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Zebrafisch und Medaka als Modell-

organismen der Entwicklungsbiologie

Die Genomsequenzierungen erzeugen eine
kiille never Sequenzdaten aller in den
Genomen der verschiedenen ,Modellorga-
nismen’ enthaltenen Gene. Wie aber kann
die Funktion dieser Gene ermittelt werden,
und wie kann die Information zwischen
den Organismen verglichen werden, um
Entwicklung und Evolution zu verstehen? In
den genetisch gut zugénglichen Inverte-
braten-Modellorganismen mit ihren etwa
19.000 (C. elegans) beziehungsweise rund
12.000 Genen (Drosophila) ist das Ver-
sténdnis von Entwicklungsprozessen
bereits weit gediehen. Bei Vertebraten mit
ihren ca. 70.000 bis 100.000 Genen ist dies
aufgrund der groBeren Komplexitdt der
Entwicklungsprozesse und der griBeren
Zahl der Gene ungleich schwieriger - die
Antworten sind jedoch fiir Grundlagenfor-
schung und Medizin gleichermaBen von
Bedeutung. Zwei Modellorganismen der
Entwicklungsbiologie, Zebrafisch und
Medaka, bieten die Moglichkeit zur
integrierten molekularen, klassisch-
genetischen und experimentellen Analyse
und eignen sich daher hervorragend fiir
eine detaillierte mechanistische und
schlieBlich vergleichende Analyse des
Vertebraten-Genoms. Als Beispiel diskutie-
ren wir unsere Untersuchungen zur
Entwicklung des Auges beziehungsweise
der zentralnervisen Schaltstellen visueller
Information im Vorder- und Mittelhir.

P Zur Steuerung ihrer Entwicklung ver-
wenden Invertebraten und Vertebraten hiiu-
fig dhnliche genetische Schaltkreise. Nach-
dem iiber mehr als ein Jahrzehnt die Ge-
meinsamkeiten der genetischen Regulation
der Entwicklung von Vertebraten und Inver-
tebraten klarer hervortreten, stelle sich nun
die Frage, wie denn eigentlich die Unter-
schiede entstehen. Fliegen oder Nematoden
sehen nun einmal anders aus als Fische,
Miuse oder Menschen. Bei Vertebraten gibt
es im Schnitt etwa vier Kopien von jedem
Drosophila-Gen, oder, wie Denis Duboule
einmal formuliert hat, ,Vertebraten sind ok-
waploide Drusophilae”. Zudem unterscheiden
sich die einzelnen Vertebraten leicht in der
7Z:ahl der Mitglieder derjeweiligen Genfami-
lien. Vermutlich sind solche Unterschiede in
der Kopienzah! der Gene, aber auch in de-
ren Regulation mitverantwortlich fiir dic
Entstehung von Unterschieden zwischen
den einzelnen Vertebraten. Die Entstchung
dieser Unterschiede zwischen den Specics
im molekularen Detail zu verstehen, isteine
sentrale Herausforderung an die molekula-
e Entwicklungsbiologic der niichsten De-
kade.

Hier diskutieren wir, warum sich Zebra-
fische (Danio rerio) und Medaka (Oryzias la-
fpes, Killifische) hesonders fiir Studien der
Funktionvon Vertebraten-Ge-
nen eignen, inshesondere im Hinblick auf
vergleichende Studien mit Maus.ndt.:r
Mensch. Angesichts der typischerweise
komplexen riumlichen und zcit}ichcn Mu-
iven Gene erfordert ¢inc genaue
genetische

molekularen

stern akt ‘
Funktionsanalyse aufwendige

und cxpcrimcmal-cmhrynlogischc Techni-
ken, um di¢ Genfunktion im jeweiligen
Gewebekontextzu verstehen. Wirargumen-
tieren, dal} in Fischen, neben der Maglich-
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keit einer funktionellen Inaktivierung von
Genen durch Murtation, die Moglichkeit zu
einer experimentellen Nanipulation, wie
‘Iransplantation, Injektion, aber auch der
Herstellung von transgenen Tieren und
Transposon-Insertionen - dhnlich wie bei
Drosophila und €. elegans ~von entscheiden-
dem Vorteil bei der Analyse sind (siche
TOOLBOX 1: Methoden). Fiir verglei-
chende Studien sind Fische ebenfalls gut
geeigner, weil sie als gribre Gruppe der Ver-
tebraten (> 28.000 Arten) eine Vielzahl von
Adaprationen aufweisen. Wir schildern die
Ergebnisse systematischer Mutagenese-
Experimente, in denen Mutanten des Ze-
brafisches und von Medaka isoliert wurden,
die eine wertvolle Ressource fiir die funk-
tionelle Analyse eines Wirbeltiergenoms
darstellen. Am Beispiel eigener Arbeiten
itlustrieren wir, wie die weitere Analyse der
isolierten Mutanten Erkenntnisse iiber
Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der
genctischen Kontrolle der Entwicklung des
Auges (Witthrodt) sowie der zentralnervi-
sen Schalestellen visueller Information im
Vorder- und Mittethirn (Brand) licfert.

Fisch-Embryonen und ,Tools’

Zwei fiir experimentelle Analysen ent-
scheidende Eigenschaften von Zebrafisch-
und Medaka-Embryonen sind, dal sic sich
extrakorporal entwickeln und transparent
sind. Die Normalentwicklung dieser Km-
bryonen ist daher schr gut heschrichen. Die
Eiablage erfolgt an den Lichtzyklus gekop-
pelt und die befruchreten Kicer entwickeln
sich dann synchron. Innerhalb kurzer Zet
(6 bis 10h, Zebrafisch; 8-12 h, Medaka) ent-
stehen in der Gastrulation (Abb. 1a) dic
endo-, meso- und cktodermalen Zelagen
des Embryos. Zwischen 10 und 24 Stunden
wird der Embryo in Segmente unterteilt,
und nach nur cinem “fag der Entwicklung
ist ein typischer Wirbeltier-Embryo crkenn-
bar (Abb. 1¢), mit ausgeprigrem Auge, Ohr
und internen Gehimstrukturen, dic hereits
funktionclle Schaltkreise enthalten. Fanmige
Neuronen dicser Schaltkreise, beispiclswer-
se die Retikulospinalen Neurone des Hin-
terhirns oder Motorneurone des Neuralrohrs,
sind aufgrund ihrer Position und der Form
ihrer Fortsitze individuell identifizierbar
(identificd neurons'), was ansonsten nif hei
Invertebraten wie Drosophila und ( aenorhab-
ditis elegans moglichist. Auch haben die Em-
hrvonen bereits ¢in Herz, das Blurzelien
durch das Gefabsystem pumpt. In den fol-
genden Tagen werden parallel zur weiteren
Differenzicrung des Nervensystems andere
Organe wie der Niere, 1.eber und arm aus-
differenziert. Durch extensive Wandenimgen
der Neuralleistenzellen werden etwa die
Kicfer und das Pigmentmuster erzeugs.
Nach fiinf bis scchs Tagen schwimmen die
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Toolbox 1: Methoden

Bei Zebrafisch und Medaka stehen zur Analyse der Em-
bryonalentwicklung eine Reihe von spezifischen Me-
thoden zur Verfiigung:

Mutagenese und Screen (Standard F2 und
Gynogenese)

Durch mutagene Agenzien (Ethylnitrosoharnstoff, Pso-
ralen, Rontgen-Bestrahlung) werden Punktmutationen
bzw. Chromosomenbriiche in das Genom eingefiihrt
und deren Auswirkungen in der F3-Generation mor-
phologisch und mit Hilfe von spezifischen Firbetech-
niken (siehe unten) analysiert.

RNA-,whole mount in-situ”-Hybridisierung,
Antikérperfirbungen

Diese Farbungen zur Detektion spezifischer Transkrip-
te oder Proteine kdnnen wegen der geringen GréRe
der Embryonen vollautomatisch und mit hohem Durch-
satz durchgefiihrt werden.

Injektionsexperimente

P Erzeugung transgener Linien, z. B. mit GFP, Trans-
posons

P Transiente Missexpressionexperimente durch Injek-
tion von DNA-Expressionskonstrukten bzw. durch
mRNA-Injektion

» Funktionsblockierung durch Injektion
doppelstréngiger RNA (RNAi)

Larven und kénnen erste Nahrung aufneh-
men. Die Geschlechtsreife wird nach zwei
bis drei Monaten erreicht, und adulte Fische
kénnen zwei bis drei Jahre alt werden.

Genetische Analyse der Entwicklung

Fine der wichtigsten Eigenschaften von
Zebrafisch und Medaka ist, daB in Muta-
genese-Experimenten ( screens') systema-
tisch Mutanten isoliert werden kénnen, in
denen die Normalentwicklung gestére ist.
Zwei grolie Zebrafisch-Sereens wurden in
den vergangenen Jahren in den Labors von
Prof. Dr. Christiane Niisslein-Volhard in
Tiibingen und von Prof. Dr. W. Driever in
Boston durchgefiihre, in denen mehrere
Tausend Mutanten isoliert wurden (siehe
die Zebratisch-Ausgabe® von Develop-
ment, Vol. 123). Mutanten in mehr als 400
Genen wurden weiter untersucht, und be-
treften cine Vielzahl embryonaler Prozesse
(siche Toolbox 3: .Genetik®) und stellen
eine wertvolle Ressource dar, Weitere Mu-
tagenese-Experimente laufen seither in Ze-
brafisch-Labors weltweit, in denen neue
Mutanten isoliert werden. Mirtlerweile ste-
hen hochauflésende genetische Karten und
andere Methoden der Genomanalvse zur
Verfiigung, iiber die Mutanten und die be-
troffenen Gene etnander zugeordner wer-
den kiinnen, und cin Genomprojeke ist an-
gelaufen (siche Toolbox 2: Genomics). In

P Lineage-Studien durch injektion oder optical
uncaging’

Transplantation und Mosaik-Analyse

Durch die Transparenz und leichte Zuganglichkeit des
Embryos sind Transplantationen wahrend aller Ent-
wicklungsstadien relativ einfach durchfithrbar, Die
Transplantation von Wildtypzellen in einen mutanten
Empfanger bzw. umgekehrt erlaubt wichtige Riick-
schitisse auf die Natur der Mutation und des von ihr
betroffenen Entwicklungsprozesses.

Zeitrafferanalyse

spezifischer, embryonaler Entwicklungsschritte in wild-
typischen und mutanten Embryonen, nach Transplan-
tationen, etc,

Verhaltenstests

Einfache Verhaltensmuster und Reflexe werden ge-
nutzt, um gezielt Verhaltensmutanten” 2u identifizie-
ren (siehe oben).

Bedingt durch die gute Zugiinglichkeit der frizhen Em-
bryonalentwicklung fassen sich die aus hdheren ver-
tebraten bekannten neuroantomischen und neuro-
physiologischen Methoden bereits wihrend frither
Embryonalstadien im Fisch anwenden,

Medaka betrifft eine Vielzahl der verfiig-
baren Mutanten aus historischen Griinden
adult sichthare Phinotypen, aber auch em.-
bryonal letale Mutanten sind beschrieben,
Mutagenesescreens sind durchgefiihrt wor-
den, und cine Karte des Genoms steht zur
Verfiigung.

Im folgenden wollen wir anhand von
Arbeiten aus unseren Arbeitsgruppen illy-
strieren, wie die experimentelle, molek -
lare und genetische Analyse der Fischent.
wicklung AufschluB iiber dje Entwicklung
des Wirhclticr-Ncrvcnsystcms gibt '

Das visuelle System

Das visuelle System der Wirbeltiere be-
steht zum einen aus dem Auge als rezepti-
vem Sinnesorgan, zum anderen aus spezia-
lisierten Zentren des Gehirns, in denen dje
aufgefangenen Signale verarbeitet werden,
Diese Funktion wird im Fisch vom opti-
schen Tectum, einem Bereich des Mittel-
hirns wahreenommen. Wihrend der Em-
bryon;1lcnt\\‘icklung entstehen zuniichst Ay-
genbecher und Tectum unabhiingig vonein-
ander. Um cine priizise Projektion der in der
Retina aufgefangenen Stgnale auf d
sche Tectum zu gewihrleisten, werden Spi-
ter in der Entwicklung die einzelnen Axone
des optischen Nervs priizise in den entspre-
chenden Teil des optischen Tectums gelei-
tet.

as opti-
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Entwicklung des Auges

Bereits wihrend der Gastrulation entwik-
kelt sich aus einer distinkten cpithelialen
Anlage am anterioren Ende der entstehen-
den Embryonalachse das Augenfeld. Es wird
wihrend der Gastrulation durch induktive
Prozesse festgelegr und besteht sowohl aus
neuroekrodermalen Bereichen, die sich spi-
ter zum eigentichen Augenbecher entwik-
keln, alsauch aus Abkémmlingen des Ober-
flachenektoderms, aus denen sich Linse und
Cornea entwickeln (Abb. 2a). Das Augenfeld
wird durch Signalmolekiile der hedgehog-
Genfamilie gespalten, die aus dem anterio-
ren axialen Mesoderm sezerniert werden.
Hierdurch erhile das sich entwickelnde
Auge seine proximo-distale Ausrichtung
(Abb. 2b). Beide sich bildenden Augenve-
sikel differenzicren weiter und formen Au-
genbecher und Linse in cinem ProzeB der
wiederum durch induktive Interaktionen ge-
steuert wird {Abb. 2¢). Die Induktion der
Linse im Kopfektoderm erfolgt noch bevor
die Augenvesikel als seitliche Ausstiilpun-
gen des Vorderhirns erkennbar sind. Durch
cin planares ,Signal* aus der Region des
Augenfeldes wird in der lateral flankieren-
den Region des Kopfektoderms die Bildung
der Linse induziert.

Obwohl sich die Augen von Vertebraten
und Fliegen in bezug auf die Anatomie und
die Funktion grundlegend unterscheiden,
zeigen neueste Ergebnisse bei Vertebraten
und Drosophila iiberraschende Parallelen auf
molekularer Ebene. Das Mausgen Pax6 und
dessen Homologes in Drosophila kodieren
fiir einen Transkriptionsfaktor, der eine
Hombodomine und eine Paired-Domine
enthilt. Homologe von Pax6 wurden in ci-
ner Vielzahl von Vertebraten und Inverte-
braten identifiziert, und wie in der Maus und
in Drosophila sind sie dort im sich entwik-
kelnden zentralen Nervensystem sowie in
den Augenanlagen exprimiert.

Der Verlust der Paxg-Aktivitit bei Dro-
sophila-eyeless (ey)-Mutanten sowie bei Maus
und Ratte (Small eve) fithren zu einer Reduk-
tion der Augengri3e (heterozygote Embryo-
nen) beziehungsweise zum Verlust der Au-
gen (homozygot mutante Embrvonen). Mu-
tationen in dem Pax6-Homologen des Men-
schensind die Ursache fiir die Erbkrankheit
Aniridia, die eine Reduktion der Iris und
Linsen-, Retina- und Sehnervdefekte zur
Folge hat. Dje ektopische Expression von
Pax6 wihrend der Embryonalentwicklung
von Drosophila hat die Ausbildung ektopi-
scher Augen an den Stellen mit Pax6-Uber-
expression zur Folge, Die Beobachtung dalb
das PAX6-Protein in Fliegen und Vertebra-
en notwendig, in bestimmten Drosophila-
Geweben auch hinreichend fiir die Augen-
entwicklung ist, ist Grundlage fiir das Argu-
ment, dalB Pax6 ein ,master control gene”
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der Augenentwicklung darstellt. Somit stell-
te sich die Frage, ob weitere Gene in der
von Paxé initierten Kaskade evolutionir
konserviert sind.

Tatsichlich konnten Homologe des Dro-
sophila-Homboboxgens sine oculis, das fiir die
Entwicklung des gesamten visuellen Sy-
stems in Drosophile benotigt wird, in Verte-
braten identifiziert und kloniert werden. Es
wurde gezeigt, dall in Vertebraten das Gen
S$7x3 zu einer Gruppe evolutiondr konservier-
ter Gene gehort, die fir die Etablierung ei-
nes Auges von Bedeutung sind.

Zum einen fiihre die ektopische Uber-
expression des Six3-Gens durch DNA-Injek-
tion in Medaka-Embryonen zur Bildung
ekropischer Linsen. Dabei ist nur die Ohr-
plakode kompetent, auf die von §ix3 inizi-
ierten Signale mit der Ausbildung einer ek-
topischen Linse in Abwesenheit eines Au-
genbechers oder neuroretinaler Strukturen
zu reagieren.

Die Expression von $ix3 in der Retina
und der friihen Linsenplakode lieBe sich mit
ciner Funktion sowohl in der Bildung der
Linse als auch der Retina vereinbaren. Die
Untersuchung einer méglichen Rolle von
Six3 bei der frithen Entwicklung der Verte-
braten-Retina durch Injektion von mRNA
filhrte zu retinaler Hyperplasie, einer dra-
stischen VergroBerung der Augenvesikel.
Noch eindriicklicher fiihrt die Uberexpres-
sion von 8ix3 unter Einbeziehung regulato-
rischer Interaktionen zwischen Pax6 und
8ix3 zur Ausbildung ektopischer Augenbe-
cher im Mittethirn (Abb. le,f). Wie im sich
entwickelnden Auge sind auch hier Pax6
und 873 in der Region exprimiert, die zu-
nichst retinale Vorliuferstrukturen ausbil-
det. Die Korrelation von ektopischer Pax6-
Expression und der Bildung ektopischer
Retina legt nahe, daf die Pax6-Expression
cine Voraussetzung fiir dic Ausbildung ei-
ner cktopischen Retina darstellt. Die reti-
nalen Vorliuferstrukeuren haben das Poten-
tial, sich (zum Teil) in ektopische Augenbe-
cher weiterzuentwickeln, Somit initiiert Six3
den ProzeB der Retinabildung und sorgt
durch Riickkopplung mit Pax6 fiir die Fest-
legung retinaler Identitit. Es ist aber allein
nicht hinreichend fiir eine vollstindige Im-
plementierung spiterer Schritte der reting—
len Entwicklung. Diese Experimente zet-
gen, dafl das Entwicklungsprogramm, das
zur Ausbildung von Augen fiihrt, die eVO!U-
tionir konservierten Interaktionen von Si3
und Pax6, die Homologen von s¢ und ey be-
inhaltet, Wihrend in hoheren Vertebraten
(Frosch, Hithnchen) offenbar ein dhnlicher
Mechanismus zur Etablierung rctina.lcr
Identiti verwendet wird, zeigt der Vergleich
mit den Ergebnissen dhnlicher Experimen-
te im Zebrafisch, dab dieser Mechamsmus
innerhalb der Fische ein , Thema mit Varia-
tionen” darstellt. Dies wird schlieBlich dazu

beitragen, mit Hilfe weiterer vergleichender
Untersuchungen das Grundprinzip der Re-
tinaentwicklung ,herauszudestillieren™.
Die Mehrzahl der bislang isolierten
Fisch-Mutanten, welche die Augenentwick-
lung betreffen, interferieren mit spiiteren
Schritten der retinalen Differenzicrung. Es
sind jedoch zwei Mutanten beschrieben,
deren Phinotyp auf ¢ine Rolle der betroffe-
nen Gene in frithen Schritten der Augenent-
wicklung schlieBen li3t. In mutanten ma-
sterblind-Zebrafischembryonen tritt ein Ver-
lust beziehungsweise eine Reduktion der
Augen auf, und Teile des Vorderhirns sind
transformiert. Moglicherweise sind die Ver-
dnderungen in der Vorderhirnanlage Ursa-
che fiir die Reduktion oder Abwesenheit der
Augen. Bei der Medaka-Mutante eyes fack (e)
ist spezifisch die Augenentwicklung gestort.
In homozygoten e-Embryonen bilden sich
keine Augen aus, wobei die Morphologie des
Gehirns nicht offensichtlich gestart ist. Es
zeigt sich, daf die Ausbildung des Augen-

Vorderhirn
Mittelhim

Hintertirn

Neuralrohr

Abb I: Analyse der Neura
E Querschnitt, sonst laterale A
Neurulastadium (90% Epibolie).
betroffen ist, markiert mit einem
(offene Pfeilspitze) im Mittelhim als
beginnende Differenzierung in

TOOLBOX 2: Genom-Forschung

Durch die Genomforschung stehen eine Vielzah! von
Methoden, Reagenzien und identifizierten Genen fq:
die molekulare Analyse zur verfiigung; einige Bei-
spiele sind nachstehend aufgefiihrt Die Ana}ys.e des
Zebrafisch-Genoms ist pereits fortgeschritten, die des

Medaka-Genoms ist initiiert.

) Genetische und molekulare Kartierungen

Diese sind wichtig fir die \dentifikation der Gene,
die in bestimmten Mutanten betroffen sind. Es stg-
hen hochauflésende genetische Karten zur Verti-
Mutanten, cDNAs, simple sequence
artiert sind, sowie PAC-, YAC-, BAC-,
he Genbibliotheken. Eine phy-

gung, auf der
repeats’ efc. k
CDNA- und genamisc
sikalische Karte ist in Arbeit.
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feldes sowie dessen Zweitetlung und die
damit einhergehende proximo-distale Mu-
sterbildung nicht betroften sind, withrend
die im Wildtyp damit cinhergehende Mor-
phogenese des Augenvesikels micht startfin-
det. Somit zeigt dic e/-Mutante, datd die Mor-
phogenese des Auges (die nicht startfindet)
und die friihe Musterbildung innethalb des
Augenfeldes (die stattfindet) zwei distinkee
Prozesse darstellen, die genetisch entkop-
pelt werden Konnen,

Organisation der Mittelhirnentwicklung

Die Ganglionzellen in der Retina des
Auges leiten iiber ihre Axone die visuetle In-
formation zum optischen Tectum, ¢inem
dorsalen Bereich des Mittelhims, derals pri-
miires visuetles Zentrum in fast allen Verte-
braten fungiere. Dabei werden benachbarte
Retina-Ganglionzellen mit benachbarten
Zellen des Tectums verschaltet und erzeu-
gen so cin getreues Abbild der visuellen In-

ov
F
N
tec N
lnr P
A ; ey
L >

Jentwicklung im Fischembryo. Fischembryonen (A-D, Zebrafisch. EF Medaka,
nsicht). A) Unterteilung des sich entwickelnden Gehims im

B,D) Mutanten (ace, noi) in denen die Mittel-Hinterhirngrenze

* (vgl. mit Wildtyp in C). EF) Ausbildung ektopischer Augenbecher
Folge der Uberexpression von Six3. Querschnitt in F zeigt die
pigmentepithel und neuroretinale Strukturen.

P EST-Projekt

Ungefahr 30.000 ESTs (expressed sequence tags) aus
,OIigo-ﬁngetprmted’»Bibliotheken sind zur Zeit se-
quenziert und in _Genbank” deponiert. Das erleich-
tert die Isolierung spetifischer Zebrafischgene.

)

Die Sequenzierung des Zebrafisch-Genoms istin Vor-
bereitung; GroBe: Zebrafisch €a.1700 MB, Medaka
¢a. 750 MB, mit jeweils rund 70.000 bis 100.000
Genen (zum Vergleich: Drosophila ¢a. 12.000 Gene;
C. elegans: ca.97 MB, 19.000 Gene, Maus/Mensch:
¢a. 3000 MB, 140.000 Cene).

Aktuelle Informationen zu diesem und anderen The-
men sind im Internet erhaltlich unter Zebrafisch
hnp://www,zﬁsh uoregon edu/ ; Medaka htp//
biol1 bio.nagoya-u.ac.jp:8000/
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Endomesoderm?

Pax6 ? Six3

Anlage des Augenfeldes (Gastrula Stadium)

B Midline Split  Retinabildung

D

Endomesoderm?

' | |

E

Neuralkiel

—

Maintainance-Phase (Segmentierungs Stadium)

formation im Gehirn (Retinotopie). Damit diese Verschaltung funk-
tionieren kann, miissen die Zellen des Auges und des Tectums In-
formationen tiber ihre relative Position besitzen. Diese Positionsin-
formation wird bereits wihrend der friihen Embryonalentwicklung
festgelege, und das Verstindnis der zugrundeliegenden Prozesse ist
von groBer Bedeutung fiir die weitere Entwicklung und Funktion
des Mictelhirns.

Zellmarkierungen zeigen, dal das Mittelhirn sich aus dem an-
terioren Teil der Neuralplatte entwickelt. Dieser ProzeB beginnt
bereits wihrend der Gastrulation, wenn die Zellen sich morpholo-
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Abb. 2: Schematische Darstellung der frithen Augenentwicklung und der
Musterbildung an der Mittel-Hinterhimgrenze. Ndhreres siehe Text

gisch noch nicht voneinander unterscheiden. Dic Indukeion des
Mittelhirnschicksals erfolgt unter dem Einflull noch unbekannter
sekretierter Signalmolekiile; Mitgheder der wwr- und der Fof-Fami-
lien von Signalmolekilen sowie Retinsiure werden als Kandidaten
fiir die Signale diskutiert. Generell scheinen innerhalb der Neural-
platte beziehungsweise des Neuralrohrs die Musterbildungsprozes-
se, durch die die unterschiedlichen Zellschicksale hervorgebrache
werden, entlang der dorsal-ventralen und anterior-posterioren Ach-
se weitgehend unabhiingig voneinander zu erfolgen. Dorsal-ventra-
le Musterbildung ist relativ gut verstanden: Hier spielen die Kon-
zentration und gradierte Verteilung sekretierter Signalproteine eine
wichtige Rolle, die iiber Aktivierung ihrer Signaltransduktionskas-
kaden spezifische Zelltypen definieren. Auf der dorsalen Seite ge-
horen dazu die Mitglieder der BMP(bone morphogenetic protein)-
Familie, wihrend ventral die Mitglieder der Shh(sonic hedgehog)-
Familie diese Funktion ausiiben.

Dagegen ist die anterior-posteriore Musterbildung wesentlich
weniger gut verstanden. Von grober Bedeutung sind spezielle ,Or-
ganisator'-Zellpopulationen, die iiber die Ausschiittung sckretier-
ter Signalproteine die Musterbildung in benachbarten Gehirnregio-
nen entlang der anterior-posterioren Achse steuern. Der erste be-
kannte Organisator dieser Art befindet sich an der Grenze zwischen
Mittel- und Hinterhirn (MHG, auch isthmus rhombencephall, ¥ig,. 1c)
und wird deshalb auch als MHG-Organisator oder Isthmus-Organi-
sator bezeichnet. Er exprimiert etwa die Fgf8- und Wnt-1-Signal-
molekiile. Elegante Transplantationsexperimente am Hiihnchenem-
bryo zeigten, daB der Organisator in der Lage ist, Miteelhirn zu in-
duzieren und zu polarisieren. Dabei ist die Expression von Fef8 von
entscheidender Bedeutung. Die Prinzipien der Entwicklung und
Funktion eines solchen Organisators in der Neuralplatte konnen am
Beispiel des MHG-Organisators gut untersucht werden, wetl er schr
frith entsteht und besonders gut experimentell zuginglich ist. Ver-
mutlich gibt es aber mehrere solcher Organisatoren im sich entwik-
kelnden Neuroepithel; beispielsweise wurde ein Organisator fiir das
Vorderhirn kiirzlich am Vorderrand der Zebrafisch Neuralplatte ent-
decke, und auch hier gibtes Hinweise fiir eine Beteiligung von Fgf8.

Mutationen in mindestens drei Genen aus den Zebrafisch-Mu-
tagenesen betreffen die anterior-posteriore Entwicklung des Mit-
telhirns und des MHG-Organisators bereits besonders friih und ver-
sprachen daher AufschiuB iiber die rugrundeliegenden genetischen
Mechanismen der Organisator-Entstehung und -Aktivitit zu geben.
Homozygote Mutanten fiir das 7o isthmus (701)-Gen haben kein Mit-
telhirn mehr, und es fehlen die Mittel-Hinterhirngrenze und das
CGerebellum (Abb. 1d). Acerebeliar (ace) Mutanten haben ein — aller-
dings verindertes - Tectum und Mittethirn, aber dic MHG und das
Cerebellum fehlen ebenfalls (Abb. 1b). spiel-okne-grenzen (spg)-Mu-
tanten haben cinen ihnlichen Phinotyp wie ace-Mutanten. Diese
mutanten Phénotypen kénnen direke im Embryo beobachtet wer-
den (Abb. 1) und wurden durch Analyse einer Vielzahl von Genex-
pressions- und neuroanatomischen Markern bestitigt. Genetische
Kopplungstests und molekulare Analysen zeigten weiterhin, daB in
noi-Mutanten der paired-Typ-Transkriptionsfaktor pax2.1 mutiert ist
und .daB in acerebellar-Mutanten das sekretierte Signalmolekiil Fgf8
mutiert ist; das in spg-Mutanten betroffene Gen ist noch nicht iden-
tifiziert,

Beide Gene werden bereits friih im Gastrulationsstadium 1m
sich entwickelnden Mittel-Hinterhirn-Primordium exprimiert. Die
molekulare Analyse zeigt jedoch, daB sie nicht fiir dessen Indukti-
on bc.ni')tigt werden. Interessanterweise erfolgt die anfingliche Ex-
pression in zueinander benachbarten Dominen (Abb. 2d); pax2.1
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ist daber i der Mittelhirnanlage und Fof8
in der Phorerdbamanlage exprimiert, auf bei-
den Sciten des Fbrvos. Die Expressions-
analysen in der jewerls anderen Mutante,
aber anch Uberespressionsexperimente
seivten sadem, daly pan 2.7 und fgfS unab-
hingie voncinanderakoviert werden. Dem-
nach st Fet¥ fiir die Indukuon des Mittel-
hirns enthehrlich: es wird aber in ciner spi-
teren Phase zur Polansatnon benonge (s.u.).
Fan drittes Gen, das fiir das Signalmolekiil
wnt-1 aus der wingless-Famihie kodiert,
wird chenfulls unabhiingis aktiviert. Inner-
halb sciner Domine st der pax2./-"Tran-
skriptionstaktor jedoch auch zu diesem
Zeitpunke bereirs notwendig fiir die Akd-
vierung von ene? und engd aus der Engrai-
led-Familic der Homaobox-Transkriptions-
faktoren. Das Mictelhim und Hinterhimpri-
mordium sowic mehrere Signatwege darin
scheinen also zuniichst unabhiingig vonein-
ander bereits in der Gastrula akriviert zu
werden. Fiir die Aktivierung sind bisher
unbekannee Signale aus dem Endomeso-
derm verantwortlich, die ihrerseits durch
die endodermale Expression des orx2-Ho-
maoboxproteins kontrolliert werden. Ander
Identifizicrung dieser aktivierenden Signa-
le wird zur Zeit intensiv gearbeitet.

Im Verlauf der weiteren Entwicklung
wird das \ittelhirnprimordium polarisiert,
zum Beispiel wird nun Engrailed in ¢inem
Gradienten exprimiert. Es treten Interaktio-
nen zwischen den anfinglich unabhiingigen
Domiinen auf — wiihrend der Segmentie-
rungsphase werden dic paxZ./- und Jgfs-
Gene inihrer Aktivitit vom jeweilsanderen
Gen abhiingig und bilden eine Art Riick-
Kopplungsschicife (Maintenance’ Phase,
Abb. 2. ¢). Die Analyse von Maus-Muta-
tionen in den Frl- und war-1-Genen sowie
Misexpression™-Experimente in Medaka
und Zebrafisch lassen vermuten, dab diesc
Gene chenfalls an der Riickkopplungs-
schleife beteilige sind. Kine shnliche Ritck-
kopplungsschieife, jedoch ohne Beteiligung
von Fefs, ise auch bei der Segmenticrung
des Drosophila-Embryos akov, was wieder-
um auf die grundsitzliche Konservierung
vicler regulatorischer Genkaskaden hindeu-
tet. Der posteriore el der pax2. [-Expres-
sionsdomiine exprimicrtin diesem Stadium
nun auch fgfd, etwa in der Region, in der der
MHG-Organisator entsteht. Hier wird auch
die Expression zweier weitercr "Transkrip-
tonsfaktoren der Pas-Genfamilic (und ande-
rer Gene) angeschaltet. deren Expression in
noifpax2.1-Mutanten spezifisch ausfillt
(Abb. 2¢). Interessanterweise scheint letz-
teres in der Maus nicht der Fall zu sein: Higr
sind Pax2 und Paxs zunichst unabhingig
ant. Es st
¢ Unter-

voneinander aktiviert und redund
im Moment nicht klar, was diese :
schied in der Regulation bedeutets aberein

Zusammenhang mit cinem Funktionswech-
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Generationszeit 8-12 Wochen 8-10 Wochen
Embryonalentwicklung 2 Tage 6 Tage

Eier/Weibchen Woche 200-900, synchron 200-300 synchron
Chromosomensatz 1n 25 24

GenomgroBe €a.1700 MB ca. 750 MB

Mutanten in ca. 500 Genen beschrieben in ca 100 Genen beschrieben
Haltung platz- und kostengiinstig

Mutagenese chemisch, durch Bestrahlung, Insertionen

Toolbox 3: Genetik

Mutantenklassen nach betroffenen Geweben/Prozessen (Tibingen Zebrafisch-Screen): Epibolie, Frithe
Zellteilungen, Zell-Vitalitdt, Korperachsen, Chorda, Somiten, Vorder-, Mittel-, Hinterhirn, Gehirnventri-
kel, Neuralrohr, Neuronale Degeneration, Auge, Retinotektale Projektion, Innenohr, Bewegung u.
Balance, Seitenlinienorgan, Kiefer, Kiemenbigen, Pigmentzellen, Herz Morphology und Physiologie,
Muskeldifferenzierung, Kreislauf, Blut, Leber, Darm, Niere, Kérperform, Flossen, Haut

Fijr detailliertere Beschreibungen des Phanotyps einzelner Mutanten(-gruppen) siehe die Zebrafisch-
Ausgabe’ von Development, Vol. 123, (1996), und http://wwweb.mpib-tuebingen.mpg.de/abt.3/.

sel des dorsalen Mittelhirns bei Siugern 1st
denkbar.

Auch in spiteren Phasen der Mittelhirn-
entwicklung scheint der MHG-Organisator
cine wichtige Rolle zu spiclen. In dieser spi-
teren Phase miissen die Retina-Ganglienzel-
len (RGCs) des Auges mit ihren axonalen
Wachstumskegeln die korrekte Position inner-
halb des Tectum opticum finden, um die vi-
suelle Welt korrekt auf das Tectum abzubil-
den. Zu den dafiir notwendigen axonalen i
dance*-Molekiilen gehéren Oberflichenpro-
teine der Ephrin-Klasse, die in Gradienten im
“Jectum verteilt sind und die ihrerseits durch
die gradierte Verteilung, des Engrailed-Tran-
skriptonsfaktors kontroliert werden. Der
Engrailed-Gradient im Mittethirn hiingt sei-
nerseits von Signalen aus dem MHG-Orga-
nisator ab. Fine Komponente des Signals ist
dabei wiederum Fgf8. da in acerehellar! EgfS-
mutanten Embrvonen dic Engrailed- und
F.phrin-Expression abwesend oder nicht po-
larisiert sowie die retinotope Organisation der
RGCs im Tectum stark gestortist. "Iransplan-
rationsexperimente, in denen Augen und
Gehirne verschiedenen Genotyps kombiniert
wurden. zeigen dabei, dall der mutante Ge-
notyp des Gehims fiir dic gestirte Verschal-
wng der RGCs mit dem Tectum verantwort-
ich ist. Interessanterweise zeigen die gleichen
'l‘ransplant;lti(mscxpcrimcntc, dal es cine
sweite Funktion von Fef8inder Stimulation
repulsiver Figenschaften der lsthy{]us—chi—
on gibe, die alscine Art Barriereein | hchCh.lC—
gen der RGC-Axone iiber das Tectum hin-
aus verhindert. Ahnlich wie fiir dic MHG las-
W repulsive Eigenschaften auch fiir_[qu’«
und /)(1A‘J,I-cxprimicrcndc Gliazellen im op-
tischen Chiasma nachweisen, cinem Bereich,
den RGCs auf dem Weg von der Retina zum
gerichtet durchwachsen miissen. hp
1 Chiasma agiert daher miglicherwer-
nhches gcnctischcs Netzwerk, wie
JYetaitan der Mirtelhinterhimgren-

sensich

Tectum
optischet
se ein idh
essichim|
se untersuchen lifde.

Vicle Fragen bleiben offen. Welches sind
die Signale, die die Entstehung des Augen-
feldes beziehungsweise der Mittel-Hinter-
hirnregion kontroflicren? Welche Signale
steuern die Differenzierung des Auges in
seine Bereiche, wic Augenbecherstiel,
Neuroretina und Pigmentepithel, und wic
ist die Kontrolle der Morphogenese mit der
Differcnzierung des sich entwickelnden
Auges gekoppelt? Wie entsteht der Organi-
sator an der MHG, was mache seine Funkti-
on aus, und wie kontrolliert er mechanistisch
das Zellschicksal der benachbarten Zellen?
In welchem Mabe finden sich Funkdonen
und Signattransduktionswege des MHG-
Organisators auch im Augenfeld wicder? Wie
wird die Morphogenese und Differenzicrung
der MHG-Region gesteuert? In Amphioaus,
einem cinfachen Chordaten, scheint ¢in
MHG-Organisator noch nicht zu existieren,
und er konnte daher cine Vertebraten-spe-
sifische Frfindung’ sein —wann triccer erst-
malig in der Evolution auf und wodurch?
Wie verindert er seine Aktivitiit im Phylum
der Vertebraren und mit welchen Konsc-
quenzen fiir die Evolution und Funktion
dieser Gehirnregion? Der MEG-Organisa-
tor reprisentiert ¢in neues Prinzip der Ent-
stechung von Zellschicksalen im Nervensy-
stem. Er ist wahrscheinlich kein Einzelfall
_ siche Chiasma — aber cr ist vielleicht der
fritheste, und sicher ciner der ruginglich-
sten Organisatoren sciner Art im Nervensy-
stem.

Mit den geneuschen, experimentellen
und molekularen Methoden, die im Fisch
zur Verfiigung stehen, sollte cs moglich sein,
die frithe Entwicklung des Auges sowic des
MHG-Organisators stellvertretend fiir ande-
re in ihrer Funktion und Evolution zu ver-
stehen. Neue Mutanten und Gene sowie
zum Beispicl i vivo-Farbstoffe wie Green
Fluorescent Protein (GEP). dic unter der
Kontrolle spezifischer Promotoren zur Her-
stellung transgener Fische verwender war-
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den, sollten helfen, ein genaueres Verstind-
nts der Mechanismen zu entwickeln, die
dann aut thre Abwandlungen in der Evolu-
tion hin untersucht werden kiinnen.
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