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A study was made of the hatching process of the lancelet, Branchiostoma lanceolatum
(Amphioxus), under laboratory conditions. Embryos in the early neurula stage (5 to 6 pairs
of somites) escape through a hole made in the fertilization envelope, following intensive
rotatory movements and partial digestion of the envelope. Using the chromogenic substrate
Hide Powder Azure (HPA) at pH 8.0, proteolytic activity was detected in the hatching me-
dium. The effect of various protease inhibitors was investigated. Whereas the activity was
only slightly affected by inhibitors of trypsin, chymotrypsin or thiol proteases, chelating
agents such as EDTA and 1,10-phenanthroline prevented the degradation of HPA, as well
as the breakdown of the vitelline membrane of alcohol fixed oocytes by the protease from
hatching fluid. These data suggest the presence of a metalloprotease in the hatching medium.
How far this enzyme can be compared with hatching enzymes found in echinoderms and
fishes (where they have been identified as matrix degrading metalloproteases), awaits further
study of the lancelet enzyme, including its isolation and purification.

Einleitung tieren. Neuerdings tritt in der Literatur eine zu-

Das von dem deutschen Zoologen PS.Pallas nehmende Anzahl molekulargenetischer Arbeiten

1774 entdeckte Lanzettfischchen zdhlte zuerst zu
den Weichtieren oder Mollusken. Spéter wurde
es als einziger Vertreter dem Unterstamm der
Akranier (Schidellosen) zugeordnet. Lange hat
man Branchiostoma (oder Amphioxus, wie das
Tier meistens in der embryologischen Literatur ge-
nannt wird) als direkten Vorfahren der Wirbel-
tiere betrachtet. Gegen enge phylogenetische Be-
ziehungen zu anderen Chordaten, insbesondere
den Vertebraten, sprechen jedoch eine Reihe von
Organreduktionen und Spezialisierungen. Die
deskriptive Embryologie von Branchiostoma hat
viele Jahre hindurch das embryologische Schrift-
tum dominiert. Die Monographie von Conklin
(1932) nimmt darin eine zentrale Stelle ein. In der
stirmischen Entwicklung der chemischen Em-
bryologie in den dreiffiger und vierziger Jahren
wird merkwiirdigerweise Branchiostoma nur in
seltenen Fillen als Versuchstier benutzt, im Ge-
gensatz zu Amphibien, Echinodermen und Séduge-
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in den Vordergrund. Sie befassen sich an erster
Stelle mit Homologien zwischen Vertebraten- und
Amphioxushirnen, mit dem Vorkommen von ho-
meotischen Genen als Ausgangspunkt. Von diesen
Hoxgenen ist bekannt, daf3 sie die Identitdt und
Reihenfolge der Korpersegmente bestimmen.
Merkwiirdigerweise enthéalt das Amphioxusgenom
nur eine Hoxgengruppe, die als Archetyp der
Hoxgengruppen der modernen Vertebraten ge-
deutet wird (Garcia-Fernandez und Holland, 1994;
Carroll, 1995).

Im Laufe seiner Entwicklung zeigt der Embryo
des Lanzettfischchens eine bedeutende Volumen-
vergroflerung, die sich insbesondere ab der Neu-
rula bemerkbar macht. In diesem Stadium wiéchst
der Embryo in der Linge, schliipft aus den Em-
bryonalhiillen und nimmt allméhlich die schlanke
Gestalt der Larve an. Im Frihsommer 1994 ist uns
wihrend videomikroskopischer Aufnahmen der
Entwicklung aufgefallen, daB3 die geschliipften
Neurulae leere Hiillen hinterlassen, die nur an
bestimmten Stellen Offnungen aufzeigen. Diese
Beobachtung, sowie der Nachweis von proteolyti-
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scher Aktivitdt im Schliipfmedium, konnte ein In-
diz dafiir sein, da3 Lanzettfischchen ein Schliipf-
enzym produzieren, womit sie sich im fortgeschrit-
tenen Gastrula- oder Neurulastadium von den um-
gebenden Hiillen befreien. Es schien deshalb
angebracht den Schliipfprozefl und die mogliche
Beteiligung von Enzymen, im Lichte der Typen-
verwandtschaft der Akranier zu den {ibrigen
Chordatieren, einschlieSlich der Vertebraten, ni-
her zu untersuchen.

Die Vermutung, dafl das Schliipfen bei Bran-
chiostoma enzymatisch verlduft, konnte bestétigt
werden. Auflerdem geht aus Versuchen mit Inhibi-
toren hervor, da3 das Schliipfenzym Eigenschaf-
ten einer Metallprotease besitzt.

Material und Methoden
Eier und Embryonen

Die Experimente wurden im Mai und Juni an
der Meeresstation der Biologischen Anstalt Hel-
goland durchgefiihrt. Adulte Exemplare von
Branchiostoma lanceolatum (Lange: 4.5 bis 5.0 cm)
wurden am Helgoldnder Fangplatz, etwa 5 See-
meilen nordostlich der Insel, gesammelt und sofort
in glisernen Behiltern mit frischem Seewasser
und einem Bodenbelag von “Amphioxusgrund”
untergebracht. Die Wassertemperatur war durch-
schnittlich 12-13°C. Als Futter dienten zum Teil
Flagellaten der Gattung Dunaliella, zum Teil De-
tritus und Plankton, das durch das 75 um Sieb hin-
durchgeht. Durch eine &duBlerliche Beobachtung
der Gonaden konnte man deutlich unreife von rei-
fen Exemplaren trennen. Letztere wurden in klei-
neren, durchliifteten Becken bei Zimmertempera-
tur (17-20°C) gebracht und normalem Tageslicht-
wechsel ausgesetzt, zwecks Gewinnung der Eier
oder Embryonen. Fiir die Bestimmung des jeweili-
gen Entwicklungsstadiums diente die ausfiihrliche
Beschreibung von Conklin (1932) fiir B.lanceola-
tum aus dem Golf von Neapel, wie auch die sum-
marische Tabelle von Drach (1948), die iibrigens
zum grofiten Teil an Conklin anlehnt. Unseres
Wissens nach liegen fiir Embryonen des Lanzett-
fischchens aus der siidlichen Nordsee keine ge-
nauen Altersbestimmungstabellen vor. Der Zeit-
punkt des Ablaichens konnte nur anniaherend kal-
kuliert werden (zwischen 9 und 11 Uhr nachts).
Eine erste Eiablage fand meistens am ersten oder
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zweiten Tag nach dem Fangen statt. Sie wieder-
holte sich nur einmal.

Lebendbeobachtungen

Der Fortschritt der Embryogenese, insbeson-
dere das Verhalten der schliipfreifen Embryonen,
wurde an einem Olympus Mikroskop BH-2 stu-
diert. Die Embryonen wurden zu diesem Zweck
in flache Mikrokiivetten iibergefiihrt. Zusitzlich
wurden videomikroskopische Aufnahmen ge-
macht (Sony CCD Videocamera model XC-711 P,
in Kombination mit einem Panasonic stereo video
casette recorder NV-F 70 HQ).

Gewinnung des Schliipfmediums

Embryonen im spiten Gastrulastadium wurden
3—4 mal in filtriertem Seewasser gewaschen. An-
hand von Proben die in gewissen Zeitabstinden
genommen wurden, wurde die Entwicklung unter
dem Binokular verfolgt. Kurz vor Erreichen des
Neurulastadiums wurde die iiberstehende Seewas-
sermenge durch Dekantierung oder Absaugen bis
zu einer 1 cm hohen Schicht reduziert, einem End-
volumen von etwa 40-50 ml entsprechend. Nach
erfolgtem Schliipfen wurden die Embryonen
durch Filtrierung vom Schlipfmedium getrennt.
Letzteres wurde bis auf Weiteres im Kiihlschrank
oder tiefgefroren aufbewahrt.

Bestimmung der proteolytischen Aktivitit

Der Nachweis von proteolytischen Enzymen im
Schliipfmedium wurde mit Hide Powder Azure
(HPA) (Calbiochem) als Substrat vorgenommen.
Dieses Substrat besteht aus einem kollagenreichen
Rinderhautpridparat., das mit Remazol Brilliant
Blau markiert ist. Es hat sich in fritheren Arbeiten
herausgestellt (Denucé und Formisano, 1982;
Paulij e al.,1992) dafl bei Verwendung von HPA
die Spaltwirkung von verschiedenen Schliipfenzy-
men ungewohnlich hoch ist. Funf Milligramm die-
ses Substrats wurden mit 1.5 ml nichtkonzentrier-
tem Schlipfmedium versetzt. Nachdem. durch
Zugabe von Borsdure-Kaliumchlorid-Natronlauge
(Merck’sche Standardlosung) ein pH-Wert von 8.0
erreicht war, wurde im Wasserbad bei 37°C inku-
biert. Als Kontrolle diente filtriertes Seewasser.
Nach 5 Stdn. wurde die Reaktion durch Abkiih-
lung im Eisbad sistiert. Die Spaltung des chromo-
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genen Substrats unter Freisetzung einer blauen
Farbe wurde durch Messung der optischen Durch-
lassigkeit gegeniiber dem Blindwert bei 578 nm
bestimmt.

Zwecks Charakterisierung der Schliipfprotease
wurden die nachfolgenden Hemmstoffe dem Ver-
suchsansatz zugefiigt: Chymostatin (eine Mi-
schung von A-, B- und C-Komponenten), Leupep-
tin hemisulfat, Na-Tosyl-L-lysinchloromethylketon
(TLCK), Antipain (38 600 E/mg), 1,10-Phenan-
throlin, N-Athylmaleimid, Athylendiamintetraes-
sigsdure Na-Salz (EDTA), Trypsininhibitor aus So-
jabohnen (SBTI), (ca. 35 E/mg) und Kallikrein-
Trypsin-Inhibitor (Trasylol®!, (6600 E/mg). Die
Molaritdten bzw. Konzentrationen sind aus Tab. I
ersichtlich.

Nachweis von Schliipfenzym-Aktivitdt

In 80-proz. Alkohol fixierte, unbefruchtete Eier
von erwachsenen Exemplaren wurden nach wie-
derholtem Spiilen in filtriertem Seewasser in fla-
chen Mikrokiivetten mit Schlipfmedium bei 20°
inkubiert, mit oder ohne Proteaseinhibitoren. Der
Abbau, bzw. die Verhinderung des Abbaus der
Dottermembran als natiirlichem Substrat wurde
mikroskopisch verfolgt und in regelmafigen Zeit-
abschnitten auf Videoband aufgenommen. AuB3er-
dem wurden auch lebende Neurulae der Einwir-
kung des Schliipfmediums ausgesetzt.

Ergebnisse
Das Schliipfen der Embryonen

Bei mikroskopischer Betrachtung findet man,
daf3 die Mehrzahl der Embryonen im frithen Neu-
rulastadium schliipft. Ausnahmsweise verlassen
die Embryonen die Hiillen schon im spiten
Gastrulastadium. Daf3 der Schliipfvorgang nahe
ist, wird durch rotierende Bewegungen angekiin-
digt. Die Neurulae drehen sich erst sehr langsam,
spater aber erheblich schneller rund um die
Langsachse, mit Hilfe der ektodermalen Zilien,
wihrend mit dem Vorderende nahezu ununterbro-
chen gegen die innere Seite der Befruchtungs-
membran gedriickt wird. An einer bestimmten
Stelle reiflit die Hiille auf und die Neurula fiangt
an, frei herumzuschwimmen. Da die Hiillen der
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schlipfreifen Frithneurula durchscheinend sind
und in diesem Stadium jede Pigmentierung fehlt,
lassen sich einzelne Strukturen gut identifizieren,
wie aus Abb. 1 ersichtlich wird. Fiinf bis 6 Paar
Somiten haben sich entwickelt. Die beiden vorder-
sten Somiten zeigen schon Célomhohlen. Die An-
lage der Chorda ist schwer zu sehen, da sie von
den Somiten verdeckt wird. Dagegen 148t sich der
Urdarm (Archenteron) ohne Weiteres erkennen.
Ein aktiver Nahrungserwerb ist jedoch erst nach
der Bildung des linksseitigen Larvenmundes mog-
lich. Ein dorsaler Fortsatz des Urdarmes liegt vor
den ersten Segmenten. Aus ihm entstehen spiter
das Raderorgan sowie die Hatschek’sche Grube.
Storungen des Schliipfvorganges, wie Steckenblei-
ben von halbgeschliipften Embryonen, wurden nie
beobachtet.

Ar

Abb. 1. Schliipfreife Neurula von Branchiostoma lanceo-
latum (Seitenansicht). Ar Archenteron (Urdarm); Bm
Befruchtungsmembran; dF dorsaler Fortsatz: Ek Ekto-
derm mit Cilien; En Entoderm; S1 erster Somit (Urwir-
bel). MaBstrich = 30um.

Proteasen im Zuchtmedium

In der Kulturflissigkeit von zwei verschiedenen
Gelegen konnte nach erfolgtem Schliipfen proteo-
lytische Aktivitat nachgewiesen werden. HPA er-
wies sich als ein sehr empfindliches Substrat, da
bei pH 8.0 schon nach etwa 1 Std eine deutliche
Blaufarbung auftrat. Kontrollansitze mit Seewas-
ser zeigten keinerlei proteolytische Aktivitdt. Die
Enzymaktivitdt in der Kulturfliissigkeit wurde we-
der durch Einfrieren, noch durch mehrwochiger
Aufbewahrung im Kiihlschrank beeintrichtigt.
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Tab. I. Einflu3 von natiirlichen und synthetischen Inhibi-
toren auf die Schliipfprotease.

Inhibitor Molaritédt bzw. Restaktivitat®
Konzentration (%)
Kein Inhibitor 100
Leupeptin 0.1 mg/ml 92
Antipain 0.6 mg/ml 86
TLCK S mm 83
N-Athylmaleimid 10 mm 81
Chymostatin 0.6 mg/ml 78
SBTI 0.1 mg/ml 78
Kallikrein Inhibitor 0.6 mg/ml 74
1.10-Phenanthrolin 10 mm 41
EDTA 10 mm 7

* Mittelwerte aus 3 Bestimmungen.

Uber die Reaktion der Protease mit bestimmten
Inhibitoren gibt Tab. I Aufschlufl. Der Abbau von
HPA wird am stdrksten durch die Komplexbildner
EDTA und Phenanthrolin gehemmt. Nur ein
schwacher Verlust der Aktivitdt wird durch die Se-
rinproteasenhemmstoffe SBTI, TLCK, Antipain,
Chymostatin und Leupeptin, sowie durch Athyl-
maleimid, einem Inhibitor der Thiolproteasen,
herbeigefiihrt.

Abbau der Dottermembran/Befruchtungsmembran

Aus Abb. 2 ist ersichtlich, daf3 nach ungefédhr 16
Stdn. Kontakt mit dem Zuchtmedium die Aufen-
seite des Eies nicht mehr durch eine Dottermem-
bran begrenzt wird und das Ei eine Quellung auf-
zeigt. Im direkten Umfeld liegt eine Anzahl von
winzigen granuldren Strukturen, wahrscheinlich
Dotterkérnchen und/oder corticale Granula. Kon-
trolleier, die die gleiche Zeit in Meerwasser ver-
blieben, zeigen unter der Dottermembran Zonen

mit aneinander grenzenden Vakuolen, die nur in
mit Alkohol fixierten Eiern sichtbar sind. Eine
Gallertschicht, wie von Holland und Holland
(1989) bei Branchiostoma floridae beschrieben,
wurde im vorliegenden fixierten Material nicht be-
obachtet. Der oben geschilderte Abbau der Dot-
termembran wird unterbunden, wenn den fixier-
ten Eier neben Schliipfmedium die Komplexbild-
ner EDTA oder Phenanthrolin zugefiigt werden.
Im Falle von Phenanthrolin lassen die Eier sich
kaum von den Kontrollen unterscheiden.

Den Einflu3 von nichtkonzentriertem Schliipf-
medium auf lebende Neurulae zeigt Tab. I1. Nach
einer Inkubationszeit von 17 Stdn. ist bei 31% der
Embryonen die Befruchtungsmembran aufgelost.
Bei Kontrollen, die in Meerwasser gehalten wur-
den, gibt es 28% membranlose Neurulae. Bei
gleichaltrigen Embryonen verlduft also der Abbau
der Befruchtungsmembran bei Kontrollen ebenso
schnell als bei Schliipfmedium ausgesetzten Neu-
rulae. Die Lebenskraft der Neurulae wird durch
die Behandlung keineswegs beeintridchtigt, denn
schlieflich schliipfen sdmtliche Embryonen.

Diskussion

Der Nachweis eines proteolytischen Enzyms
in der Zuchtfliissigkeit von frisch geschliipften
Frithneurulae und der partielle Abbau der Hiillen
unter dem Einflul des Enzyms deuten auf ein
Schliipfenzym. Bei Branchiostoma floridae wird
das unbefruchete Ei von einer Gallertschicht und
einer Dotterhaut umhiillt (Holland und Holland,
1989). Eine Gallertschicht fehlt bei B. lanceolatum.
Nach enzymatischer Auflésung der Dotterhaut

Abb. 2. Wirkung von Schliipffliissigkeit auf
alkoholfixierte, unbefruchtete Oocyten von
Branchiostoma lanceolatum. (A) Oocyte in
Meerwasser (Kontrolle): (B) Oocyte nach
Behandlung mit Schliipfflissigkeit: die
Dottermembran wurde abgebaut, das Oo-
plasma ist aufgequollen und im Umfeld lie-
gen lose kornige Partikel: (C) Oocyte nach
Behandlung mit Schlupffliissigkeit, in An-
wesenheit von 10 mM 1.10-Phenanthrolin:
die Dottermembran ist intakt geblieben
und es fand kein Ausstof3 von Partikeln
statt. Dg Dottergranula: ¢G corticale Gra-
nula; Dm Dottermembran: vO vakuolisier-
tes Ooplasma. MaBstrich = 30um.
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Tab. II. EinfluB von extern verabreichtem Schliipfme-
dium auf Embryonen im Frithneurulastadium (Behand-
lungsdauer: 19 Stdn. bei 20°C).

Medium
Meerwasser Schliipffliissigkeit
(n=107) (n=64)
mit Hiillen: 77 (72%) 44 (69%)

ohne Hiillen: 30 (28%) 20 (31%)

lockern sich die corticalen Granula, und man
konnte sich vorstellen, daf3 sie aus der Eizelle her-
ausflieBen (siehe Abb.2 B). Weniger wahrschein-
lich ist, daf3 es sich bei den zerstreuten Koérnchen
um Dotterkérnchen handelt. Auffallend ist, daf3
das proteolytische Enzym ausschlieBlich die Dot-
terhaut angreift. Weder das Eiplasma, noch die
granuldren Bestandteile (innerhalb oder aufler-
halb des Eies) werden aufgelost. Die Dottermem-
bran von fixierten Eiern wird hundertprozentig
abgebaut. Dagegen findet man in in vivo Versu-
chen nach mehreren Stunden noch unverdaute
Reste der Befruchtungsmembran, die die Dotter-
haut ersetzt hat. Bei Branchiostoma floridae fehlt
vor dem Schliipfakt die duflere Schicht der Be-
fruchtungsmembran an mehreren Stellen. Zu-
gleich wird die anliegende sog. hyaline Schicht er-
heblich diinner (Holland und Holland, 1989).

Die Versuche mit lebenden, ungeschliipften
Frithneurulae haben gezeigt, daB3 die Befruch-
tungsmembran fiir externes Enzym undurchléssig
ist. So wird verstdndlich, warum schliipfende Em-
bryonen durch ihr Sekret das Auskriechen von un-
geschliipften Individuen nicht veranlassen konnen.

Die chemische Zusammensetzung der Dotter-
haut wurde bei der fernostlichen Art Branchio-
stoma belcheri untersucht (Fang und Welsch,
1995). Die Oberflache der Membran reagiert sehr
stark mit verschiedenen Lektinen, was auf die
komplexe Natur der Glykoproteine und auf die
Vielfalt der Kohlenhydratresiduen an dieser Stelle
deutet. Von Salmonideneiern ist bekannt, daf3 der
hohe Gly-Lys-Isopeptidgehalt als Hauptursache
fir die Festigkeit der Hiillen nach der Befruchtung
zu betrachten ist (Hagenmaier et al.,1976). Ent-
sprechende Untersuchungen an Eiern von Am-
phioxus liegen nicht vor.

Die Hemmung des im Schliipfwasser enthalte-
nen proteolytischen Enzyms durch die Komplex-
bildner EDTA und Phenanthrolin deutet auf eine

Metallprotease hin. Schliipfenzyme mit Metallpro-
teasecharakter wurden in fast allen untersuchten
Fischarten beschrieben (fiir eine Ubersicht siche
Yamagami, 1988). Ausnahmen bilden die Embryo-
nen vom Zebrafisch (Brachydanio rerio) (Denucé
und Thijssen, 1975) und von Fundulus heteroclitus
(Kaighn, 1964), wo Serinprotease-Aktivitdt nach-
gewiesen wurde. Das Rana chensinensis-Schliipf-
enzym wird sowohl durch EDTA als durch DFP
(einem Inhibitor von trypsinartigen Proteasen) ge-
hemmt (Katagiri, 1975), und auch beim Krallen-
frosch Xenopus laevis wird die Dotterhaut von
Proteasen mit zweifdltigem Charakter abgebaut
(Urch und Hedrick, 1981). Bei den Ascidien, die
den Cephalochordaten phylogenetisch naheste-
hen, enthilt das Schliipfmedium der Seescheide
Ciona intestinalis eine Protease, die hundertpro-
zentig durch Komplexbildner inhibiert wird, aber
zum Teil auch empfindlich fiir Inhibitoren der Se-
rinproteasen ist (Denucé, 1975). Dagegen verzo-
gern oder blockieren Hemmstoffe fiir Trypsin den
Schliipfvorgang bei der japanischen Ascidienart
Halocynthia roretzi (Hoshi und Numakunai,
1981). Leider wurden in diesem Fall keine Inhibi-
toren von Metallproteasen eingesetzt. In Anbe-
tracht neuzeitlicher Auffassungen einer phyloge-
netischen Verwandtschaft zwischen Cephalochor-
daten und Echinodermen sei noch erwihnt, daf3
Seeigelembryonen die Hiillen mit Hilfe einer Zn-
Protease verlassen (Lepage und Gache, 1990; No-
mura et al.,1991). Biochemische Untersuchungen
am partiell gereinigten Schliipfenzym von Loligo
vulgaris deuten auf das Vorkommen von Metall-
proteasen bei Cephalopoden (Tintenfischen) hin
(Paulij er al, 1992). Denker (1977) hat als erster
das zeitliche und rdumliche Vorkommen eines
trypsindhnlichen Enzyms in der Kaninchenblasto-
cyste, unmittelbar vor der Implantation, beschrie-
ben. Entsprechende Untersuchungen am Miuse-
Embryo deuten in die gleiche Richtung (Perona
und Wassarman, 1986). Durch Anwendung einer
umfassenden Reihe von Inhibitoren gelang es ja-
panischen Forschern, die Ahnlichkeit des Méuse-
schliipfenzyms mit Serinproteasen vom Trypsintyp
zu bestitigen (Sawada er al., 1990; Sawada et al.,
1992; Yamazaki et al., 1994).

Aus dem Vorhergehenden 146t sich schlieBen,
dafl Schlupfenzyme in zwei Kategorien eingeteilt
werden konnen: einerseits gibt es die Gruppe der
Metallproteasen die die Embryonalhiillen von Fi-
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schen, Echinodermen, Cephalopoden und Cepha-
lochordaten (partiell) auflésen, anderseits gibt es
die trypsinartigen Serinproteasen, die das Schliip-
fen von Sdugetierblastocysten ermoglichen. Einen
unsicheren Status haben vorldufig noch die Asci-
dien und Amphibien. fiir die Schliipfenzyme bei-
der Typen (Metall- und Serinproteasen) beschrie-
ben wurden. Molekularbiologische Untersuchun-
gen von gereinigten Schliipfenzymen von Vertre-
tern der Echinodermen (in casu der Seeigel
Paracentrotus lividus) (Lepage und Gache, 1990)
und Hemicentrotus pulcherrimus (Nomura et al.,
1991) sowie von Fischen (in casu des Reisfisches
Oryzias latipes, mit den zwei konstituierenden En-
zymen HCE und LCE) (Yasumasu et al., 1994) ha-
ben gezeigt, dafl im aktiven Zentrum eine Zn bin-
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