhnlich wie dies mit den "embryoid bodies" aus embryonalen Stammzellen
der Maus (SNODGRASS et al., 1992) und des Menschen (PErA, 2000) sowie Organoiden aus
anderen Geweben (siehe z.B. SLORACH et al., 1999, fiir Stammzellen aus Darmkrypten und
TAKEZAWA et al., 1993, fiir Fibroblasten) schon geschehen ist. Da Stammzellen auch fiir
den Saugerembryo und fiir den Menschen von besonderer Bedeutung sind (HEATH et al.,
1990; PeraA, 2000), konnten derartige Modellsysteme auch in vergleichender Hinsicht
interessant sein.

c

Abb. 8: Restitutionskorper aus Planariengewebe.
Die Tiere wurden in isotonem Medium (Tab. 2) desintegriert.

a - ¢) Totalaufnahmen in 4 %igem Formaldehyd fixierter Priparate durch ein Invertmikroskop
(Reichert Biovert). d — f) Histologische Schnitte nach Bouin- Fixierung, Paraffineinbettung und
Firbung mit Himalaun — Eosin (Mikroskop: Leitz Aristoplan). a, d) verschieden groBe "Sphirien”
von Dugesia tahitiensis 22 h nach Desintegration; b) Restitutionskorper von Schmidtea polychroa 32
h nach der Bildung; ¢) 12 Tage alter, stark pigmentierter Restitutionskorper von S. polychroa; €)
Schnitt durch einen Restitutionskorper (1 h alt)von D. tahitiensis, dhnlich dem in (b) abgebildeten
Totalpriparat; f) "Pseudogastrula” von S. polychroa, 11 h alt. Deutlich erkennbar sind Rhabdoide (r)
in den Schnitten sowie die Bewimperung (Pfeile) in (b) und (f). Balken: 30 pm.

329



5. Stammzellen, Wachstum und Entwicklung bei anderen Platyhelminthes

Es scheint, dass die bei Turbellarien und insbesondere bei den Tricladen (Planarien)
beobachteten Neoblasten sowohl strukturell als auch ihrer Funktion nach den gleichnami-
gen Zellen bei den parasitischen Klassen Trematoda (Saugwiirmer) und Cestoda
(Bandwiirmer) sehr édhnlich sind. Sowohl die Sprossung der Bandwurmglieder als auch die
komplexen Reproduktionsvorginge im vegetativen Teil des als Metagenese einzustutenden
Fortpflanzungszyklus der Trematoden stellen asexuelle Vermehrungsprozesse dar (EHLERS,
1985). Cytologie und Entwicklung der Cestoda sind relativ gut untersucht. Tracerstudien
haben auch fiir diese Klasse der Platyhelminthes differenzierte Zellen auf Neoblasten
zuriickgefiihrt (WIKGREN & KNuTs, 1970). Die Bildung der Proglottiden (Bandwurm-
glieder) erinnert an die Tierketten im Rahmen der Paratomie von Microstomum oder
Stenostomum, die sich von den nach Abschniirung und Eiablage zugrundegehenden
Proglottiden der Bandwiirmer durch die nachfolgende Individualisierung und weitere
Teilungsfdhigkeit der abgetrennten Exemplare unterscheiden. Die  extreme
Vermehrungsfithigkeit von Trematoden, zu denen epidemiologisch so wichtige Gattungen
wic Schistosoma gehoren, geht auf eine Art von "Piadogenese” zuriick, indem in den Redien
(das sind asexuelle Vermehrungsstadien) zahlreiche "Keimballen" gebildet werden, in
denen sich Embryonen neu entstehender sexueller Tiere differenzieren. Auf Grund der vor-
liegenden cytologischen Befunde bestehen diese Keimballen nicht, wie man das friiher
angenommen hat, aus Keimzellen, sondern aus Neoblasten. Meiosen auf dem Weg zu den
Keimballen (diese miisste es geben, wenn es sich tatsiichlich um Keimzellen handeln soll-
te) sind bisher nicht gefunden worden, sehr wohl aber Mitosen (WHITHIELD & EVANS,
1983).

6. Mechanismen der Regeneration - Felder, Muster und Gene. Konzepte fiir
Turbellarien und den Rest der Tierwelt

Unsere Kenntnis von den unterschiedlichen Strategien der Regeneration im Ticrreich
ist immer noch sehr liickenhaft. Aus Griinden des Aufwands konzentricren sich die
Untersuchungen auf Modellorganismen, manchmal nur cinige wenige innerhalb cines
Stammes. Allein unter den Turbcllaricn bedienen sich mitunter nahe verwandte Arten
unterschiedlicher Strategien, wie der bereits weiter oben angestellte Vergleich zwischen
den beiden Macrostomorphen Microstomum (Regeneration ohne Blastem) und
Macrostomum (Regenerationsblastem) zeigt (s. Kapitel 2.2). Es ist daher Vorsicht angera-
ten, wenn man von Modellorganismen auf die innerhalb ciner gréBeren taxonomischen
Gruppe existierenden Regenerationsmechanismen schliefen will. Die umfangreichsten
Informationen liegen iiber die Regeneration der Wirbeltiere und der Plattwiirmer vor
(FERRETTI & GERAUDIE, 1998).

Im Bemiihen, verschiedene Regenerationsstrategien systematisch zu vergleichen und
dabei Niheres iiber die grundlegenden Mechanismen zu erfahren, sind seit Begriindung der
modernen Regencrationsforschung sehr unterschiedliche Gesichtspunkte angewendet wor-
den (Tab. 3). Dies entsprang dem Fortschritt der Wissenschaft. Stellt man die grofien
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Konzepte einander gegeniiber, so erkennt man unterschiedliche Fragestellungen und
Schwerpunkte des Interesses. Obwohl sich das Verstandnis der Regenerationsmechanis-
men mit der Entwicklung der Biologie stindig vertieft, lassen sich alte Fragen durch neue-
re Modelle nicht unbedingt endgiiltig beantworten. Wihrend sich der Blickwinkel von der
Frage nach der Herkunft der regenerierten Gewebe bis zur genetischen Basis geweitet hat,
werden frithere Theorien und Hypothesen, wenn nicht falsifiziert, dann mit mechanisti-
schen Details ausgefiillt und erweisen sich somit als entscheidende Leitlinien fiir die wei-
tere Forschung. In den folgenden Zeilen soll versucht werden, eine Ubersicht iiber dic
unterschiedlichen Betrachtungsebenen und wesentlichsten Fragestellungen zu geben und

Tab. 3: Theorien zu den Regenerationsstrategien

Fragestellung Ebene Beteiligte Mechanismen und Strukturen

1. Herkunft des Materials Gewebe (1) Epimorphose (Neubildung); Beteiligung von
Stammzellen und / oder Mitosen
(2) Morphallaxis (Umbau ohne Neubildung)
(3) Dedifferenzierung / Transdifferenzierung
(Metaplasie): Anderung des Differenzierungs-
~ zustands ohne Zellteilungen )

2. Differenzierungsstrategie Zellen (1) Stammzellensysteme: Differenzierung aus uni-,
pluri- oder totipotenten Stammzellen. Diese bilden
einen sich selbst erneuernden Pool.

(2) Dedifferenzierung und Transdifferenzierung.
__Mitosen differenzierter Zellen kénnen vorkommen.

3. Physiologischer Ablauf Kérper (1) Gradienten von
a) Stoffen mit Diffusion iiber goBere Strecken
(humorale Mechanismen im weitesten Sinn)

b) Prozessen und Signalen (z.B. Respiration,
Genexpressionen, elektrischen Potentialen)

(2) Zell-Zell und / oder Zell-Matrix- Wechselwirkun-
gen iiber direkte Kontakte bzw. diffundierende
Faktoren

(3) Endogene Programmabléufe in Zellen: zunehmen-
de Determination im Laufe mehrerer Mitosen
("commitment” von Stammzellen erzeugt Progeni-
torzellen fiir differenzierte Zellen).

4. Genetische Steuerung Genom Entwicklungskontrollgene (Homeobox-Gene u.a.)

Konzepte: Festlegung von Achsen durch Anderung
von Genexpressionsmustern in Raum und Zeit,
Setzen von Positionswerten und Bildung morpho-
genetischer Felder

Wirkende Faktoren: primir Transkriptions- und
Translationsprodukte (z.B. Transkriptions-

faktoren), in weiterer Folge

Wirkungsmechanismen verschiedener Art auf allen

Ebenen einschlieBlich der unter (1. — 4.) genann-
ten Optionen méglich.
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dabei die Verhiltnisse bei den Turbellarien in einen groferen Zusammenhang Zu integrieren.

Die Frage nach der Herkunft der regenerierten Strukturen stellte sich wohl zuerst,
nachdem das AusmaB der Regenerationsfihigkeit untersucht war. Komplette Neubildun-
gen, als Epimorphosen bezeichnet, findet man hiiufig bei Korperanhidngen und in distalen
Bereichen, so etwa bei der Extremitiitenregeneration der Amphibien (GARDINIR & BRYANT,
1998). Dieser Typ der Regeneration ist stets mit Zellteilungen verbunden. Die Alternative
dazu stellt die Morphallaxis, ein Umbau vorhandener Gewebe ohne die Neubildung von
Zellen, dar (MORGAN, 1900). Das klassische Beispiel dafiir liefert der StiBwasserpolyp
Hydra: Teilstiicke regenerieren zu Exemplaren mit den urspriinglichen Korperpropor-
tionen, ohne dass dazu Zellteilungen erforderlich sind. Entsprechend verkleinerte Tiere
sind das Ergebnis (BoscH, 1998; CuMMINGS & BoDE, 1984). Um die urspriingliche Grofie
wieder zu erreichen, miissen natiirlich Zellteilungen stattfinden, allerdings in einer spiite-
ren Phase und ohne Regenerationsblastem.

Wie weiter oben erortert worden ist, bedienen sich Turbellarien beider Mechanismen
(BR@NDSTED, 1969; MORGAN, 1900). Es gibt noch cine dritte Moglichkeit, die in verglei-
chenden Studien meist nicht ausdriicklich erwiihnt wird: die Transdifferenzierung vorhan-
dener Zellen ohne Zellteilungen, aber mit Anderungen in den Differenzierungszustiinden.
Wihrend in jiingerer Zeit meist nur Epimorphose und Morphallaxis als dic beiden
Alternativen erwihnt werden (Goss, 1969, 1974), hat bereits KORSCHELT (1927) die "De-
differenzicrung” (Metaplasie) als dritte Moglichkeit diskutiert. Manche Autoren (z.B.
Cowarbp & Hay, 1972; Hay, 1968) postulieren diesen Mechanismus fiir Planarien. Es wiire
somit denkbar, dass diese Tiere alle drei Wege zur Wiederherstellung ihres Korpers einset-
zen. Hinsichtlich des Regenerationsausmalfes kennt man bei zwei Tierstimmen noch
groBere Fihigkeiten: sowohi Schwimme (THOUVENY & TASsAvVA, 1998; WILSON, 1907) als
auch der Coelenterat Hydra (BoscH, 1998; GIERER et al., 1972) konnen aus kleinsten
Fragmenten, ja, selbst aus dissoziierten Zellen, komplette Individuen restituieren.

Auch die Frage nach der Steuerung der Regeneration wurde bereits von den Pionieren
auf diesem Gebiet gestellt. Der Begriff des morphogenetischen Gradienten (CHirb, 1913;
s. auch BR@NDSTED, 1969) ist als Konzept bis heute aktuell geblieben und folgt aus der
axialen Ausrichtung und polaren Orientierung der Regenerationsvorgiinge. Seine Interpre-
tation hat sich allerdings gewandelt. Vermutete CHiLD (1913) noch einen respiratorischen
Gradienten, der sich spiter nicht bestitigen lieB. so sucht man heute die Ursache morpho-
genetischer Felder in zeitlich und ridumlich unterschiedlicher Genexpression (GILBERT,
2000). Tatséchlich konnten bei Planarien etliche Entwicklungskontrollgene nachgewicsen
werden, unter anderen 7 Hox-Gene (siehe 7z.B. BAGUNA, 1998; BALAVOINE, 1997,
BAavascas et al., 1997; GARCIA-FERNANDEZ et al.. 1991) und 3 POU-Gene (Orii ¢t al., 1993,
1995). Da im Rahmen des gro3en Regenerationsverméogens von Planarien das Ausmaf von
Neubildungen zum Teil mit Vorgingen wihrend der Embryonalentwicklung vergleichbar
ist, lag der Gedanke nahe, Homeobox-Gene konnten im adulten Tier in cinem axialen
Gradienten entweder permanent exprimiert sein oder aber bei Bedarf cinen solchen
Gradienten bilden. Homdotische Gene, welche withrend der Embryonalentwicklung die
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spezifische Differenzierung der einzelnen Korperregionen steuern, wurden wihrend der
Evolution stark konserviert und erfiillen in so unterschiedlichen Bauplinen wie jenen der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster und der Maus Mus musculus sehr &hnliche
Funktionen (siehe z.B. GILBERT, 2000; LEWIN, 1998; MuURTHA et al., 1991). Uberraschen-
derweise exprimiert Girardia tigrina vier Hox-Gene stindig homogen im ganzen Korper
und zwei, davon ein Homologes zum Antennapedia-Gen, diskontinuierlich von vorne nach
hinten unterschiedlich stark. In Blastemen und ihrer unmittelbaren Nachbarschaft ist die
Expression der erwihaten vier Gene erhoht, egal, ob es sich um vordere, hintere oder seit-
liche Blasteme handelt (BAYAscas et al., 1998). Die beiden rdumlich diskontinuierlich
exprimierten Hox-Gene hingegen werden in vorderen Blastemen vor der Regeneration von
K&pfen vom distalen zum proximalen Bereich hin sequenziell abgeschaltet, wihrend hin-
tere Blasteme, welche Schwinze regenerieren, eine zunehmende Aktivierung dieser beiden
Gene aufweisen. So erfolgt offensichtlich die Determinierung der entsprechenden
Korperregionen, und zwar bereits am ersten Tag der Regeneration in einem schmalen
Bereich an der Wunde, noch bevor sich ein Blastem bildet oder Differenzierungsprozesse
histologisch nachweisbar sind (BAGUNA, 1998). Wenn diese Determination als morphal-
laktischer Prozess bezeichnet wird, so wird damit allerdings eine Abwandlung des Begriffs
vollzogen, der sich in seiner urspriinglichen Fassung ja auf die Herkunft des regenerierten
Gewebes und nicht auf den Mechanismus bezieht, der das neue Muster entstehen lisst.
Dieses jiingste Modell zum Regenerationsablauf (Abb. 9) ist im Einklang mit der Theorie
stofflicher Gradienten (BR@NDSTED, 1969; LENDER, 1965; WOLFF et al., 1964). Das neue
Muster wird lediglich wesentlich frither und in einer engeren Zone festgelegt, als dies
WoLrE et al. angenommen haben. Die Determination der Progenitorzellen diirfte allerdings
bereits im Parenchym erfolgen, ehe sie noch das Regenerationsblastem erreicht haben.
Daraunf lassen Beobachtungen iiber die Genexpressionsmuster solcher Zellen schliefen
(AGATA, 2001). Leider ist das Genom der Turbellarien, von den erwihnten homdotischen
Genen bei Planarien abgeschen, nur sehr mangelhaft bekannt. Eine Mutantenanalyse tiber
Funktionsverlust ("loss of function mutants") ist daher schon aus diesem Grund zur Zeit
noch nicht méglich. Dafiir hat sich ein anderer Weg als geeignet erwiesen, den Ausfall ein-
zelner Genexpressionen in ihrer Wirkung auf die Regeneration zu untersuchen. Injiziert
man doppelstriingige RNA ("sense and antisense RNA"), welche mit Hilfe von cDNA-
Sequenzen eines Myosin-Gens hergestellt worden ist, in Regenerationsblasteme von
Schmidtea mediterranea, so wird spezifisch die Bildung der Korperwandmuskulatur ge-
hemmt, ohne dass andere Strukturen beeintrachtigt werden (SANCHEZ ALVARADO &
NEWMARK, 1999).

Wie wird nun das Muster von Genexpressionen in ein morphologisches Muster iiber-
setzt? Die Mdoglichkeit dazu ist einsichtig: Die Neoblasten, welche das Blastem aufbauen,
kommen vom Stumpf her und miissen also durch das Gewebe mit den bereits gesetzten
Determinierungssignalen hindurch. Da die Neoblasten von einem Bereich aufierhalb des
determinierten Areals kommen, konnen sie urspriinglich keine Information iiber ihre
Bestimmung haben. Es muss also einen Mechanismus geben, der die Information iiber den
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Kaskad fei der fol 1

Induktionen durch Stoffgradienten Aulbau von gnduenlenﬁirmlgen
von den bereits regenerierten feldern mit h
Regionen von distal nach proximal Regencrnuon

Gehim

}——Pharynx
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Unbekanate Stimuli
durch Wundsetzung

und endogene Faktorel/
Blastembildung
1
/1-— — ____ — A

Hinteres Drittel einer
transversal durchge-

schnittenen Planarie —

Morphogenetische Felder
bestimmen von distal nach
proximal die regeuerierten
Strukturen.

Pasitionswerte fiir die
Kdrperregionen 1 - 4
werden durch gefinderte
Genexpressionsmuster
sehr friih gesetzt.

jeweiligen Positionswert (GILBERT, 2000; WOLPIRT, 1978; WOLPERT et al., 1972) an dic
Neoblasten iibermittelt. Dass im adulten Tier solche Positionswerte gespeichert sein miis-
sen, folgt aus den regionalspezifisch reagierenden Antikdrpern (BueNo et al., 1997) sowie
aus dem Ablauf der interkalaren Regeneration. Schneidet man aus einer Planarie ein mitt-
leres Stiick quer heraus und propft die beiden Endstiicke aufeinander, so werden — in die-
sem Fall ohne Regenerationsblastem - immer genau jene Strukturen neu gebildet, die den
fehlenden Positionswerten entsprechen (BAGURA, 1998; BR@NDSTED, 1969). Es ist offen,
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- Abb. 9: Modellvorstellungen zum Ablauf der Regeneration einer Planarie nach Wegschneiden des
Vorderendes, illustriert am Beispiel von Polycelis.

A: Sequenz von Induktionen nach E. WOLFF (nach LENDER, 1965). Dekapitierte Tiere erfahren durch
die Wundsetzung dufiere Stimuli und endogene Reize (z.B. durch Neurosekrete). Durch deren
Zusammenwirken werden Blastembildung und Differenzierung an der Wunde ausgeldst. Die
Neubildung der verloren gegangenen Strukturen im Rahmen der anschlieBenden Epimorphose
erfolgt von distal nach proximal, indem die neu gebildeten Strukturen in einer Kaskade
Induktionen von vorne nach hinten austiben (Pfeile). Auch induziert das umliegende Gewebe die
darin noch fehlenden Organe (z.B. Gehirn und Pharynx). Die Korperregionen 1- 4 werden nach-
einander regeneriert, sind aber zur Vereinfachung in einer einzigen Skizze dargestellt. Nach voll-
standiger Regeneration ist das urspriingliche System von Hemmfeldern wiederhergestellt, die sich
gradientenformig von vorne nach hinten erstrecken (Pfeile) und die Neubildung von Strukturen
verhindern, die fiir weiter vorne liegende Kérperregionen charakteristisch sind. Ebenso hemmen
vorhandene Organe (z.B. Gehirn und Pharynx) ihre Mehrfachbildung in der gleichen Region.

B: Modell morphogenetischer Felder, die durch Positionswerte definiert sind (nach BAGUNA, 1998).
Die durch die Verletzung ausgeldsten dufleren und inneren Signale fiihren zu einem geénderten
Expressionsmuster bestimmter homéotischer (Dthox-) Gene. Dadurch werden frith (innerhalb
eines Tages nach der Wundsetzung) in einem schmalen Blastembereich von 200 — 300 pm in der
Richtung von distal nach proximal Positionswerte gesetzt, bevor dort noch Differenzierungen
erkennbar sind. So werden morphogenetische Felder determiniert, in denen sich anschlieBend
withrend der Epimorphose die der jeweiligen Position in der Lingsachse entsprechenden
Strukturen neu bilden. Reihenfolge und Richtung dieser Vorginge stimmen mit dem Modell A
iiberein. Allerdings nimmt WOLFF wesentlich spitere Determinierungsprozesse an, die durch die
Induktionen schrittweise erfolgen. Davon abgesehen, sind beide Modelle miteinander vereinbar.
Wiihrend sich das Modell A auf den physiologischen Ablauf bezieht, beschreibt das Modell B die
Genwirkungen wihrend der Regeneration. Keines der beiden Modelle sagt etwas iiber den ent-
scheidenden Stimulus fiir die Regeneration oder die auf Grund der Genexpressionen im einzelnen
wirkenden Faktoren aus.

welche Mechanismen all diese Abldufe steuern. Eine Moglichkeit wiren stoffliche
Gradienten induzierender oder inhibitorischer Stoffe (also im weitesten Sinn humorale
Mechanismen). Dass Extrakte von Planariengeweben die Bildung der darin vorhandenen
Strukturen hemmen, ist lange bekannt (siche z.B. BRONDSTED, 1969; LENDER, 1955b).
Ebenso sind induzierende "Organisine” beschrieben worden (LENDER, 1955a). Freilich
kann die Spezifitit der beobachteten Wirkungen nicht als erwiesen gelten, handelte es sich
doch durchwegs um Rohextrakte. Stimulierende (FRIEDEL & WEBB, 1979; STEELE &
LANGE, 1977) und hemmende Fraktionen (SHINOZAWA et al., 1995) konnten auch angerei-
chert werden, ohne dass bisher eine Reindarstellung und molekulare Charakterisierung
von Inhibitoren oder induzierenden Faktoren gelungen ist. Gradienten solcher Inhibitoren
wurden unter anderem auf elektrische Felder in der Lingsachse der Tiere zuriickgefiihrt
(LANGE & STEELE, 1978). Diffundierende Faktoren konnten eine Folge anderer
Mechanismen sein oder zusitzlich zu diesen wirken. Zell-Zell-Kontakte direkter oder
sekretorischer Art kommen hierbei ebenso in Betracht wie eine Determinierung von
Zelllinien durch schrittweise Weichenstellung oder auch eine Art "Mitosen-Uhr" nach der
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Zahl der durchlaufenen Zellzyklen (BAGUNA, 1998). Diese miisste freilich ablaufen, bevor
die Neoblasten das Blastem aufbauen. Jiingste Daten iiber Genexpressionsmuster in paren-
chymatischen Neoblasten (AGara, 2001) sind mit einer solchen Hypothese vereinbar.
Natiirlich konnten auch mehrere Mechanismen wirken. Damit miindet die Frage der
Musterbildung in die Forderung, mehr iiber die Neoblasten, ihre Kinetik und ihre
Heterogenitét in Erfahrung zu bringen.

Sollten die Stammzellen unter den Neoblasten tatséichlich eine sich selbst erncuernde,
homogene Population bilden, so wiire tatséchlich ein einziger Zelltyp totipotent. Dies wiire
ein einzigartiger Fall im Tierreich, denn die ebenfalls totipotenten Archiocyten der
Schwimme konnen, wie erwihnt, auch aus differenzierten Zellen entstehen (CONNES,
1974). Allerdings relativieren jiingste Erkenntnisse liber Sdugerzellen diese Aussage, denn
auch dort kénnen Stammzellen in geeigneter Umgebung (also z.B. infolge ciner Ver-
letzung) ihre Kompetenzen dndern und erweitern (siehe z.B. VAN DER Kooy & WEISS,
2000). Das heiBt, dass bei Sdugern fiir die physiologische Regeneration und fiir dic
Reparatur von Verletzungen offenbar unterschicdliche zellbiologische Strategien verwen-
det werden. Umso interessanter wird es daher auch sein, die Frage zu beantworten, ob das
bei Turbellarien genauso ist oder aber eine totipotente Stammzelle universelle Kompetenz.
fiir jegliche Zellerneuerung hat. Das wire auf Grund der Stellung der Platyhelminthes an
der Basis der Bilateria zu erwarten.

Damit Regeneration iiberhaupt einsetzten kann, scheint die Anwesenheit eines
Nervenstranges unabdingbar zu sein (siehe. z.B. SPERRY & ANSEVIN,1975; SPERRY et. al.,
1973). Auch wurden Neurosekrete immer wicder fiir die Regeneration verantwortlich
gemacht (so z.B. von LENDER, 1974). Der durch die Wundsetzung induzierte Stimulus fiir
das einseten der Differenzierungsvorginge ist bisher nicht aufgeklirt. Vergleicht man die
histologische Struktur einer intakten Korperstelle mit einer frisch verschlossenen Wunde,
so fehlt bei dieser die Basallamina. Daraus hat man die Vermutung abgeleitet, der unmit-
telbare Kontakt zwischen Epithelzellen und Parenchym sei an der Induktion der Differen-
zierung zumindest wesentlich beteiligt, wenn nicht sogar der ausldsende Faktor dafiir
(BAGUNA et al., 1994). Diese Hypothese konnte durch ein Experiment sehr wahrscheinlich
gemacht werden, bei welchem der Wundverschluss so lange verzogert wurde, bis sich die
Basalmembran unter dem neuen Epithel vollstindig nachgebildet hatte (SCHORMANN &
PETER, 1998): Magnesiumchlorid im Kulturwasser wirkt als Muskelrelaxans und fiihrt zu
klaffenden Wunden, die nur allmdhlich mit einem Epithel verschlossen werden.
Dekapitierte Exemplare von Schmidtea polychroa, die in einer Losung von 21 mM/I Mag-
nesiumchlorid in Kulturwasser gehalten werden, regenerieren keinen Kopf, obwohl die
Wunde — wenn auch verzogert — vollstandig verheilt. Dass dies nicht auf unspezifische
toxische Effekte und auf einen allgemeinen Verlust der Regenerationsfihigkeit zuriickge-
hen kann, beweisen Versuche, in denen kopflose "Regenerate” neuerlich amputiert wurden
und in normalem Kulturwasser den Kopf ebenso schnell regenerierten wie vollig unbe-
handelte Kontrolltiere. Der Kontakt zwischen Epithel und Parenchym der Wunde kénnte
auch den Ablauf der oben erwihnten sequenziellen Genaktivierung triggern. Bei verschie-
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denen Regenerations- und Entwicklungsprozessen induziert die Wechselwirkung zwischen
Epithelzellen und mesodermalen Zellen die Expression von Homeobox-Genen. Dies ist
etwa von der Entwicklung der Extremititenknospen beim Huhn bekannt (siehe z.B.
ROBERT et al., 1991 und Ros et al,, 1996). Die Basallamina schlieBt sich bei der
Regeneration von Planarien erst relativ spit (PEDERSEN, 1972). Der dirckte Kontakt zwi-
schen Epithel und Parenchym konnte daher fiir die Auslosung der Regeneration entschei-
dend sein. Das Zeitfenster fiir diesen Kontakt miissen spitere Versuche aufklédren. Eine vor-
dere Wunde (nach Dekapitieren) wird durch dorsales, eine hintere durch ventrales Epithel
verschlossen (CHANDEBOIS, 1980). Dies konnte Signale fiir die Polaritét der Regenerate set-
zen. Beide Epithelien sind bei Planarien allein schon an der nur ventral vorhandenen
Bewimperung leicht unterscheidbar.

7. Ausblick und laufende Untersuchungen

Die Bemiihungen, Regeneration und Zelldifferenzierung bei Turbellarien entwick-
lungsgenetisch zu erkliiren, haben Herkunft und Schicksal der Neoblasten erneut in den
Brennpunkt des Interesses geriickt (BAGUNA, 1998). Ein besseres Verstdndnis der Zell-
biologie von Turbellarien erscheint daher auf dem Weg zu einer kausalen Erkldrung der
Regencrationsvorgiinge unerldsslich. Insbesondere wire es wichtig, mehr iiber die Hetero-
genitit des Neoblastenpools zu erfahren, wie sie aus den oben dargelegten zellkinetischen,
analytischen, immuncytochemischen und molekularbiologischen Befunden zu erschlieien
ist. In der Fortsetzung der hier beschriebenen eigenen Untersuchungen sollte es mit Hilfe
der dauerhaften Markierung von Zellkernen mit BrdU (LADURNER et al., 1998, 2000;
NEWMARK & SANCHEZ ALVARADO, 2000) und der Fraktionierung von Neoblasten moglich
sein, Schicksal und Entwicklung dieser Zellen in verschiedenen Phasen von Wachstum und
Regeneration zu verfolgen. In fernerer Zukunft kénnte Dugesia tahitiensis als extrem rege-
nerationsfihige asexuelle Turbellarienart dazu dienen, das Schicksal der Neoblasten im
Ablauf der Differenzierung mit Hilfe injizierter, dauerhaft markierter Zellen aus Kulturen
zu untersuchen. Sowohl Farbstoffe und BrdU als Marker wie auch transgene Zellen mit
Reportergenen kiimen dafiir in Betracht (vgl. auch BAGUNA, 1998; BAGURA et al., 1990).

Die Gewinnung von Neoblastenfraktionen durch Dichtegradientenzentrifugation
(Kapitel 4.2) ist eine Voraussetzung fiir solche Experimente. Die so erhaltenen Zell-
fraktionen konnen nach einem fiir Neoblasten bereits adaptierten und durch Bildanalyse
quantitativ auswertbaren Firbeverfahren mit Acridinorange auf ihren DNA- und RNA-
Gehalt untersucht werden (BEHENSKY et al., 2001). Daraus sind Daten zur Verteilung der
Zellzyklusphasen in den Neoblasten zu erwarten. Insbesondere verspricht die Kombination
der Dichtegradientenzentrifugation mit BrdU-Pulsmarkierungen von Macrostomum-Zellen
und anschlieBender quantitativer Bildanalyse der Zellen in situ sowie fraktionierter Zellen
Aufschliisse iiber die Dynamik der Neoblasten. In Schalenkulturen von nicht fraktionierten
Zellsuspensionen aus Planarien konnten Mitosen {iber einen Zeitraum von einer Woche
beobachtet werden (SCHURMANN & PETER, 2001). Um aus bestimmten Neoblastenfrak-
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tionen proliferierende Primérkulturen zu erhalten, eignen sich Feeder-Layer aus rontgen-
bestrahlten Zellsuspensionen. Durch die Kultivierung von Zellfraktionen unter solchen
Bedingungen miissten sich die wirksamen Faktoren wie auch der proliferationsfihige
Anteil des Neoblastenkompartiments nach und nach einengen lassen. Damit wiire ein
wesentlicher Schritt zur Etablierung einer permanenten Stammzelllinie aus Turbellarien
getan, die fiir weitere Experimente eingesetzt werden konnte.

8. Zusammenfassung

Unter den Turbellarien, einer stammesgeschichtlich alten Gruppe der Plattwiirmer
(Platyhelminthes), gibt es Arten mit aulergewdhnlich groem Regenerationsvermégen.
Dieses kennt man vor allem von den Tricladen (Planarien). Zum Unterschied von anderen
Tierstimmen, etwa den Wirbeltieren, ist bei Turbellarien nur ein einziger teilungsfihiger
somatischer Zelltyp bekannt. Er wird meist als Neoblast bezeichnet und dhnelt mit seiner
geringen GroBe, Organellenarmut und dem stark basophilen Cytoplasma den I-Zellen
(interstitiellen Zellen) von Hydra. Dieser Zelltyp ist fiir die physiologische Zellerneuerung,
fiir das Wachstum und auch fiir die reparative Regeneration nach Verletzungen zustiindig.
Neuere Untersuchungen haben diesec von Dedifferenzierungshypothesen bezweifelten
Funktionen der Neoblasten bestitigt. Thre Totipotenz unterscheidet Neoblasten von den
meisten librigen von Tieren bekannten regenerativen Zellen. Allerdings ist nicht gekliirt, ob
diese Fahigkeit tatsdchlich einem einzigen Stammzelltyp oder dem gesamten proliferati-
onsfihigen Kompartiment unter den Zellen eines Tieres zukommt. Ultrastrukturelle und
zellkinetische Daten haben gezeigt, dass der Neoblastenpool heterogen ist. So finden sich
darin neben echten Stammzellen auch Progenitorzellen und frithe Differenzierungsstadien.
Die Herkunft der Neoblasten ist umstritten. Dic Anschauvungen reichen von einem auf
embryonale Stammzellen zuriickgehenden Pool bis zu Durchgangsstadien auf verschiede-
nen Wegen der Transdifferenzierung. Schwierigkeiten bei der daverhaften Markicrung von
Turbellarienzellen sind die Ursache der trotz vielen Studien immer noch bestchenden
Wissensliicken. Daran dndern auch in neuerer Zeit gewonnene beachtliche Einsichten in
die Funktionen von Entwicklungskontrollgenen bei der Regeneration von Planarien nur
wenig.

Gemeinsam mit mehreren Coautoren gewonnene Ergebnisse werden im Zusammen-
hang mit dem derzeitigen Kenntnisstand iiber Regeneration und Stammzellen bei Plathel-
minthen diskutiert. Im Bestreben, unsere Kenntnisse iiber die Eigenschaften und Funk-
tionen der Stammzellen von Turbellarien zu bereichern, wurde die asexuelle Tricladenart
Dugesia tahitiensis als Modellorganismus fiir Regenerationsstudien eingefiihrt. Dafiir bie-
tet diese Art die folgenden Vorziige: Genetisch cinheitliche Klone entstchen ohne kiinstli-
che Eingriffe. Das Fehlen von Keimzellen und der extrem hohe Anteil von Neoblasten an
der Gesamtheit aller Zellen sind fiir die Isolierung und Untersuchung von Neoblasten ent-
scheidende Vorteile. Eine groere Neoblastendichte ist bisher bei keiner anderen Art gefun-
den worden. Dies entspricht dem auBergewdhnlich groBen Regenerations- und Fortpflanz-
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ungspotential. Eine schnellere und umfangreichere Regeneration kennt man von keiner
anderen Planarienart. Indem diese Fihigkeit auch dem natiirlichen Prozess der Fortpflan-
zung durch Querteilung zugute kommt, tragen experimentell gewonnene Daten iiber die
Regeneration dieser Tiere zugleich zur Kenntnis ihrer Reproduktionsbiologie bei. Experi-
mente zur Hemmung der Regeneration durch Verzogerung der Wundheilung bei Schmidtea
(Dugesia) polychroa haben den direkten Kontakt zwischen Epithel- und Parenchymzellen
als notwendige Voraussetzung fiir die Blastembildung und Differenzierung bestitigt.

Als neue Moglichkeiten zur Analyse von Turbellarienzellen und zur Aufklérung ihrer
Dynamik haben sich mehrere Varianten der Zentrifugation von Zellsuspensionen im
Percoll-Dichtegradienten bewéhrt. Dazu werden Planarien zuvor mechanisch und enzyma-
tisch desintegriert. Die verwendeten isotonen Medien erlauben Primérkulturen der hoch
angereicherten Neoblasten. Solche Kulturen kénnen ohne Anzeichen von Differenzie-
rungsvorgingen mindestens 31 Tage lang am Leben erhalten werden. Das Verhalten der
Zellsuspensionen in den verschiedenen Dichtegradienten bestitigte die Heterogenitit des
Neoblastenpools. Zur Analyse der gewonnenen Fraktionen wurden spezifische Firbever-
fahren eingesetzt. Damit konnten 4 Subtypen von Neoblasten charakterisiert werden.
Deren gegenseitige Beziechung (getrennte Linien oder Abstammung von einer gemeinsa-
men Stammzelle) muss allerdings noch geklirt werden. Auch die fluoreszenzmikroskopi-
sche Analyse der DNA- und RNA-Gehalte von Neoblasten aus Planarien (Tricladen) mit
Hilfe der quantitativen Videomikroskopie bestitigte die Heterogenitit des Neoblasten-
pools.

Bei Macrostomiden kann das in Zellkerne statt Thymidin eingebaute 5-Brom-2°-
desoxyuridin mit immuncytochemischen Verfahren sowohl in Totalpréparaten als auch in
isolierten Zellen nachgewiesen werden. So lassen sich an Totalpraparaten zugleich DNA-
Syntheseraten und die Verteilung der proliferierenden Zellen untersuchen. Neoblasten aus
Macrostomum sind mit dem neu entwickelten Verfahren bereits isoliert worden. Die Frak-
tionierung markierter Zellen und deren quantitative Auswertung mit der Fluoreszenz-
Videomikroskopie versprechen zusitzliche Einblicke in die Zellkinetik dieser Tiere. Neue
ultrastrukturelle Daten zur Kernstruktur dieser Neoblasten im Gewebeverband schufen
einen weiteren Parameter, um im Dichtegradienten getrennte Neoblasten zu charakterisie-
ren.

Fir Modellsysteme zum Studium der Zelldifferenzierung stehen Restitutionskorper
zur Verfiigung, die man aus den Zellsuspensionen unter reproduzierbaren Bedingungen
erhalten kann. Neoblastenkulturen stellen eine Voraussetzung fiir genetisch markierte
Zellen dar, welche in Injektions- und Transplantationsversuchen eingesetzt werden konn-
ten, um die Differenzierungswege von Neoblasten aufzukliren. Dazu sollte allerdings erst
eine permanentc Neoblastenlinie etabliert werden.

Die mit dem beschriebenen Methodeninventar gewonnenen Erkenntnisse werden in
den aktuellen Kenntnisstand iiber die Regeneration und ihre zellbiologischen Grundlagen
bei Turbellarien integriert. Aus mehreren Griinden und nicht zuletzt wegen ihrer basalen
Stellung im System der Tiere eignen sich diese Organismen als Modelle, um generalisier-
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bare Erkenntnisse iiber Regeneration, Stammzellensysteme und Differenzierung zu gewin-
nen. Die enge Verwandtschaft zu parasitischen, zum Teil epidemiologisch bedeutsamen
Plattwiirmern macht Kenntnisse iiber Stammzellen von Turbellarien auch in einem ange-
wandten Kontext interessant. Da diese Tiere fiir die Regeneration mit Sicherheit sowohl
Epimorphose (Neubildung von Zellen) als auch Morphallaxis (Umstrukturierung beste-
hender Gewebe) und vielleicht noch zusitzlich zu Stammzellen die Umdifferenzierung fer-
tig differenzierter Zellen einsetzen, sind sie ideale Modellorganismen fiir einen Vergleich
dieser bei anderen Tiergruppen in der Regel getrennt beschrittenen Strategien.
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