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Verhaltensgenetik

Die Zebrafisch fgfrla-Mutante zeigt
eine genetische Basis der Aggression

B Unter einem , Verhaltenssyndrom* fasst
man Gruppen von zwei oder mehr Verhal-
tensweisen zusammen, die sich unter ver-
schiedenen Umweltbedingungen in dhnlicher
Weise auspragen. Mit diesem Konzept kann
man schlecht angepasste Verhaltensweisen
erklaren; es ist aber eher ratselhaft, wenn
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We show that mutation of fibroblast growth factor receptor 1a simulta-
neously increases aggression, boldness and exploration in adult zebra-

fish. Reduction of Fgf signalling is correlated with a reduction of histami-  man es aus einem evolutioniren Blickwinkel
ne levels in the mutant brain. Pharmacological increase of histaminergic betrachtet. Die Abwesenheit gekoppelter Ver-
signalling rescues the behavioural phenotype. This work demonstrates haltensweisen hitte fiir Tiere einen selektiven

Vorteil, da sie sowohl eine optimale Anpas-
sung an die Umwelt erlaubt [1], als auch in
jeder Situation eine angemessene Auspra-
10.1007/512268-012-0143-6 gung der Verhaltensweise ermdglicht (z. B.
© Springer-Verlag 2012 Aggressionen gegeniiber Rivalen zu zeigen,
aber nicht gegentiber Nachkommen oder Part-
nern).

In einer bahnbrechenden Untersuchung
beschrieb Felicity Huntingford 1976 erstma-
lig das Aggressions-Verwegenheits-Syndrom
in Stichlingen (Gasterosteus aculeatus) [2].
Sie identifizierte eine positive Korrelation zwi-
schen Aggression und Verwegenheit in einer
Fischpopulation: Aggressive Tiere sind auch
verwegener (weniger dngstlich) und in einer
neuen Umgebung neugieriger. Aggression,
gekoppelt mit Verwegenheit, wurde auch in

Saugern, Vogeln und anderen Fischen
beschrieben. Eine derartige Kopplung von
Verhaltensweisen kann durch zwei Mecha-
nismen verursacht sein: durch die pleiotrope
Wirkung eines Gens, das gleichzeitig ver-
schiedene Verhaltensweisen beeinflusst [3],
oder durch die Notwendigkeit fiir ein Tier,
sich optimal an seine Umwelt anzupassen [4].
Im Zebrafisch (Danio rerio) schwankt die
Beziehung zwischen Aggression und Verwe-
genheit in Abhangigkeit von dem jeweils
betrachteten Stamm [5]. Zebrafische zeigen
ihre Aggression durch das Aufrichten der
Flossen, durch schnelles Schwimmen fiir eine
<« Abb. 1: Darstellung aggressiven Verhaltens
beim Zebrafisch. Die Bilder zeigen charakteristi-
sche aggressive Interaktionen mit einem Spie-
gel (an der linken Seite). Weitere Erklarungen
im Text.
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that a single genetic locus can link three components of the aggression-
boldness behavioural syndrome.
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kurze Zeit, durch das Schlagen mit dem
Schwanz und durch den Versuch, einen Riva-
len zu beiBen (Abb. 1). Man kann Aggression
sowohl in mannlichen als auch in weiblichen
Fischen beobachten, abhdngig von den Zucht-
bedingungen und der Komplexitdt des
Lebensraums. Verwegenheit kann man durch
die Zahl der Anndaherungsversuche an ein
neues Objekt im Aquarium bestimmen [6].
Aus diesen Tatsachen konnen wir zundchst
schlieBen, dass beide Verhaltensweisen unter
genetischer Kontrolle stehen [5, 6].

Das Verhalten der spd-Mutanten

In diesem Kontext untersuchten wir spie-
geldanio (spd), eine Zebrafisch-Mutante mit
verminderter Funktion des Rezeptors 1a fiir
Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (Fgfrla) [7].
Wiéhrend der taglichen Betreuung der Fische
beobachteten wir, dass die spd-Mutanten eine
verstarkte Neigung zeigten, andere Fische zu
toten oder zu beiBen. Um diese Beobachtung
zu quantifizieren, haben wir das aggressive
Verhalten gemessen, indem wir die Interak-
tionen mit einem Spiegel analysierten (Abb.
2A, [8]). Zebrafische sind nicht in der Lage,
ihr eigenes Spiegelbild zu erkennen, und so
greifen sie es an, als ob ein Rivale im Aqua-
rium ware. Homozygote spd-Mutanten sind
deutlich aggressiver als Wildtyp-Zebrafische
und verbringen mehr Zeit damit, gegen den
Spiegel zu beiBen oder dagegen zu driicken
(p = 0,04; Wildtyp: n = 12, spd-Mutanten:
n = 10; Abb. 2D, G). Um , Verwegenheit“ zu
testen, haben wir die Zeitdauer gemessen,
die der Fisch in der Nédhe eines neuen Objekts
im Aquarium verbringt (ein Plastikmodell
eines Raubfisches; Abb. 2B). Homozygote
spd-Fische hielten sich im Vergleich mit dem
Wildtyp signifikant 1danger im Umkreis einer
Korperlidnge des neuen Objekts auf (p = 0,04;
Wildtyp: n = 19, spd-Mutanten: n = 17; Abb.
2E, H). Als Néchstes untersuchten wir die
Neugierde in einer neuen Umgebung, einem
groBen T-formigen Aquarium (Abb. 2C). Wir
zeichneten die Zeitdauer auf, die der Fisch
bendtigte, um bis auf eine Korperlange an
das jeweilige Ende des Aquariums zu
schwimmen. Homozygote spd-Mutanten
erkundeten diese Umgebung in signifikant
kiirzerer Zeit als ihre Wildtyp-Geschwister
(p =0,0003; Wildtyp: n = 10, spd-Mutanten:
n = 10); sie zeigten also eine erhohte Neu-
gierde (Abb. 2F, I). Eine Storung des Fgf-
Signalweges in den spd-Fischmutanten ist
also mit einer gleichzeitigen Zunahme von
Aggression, Verwegenheit und Neugierver-
halten verbunden.
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A Abb. 2: Die Mutante spiegeldanio ist aggressiver, verwegener und neugieriger als Wildtyp-
Fische. A, Bild eines Aquariums zum Messen aggressiven Verhaltens (Seitenansicht). Der Spiegel
ist an der rechten Seite der Anlage angebracht. B, Bild eines Aquariums zum Messen von Verwe-
genheit gegeniiber einem neuen Objekt, das rechts zu sehen ist (Ansicht von oben). C, Bild eines
Aquariums zum Messen von Neugierverhalten (Ansicht von oben). D-F, reprasentative Bildspur
des Schwimmverhaltens eines Wildtyp-Fisches in der Messanordnung fiir Aggression (D), fiir neue
Objekte und Verwegenheit (E) und fiir Neugierde (F). G-I, reprasentative Bildspur des Schwimm-
verhaltens einer spd-Mutante in der Messanordnung fiir Aggression (G), fiir neue Objekte und Ver-

wegenbheit (H) und fiir Neugierde (I).

Veréanderungen im Gehirn
der spd-Mutanten

Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (Fgf) sind
wichtige Signalmolekiile. Um den Defekt im
Fgf-Signalweg in den spd-Mutanten zu unter-
suchen, analysierten wir die Aktivitat von
zwei Genprodukten, die die Fgf -Aktivitdt im
erwachsenen Gehirn umsetzen, die Phos-
phatase-Aktivitdt von DUSP6 (dual specificity
phosphatase 6) und die Menge der phospho-
rylierten Form von ERK, pERK (phosphoryla-
ted extracellular signal-regulated kinase). Wir
beobachteten eine Verminderung sowohl der
DUSP6-Expression (durch in situ-Hybridisie-
rung) als auch der pERK-Menge (durch
Immunfluoreszenz) innerhalb des Nucleus
periventricularis im Hypothalamus. Der
Hypothalamus ist eine wichtige Gehirnregion,
die mit dem endokrinen System im Austausch
steht und viele Verhaltensweisen kontrolliert.
Interessanterweise wurde der Nucleus peri-
ventricularis bereits frither mit der Kontrolle
aggressiven Verhaltens in Fischen in Verbin-
dung gebracht. Elektrische Reizung dieser
Region des Hippocampus im Blauen Sonnen-

barsch (Lepomis machrochirus) bewirkt eine
Zunahme aggressiven Verhaltens [9].

Die spd-Mutanten haben erniedrigte
Histaminspiegel

SchlieBlich untersuchten wir Neurotransmit-
terwege, die die Fgf-Signalkette im Hypotha-
lamus und die beobachteten Verhaltensan-
derungen verbinden kénnten. Mithilfe der
quantitativen Real-Time-PCR (qRT-PCR)
bestimmten wir die Expression von 40 Kom-
ponenten des Dopamin-, Serotonin-, Nora-
drenalin- und des Histaminweges. Zwar zeig-
te die Mehrzahl der Gene keine Unterschiede
in ihrer Expression, aber das Gen, das die
Histamin-N-Methyltransferase (hnmt) codiert,
war in den spd-Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp signifikant hochreguliert (Faktor
1,06; p=0,007; n = 10 Gehirne pro Genotyp).
Hnmt beendet die Histamin-Signalwirkung
im Gehirn; dazu methyliert es Histamin (HA)
zu N-Methylhistamin. Die Analyse der
Neurotransmitterkonzentrationen mithilfe
eines Radioimmunoassays und mit einem HA-
spezifischen Antikorper bestétigte die Ernie-
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drigung der HA-Konzentration, und zwar um
45 Prozent (p = 0,0001; n = 5 Gehirne pro
Genotyp).

Wir behandelten schlieBlich die homozy-
goten spd-Mutanten mit einer nicht sedie-
renden Dosis eines hnmt-Inhibitors, Tacrin-
hydrochlorid (kurz: Tacrin) [10], und beob-
achteten einen Anstieg der HA-Konzentration
im Gehirn; die Histaminkonzentration in den
Tacrin-behandelten Mutanten unterscheidet
sich nicht von den behandelten Wildtyp-
Fischen. Die Verhaltenstests zeigten, dass die
Behandlung mit Tacrin in den Wildtypen
weder das aggressive noch das verwegene
Verhalten gegeniiber neuen Objekten beein-
flusst; es verminderte diese Verhaltenswei-
sen aber in homozygoten spd-Mutanten. Die
Tacrin-Behandlung erhéhte ebenso die Erkun-
dungszeit in Wildtypen und homozygoten
spd-Mutanten und bringt damit beide Geno-
typen auf dasselbe Niveau.

Fazit

Die Verhaltensanalyse der Zebrafischmutan-
te spd wirft mehrere interessante Fragen auf,
die mit der Bildung und Aufrechterhaltung
der Verhaltenssyndrome verbunden sind:
Erstens haben wir gezeigt, dass die Modifi-
kation eines einzigen Gens, fgfrla, ausrei-
chend ist, um gleichzeitige Veranderungen in
drei Verhaltensweisen zu erzeugen (pleiotro-
per Effekt). Dennoch kann, wie in einer kiirz-
lichen Studie an Stichlingen gezeigt wurde,
die Korrelation zwischen Aggression und Ver-
wegenheit in Abhdngigkeit der Umgebung
variieren, in der die Fische getestet wurden
[4]. Es erscheint deshalb wahrscheinlich, dass
eine Kombination von genetischen Bedin-
gungen und Umweltbedingungen die Ausbil-
dung von Verhaltenssyndromen bewirkt.
Zweitens: Obwohl die Fgf-Signalwirkung in
den spd-Mutanten lebenslang vermindert ist,
hat diese Abnahme scheinbar keine Auswir-
kung auf die Lebensspanne der Fische,
zumindest nicht unter Laborbedingungen.
AuBerdem werden die Veranderungen im Ver-
halten der erwachsenen Tiere nicht von
embryonalen Entwicklungsstérungen beglei-
tet.

Obgleich verstirkte Aggression manchmal
als eine negative Eigenschaft angesehen wird,
konnte man das offensichtliche Fehlen nega-
tiver Konsequenzen so verstehen, dass der
spd-Verhaltensphdnotyp eher ein extremes
Beispiel gewohnlichen Verhaltens darstellt.
SchlieBlich erscheint der spd-Verhaltenspha-
notyp zumindest teilweise dadurch verursacht
zu sein, dass die Histamin-Signalkette im
Gehirn vermindert ist. Histamin wurde schon
frither mit verschiedenen Verhaltensweisen in
Verbindung gebracht; dazu gehoren Schlaf-
Wach-Zyklen, Aggression, Neugierverhalten
und Verwegenheit. So konnte Histamin eher
als ein allgemeiner Regulator von Gehirn-
aktivitdten wirken, ohne dabei spezifische
Verhaltensweisen zu beeinflussen. Im Zusam-
menhang mit einer Vielzahl kiirzlich verof-
fentlichter Studien iiber das Verhalten von
Zebrafischen zeigt diese Arbeit, dass erwach-
sene Zebrafische auch ideale Modellorganis-
men sind, um den Einfluss von Genen auf das
Verhalten zu untersuchen [11]. |
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