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Fisch und Mensch

EIN KLEINES MOLEKUL STEUERT DIE ENTWICKLUNG VON EXTREMITATEN

Ausgewidhlte Zellen des Embryos leuchten unter dem Fluoreszenzmikroskop
und ermoglichen so die Identifizierung bestimmter Gewebe (Foto: Peter Kolb).



Angeborene Fehlbildungen der Gliedmafen
treten bei 0,1 bis 0,2 Prozent aller Gebur-
ten auf. Haufig betroffen sind Finger oder Zehen,
in seltenen Féllen kommt es zu schweren Defek-
ten bei Armen und Beinen. Auch in der Evolution
spielt der Verlust von Gliedmafen eine wesentliche
Rolle. Bei Wirbeltieren hat die Evolutionsgeschich-
te dazu gefuhrt, dass die Beine bei Schlangen und
Blindschleichen verschwunden sind. Wale und Del-

Transparenz kann man ohne Eingriffe von auflen
beobachten, wie Vorgénge bei der Entstehung
eines Organs, des Blutgefal- oder Skelettsystems
ablaufen. Noch wichtiger ist, dass es eine grofe
Anzahl unterschiedlicher Zuchtformen von Zebra-
barblingen mit genetischen Defekten der Gliedma-
enentwicklung gibt (Abb. 1).

fine verloren ihre funktionslosen Hinterextremita- »WILL MAN FEHLENTWICKLUNGEN VON MENSCHLICHEN

ten, und bei vielen der flugunfahigen Vogel sind
die Flugel, wie bei den Kiwis, zu unscheinbaren

GLIEDMASSEN VERSTEHEN, KANN MAN DIE ZU GRUNDE
LIEGENDE GENETIK AN FISCHFLOSSEN ERFORSCHEN. "

Stummeln verkimmert. Tatsachlich stammt auch
der Mensch, wie alle Sdugetiere, letzten Endes von
den Fischen ab. Deshalb verwundert es nicht, dass
unsere Arme und Beine aus den Brust- und Bauch-
flossen jener Fische entstanden sind, die erstmals
das Wasser verlieBen und fortan amphibisch oder
ganz an Land lebten. Fische haben wéhrend der
Evolution so haufig die hinteren Extremitéten ver-
loren, dass Carl von Linné die Klassifizierung der
Fische 1894 nach den Bauchflossen vornahm. Er
wurdigte das Phdnomen mit einer eigenen Ord-
nung innerhalb der Fische, den ,fufllosen’ Fischen
(Pisces Apodes).

Scheinbar sind die Bauchflossen entbehrlich und
die Brustflossen nicht — aber warum ist das so? Das
Skelett der vorderen Extremitaten untersttzt bei
Fischen die Kiemenatmung und das Verschlucken
von Beute. Dadurch kénnten schon kleine evolu-
tive Veranderungen der Brustflossen zu schweren
Beeintréachtigungen bei der Atmung und Nah-
rungsaufnahme fuhren. Das Skelett der hinteren
Extremitaten dagegen dient ausschlieBlich der
Verankerung der Bauchflossen. Dass deren Verlust
hinnehmbar ist, zeigen etliche Familien von Fi-
schen, unter ihnen die Aale. Sie kommen ganzlich
ohne Bauchflossen, nie aber ohne Brustflossen aus.

FISCHE ALS MODELLORGANISMEN

Um auf den Ebenen von Zellen und Genen zu ver-
stehen, wie die GliedmafBen von Wirbeltieren ge-
bildet werden, untersucht man diese komplexen
Prozesse an Modellorganismen. Der Zebrabarbling
ist ein kleiner tropischer Fisch, der in der biome-
dizinischen Forschung hohe Wellen schlagt. Er
eignet sich hervorragend, um Embryonen beim
Wachsen zuzuschauen, denn die Fischeier sind
zahlreich, entwickeln sich auferhalb der Mut-
ter und sind komplett durchsichtig. Infolge ihrer

Ausschlaggebend fur die Forschung mit Zebra-
bérblingen ist die Erkenntnis, dass sich sehr viele
Erkrankungen des Menschen im Fisch simulieren
lassen. Denn die meisten der beteiligten Me-
chanismen sind so tiefgreifend in der Evolution
verankert, dass sie in Fischen und im Menschen
annéhernd gleich ablaufen. Will man Fehlentwick-
lungen von menschlichen Gliedmafen verstehen,
kann man die zu Grunde liegende Genetik an
Fischflossen erforschen.

RETINSAURE: UNENTBEHRLICH
FUR DEN KONTROLLIERTEN ABLAUF DER
EMBRYONALENTWICKLUNG

Es gibt eine groBe Anzahl von Genen, die bei der
Entwicklung der Gliedmalen eine Rolle spielen.
Einige von ihnen sind nur in den Hinterextremita-
ten aktiv, wie beispielsweise das Tbx4-Gen in den
Bauchflossen (Abb. 2). Die meisten Gene werden
aber in beiden Gliedmafen benétigt und sind auch
an weiteren Prozessen der Embryonalentwicklung
beteiligt. Ein Beispiel hierfur spielt in der Arbeits-
gruppe von Professor Gerrit Begemann eine zent-
rale Rolle: Retinsaure ist ein kleines Molekul, das
in der Entwicklung aller Wirbeltiere wie ein Ein/
Aus-Schalter fir bestimmte Gene funktioniert.’

Abb. 1: An Schulter-

blatt und Schliissel-
bein einer Zebrabarblings-
larve (in der Form eines
Bumerangs) hangt eine fla-
che Knorpelscheibe, aus der
sich die Knochen der Brust-
flosse entwickeln. Rechts:
Bei einer mutanten Linie
ohne Retinsdure entwickeln
sich die Brustflossen nicht
(Mikroskopische Aufnahme:
Gerrit Begemann).

Abb. 2: Farblicher Nachweis fiir die

Aktivitat des Tbx4-Gens in einer sich
entwickelnden Bauchflosse (Mikroskopische
Aufnahme: Gerrit Begemann).
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Abb. 3: Vor der Untersuchung von

Embryonen werden unbefruchtete Eier
der Zebrabarblinge unter dem Mikroskop aus-
sortiert, am Mikroskop: Doktorandin Heidrun
Draut M.Sc. (Foto: Peter Kolb).

Abb. 4 (rechts): Ein Zebrabarblingsweib-

chen kann bis zu 100 Eier legen. Eizellen
und Embryonen sind transparent und somit
gut zu beobachten (Foto: Peter Kolb).

Abb. 5: Die Larve eines Zebrabarblings,
6 Wochen alt und 1cm lang (Mikrosko-
pische Aufnahme: Gerrit Begemann).

Der Korper kann Retinsaure nicht selber herstellen,
sondern gewinnt sie Uber die Nahrung aus dem
Vitamin A oder als Embryo aus dem Vitaminvorrat
des Dotters. Im Embryo stellen spezialisierte Zellen
in sich entwickelnden Organen ein Enzym her, das
aus Vitamin A Retinsaure gewinnt. Von dort aus
kann Retinsédure wie ein Funksignal auf umliegen-
de Zellen abgestrahlt werden, in deren Zellkerne
eindringen und dort gezielt eine Reihe von Genen
aktivieren. Diese kontrollieren zum Beispiel in den
Gliedmalen, aber auch im Herz und Zentralen
Nervensystem, wichtige Entwicklungsschritte.

Die Arbeitsgruppe Entwicklungsbiologie hat ent-
deckt, dass eine Mutation im Enzym, das Retinsaure
zur Verflgung stellt, zu schweren Entwicklungsde-
fekten dieser Organe fuhrt. Ohne Retinsdure bildet
sich kein Skelett in der Schulterregion, und die Vor-
derextremitaten fehlen. Durch eine zeitlich genau
abgestimmte Blockade der Retinséureproduktion
in gesunden Embryonen konnte die Arbeitsgrup-

pe herausfinden, dass Retinsaure von der Rumpf-
muskulatur produziert wird und von dort auf die
Vorléuferzellen der Brustflossen wirkt.? Retinséure
blockiert hier die Wirkung eines anderen Signalmo-
lekils, das die Entwicklung der benachbarten Herz-
vorlauferzellen unterstltzt. Die Wechselwirkung
der konkurrierenden Signale teilt den gemeinsa-
men Zellpool so auf, dass Herz- und Brustflossen-
entwicklung gemeinsam aus ihm gespeist werden.

Neuere von der DFG-geforderte Studien haben au-
Rerdem gezeigt, dass Retinsaure fiir die Regenera-
tion ausgewachsener Flossen mitverantwortlich ist.
Verletzt sich ein Zebrabarbling an der Flosse, so
wachst das amputierte Gewebe innerhalb von zwei
Wochen komplett nach. Dabei kontrolliert Retinséu-
re die Zellteilung im nachwachsenden Gewebe und
sorgt Uberdies dafir, dass sich Knochenzellen ver-
mehren und wieder so verteilen, dass die Gesamt-
struktur des Flossenskeletts wieder hergestellt wird.?

ENTWICKLUNGSPROZESSE SICHTBAR MACHEN

Wie unterscheidet sich die Entwicklung von Vor-
der- und Hinterextremitdten? Hier liegt der ak-
tuelle Schwerpunkt der entwicklungsbiologischen
Forschung in Bayreuth. Jetzt, da bekannt ist, wie
Retinsdure die vorderen Gliedmafen kontrolliert,
stellt sich die Frage, ob das in den Bauchflossen
des Zebrabarblings genauso funktioniert. Die Fra-
ge ist weder trivial, noch ist sie im Hinblick auf
den derzeitigen Stand der Forschung einfach zu
beantworten. Denn einerseits haben Untersuchun-
gen an Mausen ergeben, dass sich die Hinterbeine
anscheinend auch ohne Retinsaure bilden; ande-
rerseits widerspricht dieser Befund dem gegenwar-
tigen Modell, wie sich Extremitaten bei Wirbel-
tieren grundsatzlich entwickeln: namlich entlang
einer raumlichen Achse, die auf der Rumpfseite
von Retinséure kontrolliert und an der Spitze der



auswachsenden Extremitdt von einem anderen
Wachstumsfaktor gesteuert wird. Wenn dies zu-
trifft, wirde Retinsaure auch die Entwicklung der
Hinterextremitaten beeinflussen. Die geplanten
Untersuchungen an Fischen als Modellsystem kon-
nen also dazu beitragen, diesen grundlegenden
Entwicklungsprozess bei Wirbeltieren aufzukléren.

Die Bauchflossen bei Zebrabarblingen entstehen
erst nach 3 bis 4 Wochen in jungen Larven von 1
cm Lange (Abb. 5). Die Beobachtung der Bauch-
flossenentwicklung gelingt am lebenden Tier durch
Zuchtlinien, bei denen bestimmte Zelltypen durch
farbige Proteine sichtbar gemacht werden. Diese
Molekile leuchten unter schwachem UV-Licht rot
oder griin (Abb. 6), ohne die Fischlarve zu beein-
trachtigen. Auf diese Weise ist es moglich, einzelne
Zellen unter dem Mikroskop zu identifizieren und
sie Uber einen Zeitraum zu beobachten, wéhrend
sie sich zu Knorpelzellen entwickeln und schlief3lich
das Skelett der Bauchflossen anlegen. Um die Funk-
tionen von Retinsdure zu untersuchen, lasst sich die
Flossenentwicklung an den leuchtenden Zellen ver-
folgen, wahrend man ihnen entweder zu viel oder

Abb. 6: Das Skelett der Bauchflossen einer Zebrabarb-

lingslarve. Ausgewachsene Knorpelzellen sind rot
markiert, Bindegewebszellen mit Knorpelvorlaufern leuch-
ten griin (Mikroskopische Aufnahme: Gerrit Begemann).

zu wenig Retinsdure anbietet. Letzteres ist moglich,
indem man das Enzym Cyp26al, das Retinséure
abbaut, gezielt in den Zellen der Bauchflossen ak-
tiviert. Hierfur werden genetisch gezielt veréanderte
Linien von Zebrabarblingen bendtigt, bei denen
Cyp26al ausschlieBlich in den Bauchflossen akti-
viert werden kann. Gleichzeitig gibt es genetische
Tricks, mit denen sich auch die zeitliche Kompo-
nente der Aktivierung kontrollieren lésst. Sobald
ein solches System eingerichtet und erfolgreich ge-
testet worden ist, kénnen prézise Veranderungen
am Retinsdurevorrat vorgenommen werden, ohne
dass andere Organe davon betroffen sind.
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WAs FISCHE UND MENSCHEN VERBINDET

Trotz der Komplexitat und relativen Haufigkeit erb-
licher Defekte bei der Entwicklung von GliedmaRen
sind die zu Grunde liegenden zelluldren Vorgange
noch immer nicht ausreichend verstanden. Unter-
suchungen an geeigneten Tiermodellen bieten die
Chance, ganz gezielt einzelne Faktoren in der Ent-
wicklung an- oder auszuschalten. Fische und Men-
schen stammen von gemeinsamen Vorfahren ab,
die — auch wenn es schon sehr lange her ist — be-
reits paarweise angeordnete Gliedmafen zur Fort-
bewegung besalen. Gesteuert wurde die Entwick-
lung dieser Gliedmafen von Genen, die auch heute
noch in Fisch und Mensch die Baupléane fir Arme,
Beine und die dazu homologen Flossen umsetzen.

Zebrabarblinge gewéhren der Forschung prazise
Einblicke in die hochkomplexe Entwicklung des
Embryos zum erwachsenen Tier. Sie bieten die
Moglichkeit, die an dieser Entwicklung beteiligten
Wechselwirkungen zwischen Zellen, Geweben und
Organen sowie deren genetische Steuerung gezielt
zu untersuchen. Dadurch kénnen wir auch etwas
Uber den Menschen lernen, bei dem uns solche
direkten Einblicke verwehrt bleiben.

Abb. 7: Masterstudentin Marlene

Schmidt B.Sc. untersucht DNA-Sequen-
zen, die fiir die Regulation der Flossenent-
wicklung notwendig sind (Foto: Peter Kolb).

Prof. Dr. Gerrit Begemann ist
Professor fiir Entwicklungsbio-
logie an der Universitat Bayreuth.
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