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Control o/ the Morphogenetic Steady State in the Polyps o/Hydractinia echinata 
I1. Chemical Analysis 

Summary. 1. In homogenates of all tissues, including the hydrorhiza, thermostable 
factors axe present capable of evoking heteropolar regeneration. Isolated heat-stable ncmato- 
cyst toxins lead, in proper concentrations, to the same symptoms. A heat-labile substance 
with analogous effects is traceable in extracts of the nematocyst-free proboscis. 

2. Extracts of gastrozooids and of blastostyles supply a substance which brings about the 
development of supernumerary tentacles. This substance, which was detectable only after 
separation of the extract by column chromatography, is digested by trypsin and seems to have 
a molecular weight in the range of peptide hormones, tteteropolar head-~ormations, which 
beyond that have been evoked after the first chromatographic step on DEAE-Sephadex A-50, 
remained within the normal range of frequency after further purifying the substance with 
Sephadex G-25. 

3. Basic proteins, extracted with 0.57 M NaC1 at pi t  6.8, and purified by Reinecke- 
precipitation and by chromatography, block any regeneration and evoke spasmic contractions. 
By means of discelektrophoresis eight (at pi t  8.2) resp. twelve (at pi t  4.3) electropositive 
proteins have been detectable. 

4. Material of the hydrorhiza retains, when freeze-dried, its inductive capacity. 
5. In  the discussion of the results concerning the apical inducers, the gradient hypothesis 

is confronted with the concept of an induction sequence. Furthermore, it is explained, that the 
testing system chosen here and in similar works does not prove the existence of hypostome- 
inducing ("polarizing") factors, since not only specific inducers but also inhibitors interfering 
with the dominance system will give rise to heteropolar regeneration. 

Zusammen]assun 9. 1. In Homogenaten a]ler Gewebe ist ein thermostabiler Faktor zu- 
gegen, der inverspolare l~egenerationen hervorruft. Isolierte, thermostabile l~esselgifte zeitigen 
gleiche Symptome. Eine thermolabile Substanz mit gleichsinniger Wirkung ist in Extrakten 
Cniden-freier Mundkegel nachweisbar. 

2. Eine erst nach chromatographischer Trennung der Extrakte nachweisbare, in l~ghr- 
und Gcschlechtspolypen vorhandene Substanz rnft eine ErhShung der Tentakelzahl und die 
Entwicklung yon Tentakeln au]erhalb des Tentakelkranzes hervor, l~ach dem 1. Trenn- 
schritt an DEAE-Sephadex A-50 daxfiber hinaus geh~uft aufgetretene inverspolare Perisf~m- 
bildungen blieben nach der 2. Trennung an Sephadex G-25 im Bereich der normalen H/iufig- 
keit. Der Tentakel-induzierende Faktor wird durch Trypsin zerstSrt; nach der Retention an 
G-25 liegt sein MG im Bereich der Peptidhormone. 

3. Bei pH 6,8 und hoher Salinit~t (~  0,57 M ~aC1) extrahierte, si~ulenchromatographisch 
und durch Reineeke-Pr~zipitation isolierte basische Proteine blockieren die Regeneration 
und rufen spasmische Kontraktionen hervor. Discelektrophoretisch waren bei pH 4,3 zwSlf, 
bei pH 8,2 acht elektropositive Bande nachzuweisen. 

* Zweiter Tell einer Arbeit, die der TU Braunschweig als Habilitationsschrift vorliegt. 
** Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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4. Hydrorhizagewebe behglt naeh Gefriertrocknung seine induktive Kapazitgt. 
5. In der ErSrterung der Resultate wird u. ~. beziiglich dos apikalen Induktionssystems die 

Vorstellung einer Induktionskaskade der Vorstellung eines Konzentrationsgradienten gegen- 
iibergestellt. Es wird dargelegt, dab die hier und in vergleichb~ren Arbeiten gewghlten Test- 
systeme den Nachweis Peristom-induzierender (,,polarisierender ~ F~ktoren nieht gestatten. 

Einleitung 
,,Morphogenetisches Fliel~gleiehgewicht" bezeichnet einen bei Hydroiden be- 

obachtbaren kontinuierlichen Formbfldungsvorgang: Das Gewebe des form- 
konstanten Polypenkormus befindet sich in dauernder Bewegung; yon einer 
ruhenden Zone aus wandert zeitlebens proliferiertes Zellmaterial den KSrperpolen 
zu, woes  sukzessive resorbiert wird; dabei passen die Zellen im Zuge ihrer Ver- 
frachtung ihren Differenzierungszustand jeweils der l%egion an, die sie durch- 
laufen. Diese Erscheinung hat  besonders in Hinbliek auf die Steuerung der 
polaritgtsrichtigen Differenziertmg Interesse beansprucht (BU~ET% 1961; MOL- 
L ~ ,  1964; CAMPBELL, 1967). Die biologische Analyse der steuernden Faktoren im 
Regenerations-, Dissoziations- und Induktionsexperiment durch M~LL~ (1969) 
hat  zur Anfstellung eines Modells ffir die Steuerung der polaren Differenzierung 
gef/ihrt. Dieses Steuerungssystem umfal~t Faktoren, die Formbildungspotenzen 
bloekieren, und Faktoren, die Potenzen aktivieren. Das aktivierende System ist 
gegliedert in ein apikales Indnktionssystem mit Vektor Apex --> Base und in ein 
basales Induktionssystem mit Vektor Base--> Apex. Mit dem apikalen Induk- 
tionssystem sind Faktoren gekoppelt, die Formbildungspotenzen stabil blockieren, 
mit dem basalen Induktionssystem Faktoren, die Formbildungspotenzen rever- 
sibel unterdrficken. Die reversible Blockierung erweist sieh im Regenerationsfall 
als instabil und wird auch durch apikale Induktion aufgelSst; die stabile Blockie- 
rung bleibt im Regenerationsfall bestehen und ~ r d  nur durch basale Induktion 
aufgehoben. 

Dieses zur formelhaften Darstellnng der Ergebnisse entwoffene Modell ver- 
zichtet auf die Annahme yon Konzentrationsgradienten diffusibler ]u 
stanzen, obwohl solche Vorstellungen naheliegen (MffLLE~, 1964) und zum tradi- 
tionellen t)ostulat der Entwicklungsphysiologie geworden sind (Cm~D und 
t t u  1919; K ~ x ,  1965; STVM~F, 1968). Es steht damit im Gegensatz zu dem 
Modell yon B v ~ _ ~ ,  der seine V0rstellungen zungehst fiir Hydra (1961, 1966) 
entwickelt und dann auch auf ttydractinia echinata (1967) ausgedehnt hat. 

Freilich hat das fiir Hydractinia neu entwoffene Modell mit seinem Verzicht 
auf Vorstellungen fiber die Basis der experimentell effal~baren Richtungsgefiige 
mehr deskriptiven als erklgrenden Charakter. Es lgl3t often, auf welche Art die 
induktionssysteme eine ordnungsgemgBe Reihenfolge der Differenzierungsschritte 
sicherstellen und worattf die gefglleartige Abnahme des Dominanzeffektes berttht. 
Das Modell impliziert nur insofern eine Deutung, als das Differenzierungsmuster 
letztlich attf differentielle Genaktivitgten zurfickgeffihrt wird; es enthglt sich 
jedoch aller Hypothesen dariiber, wie die einzelnen Komponenten des Steuerungs- 
systems molekularbiologisch konstruiert und funktionell verkettet  sind. Vor- 
liegende Arbeit stellt den Versuch dar, durch Extraktion der Gewebe morpho- 
genetisehe Wirksubstanzen zu isolieren und dadurch erste Anhaltspunkte fiber 
die chemisehe Basis des l%egulationssystems zu gewinnen. 
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Eine chemisehe Analyse verlangt als Arbeitshypothesen konkrete Vorstel- 
lungen fiber die Natur  der induzierenden mid der inhibierenden Reize mid fiber 
die Weise ihrer •bermittlung. Als MSglichkeiten einer solehen Informations- 
fibermittlung sind ill Betraeht zu ziehen: 

1. Bioelektrische Felder. Sie sind vor a]]em dutch BAI~T~I (1934) in die Dis- 
kussion gebraeht worden. Durch Applikation eines elektrischen Feldes geeigneter 
St~rke und Polung kann bei verschiedenen regenerierenden Hydrozoen eine 
Polarit~tsinversion hervorgerufen werden. Solche Befunde sind ]edoeh vieldeutig 
und sollen deshalb auI~er Betracht bleiben. 

2. Ober/lSchenstrul~turen, die als informative Zeiehen Iungieren. Die Bedeutung 
gebundener Signalstrukturen Ifir die Koordination yon Entwieldungsprozessen ist 
bekalmt (MoscoNA, 1960). Eine geordnete Differenzierungsfolge entlang der 
KSrperaehse kSnnte clutch eine quantitative oder qualitative Abstufung soleher 
Strukturen gew~hrleistet sein. 

3. Lgsliche Botensto/]e, d.h. humorale Induktions- und Hemmsubstanzen. 
Aueh ein auf solehen Stoffen basierendes System mug dureh seine Charakteristik 
eine geordnete Reihenfolge der Differenzierungssehritte sieherstellen. Als Denk- 
modelle bieten sich an: 

a) Eine Ketten]olge abhSngiger Induktionen oder abhgngiger Repressions- 
prozesse. Rose  (1966, 1967), Rose u. Powsns  (1966) sowie AxI~ u. AKI~ (1967) 
finden in Tubularia-Extrakten positiv geladene, Trypsin-sensible Substanzen 
(,,Histone"), die je naeh t terkunft  unterschiedliehe Regenerationsphasen bloekie- 
ten. Ein hierarchisehes System der Repression so]] eine Entwieklungskoordination 
bewerkstelligen. Durch Abgabe 15slicher Repressoren so]] eine Region in der 
Nachbarregion eine gleichartige Differenzierung unmSglich maehen. 

b) Ein Konzentrationsge/glle, wobei das Differenzierungsmuster durch die 
Niveauwerte des Gradienten bestimmt wird. Nach LEsK u. BITm~ETT (1966) und 
L ~ T z  (1965) ist in Homogenaten yon Hydren eine Subst~nz zugegen, die hetero- 
polare Regenerationen hervorruft. Sie wird als ,,po]arisierender Faktor"  und als 
spezifischer Induktor  interpretiert. L~I~TZ glaubt, ein neurosekretorisehes Produkt  
angereiehert zn haben. Naeh diesen Autoren ffihrt die gradientenhafte Verteilung 
dieses neurosekretoriseh erzeugten polarisierenden Faktors zur polaren Gliederung 
der Differenzierung. Formal entspr~Lehe dieser Faktor  dem apikalen Induktor  im 
hier aufgestellten Mode]]. Nach L~xQuE u. LI~DBLAD (1966) wird bei Clara im 
Zuge der Regeneration eine zmi~ehst erzeugte entwieklungsfSrdernde Substanz 
yon Inhibitoren abgelSst. Die Symptome der vom Promotor ausgehenden Wir- 
kung sind solehe, die Lv, SH u. BUI~ETT dem po]arisierenden Faktor  zuspreehen. 
Die Inhibitoren werden wiederum als Histone angesprochen. 

Methoden 

1. Allgemeines Vorgehen 
Zur Anreicherung und Abtrennung eventuell vorhandener Wirksubstanzen erschien nut 

die S~ulenehromatographie erfolgversprechend. Da bei isolierten Polypen bald Degenerations- 
erscheinungen auftreten, ist die verwertbare Materialmenge begrenzt. In angemessener Frist 
(14 Tage) kSnnen nicht mehr als ca. 10000 N~hrpolypen und 5000 Geschlechtspolypen, ent- 
sprechend ca. 40--60 mg Trockengewicht, yon den StScken isoliert werden. Bei dieser Aus- 



360 W.A. MiiLL~R~ 

gangsmenge kann nicht erwartet werden, dab biologische Wirksubstanzen in spektralphoto- 
metrisch effaBbarer Menge zu gewinnen sind. Dementsprechend muBten zunEehst alle, auch 
die photometriseh ,,leer" erseheinenden Fraktionen am biologischen Substrat auf ihre F~hig- 
keit gepriift werden, Entwicklmlgsanomalien zu erzeugen. Da im Kontrollversueh stets aueh 
spontane irregul~re Bfldungen registriert werden, wurden zum Ausgleich der statistischen 
Streuung fiber 100 Individuen pro Fraktion eingesetzt. Ffir eine chromatographisehe Tren- 
hung wsren demzufolge ca. 24000 Testtiere insgesamt zu prEparieren und die Entwicklungs- 
charakteristika jedes einzelnen Polypen fiber 8--12 Tage tEglieh zu registrieren (s. Biologi- 
seher Test). Vet jedem weiteren experimentellen Schrit~ muBten diese Veffahren wiederholt 
werden, wobei insofern eine Vereinfachung mSglieh war, als die spektralphotometriseh erfaB- 
baren Peaks als lVlarken zur Abgrenzung der relevanten, im Stiehprobentest dann ngher 
lokalisierten Fraktionsbereiche dienen konnten. 

2. Methodische Details 

Gewinnung  der Ex t r ak te  

Die vom Stock isolierten, yon Hydrorhizares~en befreiten und nach Formtyp sor~ierten 
Polypen warden mehrfach in sterflem Seewasser gewasehen, dann weitere 2mal mi~ auf 0 ~ C 
gek/ihlter Extraktionsl6sung, wobei der Wasehvorgang wegen der geringen Osmoresistenz des 
Gewebes dureh Zentrifugieren besehleunigt werden muBte. Dureh die hypotonisehe L6sung 
werden die reifen Cniden zur Explosion gebracht; damit wird ein Tell des Nesselgiftes entfernt. 
Die mit 4--6 ml ffiseher ExtraktionslSsung aufgenommenen Polypen wurden durch Be- 
sehallung homogenisiert (Branson-Sonifier S-75, Mikrospitze, powersetting 4, D.C. Amp. 4). 
Zur Vermeidung yon ~berhitzungen wurde die Aufbereitung in Intervallen vorgenommen, 
d.h. der Gewebebrei zwischenzeitlieh eingefforen und durch kurze UltrasehallstSBe jeweils 
knapp fiber den Gefrierpunkt gebraeh~. Der Rfiekstand des 30 min bei 22000 • g und 4 ~ C 
zentrifugierten Homogenats wurde zur spEteren Extraktion mit lipophilen Solventien tief- 
gefroren, der ~berstand getes~et oder den Trennveffahren unterworfen. Als Extraktions- 
16sung wurde, soweit nicht anders vermerkt, atoxiseher 0,02 M Na,HPOafNaH2POt-Puffer, 
pH 6,8, eingesetzt, dem 0,01 M Na-citrat zur Reduktion der proteolytisehen Aktivitgt zuge- 
setzt war. 

Die organisehen LSsungsmittelgemische mit Methanol, ~thanol, Aeeton, _~ther, Phenol, 
Chloroform und Na-dodecylsulfat als Komponenten ]ieferten keine Extrakte mit bemerkens- 
werter biologischer Aktivit~t. Auf eine Beschreibung des einsehl~gigen Versuehsprogramms 
wird deshalb verziehtet. 

S~ulenchromatographie  

Die Auftrennung der Rohextrakte geschah im Ionenaustausch- oder Gelfiltrations- 
verfahren mit DEAE-Sephadex A-50 oder Sephadex G-25 als Tr~germaterialien. Die zweiten 
Trennsehritte wurden an G-75 (basisehe Proteine) oder an G-25 (T-Substanz) durehgeffihrt. 
Die G-75-S~ute war zu 1• die A-50- und G-25-S~ule zu 2,5• bemessen. Die jeweils 
2--6 Tage bei 0 ~ C mit dem Eluierungsmittel/~quilibrierten Gele w~den, sofern nicht eine 
AbsehEtzung des Molekulargewichtes Ziel des Versuches war, ffir jeden Trennvorgang neu 
eingeffillt. Die DurehfluBgesehwindigkeit wurde auf 12 ml/h, die FraktionsgrSBe auf 2,5 ml 
eingestellt und die Trennung bei 0--4 ~ C vorgenommen. Die mit Saecharose versetzten, zur 
Vermeidung einer Wirbelbildung auf 0 ~ C vorgekfihlten Extrakte wurden mittels einer Kapillare 
dem/iberstehenden Puffer unterschiehtet. 

Bei Sephadex A-50 als Tr~germaterial kam der zur Extraktion verwendete Phosphat- 
puffer als Elutionsmittel zum Einsatz, wobei nach 10--12 Fraktionen ein linearer NaC1- 
Gradient angeschlossen wurde (0,02 M Phosphat + 0,01 M NaC1 --~ 0,02 M Phosphat -~ 
0,6 M l~aC1). Beim Eins~tz yon Sephadex G-25 wurde mit 0,02 M Phosphat -k 0,05 M NaC1, 
bei Verwendung yon G-75 in Anbetraeht der an diesem Tr~ger chromatographierten basischen 
Proteine mit 0,02 Iq HC1 eluiert. 

Die Auftrennung wurde spektralphotometriseh bei 280, 260 und teilweise bei 220 nm 
verfolgt. Von jeder 10. Fraktion wurde ein Aliquot yon 0,1 ml zur Messung des Gefrier- 
punktes entnommen. Die MeBpunkte dienten als Handhabe zur Einstellung des osmotisehen 
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Wertes der Proben vor dem biologischen Test. AnschlieBend warden alle Fraktionen bis zur 
weiteren Verwertung $iefgefroren. Eine solehe Behandlung reduziert, sofern das Ein~rieren 
im Acebon-CO~-Gemisch rasch vorgenommen wird, die biologische Aktivit~t der bier analy- 
sierten Substanzen nicht in bemerkbarem AusmaB. 

Wei te rverarbe i tung  der basischen Proteine 

Die zum Peak V (Abb. 8) gehSrenden, basisehe Proteine enthaltenden Fraktionen der 
A-50 Trennung warden vereinigt, mit HC1 bis 0,25 N anges~uert und mit gleichera Volumen 
einer ges~ttigten Reinecke- Salz-LSsung (RrH4+ [Cr(SCN)a(NH~)~]-) versetzt. Das Reineeke-Ion 
sehl~gt naeh Lr~D~ u. BRA~XRK (1965) basische Proteine quantitativ nieder. Der zentri- 
~ugierte Niedersehlag warde 2mal mit halbges~ttigter Reinecke-Tris-LSsung pH 8,3 ge- 
waschen; anschlieBend warden das Reinecke-Ion mit eiskalter AeetonlSsung (2,5 ml 0,25 N 
HC1 in 200 ml Aceton) entfernt und die Proteine geffiergetrocknet. In  0,25 N HC1 aufge- 
nommen, warden die Proteine entweder an Sephadex G-75 weiter fraktionier~ oder im Aeryl- 
amid-Gel pH4,3 analytisch aufgetrennt. Der in Tris-Glycin-Puffer pH 7,9 15sliche Anteil 
warde im Acryl~mid-Gel pH 8,2 elektrophoretisch aufgeschtfisselt. 

Aci:ylamidgel-Disc-Elektrophorese 

In  Abwandlung der Canalco-Anleitung warden u. a. folgende, empirisch ermittelte Modi- 
fikationen der Standardmethoden erprobt und als Verfahren zar Identifizierung basiseher 
Proteine eingesetzt. 

Da die elektropositiven Proteine im oberen Gel (stacking gel) nahezu quantitativ zarfick- 
gehalten werden, wird auf dieses Gel verziehte~ und die mit Saccharose versetzte Probe yon 
0,4 ml direkt dem unteren Gel (separating gel) fiberschichte~. 

a) Elektrophorese bei pH 8,2 (• Die Komponenten des unteren Gels werden wie 
folgt gemischt: 1 p HC1-Tris-Temed StammlSsung pH 8,0 -~ 2 p Acrylamid-Bis StammlSsung 
~ 4 p  Ammoniumpersulfat-Katalysator (Stamml5sungen nach Canalco). Elektrophorese- 
puffer: Tris 2 g/l, Glycin 16 g/l, mit Essigs~ure aut pH 7,9--8,0 eingestellt. Die Stromst~rke 
wird zur Vermeidung einer W~rmekonvektion zun~ehst schwach (2 h bei 2 mA/RShrehen 
5 • 60 mm) eingestellt, dann sehrittweise erhSht (2 h bei 4 mA]R5hrchen; 5--6 h bei 6 mA/ 
RShrchen). 

b) Elektrophorese bei pit 4,3. Zar Herstellung des Trenngels werden gemischt: 1 p KOH- 
Temed-Essigs~are-LSsung pH 4,3 -~ 2 p Acrylamid (60 % )-Bis (0,4 % ) ~ 4 p 0,28 % Ammo- 
ninmpersu~fat. Die Elektrophorese effolgt im fl-Alanin-Essigs~are-Puffer pH 4,9 zun~ehst 
2 h bei 2 mA und ansehlie~end 3 h bei 4 mA/RShrehen. 

Bei jeder Analyse warden 2 yon 6 RShrchen mit umgekehrter Polung eingespannt, um 
die Proben auch auf elektronegative Proteine zu prii~en. Hierzu wurde der bei 0 ~ C im Vakuum 
konzentrierte Extrakt mit stacking gel aufgenommen und das Gemisch polymerisiert. 

3. Biologischer Test 

Zwei Griinde waren An]aB, regenerierende Polypen als Testtiere einzusetzen: a) Differen- 
zierung und Morphogenese vollziehen sich beschleunigt; b) Vor Abschlul~ der Wundheflung 
erscheinen die Polypen auch fiir MolekfilgrSBen permeabel, die ein intaktes Tier nicht mehr 
passieren l~Bt (TARDENT, 1963; BVRN~TT, 1962). 

Das normale  Testverfahren 

Isolierte Ni~hrpolypen warden unterhalb des Tentakelkranzes amputiert; ebenso wurde 
der basale Endabsehnitt entfernt. 120 so vorbereitete Mittelstiicke warden unmittelbar in die 
zu testende LSsung gebraeht. Die Inkubationszeit betrug in der Regel 12 h. So~em es nStig 
schien, sie zu verl~ngern, warden die LSsungen alle 12 h erneuert. Die zu priifenden Extrakte 
und Fraktionen warden 1 : 5 (bei hemmenden Proben 1 : 10--1 : 20) mit sterilem Seewasser 
verdfinnt. Solche Konzentrationen sind wegen der geringen Osmoresistenz der Gewebe nur 
anwendbar, wenn der osmotisehe Wert der Proben dareh Zugabe yon NaC1 auf den Wert des 
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Abb. 1. Illustration zur Methode der elek~rophoretisehen Applika~ion elektropositiver 
Subst~nzen 

Seewassers einjustiert wird. Bei Fraktionsserien gestattete die durch Gefrierpunktsmessung 
gewonnene Kurve, die jeweils einzusetzende ~qaC1-Menge zu kalkulieren. Registriert wurden 
das erste Siehtbarwerden yon Tentakelknospen als MaI3 der Regenerationsgeschwindigkeit, 
die Anzahl der pro Tag gebfldeten Tentakel, der Anteil heteropolarer Regener~tionen und alle 
sonstigen Anomalien. 

Um Fehlinterpretationen zu entgehen, sind Kontro]len sorg~ltig anzulegen: Die Polypen 
mfissen nach Gr5Be sortiert und gleichm~l~ig auf Test- und Kontrollproben verteflt werden. 
Genetisch inhomogene Gemische (Testpolypen yon versehiedenen Klonen) miissen vermieden 
und yon jedem verwendeten Stock KonSrollen angesetzt werden. Beim Test s~ulenchromato- 
graphischer Fr~ktionen wurden Aliquots aus dem Vor- und Nachlauf als Leerproben zur 
Bestimmung der Kontrollwerte benutzt. Die groBe Z~hl der in diesen Versuchen zu priifenden 
Proben machte es unumg~nglich, dal~ yon einer grol3en Zahl yon St5eken Testtiere ent- 
nommen werden mu]ten.  Dabei wurden die Y_lone abwechselnd eingesetzt (z. B. ffir die Frak- 
tionen 100, 104, 108 . . . .  Tiere des Klones a, fiir die Proben I01, 105, 109, ... Po]ypen yon 
Klon b u.s.f.) und die registrierten Werte der jewefls zugeh5rigen Kontrollgruppe (a, b . . . .  ) 
gegeniibergestellt. 

Bei der Vielf~lt mSglicher StSrfaktoren kann yon einer Differenz in der Wirkung nur 
gesprochen werden, wenn im g~-Test ein Signffikanzniveau yon 1% und darunter erreicht 
wird. 

Me~hode  zu r  e l e k t r o p h o r e t i s e h e n  A p p l i k a t i o n  e lek~ropos i t ive r  S u b s t a n z e n  

In  K~pilluren (Mieroc~ps mit  32 mm L~nge und 5 ~zl Inh~lt) wird nacheinander ers~arrtes 
Agargel (l~einagar, Behringwerke, 1,5% in Seewasser) c~. 2 mm hoch, der Testpolyp und 
nochmals Ag~r (4 mm hoch) eingesaugt. I)~bei wird der Testpolyp (N~hrpolypen-Mittel- 
stiiek) in der GrSBe so gew~hlt, dab er, ohne gequetscht zu werden, yon der Kapill~rwand 
in senkreehter Lage gehalten wird. Die R5hrehen werden, d~s Apikalende der Polypen nach 
oben orientiert, mittels PVG-Ad~p~er in die Dise-Elektrophorese-Appar~tur eingespannt 
(Abb. 1). Der zu priffende Extrakt  wird mittels einerKapfll~re fiber den oberen Agarpfropf 
gesehichtet. Die Elektrophorese effolgt mit  Seewasser ~]s ,,Puffer" bei 1 mA/Kapiltare c~. 
4 h bei Zimmertemperatur. Die un~ere Elektrode wlrd als neg~tlver, die obere Ms positiver 
Pol geschaltet, so dab basisehe Substanzen dureh den oberen Gelpffop~ hindureh auf den 
Testpolypen zugeleitet werden. 
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Resultate 

1. Der ,,polarisierende" Faktor 

tIi tzestabiler dialysierbarer Faktor  

In  Rohextrakten aller Polypentypen ist eke hitzestabiler, dialysierbarer Faktor  
zugegen, der den Anteil heteropolarer Regenerationen signifikant erhSht. Der 
Effekt t r i t t  zutage, wenn die hitzekestabilen toxisehen Substanzen bei 100~ 
vor dem Test zerstSrt werden und die Ext rakte  iImerhMb der ersten Regenera- 
tionsphase (0--6 h) appliziert werden. Insoweit k5nnen die yon L~SH u. BU~?CETT 
an Hydren  gewonnenen Befunde ffir Hydractinia besti~tigt werden. Dagegen 
konnte in kekeem Versuch das Auftre$en fiberz/~hliger Tentakel, d.i. eine fiber die 
statistische Streubreite gehende ErhShung der Tentakelzahl oder die Entwieklung 
yon Tentakeln auBerhMb des Tentakelkranzes, festgestellt werden, und der 
RegenerationsprozeB setzte verzSgert eke. Werden die Mittelwerte der Tentakel- 
zahlen gegen die Zeit aufgetragen, so verlaufen alle Kurven nahezu parallel, sked 
jedoeh phasenverschoben. In  der Versuchsgruppe se~zen sichtbare Differen- 
zierungsleistungen spgter eke, vollziehen sich dann aber nur unwesentlieh lang- 
samer als in der Kontro]tgruppe (Abb. 2). Entgegen der Erwartung lieBen sich 
aus allen Geweben wirksame Extrakte  herstellen, auch aus der Stolonenplatte. 
Die in Tabelle 1 wiedergegebenen Werte resultieren aus Versuchen, bei denen die 
Ext rakte  dureh Verdfirmung auf gleichen Protekegehal~ (naeh Folkereaktion ca. 
20 ~zg/ml) ekegestellt worden waren, eke Vorgehen, das ffeilich kekee zuverl/issigen 
Aussagen fiber quanti tat ive Untersehiede zul/iBt, weft Verdauungsenzyme in 
hohem Mal]e in diese Werte eingehen. 

Tabelle 1. Verglcich der Wirksamkeit yon Extrakten verschiedener Herkun/t beziiglich ihrer 
Fghigkeit, inverspolare Regenerationen hervorzuru/en. Ein Vergleich ist mSglich an Hand der Werte 
% V/%K (Verh~iltnis der Prozentuale inverser Bildungen in Kontroll- und Versuchsansditzen). 
Die Extrakte wurden auf einen Proteingehalt yon ca. 20 lzg pro ml eingestelIt. Beachte: Der in der 

Proboscis enthaltene .Faktor ist thcrmolabil 

Extrakt yon Summe der Invers % V/%K Signi- 
Testtiere fikanz 

Kon- Ver- 
Kon- Vcr- trolle such Z2 
trolle such (%) (%) 

1. Blastostyle ganz, 100 ~ C 118 101 11 42 3,82 25,1 
2. Nghrpolypen ganz, 100 ~ C 108 106 3,6 36 10,0 33,0 
3. Peristome (AB), 100 ~ C 108 114 3,6 28,5 7,92 10,8 
4. Rumpf (DE), 100 ~ C 108 104 3,6 14,5 3,61 7,21 

5. Hydrorhiza, 100 ~ C 134 122 12 26 2,18 7,64 

6. Proboscis, 0 ~ C 112 122 25 63 3,92 26,23 
7. Proboscis, 100 ~ C 112 110 25 24,5 0,00 - -  

Eine Knospenbildung induzierten die Ext rakte  nieht. Auf Deekglgsern ange- 
zfiehtete, fiir 12--24 h in die L6sung gebraehte Kulturen liegen weder eine 
generelle Erh6hung der Knospungsrate erkelmen, noeh entwickelten sieh an jenen 
Stellen der Hydrorhiza, die mehrfaeh durch Verletzungen zur Wundheilung ange- 
regt worden waren, neue Polypen. 
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Abb. 2. Regenerationsgeschwindigkeit nach Applikation verschiedener Extrakte. K Kon- 
trolle; RE Niihrpolypen-Rohextrakt (auf 100 ~ C erhitzt), Endkonzentration: E~s0 nm : 0,2 ; 
T-S tentakelinduzierende Substanz = Fraktion 102 der zweiten chromatographischen 
Trennung (vgl. Abb. 9), Endkonzen~ration: E~60n m = 0,01 ; b.P. basische Proteine --~ Frak- 

tion 116 der ersten chromatographischen Trennung (vg]. Abb. 8), Endkonzentration: 
E~onm= 0,01 

Hitzestabile •esselgifte 

Der Verdaeht, dab hitzestabile Nesselgifte an der AuslSsung der t te termor-  
phosen beteiligt sein kSrmten, machte einschl&gige Kontrollversuche notwendig. 
Voraussetzung solcher Versuehe ist, dab lqesselgifte in reiner Form zur Verffigung 
stehen. Die Reindarstellung erwies sich als einfach: Auf Elektrophoresepapier 
werden pro Streifen (4 • 10 em) 500--800 Iq~hrpolypen aafpipett iert ;  das fiber- 
schfissige Wasser wird abgesogen mid an die Streifen ein Weehselstrom yon 
3,3 V/cm 2 Ifir 20 sec angeschlossen. Ohne geseh&digt zu werden, entladen die 
Polypen ihre Cniden. Das  ffeigewordene Nesselgift wird mit  Seewasser (20 ml 
pro Streifen) abgeschwemmt, der L6sung 4 Aliquote entnommen und in einer 
linearen Verdfinnungsreihe (1 :1- -1 :4)  zum Test angesetzt; 4 weitere, ebenso ver- 
dfinnte Aliquote werden vor dem Test 6 min auf 100 ~ C erhitzt. 

Die Resultate (Tabelle 2) belegen, dab eine im Nesselgift enthaltene Kompo- 
nente t teteromorphosen auslSsen kann. Das Agens verliert bei 100~ zwar an 
Wirksamkeit,  wird aber nicht v611ig zerstSrt. In  der unerhitzten L6sung wird der 
Ausl6seeffekt bei hoher Dosis yon der generellen Toxizit~t fiberlager~. Die Polypen 
kommen, wenn fiberhaupt, erst 2 4 Tage nach Behandlungsende zur l~egenera- 
tion, und diese Verz6gerung diir~te die Abnahme der Werte bedingen. Neben 
Heteromorphosen t ra ten als irregulare Bildungen Tentakulozooid-~hnliehe Struk- 
turen auf: Polypen mit  diinn ausgezogenem, sich in einem langen Tentakel fort- 
setzendem Apikalende. Nesselgifte yon Tubularia und Calliactis haben gleiche 
Effekte. 
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Tabelle 2. Erh6hung des Prozentuals inverser Regenerationen nach Applikation isolierter Nessel- 
gi]te. Die Wirksamkeit der L6sungen geht nach Erhitzen zuri~ck, bleibt abet bei hoher Konzen- 

tration (1:1) nachweisbar (rechte Spalte) 

Nesselgif~ Kontrolle Nesselgift 20 ~ C Nesselgif~ 10O ~ C 
v o n  

SllnEmo 

Hydractinia 
1:4 
1:3 
1:2 
1:1 

Calliactis 

Tubularia 

Invers 
(%) 

110 9,1 

116 0,0 

102 6,9 

Summe Invers SigniL 
(%) Z 2 

98 20,2 4,50 
104 29,8 17,97 
91 11,0 - -  
63 7,8 - -  

109 7,3 6,81 

122 17,2 4,536 

Summe Invers Signif. 
(%) Z 2 

118 8,4 - -  
125 8,0 - -  
112 14,5 - -  
109 22,0 6,02 

Andere Faktoren 

Gleiehwohl mul~ als sicher gelten, da$ Gewebsextrakte noch andere, gleich- 
sinnig wirkende Faktoren enthalten. Auch Extrakte  yon isolierten Mundkegein, 
die keine Cniden enthalten, erhShen den Prozentsatz heteropolarer Regenerationen 
(Tabelle 1). Das wirksame Agens ist hier thermolabil und ist demzufolge nur fa$- 
bar, wenn unter  Kfihlung homogenisiert wird. Die ausgelSsten Symptome freflieh 
waren die gleiehen, die auch naeh Applikation der fibrigen Ext rak te  zu beob- 
achten waren, und es t ra ten wiederum keine iiberz~hligen Tentakel auf. Dieser 
Umstand  war neben der Schwierigkeit, Mundkegel in grS$erer Menge zu ge- 
winnen, Anla$, keine ehromatographisehen Trennungen mit  dem besonderen Zie] 
einer Isolierung dieser Substanz zu versuehen. Wie zu diskutieren sein wird, er- 
laubt  das Testsystem nieht, yon gleichsinniger Wirkung auf identisehe Substanzen 
oder gleiehartige Wirkungsmechanismen zu sehlieSen. Ebensowenig kSnnen spezi- 
fisehe yon unspezifischen Effekten getrennt werden. Von einer spezffisehen 
Induktionswirkung kann zweifelsfrei nut  dann gesproehen werden, wenn der 
Naehweis gelingt, dam der Ex t rak t  wie das Transplantat  in der Hydrorhiza eine 
Knospenbildung auslSsen karm. Ein soleher Nachweis war nieht mSglieh. 

2. Basische Proteine 

Die S~ulenchromatographie an Sephadex A-50 hefert eine Frakt ion (Peak V 
in Abb. 3), die als Komponenten Substanzen mit  s tark entwieklungsst6render 
Wirkung enthiilt. Die Symptome der St6rung sind dosisabh~ngig. In  der Dosie- 
rungsreihe (Extinktion der Endkonzentrationen 0,01, 0,05, 0,1, 0,2 bei 280 nm) 
t ra ten mit  steigender Konzentrat ion als Effekte auf: Verz6gerung der Regenera- 
tion, reversibler Regenerationsblock und Entwicklung irreguli~rer Formen wie 
vielk6pfiger Monster nach Inkub~tionsende, irreversibler Regenerationsblock, 
histolytiseher Zeffall. Mit diesen Effekten war stets eine bemerkenswerte Neben- 
wirkung korreliert: Die Testpolypen reagieren mit  Fre~bewegungen und w~hrend 
der ganzen Inkubationszeit  anhaltender Kontraktion.  Bei isolierten Mittel- 
regionen kommt  es dabei h~ufig zu einer Umstiilpung (Ekto-Entoderm-Inversion).  
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Dieser kontraktionsausl6sende Effekt konnte bei der Wiederholung der chromato- 
graphischen Trennung zur raschen Identifikation der Fraktion genutzt werden. 

Chemische Analyse 

Die inhibitorischen Komponenten der zum Peak V geh6renden Fraktionen 
sind basische Proteine. Die Peptidnatur wurde zun/ichst enzymatisch nachge- 
wiesen: Nach Zugabe yon 1 mg Trypsin pro ml auf E(280)=0,1 eingestellter 
L6sung, einer Inkubationszeit yon 2 h bei 36 ~ C und anschliegender Zugabe von 
2 mg/ml Trypsininhibitor verschwand die Wirkung. Kontrollprobe: Ein Aliquot 
der Fraktion plus Trypsin-Inhibitor-Gemisch. Die Farbreaktion nach BLoc~ n. 
GOD,rAN (1955) und die discelektrophoretische Analyse erbrachten den Naehweis, 
dab die Fraktion basische Proteine enth/~It. Um die vermutete Zuordnung der 
biologischen Wirkung auf den Gehalt an basischen Substanzen zn sichern, muBten 
weitere Trennschritte angeschlossen werden. 

Die Aufarbeitung bereitete zuns Schwierigkeiten, weft Gipfel V nicht 
regelm~Big im E]uat der i. Trennung auftrat. Die Fehlerquelle lag in der schwan- 
kenden Salinit~t des Homogenats. Mit steigender Salinit~t gehen, bei konstantem 
pH 6,8, zunehmend mehr basisehe Proteine in L6sung. Bei einer Salinit~t ent- 
sprechend 0,06 M NaC1 waren im Aerylamidgel pH 4,3 zwei bis vier, im Gel 
pH 8,2 null bis drei elektropositive Proteine naehweisbar. Nach Extraktion mit 
0,56 M NaC1 (@ 0,02 M Phosphat + 0,01 M Citrat) traten im pH 4,3 Gel zw61i, 
im pH 8,2 Gel acht Proteinbande auf. Entsprechend wurde fiir die weiteren Ver- 
suche die Salinits auf 0,56 M NaC1, den Weft des Seewassers, eingeste]lt. 

Die Is01ierung tier in Peak V enthaltenen elektropositiven Substanzen ge- 
sehah, wie in ,,Methoden" n~her erl~utert, durch Pr~zipitation als l%einecke- 
Komplex. Die aus dem Niedersehlag gewonnenen, gefriergetrockneten und in 
Seewasser aufgen0mmenen Proteine 16sen im biologischen Test dieselben Sym- 
ptome aus wie die Gesamtfraktion. 

Die Gelffltration an Sephadex G-75 trennte die Substanzen in drei Gruppen 
auf, wobei Peak I nur in schwaeher Andeutung ersehien und Peak III  vermutlieh 
in mehrere Unterfraktionen gegliedert ist. Vor der Applikation im biologisehen 
Test wurden die Proben zur Entfernung des als Elutionsmittel eingesetzten HC1 
erneut gefriergetroeknet. Bedingt durch Verluste war der inhibitorisehe Effekt der 
Testl6sungen zu gering, als dab eventuelle qualitative Untersehiede zwisehen den 
Gruppen deutlieh geworden wiiren. 

Zur Frage der Spezifit/it des Hemmeffektes 

Mittels der mikroelektrophoretischen Testmethode (Biologischer Test, S. 362) 
sollte gepriift werden, ob dem inhibitorischen Effekt der basischen Proteine 
innerhalb des morphogenetischen I~egulationssystems fiberhaupt l~elevanz zu- 
kommt. Eine einsehl/~gige tIypothese w/~re begriindbar, wenn die basischen 
Proteine aus den verschiedenen K6rperregionen qualitativ untersehiedliche Wir- 
kungen entfalteten. Ebenso k6nnte ein r/iumliches nnd zeitliehes Muster im Anf- 
treten der Substanzen w/~hrend des Regenerationsverlaufes als Indiz einer spezifi- 
schen Fnnktion gewertet werden. 

25 Wilhelm l~oux' Arch., Bd. 163 



368 W.A. Mt~LLEB: 

Dementsprechend warden Extrakte hergestellt aus Peristomen (ohne Tentakeln), aus 
Mittelzonen und aus der Hydrorhiza; ferner aus abgetrennten Apikal~bschnitten regenerie- 
render Polypen in versehiedenen Phasen des Regenerationsprozesses (0--6, 6--12, 12--24 h 
nach der Amputation des Peristems). Die Abtrennung und gleichzeitige Applikation der 
elektropositiven Substanzen geschah elektrophoretisch in der Kapillare. Dieses sich an der 
Methode yon Rose (1966) orientierende Verfahren wurde entwiekelt, weil im Zeitraum yon 
6 h nur sehr geringe Materialmengen zu gewinnen sind und eine s~ulenchromatographisehe 
Trennung nicht sinnvoll ersehien. Als Tes~material kamen wiederum Mittelregionen yon N~hr- 
polypen zum Einsatz, und zwar 0, 6, 12 h naeh ihrer Isolierung. Die Kontrolltiere warden in 
gleicher Weise in die Kapillaren eingesogen und dem elektrisohen Feld ausgesetzt. 

Resultate. In  allen Ext rak ten  sind ungeaehtet  ihrer t te rkunf t  regenerations- 
hemmende, elektropositive Substanzen n~ehweisbar. Ein quanti tat iver Vergleieh 
der Wirksamkeit  ist nieht mfglieh, weft eine konstante Durehl~ssigkeit der Agar- 
gele nicht sichergestellt ist und die Zahl eingesetzter Tiere (20--30 pro Versuch) 
eine statistisehe Signifikanzbereehnung nieht zul~Bt. Entwieklungsstfrungen, wie 
irregul~re Anordnung der Tentakel odor Verdoppelung der Peristome, t ra ten 
allenthalben auf. Eine Korrelation zwisehen dem Erscheinen soleher Anomalien 
und der Herkunf t  des Extraktes  w~r nieht gegeben. DeutIieh war nut  ein Ab- 
sinken der Empfindliehkeit des Testmaterials im fortgesehrittenen Regenerations- 
zustand, ein Befund, der unsohwer auf die f~llende Permeabilit~t des Gewebes 
zurfiekgeffihrt werden kSnnte. 

3. Die tentakelinduzierende Substanz 

in  der Fraktionsserie des ersten Sephadex-A-50-Eluates (Abb. 3) war im 
Anstiegsbereieh des Gipfels V I I  ein Faktor  zu linden, der zun/~chst vfllig dem 
polarisierenden Faktor  der amerikanisehen Autoren zu entsprechen schien. Test- 
proben aus diesem Fraktionsbereich 15sten Heteromorphosen aus und induzierten 
gleichzeitig - -  im Gegensatz zum erhitzten Rohextrakt ,  aber gleiehartig wie er- 
hitzte Hydren-Homogenate  - -  die Entwicklung fiberz/~hliger Tentakel (Abb. 5). 
Freilieh war mit  diesem Effekt  auch eine VerzSgerung des 1%egenerationsbeginns 
verbunden (Abb. 2). 

Die Position der Wirkkurve in der Fraktionsserie verschob sich bisweilen in 
Richtung des Gipfels VI, ohne daf] sich diese Versehiebung in einer Jimderung 
der 280- und 260 nm-Kurve  ge~uBert h~ttte. Geschah dies, so blieb in den klei- 
neren Frakt ionsnummern der ,,polarisierende" Effekt aus, und es t ra ten zwar 
irregulgre Tentakel, aber keine heteropolaren Peristome ~uf. Nach der weiteren 
Aufgliederung des Fraktionsbereiches V I - - V I I  an Sephadex G-25 (Abb. 4) t ra t  
der tentakelinduzierende Effekt (T-Effekt) ffir sieh allein zutage. Es trennte sich 
jene in Peak V I I  enthaltene Komponente  ab, die zur RegenerationsverzSgerung 
ffihrt. Das Maximum des hemmenden Effektes liegt in Abb. 4 bei Fraktion 95, 
das Maximum des T-Effektes in der photometriseh nahezu ,,leeren" Fraktion 10]. 
Beide Kurven fiberlappen sieh zwar, decken sich aber nieht. I m  Bereioh 101--104 
ist der T-Effekt  nicht mit  einer Regenerationsverzfgerung gekoppelt. 

Die Symptome  der T-Substanz sind: Steigerung der Tentakelzahl fiber das 
NormalmaB und, damit  verbunden, Verbreiterung der im gegelfall als enger Ring 
ausgebfldeten Tentake]zone; Anftreten vereinzelter Tentakel in allen Bereichen 
des Rumples, insbesondere am Basalende. Mitunter sprossen ganze Tentakel- 
biisehel hervor, ohne dab sieh ein Mundkegel einsehieben wfirde. Die irregulgren 
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Abb. 4. a Auftrennnng des Fr~ktionsbereiches Hr. 137--167 aus einer A-50-Trennung (vg]. 
Abb. 8) an Seph~dex G-25 zur l~einigung der Tentakel-induzierenden Substanz. Im Di~- 
gramm Abb. 4b: die im Fraktionsbereich Hr. 94--110 des G-25-Eluats registrierten Prozent- 
sgtze yon Polypen mit fiberzghligen Tentakeln (Kontrollwerte: unter 1% ). Eine ErhShung 

der Inversr~te war hier nicht zu beob~chten 

Tentakel werden meistens spi~ter wieder resorbiert. Ein polarisierender Faktor  
war im Eluat  der 2. ehromatographisehen Trennung nicht mehr nachzuweisen. Bei 
5facher Wiederholung des ganzen Aufarbeitungsprozesses blieb der Anteil hetero- 
morpher Regenerationen stets im Streuungsbereieh der Kontro]len. In  ttinbliek 
auf die MSgliehkeit, dab infolge Materialverlustes die Konzentrat ion der T-Sub- 
stanz zur AnslSsung yon Mundkegeln nieht mehr ausreichend gewesen sein kSnnte, 
wurden zwei G-25-Sgulen unmittelbar mit  t~ohextrakten beschickt, g i e r  war in 
einem Fall der T-Effekt wieder mit  einer ErhShung inverser Peristombildangen 
verkniipft (Maximum 17 % gegenfiber 9 % in der Kontrollprobe; Z e =  4,708). 

Chemische Analyse 

Die T-Substanz wird dutch Trypsin zerstSrt (Versuch analog S. 367). Das 
UV-Spektrum der allerdings noch unreinen Fraktion 102 weist ein Maximum bei 
257 nm (in Phosphatpuffer, p H  6,8) auf und steigt gegen 220 nm erneut an. 
Abgesch~ttzt nach der Retention an Sephadex G-25 mit  Insulin und zwei Peptiden 
als Vergleichssubstanzen, liegt das Molekulargewicht in der Grbl~enordnung yon 
1800 ( ~  600). Diese MG-Bestimmung ist freilich mit  einer groBen Unsicherheit 
behaftet ;  denn das Elutionsvolumen (Ve) fiir die T-Substanz und die Vergleichs- 
peptide war grSBer als das Sgulenvolumen (V~Vo) , ein Hinweis darauf, dab 
eine unkalkulierbare Wechselwirkung zwisehen dem Dextrange] und den Subs- 
stanzen stat that .  Die Vergleichspeptide sind: L-Glutathion (ox.) und 4-Phenyl- 
azobenzyl-oxyearbonyl-L-prolyl-L-leucyl-glyeyl-L-prolyl-D-arginin (Serva). Disc- 
elektrophoretisch ist in diesem MG-Bereich naturgemgB aueh im 33 %-Gel keine 
Bande mehr erh~ltlich. 

25* 
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Abb. 5an .  b. Biologische Wirkung des an Sephadex A-50 aufgetrennten N/~hrpolypen- 
extraktes im Fraktionsbereich VI VII (Bereich um Fraktion Nr. 155). Als Symp~ome 
erscheinen inverspolare Peristome End iiberzghlige Tentakel am Rumpf. a 2 Tage, b 3 Tage 

nach Inknba~ionsende 

Basale  I n d u k t i o n  

Eine 16sliche Subs tanz  mi t  der  Fghigke i t ,  die En twick lung  basaler  S t r u k t u r e n  
auszul6sen, d . i .  die s tabi le  Blockierung aufzuheben,  lie$ sich t ro tz  vielfglt ig modi-  
fizier~er Ex t r ak t i ons -  und  Tes tver fahren  n ich t  nachweisen.  Beim Versuch, die 
N a t u r  des i nduk t i ven  Signals zn klaren,  s ieht  man  sich auf  einen Beobachtungs-  
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tatbestand aus der biologischen Analyse verwiesen: Das Wirkungsfeld des api- 
kalen Induktors strahlt vom Implantat  fiber die Verwaehsungsgrenze in das 
Wirtsgewebe aus (Mi~LLER, 1964, S. 225). Das induzierende Agens kann als 
diffusible Substanz interpretiert werden. Anders bei der basalen Induktion: Das 
Wirkungsfeld ist auf die unmittelbare Kontaktflache Implantat-Wirtsgewebe be- 
sehr~nkt. Ein Implantat  yon wenigen Zellen Inhalt 15st als Zweitbildung keinen 
normal dimensionierten Rumpf, sondern nur einen dfinnen Gewebesehlaueh aus. 
Es kann deshalb im Sinne einer Arbeitshypothese unterstellt werden, dal~ die 
basale Induktion yon der physikalisch-chemisehen Beschaffenheit der Zellw~nde 
ausgeht. 

Diese Annahme wird dureh folgenden Versuch gestfitzt. Aus der Stolonenplatte 
yon Wildst6eken werden Peridermstaeheln mitsamt aufliegendem Gewebe isoliert, 
gefriergetrocknet, 5 rain mit Chloroform und 4--6 h in SalzlSsung (0,56 M NaCI) 
ausgewasehen. Die Gefriertroeknung soll einerseits elektrisehe Membranpotentiale 
als m6gliche Induktionsreize ansschalten, andererseits die Oberfl~chenstrukturen 
im nativen Zustand erhalten. Das ]ipophile Solvens so]l die Permeabiliti~ts- 
schranke fiir lSsliehe Stoffe des Zellinhalts aufheben. Das so vorbereitete Hydro- 
rhizamaterial wird unterhalb des Tentakelkranzes yon N~hrpolypen implantiert 
(Kombination C ~-F). Zur Vermeidung eventueller Unvertr~glichkeitsreaktionen 
sind Implantate und Wirtspolypen vom selben Stock zu wahlen. 

Resultat. Die basale Induktion ist nicht an den lebenden Zustand des Implan- 
tares gebunden. In der beschriebenen Art abgetStetes und ausgewasehenes 
Stolonenplattengewebe kann Zweitbildungen auslSsen, sofern das Implantat  nieht 
abgestol]en, sondern umwachsen wird und mehrere Tage in Kontakt  mit dem 
Wirtsgewebe steht. Das war freilieh nur in 5 von 420 Versuehen der Fail. 

Diskussion 

1. Die der chemischen Analyse vorangestellte Frage nach der Natur der induk- 
riven Signale kann teilweise als beantwortet gelten. Die chemisch wahrscheinlich 
als Polypeptid anzusprechende Substanz mit tentakelinduzierender Wirkung ist 
Teilglied des apikalen Induktionssystems. Ob dieser Substanz bei der Ausl6sung 
weiterer Apikalstrukturen eine Bedeutung zukommt, erscheint in Hinblick auf die 
in der Entwicklungsphysiologie oftmals postulierten Konzentrationsgradienten 
einer eingehenden Diskussion wert. Geht man vom Transplantationsexperiment 
gus, so wird man auch hier einem soIchen Gradienten als Erkl~rungshypothese 
den Vorzug geben, denn die Struktnr der indnzierten Zweitbi]dung wird vom 
HShenniveau der Implantationsstelle bestimmt, und man kann keine Diskontinui- 
ti~ten beobachten, die auf eine Induktionsfolge schliel~en ]leiden. In den Ergeb- 
nissen der chemischen Untersuchung kann man dnrchans eine Stiitze ffir solehe 
Anschauungen sehen: Nach der Ionenaustausch-Chromatographie an Sephadex 
A-50 war, wie man argumentieren kann, die Konzentration der T-Substanz noeh 
ausreiehend, neben fiberzi~hligen Tentakein auch Mundkegel zu induzieren. Naeh 
der weiteren Gelfiltration an G-25 genfigte die Dosis, bedingt durch Material- 
verlust, nur noch zur Induktion irregularer Tentakel. Ebensogut erlauben die Er- 
gebnisse eine andere Deutung: Die heteropolaren Peristombildungen k6nnen 
durch eine yon der T-Substanz versehiedene, bei der 2. Trennung ausfiltrierte 
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Komponente des Extraktes hervorgerufen worden sein. Die T-Substanz wiirde 
demzufolge nur eine Tentakelbfldung auslSsen. Fiir die Existenz einer Induktions- 
kaskade (-* Mundkegel -> Tentakelkranz) mag auch sprechen, dal~ im Mm~d- 
kegel-Extrakt ein thermolabiler Faktor  nachweisbar ist, der Peristom-, nieht aber 
Tentakelbildungen hervorruft. 

Analyse und Deutung werden dadurch erschwert, daft das Testsystem yon 
vornherein keine eindeutige Identifizierung einer perist0minduzierenden Substanz 
zul~Bt. Naeh MaBgabe der Regenerationsversuche kann bei isolierten Mittel- 
regionen die Entwicldung heteropolarer Peristome auch auf unspezifische Weise 
in Gang gesetzt werden. Es ist zu erwarten, dab Hemmsubstanzen, die mit dem 
Dominanzsystem interferieren, zu erscheinungsbildlich gMchen Reaktionen ftihren 
wie die originate Determinationssubstanz. Das apikale Blastem wird ffir hem- 
mende Einfliisse empf~nglicher sein als der basale Wundbezirk; denn im apikalen 
Biastem setzt die metabolische Aktivitgt schon ein, solange die Permeabilit~t des 
Gewebes als Folge des Amputationstraumas noch erhSht ist. Es erf~hrt eine 
Retardation und kann seine Dominanzstellung nicht rechtzeitig zur Geltung 
bringen. In  analogem Sinne hat W~BSTER (1967) die Wirkweise yon Colcemid er- 
kl/~rt, das bei Hydren Heteromorphosen auszul6sen vermag. (Bei Hydractinia er- 
h6hen Colcemid-Dosen unter der Schwelle einer histolyfischen Wirksamkeit die 
t~ate heteropolarer Regenerationen nicht.) Es liegt nahe, die ,,induzierende" 
Wirkung der Nesselgifte ebenfalls in diesem Sinne zu interpretieren. Freflich bleibt 
auch ein solcher Effekt yon Interesse, weft keineswegs alle regenerationshemmen- 
den Substanzen Heteromorphosen ausl6sen, z:B. nicht die hier gepr/iften basi- 
sehen Pro~eine. 

Der ,,polarisierende" Effekt ist demzufolge zweideutig. Auf die Amputation 
des Peristoms kann andererseits kaum verziehtet werden, weil das Peristom dutch 
seine Dominanzwirkung der naehzuweisenden Induktionssubsbanz entgegen- 
arbei~en w/irde. 

Ein Indiz fiir das Vorliegen eines spezifisehen Induktionseffektes w/~re aller- 
dings gegeben, wenn der geprfifte Ext rak t  die Regenerationsprozesse besehleu- 
nigen wiirde. Die Anzahl der pro Tag entwiekelten Tentakel kann nieht als ad- 
~quates MaB fiir die Regenerationsgeschwindigkeit gewertet werden, wenn gleich- 
zeitig yon einer Induktion iiberz~hliger Tentakel gesproehen wird (LEs~ u. Bvg- 
~]~TT, 1966). Nur die Latenzzeit (im Kollektiv als Ts0 ) bis zum Erscheinen der 
ersgen Tentakelknospen erseheint zum Vergleich geeignet. Wird diese Zeit als 
MaBs~ab genommen, 1/~Bt sich bei Hydractinia-Extrakten keine signifikante Be- 
schleunigung feststellen. Ebenso konnte weder hier noeh bei jenen Untersu- 
ehungen, die Hydren zum Gegenstand haben, eine Knospeninduktion registriert 
werden. Es karm deshalb in keinem Fall yon einem/iberzeugenden bioehemischen 
Naehweis einer polarisierenden Substanz gesproehen werden. Bei der Annahme 
eines Konzentrationsgradienten sieht man sich demzufolge weiterhin allein auf 
die Befunde der Transplantationsexperimente verwiesen. Ebenso wie bei anderen 
tierischen Organismen (vgl. Diskussion zu STUMPS, 1967) hat aueh bei Hydroiden 
der Versueh, Gefglle diffusibler Wirksubstanzen ehemiseh naehzuweisen, noeh 
keinen fiberzeugenden Naehweis bringen k6nnen. ,,Gradienten" bleiben somit 
vorerst deskriptive Begriffe, dazu geeignet, yon qualitativen Untersehieden zu- 
gunsten eines beobachtbaren lgichtungsgeffiges abzusehen. 
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2. Die basa len  Indukt ionss igna le  dfirf ten durch  Oberfl i~chenstrukturen der  
Ze l lmerabran  reprs  werden.  W e n n  auch die Behand iung  des gefrier- 
ge t rockne ten  Mater ia ls  mi t  Chloroform und  0,56 M ~qaC1 keine vollsti~ndige Ex-  
t r ak t ion  sicherstel l t ,  so erscheint  diese Armahme doeh gereeht fer t ig t ,  u m  so mehr,  
als der  Induk t ionse f fek t  nur  bei  a n h a l t e n d e m  K o n t a k t  yon  induz ie rendem und  
reagierendem Gewebe in Erscheinung t r i t t .  E in  Gegenargument  e rg ib t  sich aller- 
dings aus dem Befund von M~LLE~ (1967), wonaeh wandernde  I -Zel len  nekrot i -  
sche Ze]len ersetzen kSnnen. In s  to te  Gewebe e ingedrungene LZel len  kSnn ten  zur  
Neube lebung  des Gewebes geffihrt  haben.  In  d iesem Fa l l  wi~re die F rage  nach der  
N a t u r  des induzierenden Agens neu zu bean twor ten .  

3. Aussagen fiber die molekularen  K o m p o n e n t e n  der  Systeme,  die eine Diffe- 
renzierungspotenz  unterdr f ieken (Dominanzsys tem,  l%epressionsmechanismen),  
sind t ro tz  des biochemischen ~aehweises  en twick lungshemmender  Subs tanzen  
n ieht  begrf indbar .  F o r m a l  liel~en sieh die basischen Pro te ine  zwar en t sp rechend  
den Auffassungen yon  Ros~  (1966) und  LE~IQUE u. LUNDBLAD a]s I~epressoren 
der  Genak t iv i t~ t  deuten.  Doch s tehen einer solchen Deu tung  schwerwiegende 
Argumente  entgegen:  

a) I n  Zweifel s teht ,  ob den ex t rah ie r t en  Subs tanzen  f iberhaupt  eine regula to-  
risehe F u n k t i o n  zukommt .  Der  generell  ohnedies n ieht  le icht  zu erbr ingende  Nach-  
weis wird  bei  Hydractinia noeh dadureh  erschwert ,  dai~ deut l ich  ausgepr~gte  
Regenera t ionss tad ien  fehlen. Even tue l l  gegebene ri~um]iche oder  zei t l iehe 1V[uster 
im Auf t r e t en  der  basischen Subs tanzen  sind ebenso sehwer zu fassen wie Sensibil i-  
ti~tsphasen. 

b) Bislang konn te  noah hie e inem basischen Pro te in  eine t~epressorfunkt ion 
sehlfissig zugeordnet  werden.  Die Subs tanzen  gar  ohne wei teren Naehweis  als 
His tone  anzusprechen,  ve rb ie te t  sich, weil  die E x t r a k t i o n s m e t h o d e n  bei  allen ein- 
schl~gigen Unte r suchungen  allenfalls die Abl5sung der  schwaeh gebundenen  hy-  
drophi len  H i s tonkomponen t en  e rwar ten  ]~l~t und  der  f iberwiegende Tefl 15slicher 
basischer  Pro te ine  ohnedies n ich t  den I t i s tonen  zugehSrt .  
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