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Die Identifizierung von Genen,
die die Entwicklung bei Fliegen und Fischen steuern (Nobel-Vortrag)**

Christiane Niisslein-Volhard*

Im Lebenscyclus von Tieren kommt es zu einem Wechsel zwi-
schen komplexen und einfachen Formen. Ein Tier entwickelt
sich aus einer einfach strukturierten Eizelle, die keine Ahnlich-
keit mit der hochorganisierten Gestalt der Larve oder der Adult-
form zeigt. Der ProzeB der Embryonalentwicklung, bei dem
wohlgeordnete Zunahme an Komplexitit mit perfekter Repro-
duzierbarkeit einhergeht, wird nur von einem kleinen Teil aller
Gene gesteuert. Tiere haben eine sehr groe Zahl von Genen, die
genaue Zahl kennt man jedoch bei keinem multizelluldren Orga-
nismus. Ebensowenig ist bekannt, wie viele und welche Gene fiir
die Entwicklung von Komplexitit, Form und Gestalt wihrend
der Embryogenese erforderlich sind. Ein Hauptanliegen der bio-
logischen Forschung ist es, diese Gene zu identifizieren und ihre
Funktionen zu verstehen.

Gene konnen durch Mutationen entdeckt werden, durch An-
derungen also, die ihre Funktion beeintrachtigen. Verglichen
mit anderen experimentellen Ansétzen ist die Analyse von Mu-
tationen ganz besonders leistungsfahig, wenn die Rolle einzelner
Komponenten in der Entwicklung zu untersuchen ist: Nur eine
Komponente, das Genprodukt, entfillt oder wird verdndert,
wihrend der iibrige Organismus intakt bleibt. Aus dem Phéno-
typ der Mutante kann auf die Funktion des Gens geschlossen
werden, da man anhand der Mutante studieren kann, wie sich
das Tier ohne das primdre Genprodukt entwickelt. Der mutante
Phéinotyp ist damit sehr wichtig fiir das Verstindnis der Funk-
tion eines Gens. Gene mit dhnlichem Phénotyp haben oft dhn-
liche Funktionen zu erfiillen, und ihre Produkte nehmen meist
an dem gleichen EntwicklungsprozeB teil.

Mutationen treten selten spontan auf, ihre Hiufigkeit kann
jedoch durch den Einsatz von Rontgenstrahlen oder Chemika-
lien, die die DNA-Sequenz verdndern, gesteigert werden. Diese
Eigenschaft wurde zuerst genutzt, um systematisch nach Muta-
tionen zu suchen, die einige Prozesse bei Bakterien und Pilzen
beeinflussen™ ~31. Mutationen, die sich auf Entwicklungspro-
zesse beil Drosophila melanogaster auswirken, wurden zunéchst
mehr oder weniger zuféllig gefunden, erstmalig 1922, als Bridges
die Mutante bithorax entdeckte!. Zudem war eine kleine Zahl
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embryonaler Mutanten, z. B. notch, von Poulson und Mitarbei-
tern detailliert beschrieben worden®). In den siebziger Jahren
wurde begonnen, systematischer nach Mutanten zu suchen.
Brenner identifizierte beim Fadenwurm C. elegans Mutationen,
die das stereotype Entwicklungsmuster der postembryonalen
Entwicklung verindern!®!. Lewis am California Institute of
Technology fand Mutationen, die homdotische Transforma-
tionen im adulten und im Larvenstadium von Drosophila her-
vorrufen!™. 1979 hatten Eric Wieschaus und ich am European
Molecular Biology Laboratory (EMBL) in Heidelberg Metho-
den entwickelt, um im groBen Mallstab nach embryonal
letalen Mutationen bei Drosophila zu suchen. Dabei konzen-
trierten wir uns vor allem auf das segmentierte Muster der larva-
len Epidermis'®!. In diesen und spiteren Mutagenese-Experi-
menten wurden eine Reihe von Genen entdeckt, die schon in
einem frithen Stadium der Embryonalentwicklung eine Funk-
tion haben und fiir die Bildung einer morphologisch normalen
Larve notwendig sind'® ~'!. Ahnliche Experimente in anderen
Labors fithrten zur Identifizierung von Genen, die maternal
exprimiert werden und deren Produkte schon im noch unbe-
fruchteten Ei vorhanden sind und die Expression zygotischer
Gene kontrollieren!'2~ %1, Die anschlieBende Analyse der Phi-
notypen, die molekulare Klonierung vieler dieser Gene und die
Untersuchung der Wechselwirkungen ihrer Produkte fithrten zu
einem inzwischen relativ vollstindigen Gesamtbild der Mecha-
nismen, die die anteroposteriore und die dorsoventrale Achse
des frithen Embryos bestimmen!!” 1%, Diese Mechanismen
sind ein nittzliches Paradigma fiir die Entwicklung komplexer
Formen aus einer einfachen Eizelle.

Drosophila ist eine Fliege und hat als solche ganz besondere
Eigenschaften. Sie ist nicht mehr oder weniger ,,speziell** als ein
Wurm oder ein Frosch, aber in vielerlei Hinsicht sehr verschie-
den von diesen Lebewesen. So war es nicht von vornherein klar,
in welchem Mal} die bei Drosophila gewonnenen Erkenntnisse
verallgemeinert werden konnten und welche dieser Erkenntnisse
uns beim Verstdndnis der Entwicklung anderer Tiere, insbe-
sondere der von Wirbeltieren, weiterhelfen wiirden. Unser Wis-
sen iiber die Wirbeltier-Embryogenese basierte hauptséchlich
auf Experimenten mit Froschen!?” und Hiithnern und nur zu
einem kleinen Teil auf genetischen Ansidtzen. Wegen ihrer ge-
ringen GroBe und des erforderlichen osmotischen Innen-
drucks, unter dem sich Drosophila-Embryonen entwickeln, sind
Gewebetransplantationen, wie sie bei Frosch- und Hiihner-
embryonen durchgefithrt wurden, bei Drosophila fast unmdg-
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lich. Eine systematische Suche nach Mutanten, die fiir die Ana-
lyse komplexer Prozesse sehr wiinschenswert ist, ist dagegen bei
den meisten Wirbeltieren sehr problematisch. Deshalb waren
Beschreibung und Verstindnis der Entwicklung von Tieren bei
diesen beiden Stimmen — Arthropoden wie Drosophila sowie
Wirbeltieren wie Frosch, Huhn, Maus und Mensch — auf so
unterschiedlichem Niveau, dall lange Zeit ein Vergleich zwi-
schen ihnen fast sinnlos schien. Die Entwicklung der Methode
mit rekombinanter DNA und damit das Klonieren von Genen
im grofen Stil ermdglichte dann aber den Vergleich von Genen
aus unterschiedlichen Organismen auf der Grundlage von
DNA- oder Proteinsequenzen. Zwei wichtige Erkenntnisse re-
sultierten aus diesen Untersuchungen:

1. Die biochemische Funktion der Drosophila-Genprodukte
konnte in vielen Fillen abgeleitet werden, indem man ihre Ami-
nosduresequenzen mit denen verwandter und gut charakterisier-
ter Proteine aus anderen Organismen, wie Saugetieren, Bakte-
rien oder Hefen verglich. Dabei wurde klar, daf} viele der
Komponenten, die die Entwicklung kontrollieren, zu gut be-
kannten Proteinklassen, wie Transkriptionsfaktoren, Protein-
kinasen, sekretierten Signalmolekiilen oder Rezeptoren, geho-
ren.

2. In vielen Fillen war die Ahnlichkeit zwischen den Protei-
nen von Drosophila und denen von Wirbeltieren nicht nur auf
ihre biochemischen Eigenschaften beschrinkt, sondern erwies
sich als eine echte Funktionshomologie innerhalb der Entwick-
lung. Diese Homologie zeigt sich sowohl in dhnlichen Expres-
sionsmustern als auch in den Phdnotypen, die man nach Aus-
schalten der Genfunktion durch homologe Rekombination bei
Miusen erhieit. Diese Untersuchungen fiihrten zu dem {iber-
raschenden Schluf}, daB die grundlegenden Merkmale der Kor-
perorganisation, z. B. die Spezifizierung entlang der anteropo-
sterioren Achse und die Polaritdt der Gastrulation, in Organis-
men unterschiedlicher Tierstimme offensichtlich konserviert
sind'?!- 24, Diese Konservierung deutet auf die Existenz eines
gemeinsamen Grundbauplans hin, der von gemeinsamen Vor-
fahren, den in der Evolution ersten bilateralsymmetrisch aufge-
bauten Organismen, stammt.

Die Untersuchung von Genen, die wegen ihrer Homologie zu
Drosophila-Genen entdeckt wurden, ist mittlerweile einer der
erfolgreichsten Ansdtze, um die Kontrolle der Vertebratenent-
wicklung auf genetischem Niveau zu verstehen. Obwohl die ele-
gante Methode der homologen Rekombination bei Méusen die
Einfiihrung von Mutationen in die chromosomale Kopie jedes
zuvor klonierten Gens ermoglicht™®), kann man nicht vorhersa-

gen, welche Gene in der Entwicklung unverzichtbar sind und
einen informativen Phidnotyp bei ,,Knock-out**-Mdiusen erge-
ben. Ein wichtiger Grund fiir den Erfolg der Homologie-Unter-
suchung ist, daB die relevanten Gene von Drosophila nur eine
kleine Auswahl der Gene eines Tieres sind. die durch Mutagene-
se-Experimente selektiert und als wichtig und unverzichtbar fiir
die Entwicklung erkannt wurden. Thre Homologen bei Wirbel-
tieren haben, wie bei Miusen gezeigt, ebenfalls hiufig nicht-
redundante Funktionent%,

Verfahren, die auf der Homologie zwischen Invertebraten
und Vertebraten beruhen, konzentrieren sich auf konservierte
Eigenschaften, wobei gegen Merkmale, in denen sich diese Tiere
unterscheiden, selektioniert wird. Wirbeltiere haben wihrend
der Evolution spezifische Strukturen und neue Mechanismen
erworben. Um Gene zu identifizieren, die fiir solche Funktionen
benotigt werden, ist es notwendig, Mutagenese-Experimente
direkt an einem Vertebratenorganismus vorzunehmen. In vielen
Labors wurden deshalb Methoden erarbeitet, um mit dem Ze-
brafisch als Modellorganismus die genetische Kontrolle der Em-
bryonalentwicklung bei einem Wirbeltier zu analysieren!25 =281,

In diesem Vortrag mdéchte ich die Drosophila-Mutagenesen
und ihre wichtigsten Ergebnisse, aber auch thre Grenzen disku-
tieren. Ich méchte diese mit den Ergebnissen einer groB angeleg-
ten, von uns kiirzlich durchgefithrten Suche nach Mutationen,
die die Entwicklung des Zebrafisches beeinflussen, vergleichen.

Die Suche nach Mutanten bei Drosophila

Drosophila hat als Modellorganismus fiir genetische Studien
der Entwicklung eine lange Tradition und ist eines der am besten
erforschten Tiere!®!. AuBerdem hat sich Drosophila fiir das Stu-
dium der Embryonalentwicklung als sehr gut geeignet erwiesen.
Einige Eigenschaften von Drosophila sind in Tabelle 1 aufge-
listet. Die kleine Zahl an Chromosomen ermoglichte die Ent-
wicklung vieler genetischer Hilfsmittel, z. B. von Balancer-
Chromosomen mit vielfiltigen Inversionen, die die Rekombina-
tion verhindern, von sichtbaren Markern, die die Suche nach
vorhandener oder nichtvorhandener mutanter Nachkom-
menschaft erlauben, und von konditional letalen oder sterilen
Mutationen, die Selektionssysteme moglich machen. Diese
Hilfsmittel waren in der systematischen Suche nach Muta-
tionen, die zur Letalitdt oder Sterilitit fihren, unschitzbar
(Abb. 1). In Verbindung mit unserem Wissen tiber Riesenchro-
mosomen, die ein physikalisches MaB fiir die Zahl von Genen

—

Christiane Niisslein-Volhard begann ihre akademische Laufbahn mit dem Studium der Bio-
chemie. Nach Untersuchungen zur Transkription bei Bakterien wandte sie sich Mitte der sieb-
ziger Jahre an der Universitiit Basel der Tuufliege Drosophila zu. 1978 arbeiteten sie und
Eric Wieschaus als Gruppenleiter am European Molecular Biology Laboratory in Heidelberg,
wo sie Gene untersuchten, die die embryonale Musterbildung betreffen. Seit zehn Jahren ist
C. Niisslein-Volhard Direktorin der Abteilung fiir Genetik am Max-Planck-Institut fiir Ent-
wicklungsbiologie in Tiibingen. Sie hat zahlreiche wissenschafiliche Auszeichnungen erhalten
und teilte sich im letzten Jahr den Nobel-Preis fiir Physiologie und Medizin mit Eric Wieschaus
und dem Drosophila-Genetiker Edward B. Lewis.

/

2318

Angew. Chem. 1996, (08, 2316-- 2328



Entwicklung bei Fliegen und Fischen

AUFSATZE

. = Q X o'$ ENU

P p \
Fi F1 == X =g
e 2. h Familien
E2 . g
oder m)
Brudear-Schwester
Kreuaungen
+imx +Am)
F3 -

Abb. 1. Die Kreuzungsschemata zur Isolierung von Mutanten mit einem sichtbaren embryonalen Phiinotyp bei Drosophila melanogaster (links) und Danio rerio (rechts).
EMS: Ethylmethylsuifonat-Behandlung von Spermien, ENU: Ethylnitrosoharnstoff-Behandlung von Spermatogonien, DTS: dominant temperatursensitiv, Bal: Balancer-
Chromosomen. Bei Drosophila sind Augenfarbe und Fliigelform niitzliche Marker, um heterozygote Tiere von nichtheterozygoten zu unterscheiden. Diese treten unweigerlich
in den Kreuzungen auf, die man filr Inzucht bendtigt. Die Marker sind auBerdem niitzlich, um festzustellen, ob eine letale Mutation induziert worden ist (Fehlen von
weiBdugigen Nachkommen in der F3-Generation). Methoden zur Markierung und fiir die Selektion, wie Balancer-Chromosomen, rezessive Mutationen und dominant
temperatursensitive Mutanten, gibt es fiir jedes der Hauptchromosomen; alierdings ist es nicht einfach, Mutagenesen fiir das gesamte Genom auf einmal durchzufiihren, weil
eine Kombination von vielen Markern die Lebensfahigkeit stark herabsetzt. Drosophila-Larven schliipfen mechanisch, ein ProzeB, der gegeniiber Stérungen sehr empfindlich
1st. Das Schliipfen wird von einem grofien Teil der letalen Mutationen verhindert, obwoh! die meisten von ihnen keine sichtbaren Auswirkungen auf das embryonale Muster
haben. Mutante Embryonen, die nicht schliipfen, kénnen von ihren Wildtyp-Geschwistern anhand dieses Kriteriums unterschieden werden. Beim Zebrafisch ist die
Entwicklung solcher Markierungsmethoden wegen der grofien Zahl der Chromosomen nicht praktikabel. Statt dessen wird immer das gesamte Genom auf einmal untersucht.
und in jeder Generation miissen heterozygote Tiere dadurch identifiziert werden, daB sie mutante Nachkommen mit einem sichtbaren Phinotyp hervorbringen. Mutationen,
die ohne erkennbaren mutanten Phinotyp zur Letalitit fithren, kdnnen nicht leicht identifiziert werden. In der F3-Generation entstehen nur durch ein Viertel der K reuzungen
mutante Embryonen (25% aller Embryonen einer solchen Kreuzung), weil nur die Hélfte der F2-Fische cine bestimmte Mutation aufweist. Es gibt keine Mdglichkeit.
heterozygote von nichtheterozygoten Tieren zu unterscheiden.

Tabelle 1. Eigenschaften von Drosophila melanogaster und Danio rerio fiir geneti-

unverzichtbaren Funktionen haben. Ungefahr ein Drittel aller
sche und embryonale Untersuchungen.

letalen Mutationen fithrt dazu, da3 Embryonen nicht schliipfen

Drosophilu Danio konnen (embryonale Letalitdt), doch nur ungefihr 10% aller
embryonal letalen Mutationen fithren zu einem leicht sichtbaren

Grole 4 mm 40 mm und spezifischen morphologischen Phinotyp der nicht ge-
Platzbedarf 1000 pro Liter 10 pro Liter . P p .g . yP g
Generationszeit 14 Tage 3 Monate schliipften, aber schon ausdifferenzierten Larven.
Lebenserwartung 6 Wochen 1-2 Jahre Die Drosophila-Larve weist eine klar erkennbare Organisa-
Eigrofe 0.15% 0.5 mm 0.8 mm . o . . ..
Dauer der Embryonal- 24 h 48h tion der Achsen mit vielen deutlichen Zeichen von Zellposition
entwicklung und Polaritdt auf, die durch die externe Cuticulahiille der larva-
Fruchtbarkeit 30 dE‘\‘;/’ Pb“LT"‘g 20?1 };:/e; pro Woche len Epidermis geliefert werden (Abb. 2). Die Epidermis der Lar-

un €1bchen un ¢ibchen . . . .
Chromosomenzahl 4 25 ve nimmt einen groB3en Teil des embryonalen Anlagenplans ein,

Vorteile fiir

polytine Chromosomen

In-vitro-Befruchtung

genetische
Untersuchungen

Marker-Mutanten haploide Entwicklung
Balancer-Chromosomen homozygote Fische
konditional letale Mutanten Einfrieren von Spermien

Vorteile fir
embryonale
Untersuchungen

mechanisches Schliipfen
Cuticula-Priparate
externe Segmentierung

externe Befruchtung
synchrone Entwicklung
durchsichtige Embryonen

sind, kann man bei Drosophila relativ genau die Zahl der Gene
bestimmen, die fiir Uberleben und Fruchtbarkeit benotigt wer-
den. Mutationen in ungefihr 5000 Genen sind fiir den Organis-
mus letal. Die fiir die Fruchtbarkeit notwendige Zahl an Genen
ist nicht so genau bestimmt, ist aber wahrscheinlich nicht groBer
als 1000. Die Gesamtzahi aller Gene, definiert als Transkrip-
tionseinheiten, ist dagegen viel gréBer und liegt bei ungeféhr
20000. Das bedeutet, daB bei Drosophila die meisten Gene keine
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wihrend das iibrige Blastoderm vor allem zu inneren Organen
wird, die im lebenden Embryo weniger deutlich sichtbar sind.
Wihrend fiir die larvale Epidermis eine sehr gute und einfache
Fixierungsmethode zur Verfiigung steht, gab es zum Zeitpunkt
der Mutagenese-Experimente keine effiziente Methode, um die
durch den opaken Dotter verdeckten inneren Organe sichtbar
zu machen. Dieses Problem ist inzwischen iiberwunden, da eine
grofle Zah! molekularer Sonden und Antikérper entwickelt
worden ist, die dazu genutzt wurden, Mutanten zu suchen, wenn
auch in jedem dieser Mutagenese-Experimente nur nach einem
relativ beschriankten Spektrum von Phinotypen gesucht werden
konnte. Die Eigenschaften von Drosophila und ihre Vorziige fiir
die genetische Analyse der embryonalen Musterentwicklung
sind in Abbildung 1 zusammengefal3t.

Durch die Mutagenesen, die in Heidelberg durchgefiihrt wur-
den'® ™! identifizierten wir Mutanten, die durch einige, signifi-
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Abb. 2. Das Cuticulamuster einiger Segmentierungsmutanten. Die Abbildung zeigt
die Ventralansichten einer Wildtyp-Larve (Mitte) sowie einer mutanten puired-
(links) und einer knirps-Larve {rechts). puired ist ein Pair-rule-Gen, und mutante
Embryonen haben nur ungefihr dic Hilfte der normalen Segmcentzahl, wobei jedes
7weite Segment fehlt. knirpy gehort zur Klasse der Gap-Segmenticrungsgene. Die
meisten der Abdominalsegmente, die bei einer normalen Larve durch die auffilligen
Zihnchenbander gekennzeichnet sind, fehlen in mutanten Embryonen. (Anterior ist
im Bild oben.)

kante Abweichungen vom normalen Muster der Cuticula er-
kennbar waren. Diese Mutanten definierten in ergidnzenden
Tests ungefidhr 130 Gene, die statistisch auf den drei Hauptchro-
mosomen verteilt waren. Unter Verwendung dhnlicher Kriterien
wurden in mehreren Labors maternale Mutanten gefunden,
die etwa 30 Gene definieren!*2~ 151, Ohne molekulare Marker
konnten zu diesem Zeitpunkt die meisten mutanten Phidnotypen
nur schwer analysiert und interpretiert werden. Wir nutzten des-
halb pragmatische Kriterien fiir das Screening und die Charak-
terisierung der embryonalen Mutanten. Anhand der Ahnlich-
keit mancher Phédnotypen konnten mehrere Gruppen von
Genen erkannt werden, die wahrscheinlich die gleichen oder
verwandte Entwicklungsprozesse beeinflussen. Spétere phino-
typische und genetische Analysen, gefolgt von der molekularen
Klonierung der Gene, bestétigten in vielen Fallen diese Annah-
me. Die durch das Screening der Mutanten identifizierten Gen-
gruppen sind in Tabelle 2 gezeigt.

Wihrend unserer Mutagenese-Experimente legten wir grofBen
Wert auf Vollstidndigkeit, d.h. wir versuchten, das Genom mit
Mutanten zu sdttigen, die wir gemal unserer Kriterien auffin-
den konnten. Hinweise, wie die Allelhdufigkeit und der Ver-
gleich mit Phinotypen von Deletionsmutanten, bestitigten un-
sere Vermutung, dal} die Mehrzahl der Gene, deren Mutation zu
einem in der larvalen Cuticula sichtbaren Phénotyp fihrt, in
unseren Mutagenese-Experimenten auch gefunden worden war.
Die Suche nach maternalen Mutanten war aufwendiger und
schwieriger als dic nach embryonal letalen Mutanten, da eine
zuséizliche Generation durch Inzucht hergestellt werden muBte.
Daher ist es wahrscheinlich, dal der Grad der Saturierung
fir maternale Gene nicht so hoch war wie der fiir zygotisch
exprimierte Gene. Obwohl durch die Mutagenese-Experimente
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Tabelle 2. Die Genklassen bei Drosophila.

Klasse Unterklasse Gene kloniert Vertebraten-
Homologe

maternal anterior 4 4 0
posterior 8 6 2
terminal 6 3 1
dorsoventral 12 12 3

zygotisch Gap 9 7 1
Pair-rule 8 8 4
Segmentpolaritét 13 & 6
homootisch 11 9 7
Kopfmorphologie 10 4 0
dorsalisiert 4 4 3
ventralisiert 6 5 2
dorsale Lisionen 8 6 3
andere 8 2 0
neuralisiert 6 6 2
Mittellinic 5 5 1
Epithelien 4 2 2
Zelleyclus 6 4 0
Dentike! und Haare 4 1 0
Pigmentierung 5 3 1
Tracheen 2 0 0
hyperaktiv 4 1 0

viele wichtige Gene identifiziert worden waren und obwohl die
Untersuchung weiterer Linien die Zahl der entdeckten Gene
nicht signifikant erhoht hitte, waren wir uns doch bewuBt, daB3
unser Ansatz eine Reihe nicht unerheblicher, intrinsischer Be-
schrdnkungen aufwies.

Genetische Redundanz

Zur damaligen Zeit hielten die meisten Drosophila-Genetiker
Gene, deren Mutation nicht zur Letalitit oder Sterilitit fihren,
fiir nicht erforschenswert. Man nahm an, daB3 die Mehrzahl aller
Gene fiir Uberleben und Fruchtbarkeit notwendig wiren. Re-
dundanz und duplizierte Gene wurden erst spéter zu einem Dis-
kussionsthema, weil sie die physikalische Isolierung eines Gens
durch Klonieren voraussetzten, wihrend in der ,,Vorklonier-
Epoche™ ein Gen nur dann auffindbar war, wenn die Mutation
einen Phénotyp hervorbringt. Dennoch bericksichtigten wir
Redundanz als Méglichkeit. In der Klasse der Segmentierungs-
gene wurden in einigen Fillen zufillig Genduplikationen wih-
rend molekularer Analysen entdeckt. Da Methoden der rever-
sen Genetik nicht generell bei Drosophila anwendbar sind, kann
der Anteil redundanter Gene nur schwer festgestellt werden. Es
ist vollig unklar, warum manche Gene dupliziert werden und
andere nicht.

Maternaler und zygotischer Anteil von Genen

Eine weitere Einschrinkung, die wir fiir wesentlicher hielten,
war, dal Gene, deren Produkte sowohl maternal als auch zygo-
tisch erforderlich sind, bei Mutagenesen schwierig zu entdecken
sein wiirden. Ist das Genprodukt maternal vorhanden, wire es
maoglich, dal} der zygotische Phidnotyp nicht den vollstindigen
Funktionsmangel aufweist. Dieses Problem gab es besonders
bei den maternalen Mutanten: In Fillen zusitzlicher Funktio-
nen im Embryo kénnten Mutationen in Genen mit wichtigen
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maternalen Funktionen zygotisch letal und deshalb in materna-
len Mutagenese-Experimenten nicht auffindbar sein. Dies be-
stitigte sich in manchen Fillen. Auch heute noch lassen sich
Gene, die sowohl maternal als auch zygotisch erforderlich sind,
nicht leicht genetisch identifizieren.

Achsenbestimmung bei Drosophila

Ein groBer Teil der Gene, die sowohl bei den maternalen als
auch bei den zygotischen Mutagenesen identifiziert wurden, be-
einflussen entweder die anteroposteriore oder die dorsoventrale
Achse. Das Muster der Larve besteht aus einer Reihe von Seg-
menten, die sich von der anterioren nach der posterioren Seite
allmahlich d4ndern. An beiden Enden gibt es nichtsegmentierte,
terminale Strukturen. Das larvale Muster weist auch deutliche
Unterschiede entlang der dorsoventralen Achse auf, auch wenn
sich die ventralsten (Mesoderm) und dorsalsten Strukturen
(Amnioserosa) des embryonalen Anlagenplans nicht im epider-
malen Muster wiederfinden.

Die anteroposteriore Achse

Wir definierten drei Klassen zygotischer Segmentierungsge-
ne, die wir Gap-, Pair-rule- und Segmentpolarititsgene nann-
ten'®). Bei Gap-Gen-Mutanten fehlen jeweils groBe Bereiche des
Embryos. In Pair-rule-Mutanten sind homologe Regionen in
jedem zweiten Segment der Larve betroffen (Abb. 2), wihrend
bei Mutanten der Segmentpolaritiitsklasse Defekte in jedem
Segment der Larve auftreten. Diese Phinotypen zeigten, dal3
der ProzeB der Segmentierung in mindestens drei Stufen ab-
lauft: Zuerst werden durch Prozesse, die wihrend der Oogenese
beginnen, grolle Bereiche definiert, die die Funktion der Gap-
Gene benotigen. Die Gap-Gene wiederum kontrollieren ein sich
wiederholendes Muster periodisch aufeinanderfolgender Dop-
pelsegmente. Anschliefend, als Folge der Aktivitdt der Pair-
rule-Gene, werden die einzelnen Segmente als definierte Einhei-
ten innerhalb der Entwicklung festgeschrieben®!,

Die molekulare Analyse der Eigenschaften und Funktionen
der Segmentierungsgene wurde in vielen Labors durchgefiihrt.
Bei diesen Untersuchungen erwies sich die von Alan Spradling
und Gerald Rubin entwickelte Methode zur Herstellung trans-
gener Fliegen durch P-Element-induzierte Keimbahn-Transfor-
mationen als ein sehr vielseitig verwendbarer Ansatz®!, Viele
der Segmentierungsgene kodieren Transkriptionsfaktoren, die
die Expressionsdomédnen anderer Segmentierungsgene kontrol-
lieren, und zwar innerhalb derselben oder innerhalb einer der
nachgeschalteten (downstream) Genklassen. Das Expressions-
muster vieler Segmentierungsgene dhnelt dem Deletionsmuster,
das sich in der Cuticula widerspiegelt!'®l. Wihrend der frithen
Embryogenese wird eine Reihe solcher molekularer Vormuster
gebildet, die aus den Expressionsdominen von Transkriptions-
faktoren, Produkten der Segmentierungsgene, zusammenge-
setzt sind. Die Gap-Gene werden wihrend der frithen Em-
bryogenese in groBen definierten Bereichen exprimiert; ihr Ex-
pressionsmuster wird von maternalen Transkriptionsfak-
toren bestimmt!®. Das fritheste metamere Muster, das der
Pair-rule-Gene, zeigt 7 Streifen, von denen jeder durch die
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Wirkung und Wechselwirkung einer Kombination aus Gap-
Gen-Produkten festgelegt wird®?*31, Die Pair-rule-Gene kon-
trollieren das Muster der mehr als 14 Streifen, die der Bildung
des morphologischen Musters, d. h. der Segmente, vorausgehen
(Abb, 3)B34,

maternales Vormuster: . Beispiel

lokalisieries Signal Bicoid-RNA

Gradient Bicoid-Protein

embryonale Vormuster

nicht periodisch:
groBe einzelne
Bereiche, Gap-Gene

Hunchback-Protein

periodisch:

RN\

Pair-rule-Gene — IRERARY

Even-skipped-Protein

14 Streifen,
Segmentpolaritats-
gene

Engrailed-Protein

embryonales Muster

Abb. 3. Die Hierarchie der Gene, die das Muster der anteroposterioren Achse bei
Drosophila melanogasier bestimmen. In jeder Reihe ist die Verteilung des Protein-
produkts eines Reprisentanten der jeweiligen Genklassen farbig dargestelit. Ante-
rior ist in allen Bildern links, die Ventralseite unten.

Identifizierung und Analyse der maternalen Gene, die das
Segmentierungsmuster bestimmen, ergaben, daf3 die anteropo-
steriore Achse von drei Gengruppen kontrolliert wird. Jede die-
ser Gruppen legt, unabhidngig von den beiden anderen, nur
einen Teil des Musters fest: entweder die segmentierten, anterio-
ren oder posterioren Teile oder die nichtsegmentierten, termina-
len Bereiche des Embryos'®*~37. Obwohl die molekularen
Mechanismen, durch die diese drei Gengruppen ihre Funk-
tion ausiiben, sich zum Teil stark unterscheiden, haben sie auch
cinige Gemeinsamkeiten: Ein Beispiel hierfiir ist die Entste-
hung lokaler Signale, die sowohl am anterioren als auch am
posterioren Pol des Eis lokalisiert sind. AuBerdem fithrt in jeder
Gruppe eine Reihe molekularer Wechselwirkungen zur Bildung
eines Transkriptionsfaktor-Gradienten, der die hochste Kon-
zentration an der Stelle des tokalisierten Signals aufweist und
einen betrichtlichen Teil der Eiliinge einnimmt (Abb. 2)!38.
Diese Transkriptionsfaktor-Gradienten legen die Expression
der Gap-Gene in einer konzentrationsabhdngigen Weise fest
und fithren dadurch zu einer ersten Untergliederung des Em-
bryos.
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Die Dorsoventral-Achse

Zwei Klassen zygotischer Gene wurden identifiziert, bei de-
nen Mutationen zu einem dorsalisierten oder ventralisierten
Phénotyp fithren'*®\. Bei Drosophila entsteht das Mesoderm
wihrend der Gastrulation im ventralen Bereich des Eis. Die
Mesodermbildung hiangt von der Expression zweier zygotischer
Transkriptionsfaktoren ab. Anders als bei der Reihe von Vor-
mustern von Transkriptionsfaktoren, die man entlang der ante-
roposterioren Achse beobachtet, findet die Feinunterteilung auf
der dorsalen Seite des dorsoventralen Musters durch einen weit-
reichenden Signaliibertragungsprozef statt™®l, Die maternale
Kontrolle des dorsoventralen Musters wird von nur einer Grup-
pe von Genen ausgeiibt, die die Bildung eines Gradienten der
Kernlokalisierung eines Transkriptionsfaktors bewirken. Dieser
Transkriptionsfaktor, der sowohl als Repressor von dorsal ex-
primierten Genen als auch als Aktivator von ventral exprimier-
ten Genen fungiert, ist am starksten in ventralen Kernen ange-
reichert™”- %%, Dieses erste zygotische Expressionsmuster
unterteilt den Embryo in mindestens drei Doménen entlang der
dorsoventralen Achse.

Die molekularen Mechanismen der Musterbildung

Trotz der bereits angesprochenen Einschrinkungen bei der
Suche nach Mutanten scheint die Sammlung identifizierter Ge-
ne in einer phinotypischen Klasse und damit in einer Entwick-
lungskaskade vollstindig zu sein. In einigen Féllen wurden die
molekularen Wechselwirkungen der Komponenten in einer Si-
gnalkaskade oder zwischen unterschiedlichen Signalwegen de-
tailliert aufgekldrt. Diese Beispiele haben gezeigt, wie komplexe
Muster als Folge einer kleinen Zahl unabhingig voneinander
lokalisierter Signale entstehen konnen. Ein prinzipieller Mecha-
nismus, durch den das Mal} an rdumlicher Komplexitét erhoht
werden kann, basiert auf Konzentrationsgradienten von Mor-
phogenen, Substanzen, die je nach Konzentration unterschied-
liche Antworten hervorrufen konnen. Ein solcher Mechanismus
wurde entdeckt, als die maternale Kontrolle des Expressionsmu-
sters des Gap-Gens hunchback durch das Protein Bicoid unter-
sucht wurde!*! ~43]. Bicoid ist der Transkriptionsfaktor, der die
anteriore Musterbildung bestimmt. Im Ei ist Bicoid als Konzen-
trationsgradient verteilt, mit maximalen Mengen am anterioren
Pol des Eis. Das Bicoid-Protein kontrolliert dort die Trans-
kription unterschiedlicher Zielgene in konzentrationsabhingi-
ger Weise. Solche Morphogengradienten kénnen durch Diffu-
sion eines Proteins entstehen, wobei das Protein von einer lo-
kalisierten mRNA-Quelle translatiert wird. Beispiele hierfiir
sind die anterioren und posterioren maternalen Gradienten
(Abb. 2)135-37) In anderen Fillen entstehen Gradienten offen-
sichtlich durch Diffusion von Molekiilen im extrazelluldren Be-
reich*¥. Durch einen Signaltransduktionsmechanismus, der
auf einer Liganden-Rezeptor-Wechselwirkung beruht®3), wird
die raumliche Verteilung des Gradienten an das Innere der Ei-
zelle weitergegeben. Im Fall der dorsoventralen Achse fithrt dies
dazu, daB ein Gradient des urspriinglich gleichmiBig verteil-
ten Transkriptionsfaktors Dorsal in Zellkernen aufgebaut
wird#%47 Wihrend der Segmentierungsphase entwickelt sich
eine ganze Reihe von Vormustern mit zunehmender rdumlicher

2322

Komplexitit. Diese Muster entstehen durch konzentrationsab-
hingige Aktivierung oder Inaktivierung der Transkription, wo-
bei oft Kombinationen aus Transkriptionsfaktoren eine Rolle
spielen!!8]. Die Festlegung des endgiiltigen molekularen Vormu-
sters hdngt von lokal begrenzten Signalprozessen zwischen be-
nachbarten Zellen ab!3* 481 Dieses Vormuster ist die direkte
Vorstufe zu den ersten morphologisch sichtbaren Verdnderun-
gen, die wihrend der Segmentdifferenzierung stattfinden.

Problematik der Drosophila-Mutagenesen

Zum jetzigen Zeitpunkt gehoren die Mechanismen, durch die
die Achsen bei Drosophila festgelegt werden, zu den am besten
verstandenen Beispielen fiir Musterbildung. Wegen einiger Be-
sonderheiten der Frithentwicklung im Drosophila-Embryo exi-
stieren allerdings nicht immer enge Parallen zu anderen Tier-
stimmen. Diese Einschriankung gilt besonders fiir Prozesse, die
die Diffusion in einem synzytialen Embryo erfordern, wie die
Bildung des Bicoid-Gradienten. Doch kénnten bei Drosophila
Analogien zu Musterbildungsprozessen in vielzelligen Geweben
bestehen: Mogliche Beispiele hierfiir sind die Bildung von Gra-
dienten durch Diffusion in den Zellzwischenrdumen, Prozesse
der Signaliibertragung und die Bildung eines Kernlokalisie-
rungs-Gradienten, wie im Fall von Dorsal. Die genetische Ana-
lyse der Musterbildung bei Drosophila hat uns Informationen
iiber den Ablauf der Musterbildung in einem komplexen System
geliefert. Sie hat auch zur Aufdeckung einiger grundlegender
Mechanismen gefiihrt, die eine Zunahme an Komplexitit wih-
rend der Entwicklung multizelluldrer Organismen ermoéglichen.
Doch sind viele Aspekte der Entwicklung bei Tieren, besonders
die Bildung von Organen und deren Funktionen, bei Drosophila
nicht sehr genau untersucht worden. Der Grund hierfiir ist, dafl
wir bei unseren Mutagenesen das epidermale Cuticulamuster
beim Auswerten mutanter Phinotypen nutzten. Zwar war uns
diese Einschrinkung bewuft, doch war sie auch von Vorteil,
weil sie durch strenge Kriterien die Zahl der Gene begrenzte, mit
denen wir uns auseinandersetzen mufiten. Viele Mutationen
konnten aber durch das Auswerten des Cuticulamusters allein
nicht gefunden werden. So ist bis heute bei Drosophila kein
systematisches Screening nach Mutanten mit Defekten der in-
neren Organe durchgefiihrt worden. Jedoch wurde eine Reihe
von Genen, die Funktionen bei der Bildung der inneren Organe
haben, in speziellen Mutagenesen mit spezifischen molekula-
ren Sonden identifiziert'*®! oder auch durch andere Methoden,
wie die sehr wichtigen ,,Enhancer-trap*“-Ansitze!>% 3!l Ta-
belle 2 zeigt eine grobe Klassifizierung der Drosophila-Gene, die
im Laufe der in Heidelberg durchgefilhrten Mutagenesen ge-
funden wurden. Bis heute wurden mehr als 60% dieser Gene
kloniert.

Viele Drosophila-Gene haben Vertebraten-Homologe. Die
Homologie beschriankt sich nicht auf die Aminosiduresequenz
und auf die biochemische Funktion der Proteine, sondern um-
faBBt auch die biologische Rolle, die die Proteine wihrend der
Entwicklung spielen. Diese bemerkenswerte Konservierung war
vollig tiberraschend und war weder vorhergesagt noch erwartet
worden. Einen der ersten Hinweise lieferte die Entdeckung der
hox-Gen-Komplexe bei Wirbeltieren und die Konservierung der
Colinearitét ihrer Expressionsdoménen mit ihrer Lage auf den
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Chromosomen!??-*2 Schon bald wurden die Vertebraten-Ho-
mologe anderer Homdobox-Gene identifiziert, und inzwischen
scheint es wahrscheinlich, daB ein groBer Teil der Drosophila-
Gene, die wir wihrend unserer Mutagenesen gefunden haben,
Homologe bei Wirbeltieren haben. Der genaue Anteil 146t sich
bisher nur schwer abschitzen, weil nicht in allen Fillen nach
Homologen gesucht wurde, doch kénnte es von Bedeutung
sein, daB bis jetzt von maternalen Genen nur sehr wenige Verte-
braten-Homologe gefunden wurden (Tabelle 2). Dies kdnnte
die groflen Unterschiede widerspiegeln, die man wihrend der
Fruhentwicklung von Vertebraten und Invertebraten beob-
achtet.

Viele der Vertebraten-Homologe von Drosophila-Genen spie-
len eine wichtige Rolle bei der Musterbildung der Maus. Wichti-
ge Signalwege scheinen konserviert zu sein, wie der Signal-
transduktionsweg der TGF-B-dhnlichen Wachstumsfaktoren
und der der Homologen der Gene hedgehog und win-
gless!?1-33-341 Die meisten der Komponenten solcher Signal-
wege wurden identifiziert, weil sie einen im segmentierten Mu-
ster der Drosophila-Larve sichtbaren Phinotyp haben. Bei der
Bildung des Wirbeltierkorpers wirken diese Gene aber nicht
immer im gleichen Zusammenhang. So nehmen Gene, die bei
der Segmentierung von Drosophila eine Rolle spielen, sowohl bei
Drosophila als auch bei Vertebraten an der Musterbildung des
Gehirns und der Extremititen teil. Obwohl die Gesamtheit der
Drosophila-Gene, die eine Rolle bei der Musterbildung spielen,
eine wichtige Quelle fir die Untersuchung einiger Aspekte der
Vertebratenentwicklung ist, handelt es sich um eine ausgewiihlte
Gruppe, die wahrscheinlich nur einen kleinen Teil der Gene
enthiilt, die die Musterbildung im Wirbeltierembryo kontrollie-
ren. Will man eine moglichst vollstindige Sammlung dieser Ge-
ne erhalten, muB man direkt bei einem Wirbeltier Mutagenesen
durchfithren und nach Mutationen suchen.

Mutagenesen beim Zebrafisch

Der Zebrafisch Danio rerio wurde vom inzwischen verstorbe-
nen George Streisinger als potentieller Modellorganismus fiir
genetische Untersuchungen gewdhlt2®), In den letzten zwanzig
Jahren wurde eine ganze Reihe niitzlicher Methoden entwickelt,
einerseits um die Haltung und genetische Analyse des Zebra-
fisches zu ermd&glichen, anderseits um seine Embryonalentwick-
lung zu untersuchen!?3727) Es ist interessant, Fliegen und
Fische in ihren Eigenschaften fir genetische und embryonale
Untersuchungen zu vergleichen. Die lange Generationszeit und
der Platzbedarf zur Aufzucht von Zebrafischen machen es
schwierig, groB angelegte Mutagenese-Experimente durch-
zufithren. AuBerdem ist das Halten von Fischen wegen techni-
scher und logistischer Probleme beim Betreiben einer groBen
Zahl von Aquarien teurer und arbeitsintensiver als das von
Fliegen. Doch haben Zebrafische gegeniliber Miusen, den fur
genetische Untersuchungen traditionell verwendeten Wirbel-
tierorganismen, den Vorteil der extrauterinen Entwicklung und
der hohen Nachkommenzahl. Bei Fischen sind auflerdem In-
vitro-Befruchtungen, die Entwicklung haploider Embryonen
bis zum Larvalstadium, Diploidisierung und auch das Einfrie-
ren von Spermaproben moglich (Tabelle 1). Diese Techniken,
die es fiir die Fliege nicht gibt, sind unschitzbar bei der Haltung
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und der Untersuchung einer groBen Zahl an Mutanten. Der
grofBte Vorteil des Zebrafischs liegt aber in der Art seiner Em-
bryonalentwicklung. Zebrafischeier werden synchron befruch-
tet, durchlaufen eine sehr schnelle Entwicklung auBBerhalb des
Mutterleibs und sind, was am wichtigsten ist, zu Beginn ihrer
Entwicklung vollkommen durchsichtig. Dieser Umstand er-
moglicht die direkte Beobachtung vieler sich entwickelnder Ge-
webe und Organe im lebenden Embryo und wihrend spiterer
Entwicklungsphasen, ohne daB3 der Embryo fixiert, gekldrt oder
gefarbt werden miiBite (Abb. 4)3%1,

4-Zellen 1h Blastula 4h  Gastrula 6h

80% Epibolie 8h. 1 Somit

1018h

20 Somiten 19h

Nauralrohe Chorda Somiten

ventrale Bodenplatte
o e el

= ‘-‘\'-.-.f.:-\r-_.,_

Hinterhirm - ?
Mittalhirn -
1
K
Vorderhinm S Auge
28h
w
schwimmende Larve 5h

Abb. 4. Dic Embryonalentwicklung des Zebrafisches. Gezeigt sind Fotos lebender
Embryonen unterschiedlicher Entwicklungsstadien. Bei allen Embryonen, mit Aus-
nahme der schwimmfihigen Larve, wurde das Chorion entfernt. das die Embryonen
umgibt. Bei den frithen Embryonen ist dic dorsale Seite im Bild rechts. Bei der
Pharyngula und der schwimmfihigen Larve sind dorsal oben und anterior links.
Charakteristische Strukturen, die wihrend der Mutantensuche analysiert wurden,
sind bezeichnet. Die Stadien wurden gemil Lit. [55] cingeteilt.

Die frithe Embryonalentwicklung des Zebrafischs ist ganz
anders als die der Fliege. Beim Zebrafisch fiihrt eine Phase
schneller, synchroner Teilungen zur Bildung einer dreidimen-
sionalen Zellmasse, die sich wesentlich vom zweidimensio-
nalen Blastoderm des Drosophila-Embryos unterscheidet. Beim
Fisch kommt es wihrend der Gastrulation zu mehreren mor-
phogenetischen Bewegungen, z. B. der Involution mesendo-
dermaler Regionen und der dorsalen Konvergenz!®*!, Diese Be-
wegungen konnten, so unterschiedlich sie auf den ersten Blick
auch sind, mit der Invagination mesodermaler und endoderma-
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ler Anlagen sowie der ventralen Kondensation und dem Aus-
strecken des Keimstreifens im Drosophila-Embryo in Beziehung
stehen. Die Gastrulationsbewegungen fithren letzlich zur Bil-
dung eines mehrschichtigen Fischembryos, der Pharyngula, der
der typischen Organisation des Wirbeltierkdrpers entspricht
und deshalb auch phylotypisches Stadium genannt wird
(Abb. 4).

Untersuchungen des Anlagenplans von Drosophila-Embryo-
nen in frithen Gastrula-Stadien haben zur Erstellung zweidi-
mensionaler Pline gefiihrt, die nichtiiberlappende und klar ab-
gegrenzte Anlageregionen zeigen. Beim Fisch ist das Zellschick-
sal innerhalb definierter, riumlicher Bereiche der Gastrula viel
weniger genau vorhersagbar. Die Fischgastrula besteht aus
mehreren Zellschichten: GroBe Bereiche, aus denen sich unter-
schiedliche Gewebe oder Organe entwickeln, sind nicht klar
voneinander getrennt und liegen zum Teil {ibereinander. Dieser
Unterschied konnte bedeuten, dal3 verschiedene Mechanismen
das Schicksal von Zellen im Fisch- und Fliegenembryo wiahrend
der Entwicklung bestimmen. Ein Vergleich der Anlagenpline
von Fliege und Fisch zeigt auBerdem gravierende Unterschiede
in den relativen GroéBen der Bereiche, die von den Anlagen der
einzelnen Organe in Anspruch genommen werden: So ist die
Anlage der Hirnstrukturen in der Fischgastrula sehr groB3, wih-
rend die Epidermisanlage, die im Anlagenplan der Fliegen-
embryonen dominiert, beim Fisch relativ klein ist. Bis zu einem
gewissen Grad spiegeln die Anlagengroflen die Bedeutung und
die Sichtbarkeit der Strukturen wider, nach denen man sich bei
der Suche nach Mutanten richten kann.

Abbildung 1 zeigt das Kreuzungsschema zur Herstellung von
Mutanten, die einen sichtbaren Phinotyp im Embryo oder der
frithen Fischlarve zeigen. Bei Fischen wurde bei Ethylnitroso-
harnstoff (ENU)-Behandlung von Spermatogonien eine Muta-
genese-Frequenz erreicht, die der von Fliegenspermien nach
(Ethylmethylsulfonat (EMS-Behandlung dhnelt (etwa eine Mu-
tation pro Gen in 1000 Genomen)!*¢!. Im Unterschied zu den
Fliegenmutagenesen kdnnen bei Fischen keine Marker genutzt
werden, um in der F2-Generation Trager- von Nicht-Triger-
fischen zu unterscheiden. Um eine Mutation zu finden, die in
Minnchen der vorherigen Generationen induziert wurde, mis-
sen daher eine ganze Reihe von Kreuzungen angesetzt werden,
von denen dann im Schnitt nur 25 % solche Nachkommen her-
vorbringen, die homozygot fiir die Mutation sind. Da Fische
mit Hilfe eines Enzyms schliipfen, schliipfen auch die meisten
homozygot mutanten Embryonen und kénnen deshalb, von we-
nigen Ausnahmen abgesehen, nicht als ,,Nicht-Schlipfer* er-
kannt werden; dagegen ermdglichte diese Methode bei Droso-
phila-Mutagenesen, mutante Embryonen zu identifizieren.
Mutante Fischembryonen kann man nur an ihrem Phédnotyp
erkennen. Dieser Mangel an Markern und Kriterien zur Vor-
selektion wird teilweise dadurch ausgeglichen, dafl das gesamte
Genom auf einmal nach Mutanten abgesucht werden kann und
nicht jedes Chromosom einzeln analysiert werden muf3. Bei Dro-
sophila wurden drei unabhingige Screens in 20000 Inzucht-
Familien durchgefiihrt, wobei ungefdhr 600 Mutationen in 130
Genen erhalten wurden!® ™11, Beim Fisch wurden 3100 Fami-
lien und 4.2 Kreuzungen pro Familie untersucht, was der Analy-
se von 3800 Genomen entspricht (Abb. 1)12), Da das Halten
einer so groflen Zahl von Fischfamilien notwendig war, um
einen zufriedenstellenden Saturierungsrad fiir jeden beliebigen
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Phinotyp zu erhalten, wurde das Screening bei Fischen von
zwolf Wissenschaftlern in einer gemeinschaftlichen Arbeit
durchgefithrt. Wir nutzten alle phinotypischen Merkmale, die
wir effektiv und sicher erkennen konnten. Es wurden insge-
samt 1200 Mutanten isoliert, von denen bis jetzt ungefdhr 900
sowohl phénotypisch als auch genetisch charakterisiert worden
sind. Sie definieren 350 Gene, von denen 150 mehr als ein Allel
haben[29,

Die einzelnen Eigenschaften der Fischembryonen wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Entwicklung untersucht, da
die Strukturen und Organe jeweils erst von einem bestimmten
Alter an sichtbar werden (Abb. 4). Am zweiten Tag der Ent-
wicklung wurden die Somiten, die Chorda und das Gehirn un-
tersucht, Herz, Blut, Muskulatur, Flossen, Augen, Ohren und
weitere Merkmale erst nach dem Schliipfen. Die Fischlarven
haben im Alter von fast einer Woche (als sie zuletzt untersucht
wurden) einen vollstindigen Satz innerer Organe, wie Leber,
Darm, Pankreas und Niere, konnen sehen und auf Reize reagie-
ren und haben drei Arten von Pigmentzellen. Sie weisen ein
Pigmentierungsmuster auf, das immer noch fiir das Larven-
stadium charakteristisch ist, und der Aufbau der Flossen ent-
spricht noch nicht ganz dem bei erwachsenen Fischen (Abb. 4).
Es gibt Strukturen beim Fisch, die sicher und leicht erkannt
werden konnen, wihrend andere weniger offensichtlich sind;
demzufolge wurden Defekte in ihnen vielleicht nicht immer von
uns entdeckt. Bei Fischen ermdglicht der hohe Grad an Komple-
xitdt, der bei weitem grofer ist als der des Musters der larvalen
Fliegencuticula, die Untersuchung eines viel breiteren Spek-
trums an Organen und Geweben, aber er stellt auch betridchtli-
che Anforderungen an das Geschick und die Fihigkeiten des
Experimentators. Das Erkennen eines Phinotyps wird wesent-
lich erleichtert, wenn eine unmittelbare Interpretation des Phé-
notyps moglich ist oder eine dhnliche Mutante mit dhnlichem
Phéanotyp bereits frither isoliert wurde. Viele Mutanten haben
relativ unspezifische Defekte und wurden nicht fiir weitere Ana-
lysen aufbewahrt?°], Mutanten mit komplexen oder nur sehr
schwach ausgeprigten Phinotypen, die relativ unspezifischen
Defekten dhneln, wurden sicherlich nicht immer als interessant
erachtet oder richtig interpretiert. Das bedeutet auch, daf} sich
der Grad der Saturierung innerhalb unterschiedlicher Phino-
typklassen unterscheidet (Tabelle 3). Im Mittel ist er bei Fischen
mit Sicherheit geringer als der, der bei Fliegenmutagenesen er-
reicht wurde.

Anhand ihrer markantesten phinotypischen Merkmale wur-
den Gene mit verwandtem Phidnotyp in Gruppen zusammenge-
faBt. Die Klassifizierung jeder Mutante hiingt von der auf ihrem
Phinotyp basierenden Interpretation ab und diese davon, wie
gut der Phidnotyp analysiert werden kann. Beim Fisch gibt es
eine Reihe molekularer Sonden, die zu bestimmten Entwick-
lungszeiten als Marker fiir einige Regionen dienen kénnen. Die
Expressionsmuster solcher stadienspezifischer Marker war bei
der Charakterisierung vieler mutanter Phianotypen sehr niitz-
lich. Die unterschiedlichen Klassen der anhand ihres Phdnotyps
identifizierten Gene sind in Tabelle 3 gezeigt. Einige wenige die-
ser Klassen zeigen Parallelen zu Gruppen von Fliegengenen,
wihrend der Gro8teil der Phanotypen neu ist. Die Gesamtheit
der Fischgenklassen ist so verschieden von der der Fliegengene,
daf} ein Vergleich nur in wenigen Fillen sinnvoll ist. Betrachtet
man aber die bekanntesten Klassen der Fliegengene, die der
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Tabelle 3. Die Genklassen beim Zebrafisch.

Klasse Unterklasse Gene Allele Allele/Gen
frithe Epibolie, Arretierung 11 16 1.5
Phénotypen der Entwicklung
ventralisiert 2 4 2
dorsalisiert 5 16 3
andere 13 19 1.5
Mesoderm Chorda 15 67 4.5
Somiten 8 26 3.2
ZNS Gehirn 19 37 1.9
Mittellinie 10 19 1.9
Organe Blut 9 23 2.6
Herz und GefiBe 22 28 1.4
Leber und Darm 6 6 1
Muskeln 18 63 3.5
Auge 8 1" 1.4
Ohr 19 46 2.3
Flossen 13 60 4.6
Neuralleiste Pigmentmuster 10 39 39
Pigmentzellen 61 150 2.5
Kiefer und Kiemenbogen 17 30 1.8
Bewegung reduziert 15 50 33
abnormal 15 53 3.5

Gastrulations- und Segmentierungsgene, konnte eine kleine
Zahl von Fischgenen fiir hnliche Prozesse verantwortlich sein
wie bei Fliegen.

Die Gengruppen beim Zebrafisch

Gastrulationsdefekte findet man bei zwei Gengruppen, deren
Phénotypen zu einer teilweisen Dorsalisierung oder Ventralisie-
rung des Embryos fithren!*®: >7), Bei mutanten dino-Embryonen
sind dorsoanteriore Strukturen verkleinert, ventrale und poste-
riore dagegen vergroflert, so dal Embryonen mit kleinen Kop-
fen und vergroBerten Schwinzen gebildet werden. Der Defekt
ist am ausgepréagtesten bei Strukturen, die sich von der ventral-
sten Position des Anlagenplans ableiten: beim blutbildenden
Gewebe und bei der ventralen Schwanzflosse, die in dino verviel-
facht sind. Mit molekularen Markern, die noch vor Gastrula-
tionsbeginn polar exprimiert werden, konnte gezeigt werden,
daB der Anlagenplan bereits zu einem friihen Zeitpunkt der
Embryonalentwicklung verdndert ist (Abb. 5A). Wie die cha-
rakteristische Verdopplung der ventralen Schwanzflosse in mu-
tanten mercedes-Embryos nahelegt, spielt dieses Gen eine Rolle
im gleichen ProzeB (Abb. 5K)!*®1, Der Phinotyp von Mutan-
ten, die Gene mit dorsalisiertem Phidnotyp enthalten, ist zu dem
von dino und mercedes komplementir. Swirl-Embryonen z. B.
haben ein stark verbreitertes paraxiales Mesoderm, und die sich
bildenden Somiten umgeben den ganzen Embryo (Abb. 5F).
Ventrale Strukturen, wie Blut und die ventrale Schwanzflosse,
sind verkleinert oder fehlen ganz!®"\. Diese Gengruppen erin-
nern an jene mit dorsalisierten oder ventralisierten Phianotypen
in Drosophila. Bei Froschen und Fischen wurden Gene kloniert,
die zu den Drosophila-Genen der ventralisierten und dorsalisier-
ten Gruppen homolog sind und in gegeniiberliegenden Regio-
nen der Blastula exprimiert werden!>® 79!, Diese und andere
Befunde fiihrten dazu, daB eine aite Theorie wieder aufgegriffen
wurde: Diese postuliert, da die Orientierung der dorsoventra-
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len Achse bei Invertebraten, verglichen mit der der Wirbeltiere,
invertiert ist'? %4, Die Fischgene sind wahrscheinlich Teil die-
ser konservierten Genkaskaden.

Das Interesse am Mechanismus der Segmentierung bei Wir-
beltieren war ein wichtiger Anreiz fiir die Suche nach Mutanten
bei Fischen. Im Unterschied zu Fliegen, deren Ektoderm klar
segmentiert ist, ist bei Vertebraten in erster Linie das Mesoderm
in einem metameren Muster organisiert. Beim Fisch fanden wir
nur wenige Gene, die den Segmentierungsgenen bei Fliegen 4hn-
lich sind. Am dhnlichsten sind Mutanten, bei denen die Somiten
fusioniert sind; Somiten sind die im Fischembryo am frithesten
erkennbaren repetitiven Strukturen, die sich nach zehn Stunden
Embryonalentwicklung zu bilden beginnen. Fiinf Gene haben
einen Phéinotyp mit fusionierten Somiten (Abb. 5B, M, N)651,
Das Segmentmuster der Somiten im Fischembryo ist viel weni-
ger komplex als das der Drosophila-Larve. Die in postlarvalen
Stadien entstehenden Wirbelkérper zeigen in einigen mutanten
Fischen charakteristische, spiegelbildliche Verdopplungen
(Abb. 5N), auch wenn diese weniger auffillig und regelmiBig
sind als die der Phdnotypen der Segmentpolarititsgene, mit de-
nen diese Fischmutanten am ehesten verglichen werden konnen.
Bei unseren Fischmutagenesen konnten wir keine Gene identifi-
zieren, die deutliche Ahnlichkeiten zu den Gap- oder Pair-rule-
Genen aufweisen. Auch mit molekularen Ansdtzen sind bis jetzt
keine Homologen der Gap-Gene gefunden worden, und die Ho-
mologen der Pair-rule-Gene scheinen nicht in einer fir Pair-
rule-Gene typischen Weise exprimiert zu werden'*%). Der Um-
stand, dall wir beim Fisch keine Gap- und Pair-rule-dhnlichen
Mutationen gefunden haben, kénnte bedeuten, daB sich die Bil-
dung der metameren Muster bei Drosophila von der der meisten
anderen Tiere unterscheidet. Doch kodnnte dies auch auf Redun-
danz beruhen.

Andere Mutationen betreffen die Unterteilung der Somiten
entlang der dorsoventralen Achse durch das horizontale Myo-
septum. Einigen dieser Mutanten fehlt auch die Chorda, die bei
anderen normal zu sein scheint. Die Chorda ist eine Vertebra-
ten-spezifische Struktur. Das Gen no fail, ein Fischhomologes
des Brachyury- oder T-Gens der Maus, wird in der Chorda
exprimiert (Abb. 5C)% 671 (ein Drosophila-Homologes wird im
Hinterdarm exprimiert!®®!); wir haben Mutationen sowohl in
no tail als auch in drei anderen Genen identifiziert, die fiir die
Bildung der Chorda notwendig sind (Abb. 5C)!*%-7°L. Die So-
mitenstruktur bei Fischen hidngt wahrscheinlich von Signalen
ab, die von der Chorda ausgehen. Gene, die die Unterteilung der
Somiten durch das horizontale Myoseptum beeinflussen, konn-
ten an diesen Signalprozessen beteiligt sein (Abb. 5G). Thre Pro-
teinprodukte sind moglicherweise am Aussenden oder am Emp-
fang dieser Signale beteiligt!®s], Fiir diese Gene gibt es offen-
sichtlich keine homologen Prozesse bei Drosophila.

Eine grofle Zahl von Fischgenen beeinfluBt Strukturen und
Funktionen des zentralen Nervensystems (ZNS) und der Sinnes-
organe (Tabelle 3). Diese Genklasse ist bei Fliegen nicht sehr
groB3. Bei Fischen wurden unterschiedliche Aspekte der ZNS-
Entwicklung untersucht. Homologe der neurogenen Drosophi-
la-Gene, z. B. notch und delta, wurden bei Wirbeltieren durch
molekulare Methoden identifiziert!”!), und wihrend unserer
Mutagenese wurde zumindest ein Gen mit neurogenen Eigen-
schaften, white tail, entdeckt. Bei mutanten Embryonen tritt ei-
ne betréchtliche Vervielfdltigung primdrer Neurone auf Kosten

2325



AUFSATZE

Ch. Niisstein-Volhard

A

> -] '..l LA .
y Pl Lo L

e
Lye ligea

Abb. 5. Zebrafischmutanten. In den Abbildungspaaren sind jeweils ein Wildtyp- und ein mutantes Embrye gezeigl. Die Mutante ist entweder rechts vom oder unter dem
Wildtyp abgebildet. Wenn nicht anders vermerkt, ist die anteriore Scite links und die dorsale oben. A) dino, (kd-3-In-situ-Hybridisierung, Embryonalschildstadium, optischer
Schnitt durch den Keimring, dorsal ist rechts im Bild [56]. B) Fusionierte Somiten. Lebendaufnahmen. 12-Somiten-Stadium [65]. C) floating head, myoD-In-situ-Hybridisie-
rung. Die braune Firbung im Wildtyp verdeutlicht das Chorda mit einem Antikérper gegen Nil, dorsale Ansicht {69]. D) masterbiind, Lebendaufnahme einer schwimmfihigen
Larve [76]. E) white tail, Inseln. 1 Antikdrper, 8-Somiten-Stadium, Dorsalansicht [72]. F) swir/, myoD-In-situ-Hybridisierung, 8-Somiten-Stadium, anterior ist oben [57]. G)
you, Lebendaufnahme einer schwimmenden Larve (65]. H) diwanka, znp-1-Antikdrper, Pharyngulastadium [78]. I) van gogh. Lebendaufnahme einer schwimmenden Lar-
ve [79). 1) feopard, obelix, Flosse eincs erwachsenen Fisches [29]. K) mercedes, schwimmende Larve, Ansicht der Schwanzllosse [56]. L) no isthmus, braun: 4D9(Eng)-Antikdr-
per, blau: Krox 20, 8-Somiten-Stadium, dorsale Ansicht [80]. M, N) Fusionierte Somiten: M) myoD-In-situ-Hybridisierung, 14-Somiten-Stadium, Dorsalansicht. N) Skelett-
farbung eines erwachsenen Fisches [65]. O) sucker, Alcian-Blau-Firbung des Knorpels einer schwimmenden Larve [81].

sekunddrer Neurone und einiger Arten von Gliazellen auf
(Abb. SE)["2 Eine andere Gruppe von Genen beeinfluBit
Strukturen in allen dret Keimblittern entlang der Mittellinie des
Embryos. In Mutanten sind oft die Augen fusioniert. AuBerdem
fehlen mutanten Embryonen manche Strukturen, die vom axia-
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len Mesoderm und von ventralen Bereichen des ZNS oder des
Gehirns stammen. In einigen Mutanten ist das korrekte Aus-
wachsen der Nerven iiber die Mittellinie hinaus gestort. Der
wichtigste und am ldngsten bekannte Repridsentant dieser Klas-
se ist das Gen cyclops'’3l. Mutante cyclops-Embryonen haben
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anterior fusionierte Augen, und die Bodenplatte, der ventralste
Bereich des ZNS, fehlt. Neu identifizierte Gene dieser Klasse
sind z. B. schmalspur und chameleon'’. Es wird interes-
sant sein zu sehen, ob Mutationen, wie spitz und andere!”3),
die die Strukturen der Mittellinie bei Drosophila (ventrale
Regionen des Neuroektoderms und des Kopfs) deletieren, den
Genen homolog sind, die die Mittellinie bei Fischen beeinflus-
sen.

Die Morphologie des Gehirns ist bei einer Reihe von Mutan-
ten betroffen, von denen nur einige hier erwdhnt werden. Das
Vorderhirn, einschlieBlich der Riechplakoden und der Augen,
fehlt vollig in der Mutante masterblind (Abb. 5D). Die Analyse
durch molekulare Marker ergab, daBl die Region, die sich nor-
malerweise zum Vorderhirn entwickelt, statt dessen zu stirker
posterioren Strukturen wird, dhnlich einer homdotischen Trans-
formation!’%), Die Mittelhirn-Hinterhirn-Grenze fehlt bei Mu-
tanten der beiden Gene no isthmus und acerebellar. Das Gen
no isthmus (Abb. 5L), das auch fiir die Bildung der Niere not-
wendig ist, ist einem der pax-Gene homolog, die urspriinglich
bei Miusen wegen ihrer Homologie zu dem Drosophila-Gen
paired entdeckt wurden!”7!,

Viele der Zebrafisch-Genklassen zeigen keine Parallelen zu
denen unserer Drosophila-Mutanten und werden an dieser Stelie
nur zusammenfassend erwidhnt. Von besonderem Interesse an-
gesichts ihrer Bedeutung fiir die medizinische Forschung sind
Mutanten, bei denen innere Organe betroffen sind. Wir identifi-
zierten eine Reihe von Genen, die an der Bildung des Bluts, des
Kreislaufs und des Herzens beteiligt sind, die in den ersten bei-
den Tagen der Fischembryonalentwicklung sehr einfach unter-
sucht werden konnen. Mutanten, bei denen die sich spéter ent-
wickelnden Organe, z. B. Leber, Pankreas und Niere, betroffen
sind, wurden weniger hiufig gefunden. Mutationen anderer Ge-
ne fithren zu Differenzierungsdefekten oder Degenerationser-
scheinungen der Muskulatur sowie der Sinnesorgane (Auge und
Ohr; Abb. 51). Eine groBe Zahl von Genen ist zur Bildung von
Strukturen nétig, die von Neuralleistenzellen stammen. Die
groBte Klasse dieser Gene ist fiir die Pigmentierung erforderlich,
d.h. fir die Bildung der Pigmentzellen und des Pigmentmusters.
Einige Gene wirken sich auf Teile des Kiefers (Abb..50) oder
der Kiemenbogen aus, die jeweils nur bei Wirbeltieren vorkom-
men (Tabelle 3). Wir isolierten auch Mutanten, die spezifische
Bewegungsdefekte der Larve aufweisen. Mutante Larven rea-
gieren nicht auf Berithrung, bewegen sich wenig oder gar nicht,
zeigen ein spastisches oder kreiselndes Bewegungsverhalten und
haben Defekte in der reziproken Inhibierung der Muskelkon-
traktionen iiber die Korpermittellinie. Bei einigen wenigen
Mutanten wurden Defekte beim Auswachsen der Motoneurone
beobachtet!’8), Bei Drosophila konnten Bewegungsmutanten
nicht durch unsere Mutagenesen identifiziert werden, obwohl
bewegungsunfihige larvale Phinotypen prinzipiell anhand ei-
ner anomalen Verdrehung der larvalen Cuticula im unge-
schliipften Embryo erkannt werden koénnen. Eher zufillig
wurde bei Larven, die ein hyperaktives Verhalten zeigten und
sich manchmal in ihrer Eihiille umdrehten, eine kleine Gruppe
von vier Drosophila-Genen entdeckt (Tabelle 2)1° 't Diese
Phinotypen weisen dariiber hinaus eine defekte Differenzierung
des Kopfskeletts aus, sind aber bis heute nicht genauer unter-
sucht.
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Zusammenfassung

Die genetische Untersuchung der embryonalen Achsenfest-
legung bei Drosophila hat zum wahrscheinlich vollstindigsten
Verstindnis eines Musterbildungsprozesses bis heute gefiihrt.
Die Eleganz und Effizienz, mit der bei diesem Organismus Mu-
tationen isoliert und Gene manipuliert werden kénnen, werden
weitere wichtige Entdeckungen hinsichtlich einer Reihe grund-
legender Prozesse der Zell- und Entwicklungsbiologie ermog-
lichen. Jedoch sind manche Mechanismen bei der Fliege wahr-
scheinlich einzigartig fiir diesen speziellen Organismus. Die Ver-
wendung von Fliegengenen ist ein sehr wichtiger Ansatz zur
Identifizierung homologer Gene bei Vertebraten, der sich auf die
Ahnlichkeiten zwischen diesen so offensichtlich unterschied-
lichen Organismen stiitzt. Um die Entwicklung von Wirbeltie-
ren zu verstehen, miissen zusitzlich zu den Genen, die Fliegen
und Fischen gemeinsam sind, vor allem die Wirbeltier-spezifi-
schen Gene untersucht werden. Um Unterschiede zu finden und
um sie erkldren zu konnen, sind die beim Zebrafisch gefundenen
Mutanten ein wichtiger Ausgangspunkt, von dem aus funda-
mentale biologische und medizinische Probleme mit genetischen
Mitteln untersucht werden koénnten.

Ich méchte meinen Mitarbeitern fiir ihr Mitwirken danken : fiir
ihr Geschick, ihr Verstdndnis, fiir ihre Gedanken und ihr grofles
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stiitzung. Auch méchte ich Siegfried Roth, Stefan Schulte-Mer-
ker, Stefan Meyer, Darren Gilmour, Nancy Hopkins, Peter Over-
ath, Michael Granato und Judith Kimble fiir Kritik und Hilfe bei
der Fertigstellung dieses Manuskripts danken.
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