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1. Einleitung 

1.1 G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren (GPCR) 

Rezeptoren sind Proteine, die nach Aktivierung durch einen Agonisten eine 

Signalkaskade aktivieren, welche zur Folge hat, dass zelluläre Funktionen 

gehemmt oder initiiert werden. Man unterscheidet zwischen membranständigen 

und intrazellulären Rezeptoren. Eine Gruppe in der Rezeptorfamilie sind die G-

Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR). Sie bilden mit ihren über 800 

verschiedenen Mitgliedern die umfangreichste Proteinsuperfamilie im 

menschlichen Genom [1,2]. GPCRs sind essenziell für die Regulation zahlreicher 

physiologischer Prozesse und durch ihre Membranständigkeit gut erreichbar. 

Dies macht sie zu beliebten Zielstrukturen für die pharmakologische Therapie. 

GPCRs werden anhand ihrer Sequenzhomologie in sechs unterschiedliche 

Gruppen unterteilt: 

 Klasse A: Rhodopsin-ähnliche Rezeptoren 

 Klasse B: Sekretinrezeptor-Familie 

 Klasse C: Metabotrope Glutamate/Pheromone 

 Klasse D: Fungal-mating-Pheromonrezeptoren 

 Klasse E: Zyklische AMP-Rezeptoren (cAMP) 

 Klasse F: Frizzled/Smoothened (Wnt-Signalweg) 

Nur vier dieser sechs Klassen kommen beim Menschen vor (A, B, C und F). Die 

umfangreichste Gruppe ist die Klasse A mit über 700 G-Protein-gekoppelten-

Rezeptoren [3]. Fast die Hälfte davon sind für den Geruch- und Sehsinn 

verantwortlich. Die andere Hälfte sind nicht-sensorische Rezeptoren. 

1.1.1 Adrenozeptoren 

Die Zielstrukturen, die für diese Arbeit relevant sind, sind die sogenannten 

Adrenozeptoren. Sie gehören der Rezeptorklasse A an. Es gibt zwei Arten von 

adrenergen Rezeptoren: die α-Adrenozeptoren sowie die β-Adrenozeptoren. Ihre 
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endogenen Liganden sind Adrenalin und Noradrenalin, die sie mit 

unterschiedlicher Affinität binden [4].  

Adrenozeptoren werden häufig in Verbindung mit dem bekannten Merkspruch 

„fight or flight“ gebracht. Damit ist gemeint, dass Lebewesen, die über diese 

Rezeptorklasse verfügen, in einer Gefahren- oder Stresssituation 

Energiereserven freisetzen und dafür der Fokus von der allgemeinen 

Homöostase abnimmt. Alle in dem Moment nicht überlebensnotwendigen 

Funktionen, beispielsweise der Vorgang der Verdauung, wird auf ein Minimum 

zurückgefahren. Was früher noch der Anblick eines Säbelzahntigers für den 

Urmenschen war, ist heute der Moment vor einer Prüfung, einem Wettkampf oder 

der Besuch beim Zahnarzt. Dies geschieht über folgenden Mechanismus: die 

Amygdala sendet Signale an die beiden Nebennieren. Als Antwort darauf 

schüttet die Nebennierenrinde das Glukokortikoid Cortisol aus und das 

Nebennierenmark schüttet das Katecholamin Adrenalin sowie zu einem 

geringeren Anteil auch Noradrenalin aus. Der Hauptanteil von Noradrenalin wird 

im zentralen Nervensystem beziehungsweise in den postganglionären Neuronen 

des Sympathikus gebildet und wirkt als Neurotransmitter. Adrenalin und 

Noradrenalin aus dem Nebennierenmark werden direkt in den Blutkreislauf 

ausgeschüttet und wirken als Hormone. Sie dienen in Gefahrensituationen zur 

Aufrechthaltung des Kreislaufs, indem sie unter anderem die Herzfrequenz und 

den Blutdruck steigern [5,6].  

Je nach Lokalisation und Subtyp des Adrenozeptors kann es entgegengesetzte 

Wirkungen geben. Beispielsweise kommt es durch eine Aktivierung der α1-

Rezeptoren zu einer Kontraktion der glatten Muskulatur im Gastrointestinaltrakt 

und in der Haut und damit einhergehend auch eine Vasokonstriktion. Gleichzeitig 

kommt es durch Aktivierung von β2-Rezeptoren am Herzen und in der 

quergestreiften Muskulatur zu einer Vasodilatation der Gefäße. Dies hat den 

Effekt, dass das Blut aus der Peripherie zentralisiert wird. Die Ursache für die 

unterschiedlichen Wirkungen der Adrenozeptoren ist, dass sie mit verschiedenen 

G-Proteinen gekoppelt sind, welche die Induktion von unterschiedlichen ‚second 

messenger‘-Systemen kontrollieren [7].  
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Es wird grundsätzlich eingeteilt in α1- und α2-Adrenozeptoren sowie in β1-, β2- 

und β3-Rezeptoren (Abbildung 1) [8]. 

 

Abbildung 1: α- und β-Rezeptoren in einer Doppellipidmembran 

Die zwei Hauptliganden der α- und β-Rezeptoren, Noradrenalin und Adrenalin, sind oberhalb 
einer Doppellipidmembran dargestellt, in welcher exemplarisch die fünf Adrenozeptoren α1, α2, 
β1, β2 und β3 eingebettet sind. Die Farben der Liganden sind nur zur besseren Unterscheidung 
ausgewählt worden. Die Affinität der Agonisten zu den einzelnen Rezeptoren ist unterschiedlich 
und wird hier als schwache Affinität (gestrichelte Linie), moderate Affinität (dünne Linie) oder 
starke Affinität (breite Linie) dargestellt. Unterhalb der Doppellipidmembran zeigt die Tabelle das 
häufigste Vorkommen beziehungsweise die jeweilige Funktionsweise. ZNS = zentrales 
Nervensystem; PNS = peripheres Nervensystem; NA = Noradrenalin. 

 

1.2 Therapeutischer Nutzen von Adrenozeptorantagonisten und -

agonisten 

In einem bisher unveröffentlichten Substanz-Screen der Arbeitsgruppe Philipp 

wurde herausgefunden, dass Antagonisten des β3-Rezeptors Zilien-abhängige 

Prozesse modulieren können. Da die Knochen- und Knorpelentwicklung 

mindestens teilweise von Zilien abhängig ist [9–11], war das Ziel dieser Arbeit 

herauszufinden, ob die Aktivität von β-Adrenozeptoren Knorpel- und 

Knochenentwicklung beeinflussen könnte. Um diese Hypothese zu testen, wurde 

der Zebrabärbling als Modellorganismus herangezogen, der im Folgenden 
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genauer beschrieben wird. Für die Modulation von β-adrenergen Rezeptoren 

stehen der Wissenschaft umfangreiche Substanzen zur Verfügung. 

Die Pharmaindustrie hat GPCRs als wichtige Zielstrukturen bereits seit langer 

Zeit entdeckt. In der Tat wirken 34% aller auf dem Markt erhältlichen 

Medikamente, die durch die FDA (US Food and Drug Administration) bewilligt 

worden sind, über GPCRs [12]. Die wohl bekanntesten Vertreter sind die β-

Rezeptorblocker, im allgemeinen Sprachgebrauch auch β-Blocker genannt. 

Dazu gehören beispielsweise Atenolol, Bisoprolol und Metoprolol. Alle drei 

wirken selektiv auf β1-Adrenozeptoren [7]. Diese Art von Arzneistoffen blockieren 

je nach ärztlich gestellter Indikation selektiv oder unselektiv β-Adrenozeptoren. 

Sie wirken als Antagonisten. Das bedeutet, dass sie an bestimmte Zielmoleküle 

binden, hier die β1-Adrenozeptoren, und die Effekte ihrer natürlichen Liganden 

aufheben.  

β1-selektive Antagonisten haben eine hohe Kardioselektivität und sind daher bei 

koronaren Herzkrankheiten, arterieller Hypertonie oder Herzrhythmusstörungen 

indiziert [13]. β2-selektive Antagonisten haben keinen klinischen Nutzen und sind 

dementsprechend auch nur zu experimentellen Zwecken zugelassen [14]. β3-

Antagonisten, wie das in dieser Arbeit benutzte SR59230A oder L-748,337, 

werden bisher nur experimentell verwendet. Jüngste Forschungen haben aber 

gezeigt, dass die Blockade von β3-adrenergen Rezeptoren einen negativen 

Einfluss auf das Tumorwachstum von Melanomen haben soll [15]. 

Auch α-Adrenozeptoren können medikamentös blockiert werden. Die α-Blocker 

werden ebenfalls bei Erkrankungen wie der benignen Prostatahyperplasie und 

der arteriellen Hypertension (α1-Adrenozeptor) und bei der erektilen Dysfunktion 

(α2-Adrenozeptor) verwendet [16].  

Im Gegensatz können die Adrenozeptoren auch stimuliert werden mittels 

Sympathomimetika. Diese sogenannten Agonisten bewirken an ihren 

Zielmolekülen einen ähnlichen oder identischen Effekt wie die natürlichen 

Liganden. 
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β1-Sympathomimetika sind aus der Notfallmedizin bekannt. Sie werden bei 

akuten Herzinsuffizienzen eingesetzt und wirken positiv inotrop [17]. β2-

Sympathomimetika sind Arzneistoffe, die auf β2-Adrenozeptoren eine 

stimulierende Wirkung haben. Diese zeigen vor allem Wirkung an der glatten 

Muskulatur der Bronchien und des Uterus, wodurch es zu einer Muskelrelaxation 

kommt [18]. Hauptindikationen für solche Substanzen wie Formoterol sind hier 

das Asthma bronchiale und die chronisch obstruktive Lungenkrankheit (COPD). 

Bei den β3-Adrenozeptor-Agonisten wurde bisher nur Mirabegron zugelassen, 

ein Arzneimittel, welches bei einer hyperaktiven Blase eingesetzt wird [19]. 

α-adrenerge Rezeptoren können ebenfalls mittels Agonisten manipuliert werden. 

α1-Sympathomimetika bewirken unter anderem eine lokale Vasokonstriktion, 

welche bei einer Rhinitis indiziert sein kann. α2-Sympathomimetika bewirken 

durch Stimulierung der Rezeptoren eine negative Feedbackschleife, wodurch 

Katecholamine vermindert sezerniert werden. Dies hat eine Blutdrucksenkende 

Wirkung [20]. 

 

1.3 Zebrabärbling 

Der Zebrabärbling (Danio rerio), umgangssprachlich häufig auch Zebrafisch 

genannt, ist ein seit den 1970er Jahren etablierter Modellorganismus in der 

Genetik und Erforschung pathologischer Entwicklungsprozesse. George 

Streisinger und sein Laborteam gelten zu den Ersten, die Zebrabärblinge für 

Forschungszwecke verwendet haben [21]. Er und seine Kollegin Charline Walker 

erforschten, wie genetische Mutationen Auswirkung auf das Nervensystem 

haben und setzten Standards in Haltung und Züchtung der Fische [22]. 

Der große Vorteil dieser Tiere für die Forschung sind die geringe Körpergröße 

von drei bis vier Zentimeter und der damit einhergehende geringe Platzbedarf 

(Abbildung 2), die kurze Generationszeit von zwei bis drei Monate [23] und die 

ausreichend hohe Anzahl an Eiern (100 – 200 Stück pro Weibchen). Besonders 

die schnelle, extra-uterine Entwicklung bietet Vorteile im Vergleich zu anderen 

Modellorganismen. Bereits 24 Stunden nach Fertilisation setzt der Herzschlag 

und somit die Blutzirkulation ein. Zebrabärblinge im Embryonen- und 
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Larvenstadium sind optisch transparent, bis die Pigmentierung nach einigen 

Tagen einsetzt. Dadurch lassen sich die Organ-, Gewebeentwicklung und 

Phänotypen in vivo und in Echtzeit mit Lichtmikroskopen beobachten.  

 

Abbildung 2: Zebrabärblinge in Paarungsbecken 

In der Abbildung sieht man Zebrabärblinge in einem Verpaarungsbecken. Viele männliche und 
einige wenige weibliche Exemplare befinden sich im Becken. Die Weibchen erkennt man an ihren 
ausgeprägten Bäuchen. Der ansteigende Boden imitiert den Uferbereich eines Gewässers, 
welches der bevorzugte Bereich zur Verpaarung von Zebrabärblingen in freier Wildbahn ist.  

 

Außerdem besteht eine im Vergleich zu invertebraten Modellorganismen wie der 

Fruchtfliege (Drosophilia melanogaster) oder dem Fadenwurm (Caenorhabditis 

elegans) große Ähnlichkeit von Entwicklung und Morphologie der Organe zum 

Menschen. 72 Stunden nach Fertilisation ist die Embryogenese beendet und 

bereits 96 Stunden nach Fertilisation sind die meisten Organe, einschließlich des 

kardiovaskulären Systems, der Leber und der Nieren, voll entwickelt [24]. Dieser 

Entwicklungsstand ist vergleichbar mit drei Monate alten menschlichen 

Embryonen [23]. Zebrabärblinge werden heutzutage auch zur Entwicklung und 

Erforschung von Arzneimittel angewendet [25]. Dabei werden die potenzielle 

Eignung sowie die mögliche Toxizität herausgestellt [26]. Die Fische nehmen die 

Substanzen anfangs direkt über die Haut, danach zusätzlich auch über die 

Kiemen auf und ab 72 Stunden nach Fertilisation ist auch eine perorale 

Aufnahme möglich [26]. 
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Neben den bereits anfangs genannten Vorteilen der Zebrabärblinge als 

Modellorganismus existiert noch ein weiteres ausschlaggebendes Merkmal: die 

hohe Genomähnlichkeit zwischen Mensch und Zebrabärbling. Die gemeinsam 

Abstammungslinie von Zebrabärblingen und Säugetieren habe sich vor circa 420 

Millionen Jahren getrennt [27]. Circa 71,4 % aller menschlichen Protein-

codierenden Gene haben mindestens einen Ortholog beim Zebrabärbling [28]. 

Es wurden mehr als 26000 protein-codierende Gene analysiert und 

nachgewiesen [29]. Das ist die größte Anzahl aller bisher sequenzierter 

Wirbeltiere [28]. 

Durch gezielte Genstörungen und dadurch entstehende Genmutationen können 

Phänotypen hervorgerufen werden, wodurch einzelnen Genen eine Verbindung 

zu bestimmten Erkrankungen nachgewiesen werden kann. Dies ist bereits bei 38 

% aller protein-codierenden Gene festgestellt worden, wie Kettleborough et al 

berichteten [30]. Diese Erkrankungen haben häufig große Ähnlichkeit zu 

menschlichen Erkrankungen. Howe et al haben 2013 die Liste der menschlichen 

Gene und ihrer Mutationen, welche in der ‚Online Mendelian Inheritance in Man‘ 

- Datenbank seit 1985 gesammelt wird [31], mit den menschlichen Genen, die 

mindestens einen Ortholog in Zebrabärblingen haben, verglichen. Von den 

damals 3176 gelisteten Genen in der OMIM – Datenbank hatten 2601 (82 %) 

mindestens einen Zebrabärbling – Ortholog [28]. Dies zeugt abermals von der 

passenden Wahl des Zebrabärblings als Modellorganismus zur Erforschung 

menschlicher Erkrankungen. Es ist bereits viel Forschung in Richtung kardialer 

Entwicklung und Regeneration [32], Krebs [33], Nozizeption [34] und 

Angiogenese [35] geschehen. Auch die Entwicklung von Knochen und Knorpel 

ist sehr ähnlich zwischen Menschen und Zebrabärblingen. Beispielsweise ist der 

menschliche Transkriptionsfaktor Sox9 wichtig für die Osteo- und 

Chondrogenese [36]. Zebrabärblinge verfügen hingegen über die Co-Orthologe 

sox9a und sox9b. Yan et al haben in ihren Versuchen herausgefunden, dass eine 

Mutation beziehungsweise Deletion dieser Gene zu skelettalen Missbildungen 

und teilweise fehlenden Ohren führt [37]. 
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1.4 Knochen- und Knorpelentwicklung 

Der menschliche Körper hat einen aktiven und einen passiven 

Bewegungsapparat. Der aktive Teil besteht aus der Skelettmuskulatur, der 

passive Teil setzt sich zusammen aus Knochen und Bindegewebsstrukturen, wie 

zum Beispiel Knorpel und Bänder. Das harmonische Zusammenspiel beider 

Anteile ist essenziell für ein physiologisches Funktionieren des Körpers. 

Der Mensch besitzt 213 Knochen [38], wobei die Angaben je nach Quelle 

zwischen 206 und 214 variieren können. Knochen bestehen zu 10 % ihres 

gesamten Volumens aus Knochenzellen [38]. 90 % davon machen Osteozyten 

aus [39]. Osteozyten sind Osteoblasten, die von Osteoid - das ist die organische 

Grundsubstanz, die von anderen Osteoblasten produziert worden ist und 

mineralisiert werden kann - bedeckt sind und damit inaktive Zellen sind. Neben 

diesen beiden Zellarten gibt es noch die multinukleären Osteoklasten, die für den 

Abbau der Knochensubstanz sorgen. Makroskopisch unterteilt man den 

Knochenaufbau in äußere Kompakta und innere Spongiosa. Beide 

Knochensubstanzen unterscheiden sich in Dichte, metabolischer Aktivität und 

Aufbau [40]. 

Knochen erfüllen verschiedene Aufgabenbereiche wie beispielsweise der 

Stützfunktion. Sie bilden das Gerüst des Körpers beziehungsweise das 

wortwörtliche Skelett des Menschen. Sie sind der Ansatz oder Ursprung für 

Muskeln und Sehnen. Knochen sind dabei nicht nur statisch, sondern passen 

sich dynamisch den äußeren Einflüssen an. Je nach Reiz bildet sich neue 

Knochenhartsubstanz oder sie wird abgebaut. Dabei ist die Art des Reizes 

ausschlaggebend: Zug- und moderate Druckkräfte sind physiologisch für den 

Knochen. Pathologisch für Knochen sind hingegen sehr hohe Druckkräfte oder 

gar keine Belastung (z.B. durch lange Bettlägerigkeit oder Immobilität im Alter) 

[41]. Diese führen auf Dauer zu Knochenabbau.  

Zusätzlich bieten einige Knochen eine Schutzfunktion. Der knöcherne Thorax 

umschließt lebenswichtige Organe wie die beiden Lungenflügel und das Herz 

und sorgt dafür, dass durch äußere Einflüsse, wenn diese moderat sind, keine 
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direkten Traumata entstehen können. Das gleiche gilt für die Schädelknochen, 

die das Gehirn schützen.  

Die dritte wichtige Funktion von Knochen ist der Mineralspeicher. 50 - 70 % eines 

Knochens sind anorganische Bestandteile, 20 – 40 % sind organischer Natur, 5 

– 10 % bestehen aus Wasser und weniger als 3 % aus Lipiden [42]. Der Großteil 

des anorganischen Teils besteht aus Hydroxyapatit (Ca10(PO4)6(OH)2), also 

Calcium und Phosphat, aber auch aus Natrium und Magnesium [39,43]. Dieser 

anorganische Teil des Knochens ist für seine hohe Festigkeit verantwortlich [44]. 

Die vierte Funktion ist die Blutbildung im Knochenmark. Knochenmark besteht 

aus den Spongiosabälkchen und der dazwischenliegenden Matrix, die sich aus 

pluripotenten hämatopoetische Stammzellen, unreifen und reifen Blutzellen, 

Adipozyten und retikulärem Bindegewebe zusammensetzt. Je nach Anteil der 

Zellen wird zwischen gelbem Knochenmark (hoher Fettanteil, inaktiv, keine 

Beteiligung an Blutbildung) und rotem Knochenmark (hoher Anteil an Blutzellen, 

aktiv an der Hämatopoese beteiligt) unterschieden [45]. 

 

1.4.1 Arten der Knochenbildung 

Grundsätzlich gibt es zwei Arten, wie ein Knochen entstehen kann. Entweder 

durch die sogenannte desmale Ossifikation oder durch chondrale Ossifikation 

(Abbildung 3) [46]. Bei beiden Varianten entsteht am Ende des Prozesses 

Geflechtknochen. Zu Beginn sind undifferenzierte Mesenchymzellen vorhanden.  

Bei der desmalen Ossifikation, auch direkte Ossifikation genannt, verdichten sich 

Mesenchymzellen und differenzieren dann direkt zu Osteoblasten, welche dann 

die Knochenmatrix (Osteoid) bilden. Desmale Ossifikation findet beim Menschen 

vor allem an den Schädelknochen statt aber auch in der Maxilla, Mandibula und 

Clavicula [47]. Das Knochenwachstum erfolgt dann über appositionelles 

Wachstum [48]. 

Die meisten Knochen des Menschen entstehen durch chondrale Ossifikation, 

auch indirekte Ossifikation genannt. Hier differenzieren die Mesenchymzellen, 

die sich bereits zu der Form des späteren Knochens verdichtet haben, zuerst zu 
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Chondrozyten [49]. Diese bilden das hyaline Primordialskelett. Im Laufe der 

Entwicklung werden die Chondrozyten hypertroph und gehen durch Apoptose 

unter und werden resorbiert. Osteoblastische Progenitorzellen, Osteoklasten und 

Endothelzellen wandern ein und bilden Kortikalis und Spongiosa. Es entsteht der 

primäre Knochen (=Geflechtknochen). Dabei handelt es sich um unreifen 

Knochen, der nur in der embryonalen Entwicklung oder bei einer Frakturheilung 

entsteht. Die Knochengrundsubstanz ist noch ungeordnet und die Kollagenfasern 

und Gefäße haben keine definierte Ausrichtung. Außerdem verfügt der 

Geflechtknochen nur über eine geringe mechanische Festigkeit im Vergleich zum 

späteren Lamellenknochen. Dieser entsteht sukzessiv durch Umbau und 

Reorganisation des primären Knochens nach der Geburt beziehungsweise nach 

einer Fraktur. Die chondrale Ossifikation wird beim Menschen unterschieden in 

peri- und endochondrale Ossifikation. Bei der perichondralen Ossifikation beginnt 

die Verknöcherung des Primordialskeletts von außen und bei der 

endochondralen Ossifikation beginnt sie aus dem Inneren heraus. 

 

1.4.2 Längenwachstum von Knochen 

Während der Kindheit und des frühen Erwachsenseins wächst Knochen in 

longitudinaler und radialer Richtung [42]. Das Wachstum der langen 

Röhrenknochen in radiale Richtung sowie der kurzen und platten Knochen erfolgt 

durch periostale Apposition. Osteoblasten bilden Osteoid auf dem Periost, 

welches später mineralisiert wird [48]. Das Längenwachstum der Röhrenknochen 

hingegen erfolgt über eine sogenannte Wachstumsplatte. Diese befindet sich 

zwischen dem mittleren Stück (Diaphyse) und dem Endstück (Epiphyse). Die 

Wachstumsplatte besteht aus Chondrozyten, die sich in verschiedenen 

Abschnitten dieses Bereichs in unterschiedlichen Differenzierungsgraden 

befinden. Auf der Seite der Epiphyse ist die Reservezone, die aus 

undifferenzierten Chondrozyten besteht. Auf der Seite der Diaphyse ist die 

Öffnungszone. Hier gehen die bereits hypertrophen Chondrozyten durch 

Apoptose unter. Anschließend wandern Osteoblasten in die entstandenen 

Hohlräume ein und ossifizieren [48].  
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Abbildung 3: Verschiedene Arten der Ossifikation 

Anhand der Grafik soll veranschaulicht werden, welche Möglichkeiten der Ossifikation vorhanden 
sind. Exemplarisch dafür ist auf der linken Seite eine Skizze eines langen Röhrenknochens, die 
in der Regel chondral ossifizieren, und auf der rechten Seite eine Skizze eines Schädels mit blau 
gekennzeichnetem Os frontale sinistrum abgebildet. Die meisten Knochen des Neurokraniums 
ossifizieren desmal. Es wird deutlich, dass bei beiden Varianten anfangs ein Grundgerüst aus 
Mesenchymzellen besteht (hier in blauer Farbe dargestellt). Diese wandeln sich bei der 
chondralen Ossifikation in Chondrozyten (hier in gelber Farbe) und später in Osteoblasten und -
klasten. Bei der der desmalen Ossifikation wandeln sich die Mesenchymzellen ohne 
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Zwischenstufe in Knochenzellen um. Bei beiden Varianten entsteht so am Ende primärer 
Geflechtknochen, der sich durch Umbauvorgänge später in lamellären Knochen umwandelt. 

 

Die Ossifikation bei Zebrabärbling ist grundsätzlich ähnlich. Die erste Ossifikation 

beginnt 72 bis 96 Stunden nach Fertilisation und ist mit zwei bis vier Monaten 

beendet [50]. Knochen können ebenfalls über desmale Ossifikation entstehen. 

Bei Zebrabärblingen macht diese Art jedoch den Hauptanteil aller ossifizierenden 

Strukturen aus [50]. Die chondrale Ossifikation macht den kleineren Anteil aus. 

Ähnliche Knochen können unterschiedlich ossifizieren bei Zebrabärblingen und 

Säugetieren [51]. 

In Abbildung 4 ist ein fixierter Zebrabärbling zu sehen, bei dem Knorpel- und 

Knochenstrukturen angefärbt wurden. Die für diese Arbeit wichtigsten Knorpel 

und Knochen sind der Branchiostegalstrahl, die Keratohyale, das Palato-

Quadratus und der Meckel Knorpel. All diese anatomischen Strukturen befinden 

sich im Bereich des Unterkiefers.  
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Es handelt sich in a) und b) um denselben Zebrabärbling im Alter von 5 dpf in ventraler (a) und 
lateraler (b) Ansicht. Er ist bereits mit der Doppelfärbung nach Walker und Kimmel fixiert und 
gefärbt worden. Folgende Strukturen sind beschriftet: Bb = Basibranchiale, Br = 
Branchiostegalstrahl; C = Cleithrum; EP = Ethmoidale Platte; Kb 1 - 5 = Keratobranchiale 1 – 5; 
Kh = Keratohyale; M = Meckel Knorpel; Op = Operculare; Ot = Otolithe; PQ = Palato-Quadratus. 
Legende: P = posterior; A = anterior. 

  

Abbildung 4: Anatomische Strukturen im Zebrabärbling 
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1.5 Embryonale/angeborene Knochendefekte/-

entwicklungsstörungen 

Skeletterkrankungen zählen zu den seltenen Erkrankungen. Nichtsdestotrotz 

betreffen sie knapp 1,5 % aller Geburten [52]. Die neueste und zehnte Auflage 

über genetisch skelettale Störungen des Nosology Committee of the International 

Skeletal Dysplasia Society benennt 461 unterschiedliche Erkrankungen, 

eingeteilt in 42 Gruppen [53]. Bei 425 der 461 Erkrankungen ist bekannt durch 

welche Genvariation sie ausgelöst werden. Gruppe 9 ist die Gruppe der 

„Ziliopathien mit großen skelettalen Auswirkungen“, welche 13 menschliche 

Erkrankungen umfasst. Sechs davon wurden bereits bei Zebrabärblingsmodellen 

nachgewiesen [52]. Dazu gehören unter anderem die kranioektodermale 

Dysplasie (u.a. Zahnfehlbildungen, verminderter Haarwuchs, Skelettdysplasien), 

das orofaziodigitale Syndrom Typ 2 und Typ 4 (Typ 2: Kleinwuchs, Hypoplasie 

des Mittelgesichtes, Gaumenspalte; Typ 4: Verkürzung der Beine, 

hypoplastische Mandibula, Gaumenspalte), das Kurzripp-Polydaktylie-Syndrom 

(verkürzte Rippenbögen, unterentwickelte Lunge, Vielfingerigkeit) und das Ellis-

van-Creveld-Syndrom (Thoraxdeformität, Herzfehler und ektodermale Defekte) 

[53]. Der Grund all dieser Erkrankungen liegt in der fehlerhaften Funktionsweise 

der primären Zilien. Dies zeigt erneut die Bedeutung der primären Zilien in der 

Knochen- und Knorpelentwicklung.  

Bekanntere genetisch bedingte Knochenerkrankungen sind die Osteopetrose 

und die Osteogenesis imperfecta (OI). Bei der OI ist am häufigsten die Synthese 

des Kollagen Typ I gestört, welches ein wichtiger Bestandteil der Knochenmatrix 

ist. Symptomatisch sind gehäufte Anzahl an Knochenfrakturen, weshalb die 

Erkrankung häufig auch Glasknochenkrankheit genannt wird. Menschen mit 

Osteopetrose, auch bekannt als die Marmorknochenkrankheit, leiden ebenfalls 

an höherer Frakturanfälligkeit. Die Ursache hierfür liegt aber an einer 

pathologischen Anhäufung von Knochenmatrix aufgrund einer Fehlfunktion der 

Osteoklasten.  
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2. Material und Methoden 

2.1 Zebrabärblingshaltung 

Für die Experimente wurden die Wildtyp Zebrabärblings-Linien EK und AB 

verwendet. Zebrabärblinge werden in Aquarien mit 3.5 oder 8 l Volumen in einer 

automatisierten Anlage gehalten (TECNIPLAST, IT). Wassertemperatur (28 ˚C), 

pH (7.0) sowie Leitfähigkeit (500 µS) werden dabei konstant überwacht und nach 

Bedarf von der Anlage automatisch eingestellt. Die Beleuchtung im Labor ist in 

einem Rhythmus geregelt, der 14 Stunden Tages- und 10 Stunden Nachtzeit 

darstellt. Die Zebrabärblinge werden mit Lebendfutter (Great Salt Lake Artemia 

Cysts, SANDERS), sowie zusätzlich mit Trockenfutter gefüttert (Zebra Feed, 

SPAROS). Zur Verpaarung werden Zebrabärblinge eines Haltungstankes am 

Nachmittag des Vortages in einen Verpaarungstank (1.7 l Slope Breeding Tank, 

TECNIPLAST, IT) überführt (Abbildung 2). Abgelegte Eier werden am nächsten 

Morgen gesammelt, mit E3-Embryo-Medium gespült und in ebensolchem in 5 cm 

Petrischalen bei 28.5 ˚C weiter inkubiert (RI150 Refrigerated Incubator, Thermo 

Fisher Scientific, USA). Die unbefruchteten und toten Eier werden aussortiert. 

Haltung der Zebrabärblinge ist von den lokalen Behörden bewilligt und erfolgt 

gemäß der einschlägigen nationalen sowie EU-Richtlinien. 

 

2.2 Dechorionisierung 

Sobald die Embryonen ein Alter von 24 Stunden nach Befruchtung (hpf) haben, 

werden sie unter Verwendung eines Mikroskops (M125C, LEICA) dechorionisiert. 

Dabei wird das Chorion mittels scharfer Pinzetten eröffnet und entfernt, um eine 

gleichmäßige Aufnahme der später verwendeten Wirkstoffe in die Organismen 

der Embryonen zu gewährleisten. 

 

2.3 Technische Daten zu den verwendeten Adrenorezeptoranta-

gonisten und -agonisten 

Für diese Forschung haben wir für die Untersuchung der β1-Rezeptoren 

Metoprolol verwendet. Metoprolol hat KD-Werte von 47 nM für β1, 2960 nM für β2 
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und 10100 nM für β3 [54]. Der KD-Wert ist die Dissozoiationskonstante und besagt 

wie hoch die Bindungsaffinität eines Wirkstoffes zu seinem Ziel (Rezeptor, 

Ionenkanal, Enzyme, etc.) ist. Je geringer der Wert ist, desto höher ist die 

Affinität. 

Die Untersuchung der β2-Rezeptoren erfolgte mit ICI118,551. Es handelt sich 

hierbei um einen hoch-selektiven inversen Agonisten für β2-Rezeptoren. Inverse 

Agonisten binden an spontanaktiven Rezeptoren und senken deren Aktivität. Sie 

wirken also ähnlich wie Antagonisten. Die Ki-Werte sind 120 nM für β1, 1,2 nM 

für β2 und 257 nM für β3 [55]. Der Ki-Wert (Hemmkonstante) ist ebenfalls eine 

Dissoziationskontante, die sich aber auf die Bindung von Inhibitoren an Enzymen 

bezieht.  

Die Untersuchung der β3-Rezeptoren erfolgte mit CL316243, L-748,337 und 

SR59230A.  

CL316243 ist ein β3-Agonist. Agonisten bewirken an ihren Zielmolekülen einen 

ähnlichen oder identischen Effekt wie die natürlichen Liganden. Der EC50-Wert 

für β3-Rezeptoren beträgt 3 nM und ist damit um das 10000 fache selektiver als 

für β1- oder β2-Rezeptoren [56]. Der EC50-Wert gibt die effektive Konzentration 

an, die eine halbmaximale Wirkung hervorruft. CL316243 erhöht die 

Thermogenese im braunen Fettgewebe und senkt die Blutkonzentration von 

Glucose und Insulin [56]. 

L-748,337 ist ein kompetetiver β3-Antagonist. L-748,337 hat 

Dissoziationskonstanten (KD-Wert) von 4 nM für β3-Rezeptoren, 204 nM für β2-

Rezeptoren und 390 nM β1-Rezeptoren.  

SR59230A ist ein weiterer β3-Antagonist. SR59230A hat einen EC50-Wert von 40 

nM für β3-Rezeptoren, 408 nM für β1-Rezeptoren und 648 nM β2-Rezeptoren. 

 

2.4 Behandlung 

Die Zebrafisch-Embryonen werden 48 Stunden nach der Befruchtung nach dem 

Zufallsprinzip in zwei gleich große Gruppen (circa 30 Exemplare pro Gruppe) 

aufgeteilt und in Six-Well-Platten (SARSTEDT, GER) mit einem Volumen von 



Material und Methoden 

17 

jeweils zwei ml überführt. Die Behandlung mit dem jeweiligen Wirkstoff erfolgt in 

der Regel einmalig und chronisch. Das bedeutet, dass das 

Aufbewahrungsmedium inklusive des Wirkstoffes nicht ausgetauscht wird 

(Abbildung 5). 

 

 

Die Kontrollgruppe wurde jeweils mit E3-Embryo-Medium behandelt oder mit E3-

Embryo-Medium, welches zusätzlich 0,1% Dimethylsulfoxid (DMSO) enthielt. Es 

gibt gewöhnlich keine seiner Protonen ab [57]. Daher können polare sowie 

apolare Stoffe sich gut in DMSO lösen. Der Grund für die Verwendung von DMSO 

ist, dass zwei der verwendeten Substanzen, SR59230A sowie L-748,331, nicht 

in Wasser löslich sind und deshalb in DMSO gelöst werden müssen. Damit 

Abbildung 5: Übersicht des Workflows 

Direkt nach der Befruchtung werden die Eier eingesammelt. Die unbefruchteten Eier werden hier 
bereits entfernt. 24 Stunden nach der Befruchtung werden die Eier von ihrem schützenden 
Chorion vorsichtig befreit, sowie tote Embryonen entfernt. 48 Stunden nach der Befruchtung 
werden die Zebrabärblinge in gleichgroße Gruppen aufgeteilt und je nach Gruppe mit einer 
pharmakologisch wirksamen Substanz behandelt. 120 Stunden nach der Befruchtung werden die 
Zebrabärblinge fixiert und gefärbt. Im Anschluss werden sie dann fotografiert und vermessen. 
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entstehende Effekte nicht auf DMSO zurückgeführt werden, wird der 

Kontrollgruppe auch die gleiche DMSO-Konzentration zugeführt. 

Die Arbeitsgruppe um Harry Bartfeld stellte in ihren Studien fest, dass eine 

Konzentration von 0,5 % nicht zytotoxisch ist. Erst eine Konzentration ab 1 % 

verursachte Toxizität [58,59]. Die Arbeitsgruppe um Te-Hao Chen stellte keine 

Entwicklungsstörungen bei Konzentrationen von 0,01 % und 0,1 % fest. Eine 

Tendenz zu Deformitäten wurde erst ab 1 % beobachtet [60]. Auch die Food and 

Drug Administration hat in ihrer jüngsten Veröffentlichung ihrer Leitlinie für die 

Industrie von 2018 DMSO in die dritte, sicherste Kategorie der Lösemittel 

eingeteilt [61] und somit in dieselbe Klasse wie Ethanol [62]. 

Im Gegensatz zu SR59230A sowie L-748,331 sind Metoprolol, ICI118,551 oder 

CL316243 gut in Wasser löslich, sodass die Kontrollgruppen nicht einer Vehikel-

Kontrolle unterworfen werden mussten. 

Die gewählte Konzentration des Wirkstoffes der Behandlungsgruppe richtet sich 

dabei nach der mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50), die vom Hersteller 

genannt wird.  

Folgende Konzentrationen werden verwendet: 

Metoprolol 1 µM 

ICI118,551 200 nM & 500 nM 

SR59230A 10 µM 

L-748,337 1 µM 

CL316243 1 µM 

Dimethylsulfoxid 0,1 % 

 
Tabelle 1: Konzentration der verwendeten Wirkstoffe 

Die Embryonen werden nach Applikation des Wirkstoffes weiter bei 28,5 °C 

inkubiert. Die Herzfrequenz der Embryonen wird für jedes verwendete Medium 

einmalig 24 Stunden nach der Gabe gemessen und protokolliert.  
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2.5 Fixierung 

Fünf Tage nach der Befruchtung (120 hpf) werden die Embryonen fixiert. Die 

Fixierung folgt dabei dem Fixierungs- und Färbeprotokoll von Walker und Kimmel 

[63]. Die Embryos werden dabei mit Tricaine anästhesiert und anschließend mit 

Paraformaldehyd (4 %) fixiert und nach dem oben genannten Protokoll gefärbt. 

 

2.6 Färbung 

Das Färbeprotokoll von Walker und Kimmel [63] sieht Alizarin Red S als 

Knochenfärbung und Alcian Blue als Knorpelfärbung vor. Alcian Blue ist eine 

kationische Färbung, die vor allem an negativ geladenen Glykosaminoglykanen 

bindet [64]. Diese sauren Polysaccharide befinden sich unter anderem in 

Mastzellen (Heparin), in Basallaminae (Heparansulfat) sowie in Knorpelgewebe 

(Chondroitinsulfat) [65]. Alizarin Red S ist eine anionische Färbung, die an 

Calcium bindet [66]. Es benötigt also mineralisierte Strukturen. Die Besonderheit 

dieses Protokolls liegt darin, dass es eine säurefreie Doppelfärbung ist, die 

sowohl Knochen als auch Knorpel in unterschiedlichen Farben anfärbt. 

Gewöhnliche Knorpelfärbungen mit Alcian Blue sind säurehaltig. Die Säure wird 

benötigt, um verschieden Blautöne zu erhalten, damit unterschiedliche 

Knorpelstrukturen differenziert werden können. Das Hydroxylapatit von Knochen 

und Zähnen wird durch Säuren gelöst, wodurch diese demineralisieren. Walker 

und Kimmel verwenden MgCl2 anstelle der Säuren.  

 

2.6.1 Doppelfärbung 

Im Detail wurde folgendermaßen vorgegangen: nach der Fixierung werden die 

Embryonen mit PBS (Zusammensetzung siehe „2.9 Chemikalien, Reagenzien 

und Lösungen“) gewaschen. Das PBS wird entnommen und anschließend 

werden die Embryonen für zehn Minuten bei Raumtemperatur mit 50 % Ethanol 

(in PBS) dehydriert. Das Ethanol wird entnommen und die Färbelösung 

hinzugefügt. Diese besteht aus zwei Teilen (siehe auch: „2.9 Chemikalien, 

Reagenzien und Lösungen“): 
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- Färbelösung Teil A: 

o 0,02 % Alcian Blue Stammlösung 

o 70 % EtOH 

o 50 mM MgCl2 

- Färbelösung Teil B: 

o 0,5 % Alizarin Red S (AppliChem, GER) in H2O 

Die Alcian Blue Stammlösung besteht aus 0,4 % Alcian blue 8GX, welches in 70 

% Ethanol gelöst ist. Die Alizarin Red Färbung wird unverdünnt angewendet. 

Beide Färbelösungen werden miteinander vermischt und es wird 1 ml in ein 

Mikroreaktionsgefäß (Eppendorf, GER) pipettiert, in dem sich bereits die fixierten 

Embryonen befinden. Die Gefäße verbleiben über Nacht bei Raumtemperatur in 

horizontaler Position auf einem Schüttler (40 RPM). Am nächsten Vormittag wird 

die Färbelösung entnommen und die Embryonen mit 1 ml H2O (dest.) 

gewaschen. Danach wird das Wasser entnommen und die Embryonen werden 

gebleicht, damit die Pigmentierung entfernt wird. Dafür verwendet man 1 ml 

Bleichlösung bestehend aus 3 % H2O2 und 2 % KOH, um eine endgültige 

Konzentration von 1,5 % H2O2 und 1 % KOH zu erhalten. Die 

Mikroreaktionsgefäße werden mit geöffnetem Deckel für 20 Minuten 

stehengelassen. Dann wird die Bleichlösung entnommen und es wird 1 ml 

bestehend aus 20 % Glycerol und 0,25 % KOH hinzugegeben und für mindestens 

30 Minuten auf einem Schüttler stehengelassen. Die Möglichkeit besteht auch es 

über Nacht stehen zu lassen, was in diesen Versuchen aber nicht gemacht 

worden ist. Anschließend wird die Lösung entnommen und es wird 1 ml 

bestehend aus 50 % Glycerol und 0,25 % KOH zu den Embryonen 

hinzugegeben. Die Gefäße verbleiben nun für mindestens zwei Stunden auf 

einem Schüttler (40 RPM) in horizontaler Position. Auch hier besteht die 

Möglichkeit, die Lösung über Nacht im Gefäß zu belassen. Die Lösung wird dann 

entnommen und es wird 1 ml bestehend aus 50 % Glycerol und 0,1 % KOH 
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hinzugegeben. Die Lagerung der Proben erfolgt bei 4 °C in der zuletzt genannten 

Lösung.  

 

2.6.2 Knochenfärbung 

Die soeben erläuterte Färbung wird verwendet, um Knochen und 

Knorpelstrukturen gleichzeitig sichtbar zu machen. Um nur Knochenstrukturen 

darzustellen, haben wir das Färbeprotokoll von Walker und Kimmel modifiziert. 

Im Folgenden wird das Procedere für eine reine Knochenfärbung erläutert: 

Nach der Fixierung werden die Embryonen mit PBS (Zusammensetzung siehe 

„2.9 Chemikalien, Reagenzien und Lösungen“) gewaschen. Das PBS wird 

entnommen und anschließend werden die Embryonen für zehn Minuten bei 

Raumtemperatur mit 50 % Ethanol (in PBS) dehydriert. Das Ethanol wird 

entnommen und die Färbelösung hinzugefügt. Diese besteht nur aus 50 mM 

MgCl2, 70 % Ethanol sowie 0,5 % Alizarin Red S (AppliChem, GER) in H2O. Es 

wird 1 ml in ein Mikroreaktionsgefäß (Eppendorf, GER) pipettiert, in dem sich 

bereits die fixierten Embryonen befinden. Die Gefäße werden über Nacht bei 

Raumtemperatur in horizontaler Position auf einem Schüttler bei 40 RPM 

inkubiert. Am nächsten Tag werden die Proben wie für die Doppelfärbung 

weiterverarbeitet (siehe vorheriger Abschnitt). 

 

2.7 Fotografieren 

Die fixierten und gefärbten Embryonen werden auf einen Objektträger mit 

Vertiefungen überführt, auf dem Methylcellulose (3 %) vorgelegt wurde. Die 

Embryonen werden dann so ausgerichtet, dass eine ventrale und danach eine 

laterale (rechte Seite) Aufnahme möglich ist. Alle Aufnahmen werden mit einem 

Mikroskop (M125C) mit MC190-HD-Kamera (beides LEICA) in vierfacher 

Vergrößerung erstellt.  
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2.8 Auswertung 

Die erstellten Aufnahmen werden mittels einer Bildanalysesoftware (FIJI-

Software, Version: 2.1.0/1.53c) ausgemessen. Gemessen und ausgewertet 

wurden vier Parameter (siehe Abbildung 6): 

- Branchiostegalstrahl (Abbildung 6a) 

- der Abstand zwischen der Dorsalseite des Verbindungspunkt zwischen 

beiden Meckel-Knorpeln und der Anteriorseite des Verbindungspunkts 

zwischen beiden Keratohyalknorpeln (im Folgenden bezeichnet als 

„Knorpelabstand“) (Abbildung 6b) 

- die beidseitigen Winkel zwischen Keratohyalknorpel und Palato-

Quadratus (im Folgenden bezeichnet als „lateraler Winkel“) (Abbildung 6c) 

- der Winkel zwischen den Dorsalflächen beider Keratohyalknorpel (im 

Folgenden bezeichnet als „Innenwinkel“) (Abbildung 6d) 

Abbildung 6: Gemessene Parameter anhand eines Beispielbildes 

Anhand eines Beispielbildes werden die vier verschiedenen Parameter dargestellt. Der in der 
Abbildung sichtbare Fisch wurde mit L-748,337 (1 µM) behandelt. Das Bild wurde aufgrund der 
sauberen Färbung ausgewählt. (a) zeigt den rechten Branchiostegalstrahl. (b) zeigt den 
Knorpelabstand. (c) zeigt den linken lateralen Winkel. (d) zeigt den Innenwinkel. Die Messung 
der Augen erfolgte an der breitesten Stelle (hier nicht eingezeichnet).  
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Die Längenmessungen für Branchiostegalstrahl und Knorpelabstand werden in 

Relation zum Augendurchmesser gewertet. Dazu wird die Länge des rechten 

Branchiostegalstrahls (Abbildung 6a) durch die Breite des rechten Auges 

(gemessen am größten Durchmesser) dividiert. Das gleiche Verfahren erfolgt auf 

der linken Seite. Aus beiden Quotienten wird schließlich der Mittelwert gebildet. 

Durch dieses System wird die Bedeutung einzelner Messfehler minimiert. Der 

Knorpelabstand (Abbildung 6b) wird durch den Quotienten aus dem gemessenen 

Abstand zwischen Keratohyalknorpel und Meckel-Knorpel (genaues Verfahren 

siehe oben) und dem Mittelwert beider Augendurchmesser dargestellt. Der 

sogenannte laterale Winkel ist der Mittelwert der beidseits gemessenen Winkel 

zwischen der Innenseite des Keratohyalknorpels und der Innenseite des Palato-

Quadratus (Abbildung 6c). Der Innenwinkel ist wie oben bereits beschrieben der 

Winkel zwischen den Dorsalflächen beider Keratohyalknorpel (Abbildung 6d). 

 

2.9 Statistik 

Die gemessenen Daten werden mit Hilfe einer Statistiksoftware (GraphPad 

PRISM, Version 8.4.3 (471)) ausgewertet. Dazu werden alle Daten zuerst mittels 

eines Shapiro-Wilk-Test auf Normalenverteilung untersucht. Normal verteilte 

Daten werden jeweils mit einem ungepaarten, zwei-seitigen t-Test mit Welch-

Korrektur untersucht. Bei nicht normal verteilten Daten wird ein ungepaarter, 

zwei-seitiger Mann-Whitney-Test angewandt. Mit dem Welch’s-Test und dem 

Mann-Whitney-Test soll herausgefunden werden, ob es einen signifikanten 

Unterschied der Daten beider Gruppen (Kontrollgruppe und behandelte Gruppe) 

gibt. Unterschiede mit einem p-Wert <0,05 werden als signifikant gewertet.  
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2.10 Fischlinien 

Fischlinie Genotyp  

AB-Linie 

 

Wildtyp 

EK-Linie 

 

Wildtyp 

Tabelle 2: In dieser Studie verwendete Fischlinien 

 

2.11 Chemikalien, Reagenzien und Lösungen 

Lösungen/Substanzen Hersteller Katalognummer 

Alcian blue 8GX 

 

MERCK, GER 1.05234 

Alizarin Red S 

 

AppliChem, GER A2290,0100 

di-

Natriumhydrogenphosphat-

Dihydrat (Na2HPO4) 

MERCK, GER 1.06580 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 

 

Sigma-Aldrich, USA 20-139 

Ethanol abs. 99% SAV Liquid Production 

GmbH, GER 

ETO-5000-99-1 

Glycerin wasserfrei 

(Glycerol) 

 

AppliChem, GER A3552,1000 

Kaliumchlorid (KCl) 

 

MERCK, GER 1.04936 

Kaliumhydrogenphosphat 

(KH2PO4) 

 

MERCK, GER 1.04873 

Kaliumhydroxid 

 

MERCK, GER 105033 
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Kalziumchlorid (CaCl2) 

 

MERCK, GER 102391 

Magnesiumchlorid (MgCl2) 

 

Sigma-Aldrich, USA M2670-100G 

Magnesiumsulfat (MgSO4) Sigma-Aldrich, USA M7506 

Methylcellulose 

 

Sigma-Aldrich, USA M0387 

Natriumbicarbonat 

(NaHCO3) 

Sigma-Aldrich, USA S6014 

Natriumchlorid (NaCl) 

 

MERCK, GER 1.06404 

Natronlauge 

 

MERCK, GER 1.09137 

Paraformaldehyd 

 

Sigma-Aldrich, USA P6148-500G 

Tricaine 

 

PHARMAQ, NOR 352018 

Wasserstoffperoxid-

Lösung 30% 

Fischar, GER PZN7284650 

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und konfektionierte Lösungen 

 

Lösung Mischungsverhältnis 

Alcian Blue Stammlösung 

 

- 200 mg Alcian blue 8GX 

- 20 ml Ethanol abs.  

- 20 ml H20  

- Auf 50 ml mit Ethanol abs. 

auffüllen  

Bleichmittel 

 

- 50 % Wasserstoffperoxid-

Lösung (3 % F.C.) 

- 50 % Kaliumhydroxid (2 %) 
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E3-Medium 50x 

 

- 29.2 g Natriumchlorid 

- 1,26 g Kaliumchlorid 

- 4,86 g Kalziumchlorid 

- 8,14 g Magnesiumchlorid 

- auf 2000 ml mit H20 auffüllen 

Embryo Medium - 1 ml Hank`s solution 1 

- 0,1 ml Hank`s solution 2 

- 1 ml Hank`s solution 4 

- 1 ml Hank`s solution 5 

- 1 ml Hank`s solution 6 (frisch 

hergestellt) 

- 95,9 ml H2O 

- Mit 1 M NaOH auf pH 7,2 

einstellen 

Färbelösung Teil A 

 

- 5 ml Magnesiumchlorid 

- 70 ml Ethanol abs.  

- 5 ml Alcian Blue Stammlösung 

- 20 ml H20 

Hank`s solution 1 - 8 g NaCl 

- 0,4 g KCl 

- 100 ml H20 

Hank`s solution 2 - 0,358 g Na2HPO4 

- 0,6 g KH2PO4 

- 100 ml H2O 

Hank`s solution 4 - 0,72 g CaCl2 

- 50 ml H2O 

Hank`s solution 5 - 0,601 g MgSO4 

- 50 ml H2O 

Hank`s solution 6 - 0,35 g NaHCO3 

- 10 ml H2O 

Methylcellulose (3%) - 1,5 g Methylcellulose 

portionsweise in 50 ml Embryo-
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Medium auflösen und auf Rüttler 

für eine Woche fixieren 

PBS 10x 

 

- 2 g Kaliumchlorid  

- 2 g Kaliumhydrogenphosphat 

- 80 g Natriumchlorid 

- 14,35 g di-

Natriumhydrogenphosphat-

Dihydrat 

PFA 4% 

 

- 2 g Paraformaldehyd (PFA) 

- 45 ml H20 

- 75 µL 1N NaOH 

- 5 ml PBS 10x 

Tricaine, pH 7.05 

 

- 400 mg Tricaine 

- 90 ml H20 

- ~2 ml 1M Tris 

Tabelle 4: Für diese Studie hergestellte Lösungen 

 

2.12 Inhibitoren und Antagonisten 

 

 

Antagonisten/Agonisten Hersteller Katalognummer 

CL 316243 

 

Tocris Bioscience, 

GB 

1499 

ICI 118,551 

 

Sigma-Aldrich, USA I127-5MG 

L-748,337 

 

Tocris Bioscience, 

GB 

2760 

Metoprolol tartrate 

 

Tocris Bioscience, 

GB 

3256 

SR59230A 

 

CaymanChemical, 

USA 

21407 

Tabelle 5: Verwendete Inhibitoren, Antagonisten und Agonisten 
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2.13 Geräte und Einwegartikel 

 

Geräte/Materialien Hersteller 

Aquariengestelle `Zebtec´ 

 

TECNIPLAST, IT 

Inkubator `RI150 Refrigerated Incubator´ Thermo Fisher Scientific, USA 

Mikroskop M125C mit MC190 HD-

Kamera 

LEICA, GER 

Milli-Q Synergy (für H2O) MERCK MILLIPORE, GER 

Pipetten Eppendorf, GER 

Pipettenspitzen 10 µL Greiner BIO-ONE, AUS 

Pipettenspitzen 200 µL STARLAB, GER 

Pipettenspitzen 1000 µL STARLAB, GER 

Six-Well Platten `6-Well, Standard F´ 

 

SARSTEDT, GER 

Transferpipetten 3,5ml 

 

SARSTEDT, GER 

Vortex 

 

STARLAB, GER 

Waage CP622 und A1205 

 

SARTORIUS, GER 

Tabelle 6: Verwendete Geräte und Materialien 
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3. Ergebnisse 

Die im Abschnitt 2.6.1 beschriebene Doppelfärbung von Knochen und Knorpel 

nach Walker und Kimmel führte zu sehr gut erkennbaren Ergebnissen. Auch die 

durch uns entworfene Modifikation zur Einzelfärbung von Knochen (Abschnitt 

2.6.2) führte zu erstaunlich detailreichen Abbildungen, die das Erkennen vom 

Branchiostegalstrahl weiter verbesserten. In Abbildung 7 ist der Unterschied 

zwischen Doppel- und Einzelfärbung dargestellt. 

Abbildung 7: Vergleich von Doppelfärbung und Knochenfärbung 

Hier wird der Unterschied zwischen der Doppelfärbung nach Kimmel und Walker (Abbildung 7 
(a)) und der reinen Knochenfärbung (Abbildung 7 (b)) deutlich. In (a) dominiert der hellblaue bis 
tiefblaue Farbton durch den bei Zebrabärblingen im Frühstadium hohen Knorpelanteil. Knöcherne 
Strukturen (rötlich/lila) sind aber noch gut erkennbar. In (b) dominiert hingegen der Rotanteil. Die 
bereits entwickelten Knochen sind sehr gut erkennbar. Folgende Knochen sind beschriftet: Br = 
Branchiostegalstrahl; C = Cleithrum; Kb5 = Keratobranchiale 5; Op = Operculare. 

 



Ergebnisse 

30 

3.1 Behandlung mit SR59230A 

Der eingangs beschriebene im Philipp Labor durchgeführte Screen hatte gezeigt, 

dass der β3-Antagonist SR59230A Zilien-abhängige Prozesse im Zebrabärbling 

beeinflusst. Deshalb wurden die ersten Experimente dieser Studie mit dieser 

Substanz durchgeführt, um einen direkten Einfluss von β3-Adrenozeptoren auf 

Knorpel- und Knochenentwicklung zu testen. Diese Experimente zeigen, dass 

die frühe Embryonalentwicklung des Zebrabärblings nicht grundsätzlich gestört 

wird, wenn die Fische mit 10 µM SR59230A behandelt werden. Um feine 

Unterschiede in der Knorpel- und Knochenentwicklung zu detektieren, wurden 

einige Strukturen genauer untersucht, die im Folgenden beschrieben werden.  

 

3.1.1 Branchiostegalstrahl 

Es ist zu erkennen, dass nach fünf Tagen keine signifikanten Unterschiede 

zwischen der Kontrollgruppe mit DMSO und der behandelten Gruppe mit 

SR59230A mit einer Konzentration von 10 µM messbar sind (Abbildung 8e).  

 

3.1.2 lateraler Winkel  

Die lateralen Winkel haben sich nicht signifikant verändert unter Einfluss von 10 

µM SR59230A (Abbildung 8f).  

 

3.1.3 Innenwinkel 

Die Analyse des Winkels zwischen den beiden Keratohyalen zeigte eine 

deutliche Verkleinerung nach Behandlung mit SR59230A (Abbildung 9). Dies 

bedeutet, dass dieser Winkel spitzer wird. Der Unterschied wird durch den 

Median am deutlichsten. Dieser betrug bei der Kontrollgruppe 73,57°, während 

der Median der behandelten Gruppe 70,46° betrug. Die Differenz ist größer als 

3°.  
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Abbildung 8: SR59230A ohne Einfluss auf Branchiostegalstrahl und lateralen Winkel 

a), b) Zebrabärblinge (5 dpf) wurden mit DMSO (a) oder 10 µM SR59230A (b) behandelt und 
einer Knochen- & Knorpelfärbung unterworfen. Ein Größenstandart ist angegeben. 

c), d) Graphische Darstellung der gemessenen Strukturen. Gezeigt wird der rechte 
Branchiostegalstrahl (c) sowie der linke laterale Winkel (d) 

(e) Kein signifikanter Unterschied bei der Längenmessung des Branchiostegalstrahls. N=5, 
Kontrollgruppe: n = 184; SR59230A: n = 187. Zwei-seitiger Mann-Whitney-Test, p = 0,2767.  

(f) Auch beim lateralen Winkel ist kein signifikanter Unterschied messbar. N=5 Kontrollgruppe: n 
= 169; SR59230A: n = 164. Zwei-seitiger Mann-Whitney-Test, p = 0,1875.  

Die rote Line entspricht dem Median. Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum 
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3.1.4 Knorpelabstand 

Nachdem bereits ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgruppe und 

behandelter Gruppe in Bezug auf den Innenwinkel feststellbar war, galt es nun 

herauszufinden, ob es auch einen Unterschied beim Knorpelabstand zu messen 

gab, da dieser direkt von der Position der Keratohyalen sowie vom Meckelknorpel 

abhängt. Die Analyse ergab eine signifikante Vergrößerung des Abstandes 

zwischen beiden Knorpelanteilen (Abbildung 10). 

 

Abbildung 9: Innenwinkel verkleinert sich mit SR59230A 

a), b) Zebrabärblinge (5 dpf) wurden mit DMSO (a) oder 10 µM SR59230A (b) behandelt und 
einer Knochen- & Knorpelfärbung unterworfen. Ein Größenstandart ist angegeben. 

c) Graphische Darstellung der gemessenen Struktur. In rot angezeichnet ist der Innenwinkel 
zwischen den beiden Keratohyalen gemessen. 

d) Es ist ein signifikanter Unterschied messbar. N = 6, Kontrollgruppe: n = 169; SR59230A: n = 

163. Zwei-seitiger Mann-Whitney-Test, p = 0,0002. Die rote Line entspricht dem Median. Jeder 

Datenpunkt entspricht einem Individuum. 
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Abbildung 10: Knorpelabstand vergrößert sich mit SR59230A 

a), b) Zebrabärblinge (5 dpf) wurden mit DMSO (a) oder 10 µM SR59230A (b) behandelt und 
einer Knochen- & Knorpelfärbung unterworfen. Ein Größenstandart ist angegeben. 

c) Graphische Darstellung des gemessenen Knorpelabstands zwischen dem anterior 
befindlichen Meckelknorpel und den posterioren Keratohyalen. 

d) Ein signifikanter Unterschied zwischen den Messungen der Kontroll- und der 

behandelten Gruppe. N = 6; Kontrollgruppe: n = 168, Median = 0,5759; SR59230A: n = 164, 

Median = 0,6161. Zwei-seitiger Welch`s-Test, p < 0,0001. Die rote Line entspricht dem Median. 

Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. 
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3.1.5 Herzfrequenz unter Einfluss von SR59230A 

Die Herzfrequenz wurde wie bei allen anderen Wirkstoffen auch bei dieser 

Versuchsreihe gemessen. Der eigentliche Sinn dahinter bestand darin, die 

Wirksamkeit von Metoprolol nachzuweisen. Die folgende Grafik (Abbildung 11) 

zeigt, dass die Herzfrequenz sich reduzierte in der Gruppe der behandelten 

Fische im Vergleich zur Kontrollgruppe.  
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Abbildung 11: Herzfrequenz leicht reduziert mit SR59230A 

Die Herzfrequenz sank in der behandelten Gruppe auf durchschnittlich 136,9 Schläge pro Minute 

(im Vergleich: Kontrollgruppe: 141,2 Schläge pro Minute). Zweiseitiger Mann-Whitney-Test, p = 

0,0172. Kontrollgruppe: n = 51, Median = 144; SR59230A: n = 65; Median = 138. Der Median ist 

als schwarzer Balken eingezeichnet. Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. 
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3.2 Behandlung mit L-748,337 

Ein weiterer β3-Adrenozeptorantagonist, den wir verwendet haben, ist L-748,337 

gewesen. Mit dieser Behandlung sollten die zuvor vorgestellten Ergebnisse von 

SR59230A untermauert werden. Wir haben für diese Versuche eine 

Konzentration von 1 µM gewählt.  

Eine signifikante Veränderung durch die Behandlung mit SR59230A beim 

Innenwinkel und Knorpelabstand konnten mit L-748,337 nicht nachgewiesen 

werden. Alle untersuchten Strukturen ergaben keinen signifikanten Unterschied 

(Abbildung 12)  

 

Abbildung 12: Kein signifikanter Unterschied durch L-748,337 

a), b) Zebrabärblinge (5dpf) wurden mit DMSO (a) oder L-748,337 (1 µM) (b) behandelt und 
einer Knochen- & Knorpelfärbung unterworfen. Ein Größenstandart ist angegeben.  

c) Branchiostegalstrahl ohne signifikante Veränderung. N = 7; Kontrollgruppe: n = 196, 
Median = 0,2933. L-748,337: n = 188, Median: 0,2898. 

d) Knorpelabstand ohne signifikante Veränderung. N = 5. Kontrollgruppe: n = 146, Median 
= 0,5626. L-748,337: n = 141, Median = 0,5634. Zweiseitiger Welch`s-Test, p = 0,9865. 
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e) Laterale Winkel ohne signifikante Veränderung. N = 5. Kontrollgruppe: n = 147, Median 
= 20,78°. L-748,337: n = 142, Median = 21,01°. Zwei-seitiger Mann-Whitney-Test, p = 0,9416. 

f) Innenwinkel ohne signifikante Veränderung. N = 5. Kontrollgruppe: n = 146, Median = 
71,42°. L-748,337: n = 142, Median = 71,46°. Zwei-seitiger Welch`s-Test, p = 0,3907. 

Die rote Line entspricht dem Median. Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. 

 

3.2.1 Herzfrequenz unter Einfluss von L-748,337 

Die Herzfrequenz wurde in dieser Versuchsreihe, genau wie in den vorherigen 

Versuchsreihen, 24 Stunden nach der Gabe der Substanz mithilfe eines 

Mikroskops gemessen. Es stellte sich heraus, dass L-748,337 keinen 

signifikanten Einfluss auf die Herzrate hat (Abbildung 13). 
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Abbildung 13: L-748,337 ohne messbare Wirkung auf die Herzfrequenz 

Die Auswertung der Herzschläge pro Minute ergab, dass es keinen signifikanten Unterschied (p 
= 0,0679) zwischen der Kontrollgruppe mit DMSO und der behandelten Gruppe mit L-748,337 
gibt. DMSO: n = 69, Median = 144. L-748,337: n = 61, Median = 138. Zweiseitiger Mann-Whitney-
Test, p = 0,0711. Die schwarzen Balken entsprechen den Medianen. Jeder Datenpunkt entspricht 
einem Individuum.  
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3.3 Behandlung mit CL316243 

Bei CL316243 handelt es sich um einen β3-Rezeptoragonisten. Agonisten 

bewirken ähnliche oder gleiche Wirkungen wie die eigentlichen Liganden. Die 

Erwartungshaltung war dementsprechend, dass entgegengesetzte Ergebnisse 

im Vergleich zum Antagonisten SR59230A beobachtet werden würden.  

 

3.3.1 Branchiostegalstrahl 

Die Länge des Branchiostegalstrahl wurde sowohl mit der klassischen 

Doppelfärbung als auch mit der reinen Knochenfärbung untersucht. Weder bei 

SR59230A noch bei L-748,337 konnte ein signifikanter Unterschied festgestellt 

werden. Jedoch wurde bei der Behandlung mit CL316243 beobachtet, dass sich 

die Länge des Branchiostegalstrahls signifikant verringert (Abbildung 14g). 

 

3.3.2 Knorpelabstand 

Der Abstand zwischen Meckel-Knorpel und Keratohyale in der Gruppe der mit 

CL316243 behandelten Zebrabärblinge veränderte sich nicht signifikant im 

Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 14h). Im Vergleich dazu vergrößerte sich 

der Knorpelabstand bei der Behandlung mit SR59230A signifikant, während eine 

Behandlung mit L-748,337 keine Veränderung hervorgerufen hat.  
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Abbildung 14: CL316243 verkleinert den Branchiostegalstrahl 

a), b) Zebrabärblinge (5dpf) verblieben unbehandelt. In (a) wurden sie einer Knochen- und 
Knorpelfärbung unterworfen. In (b) wurden sie der reinen Knochenfärbung unterworfen. Ein 
Größenstandart ist angegeben. 

c), d) Diese Zebrabärblinge (5dpf) wurden ebenfalls einer Knochen- und Knorpelfärbung (c) 
beziehungsweise der reinen Knochenfärbung (d) unterworfen. Diese Zebrabärblinge wurden 
jedoch mit CL316243 behandelt. Ein Größenstandart ist angegeben. 

e), f) Graphische Darstellung des rechten Branchiostegalstrahls (e) und des gemessenen 
Knorpelabstands zwischen dem anterior befindlichen Meckelknorpel und den posterioren 
Keratohyalen (g).  

g) Branchiostegalstrahl mit signifikanter Verkürzung der Länge in der Gruppe der 
behandelten Fische. N = 7; Kontrollgruppe: n = 189, Median = 0, 2784; CL316243: n = 188, 
Median: 0,2686. Zwei-seitiger Welch`s-Test, p = 0,0377 

h) Knorpelabstand bleibt gleich. N = 5; Kontrollgruppe: n = 150, Median = 0,5550; 
CL316243: n = 145, Median: 0,5548. Zwei-seitiger Welch`s-Test, p = 0,0377.  
Die rote Linie entspricht dem Median. Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. 
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3.3.3 lateraler Winkel 

Die Untersuchung der lateralen Winkel ergab, dass CL316243 - und damit 

einhergehend die Aktivierung des β3-Adrenozeptors - einen Einfluss auf die 

Größe des Winkels zu haben scheint. Der Winkel war durchschnittlich 1° größer 

in der behandelten Gruppe (Kontrollgruppe: Ø = 20,55°; CL316243: Ø = 21,46°, 

siehe Abbildung 15d). Inhibierung durch Behandlung mit SR59230A und L-

748,337 hingegen hatten keinen signifikanten Einfluss auf den lateralen Winkel.  

  

Abbildung 15: CL316243 vergrößert den lateralen Winkel 

a), b) Zebrabärblinge (5dpf) wurden nicht behandelt (a) oder mit 1 µM CL316243 (b) behandelt 
und einer Knochen- & Knorpelfärbung unterworfen. Ein Größenstandart ist angegeben. 

c) Graphische Darstellung der gemessenen Struktur. Gezeigt ist der linke laterale Winkel. 

d) Ein signifikanter Unterschied ist messbar. N = 5. Kontrollgruppe: n = 147, Median = 
20,57°; CL316243: n = 146, Median = 21,55°. Zwei-seitiger Mann-Whitney-Test, p = 0,0021. Die 
rote Linie entspricht dem Median. Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. 
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3.3.4 Innenwinkel 

Der Innenwinkel zwischen den beiden Keratohyalen-Knorpel erfährt ebenso wie 

der eben beschriebene laterale Winkel eine signifikante Veränderung durch die 

Behandlung mit CL316243. Es lässt sich feststellen, dass der Innenwinkel in der 

Gruppe der behandelten Fische verglichen mit der Kontrollgruppe sich 

vergrößert. Die Vergrößerung betrug durchschnittlich 1,88° (Abbildung 16d).  

 

 

 

  

Abbildung 16: Innenwinkel vergrößert sich unter dem Einfluss von CL316243 

a), b) Zebrabärblinge (5dpf) wurden nicht behandelt (a) oder mit 1 µM CL316243 (b) behandelt 
und einer Knochen- & Knorpelfärbung unterworfen. Ein Größenstandart ist angegeben. 

c) Graphische Darstellung der gemessenen Struktur. Gezeigt ist der Innenwinkel zwischen 
den beiden Keratohyalen. 

d) Ein signifikanter Unterschied ist messbar. N = 5. Kontrollgruppe: n = 150, Median = 

70,82°; CL316243: n = 147, Median = 73,52°. Zwei-seitiger Mann-Whitney-Test, p = 0,0006. 

Die rote Linie entspricht dem Median. Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. 
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3.3.5 Herzfrequenz unter Einfluss von CL316243 

Eine Behandlung mit der verwendeten Konzentration von CL316243 hat keinen 

ersichtlichen Einfluss auf die Herzfrequenz der Zebrabärblinge (Abbildung 17). 

Dies ergab die Untersuchung von 65 Fischen in der Kontrollgruppe und 64 

Fischen in der behandelten Gruppe. Gemessen wurde die Frequenz, wie bereits 

zuvor beschrieben, mithilfe eines Mikroskops 24 Stunden nach Beginn der 

Behandlung mit CL316243. 
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Abbildung 17: Herzfrequenz bleibt unverändert mit CL316243 

Die Herzfrequenz blieb ohne signifikante Veränderung während der Behandlung mit CL316243. 
Mann-Whitney-Test, p = 0,1622. Kontrollgruppe: n = 65, Median = 144. CL316243: n = 64, Median 
= 144. Die schwarze Linie entspricht dem Median. Jeder Datenpunkt entspricht einem 
Individuum. 
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3.4 Behandlung mit Metoprolol 

Metoprolol ist ein β1-Rezeptorantagonisten. Mit der Verwendung von Metoprolol 

sollte überprüft werden, ob die bisher festgestellten Effekte von β3-

Rezeptorantagonisten durch die Modulation von β3-Rezeptoren entstanden sind 

oder ob es möglicherweise Off-Target-Effekte auf β1-Rezeptoren geben könnte.  

 

3.4.1 Herzfrequenz unter Einfluss von Metoprolol 

Um nachzuweisen, dass der Wirkstoff Metoprolol auch bei Zebrabärblingen wirkt, 

haben wir die Herzfrequenz nach 24-stündiger Behandlung gemessen. 

Metoprolol wirkt als β1-Adrenozeptor-Antagonist vorwiegend am Herzen, da die 

zugehörigen Rezeptoren vor allem im Myokard exprimiert sind. Es verringert die 

Schlagkraft (negativ inotrop) und damit das Herzzeitvolumen, es senkt die 

Herzfrequenz (negativ chronotrop) und es verlangsamt die Geschwindigkeit der 

Erregungsbildung (negativ dromotrop). 

Die Herzfrequenz ist bei jungen Zebrabärblingen, wie in der Einleitung bereits 

erwähnt, messbar, weil diese noch nicht sehr stark pigmentiert sind und daher 

das Herz und der Herzschlag unter einem Mikroskop sichtbar sind.  

In diesen Messungen war ein signifikanter Unterschied zwischen der 

unbehandelten Kontrollgruppe und der mit Metoprolol behandelten Gruppe 

feststellbar: die Herzfrequenz sank deutlich (Abbildung 18). Dies deutet darauf hin, 

dass durch Metoprolol auch im Zebrabärbling die Aktivität von β1-Adrenozeptoren 

moduliert werden kann. 
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3.4.2 Metoprolol bewirkt keine Knochen- oder Knorpelveränderung 

10 µM Metoprolol hat keinen messbaren Einfluss auf die Länge des 

Branchiostegalstrahls oder die gemessenen Abstände oder Winkel in den 

analysierten Knorpelstrukturen (Abbildung 19).  
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Abbildung 18: Metoprolol verringert die Herzfrequenz 

Metoprolol wirkt eindeutig negativ chronotrop auf die Herzen der Zebrabärblinge. Kontrollgruppe: 
n = 89, Median = 144; Metoprolol: n = 93, Median = 132. Zwei-seitiger Mann-Whitney-Test, p < 
0,0001. Die rote Linie entspricht dem Median. Jeder Datenpunkt entspricht einem Individuum. 
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Abbildung 19: Kein signifikanter Unterschied mit Metoprolol 

a), b) Zebrabärblinge (5dpf) wurden mit E3 (a) oder 10 µM Metoprolol (b) behandelt und einer 

Knochen- & Knorpelfärbung unterworfen. Ein Größenstandart ist angegeben. 

c) Branchiostegalstrahl ohne signifikanten Unterschied. N = 6. Kontrollgruppe: n = 156, 

Median = 0,2877; Metoprolol: n = 165, Median = 0,2979. Zwei-seitiger Mann-Whitney-Test, 

p=0,1977. 

d) Knorpelabstand auch ohne signifikanten Unterschied. N = 5. Kontrollgruppe: n = 141, 
Median = 0,5466; Metoprolol: n = 149, Median = 0,5538. Zwei-seitiger Welch`s-Test, p = 0,0525. 

e) Lateraler Winkel ebenfalls ohne signifikanten Unterschied. N = 5. Kontrollgruppe: n = 141, 
Median = 0,2016°; Metoprolol: n = 149, Median = 0,2002°. Zwei-seitiger Mann-Whitney-Test, p = 
0,6494. 

f) Innenwinkel ohne signifikanten Unterschied. N = 5. Kontrollgruppe: n = 141, Median = 
0,7194°; Metoprolol: n = 149, Median = 0,7111°. Zwei-seitiger Mann-Whitney-Test, p = 0,0635. 
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3.5 Behandlung mit ICI118,551 

ICI118,551 ist ein inverser Agonist für β2-Adrenozeptoren. Die Verwendung 

dieser Substanz soll ebenfalls mögliche Off-Target-Effekte der β3-

Rezeptorantagonisten ausschließen und vervollständigt sogleich die Familie der 

drei β-Adrenozeptoren.  

 

3.5.1 Keine Veränderung durch ICI118,551 

ICI118,551 wurde in zwei verschiedenen Konzentrationen verwendet: 200 nM 

(Abbildung 20) und 500 nM (Abbildung 21). Weder die Längenmessung des 

Branchiostegalstrahls noch die verschiedenen Winkel und Abstände ergaben 

einen signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der 

behandelten Gruppe. Dies gilt für beide Konzentrationen. Daraus lässt sich 

schließen, dass der β2-Adrenozeptor keinen Einfluss auf die räumliche 

Entwicklung von Knochen und Knorpel hat. 
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Abbildung 20: Keine signifikante Änderung durch ICI118,551 200 nM 

a), b)  Zebrabärblinge (5dpf) wurden nicht behandelt (a) oder mit 200 nM ICI118,551 (b) 
behandelt und einer Knochen- & Knorpelfärbung unterworfen. Ein Größenstandart ist angegeben. 

c) Knorpelabstand ohne signifikanten Unterschied mit 200 nM ICI118,551. N = 3. 
Kontrollgruppe: n = 80, Median = 0,5787; ICI118,551: n = 84, Median = 0,5886. Zwei-seitiger 
Mann-Whitney-Test, p = 0,096. 

d) Branchiostegalstrahl ohne signifikanten Unterschied mit 200 nM ICI118,551. N = 3. 
Kontrollgruppe: n = 75, Median = 0,3022; ICI118,551: n = 82, Median = 0,3081. Zwei-seitiger 
Welch´s-Test, p = 0,7702. 

e) Lateraler Winkel ohne signifikanten Unterschied mit 200 nM ICI118,551. N = 3. 
Kontrollgruppe: n = 79, Median = 21,29°; ICI118,551: n = 84, Median = 21,76°. Zwei-seitiger 
Welch´s-Test, p = 0,5415. 

f) Innenwinkel ohne signifikanten Unterschied mit 200 nM ICI118,551. N = 3. 
Kontrollgruppe: n = 81, Median = 71,99°; ICI118,551: n = 84, Median = 72,79°. Zwei-seitiger 
Welch´s-Test, p = 0,7197. 
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Abbildung 21: Keine signifikante Änderung durch ICI118,551 500 nM 

a), b) Zebrabärblinge (5dpf) wurden nicht behandelt (a) oder mit 500 nM ICI118,551 (b) 
behandelt und einer Knochen- & Knorpelfärbung unterworfen. Ein Größenstandart ist 
angegeben. 

c) Knorpelabstand ohne signifikanten Unterschied mit 500 nM ICI118,551. N = 2. 
Kontrollgruppe: n = 61, Median = 0,5607; ICI118,551: n = 59, Median = 0,5615. Zwei-seitiger 
Welch´s-Test, p = 0,6522. 

d) Branchiostegalstrahl ohne signifikanten Unterschied mit 500 nM ICI118,551. N = 2. 
Kontrollgruppe: n = 58, Median = 0,2676; ICI118,551: n = 57, Median = 0,2667. Zwei-seitiger 
Welch´s-Test, p = 0,9173. 

e)  Lateraler Winkel ohne signifikanten Unterschied mit 500 nM ICI118,551. N = 2. 
Kontrollgruppe: n = 62, Median = 21,63°; ICI118,551: n = 60, Median = 22,68°. Zwei-seitiger 
Mann-Whitney-Test, p = 0,0625. 

f) Innenwinkel ohne signifikanten Unterschied mit 500 nM ICI118,551. N = 2. 
Kontrollgruppe: n = 62, Median = 73,41°; ICI118,551: n = 60, Median = 75,20°. Zwei-seitiger 
Welch´s-Test, p = 0,3677.  
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3.5.2 Herzfrequenz unter Einfluss von ICI118,551 

Zur Überprüfung, dass es keine Off-Target-Effekte auf β1-Adrenozeptoren gibt, 

wurde die Herzfrequenz 24 Stunden nach der Gabe von ICI118,551 (sowohl 200 

nM als auch 500 nM) durchgeführt. In Abbildung 22 erkennt man, dass es keinen 

signifikanten Unterschied zwischen Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe 

gibt.  
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Abbildung 22: ICI118,551 hat keinen Einfluss auf die Herzfrequenz 

Die linke Grafik zeigt die Herzfrequenz der mit 200 nM ICI118,551 (n = 34; eingezeichneter 

Median: 144) behandelten Zebrabärblinge im Vergleich zur Kontrollgruppe (n = 32; 

eingezeichneter Median: 138). Der Shapiro-Wilk-Test ergab keine Normalen-Verteilung. Der 

anschließend durchgeführte Mann-Whitney-Test zeigt, dass es keinen signifikanten Unterschied 

gibt (p = 0,0976). Die rechte Grafik zeigt ebenfalls, dass es keinen signifikanten Unterschied 

zwischen der Kontrollgruppe (n = 32; eingezeichneter Median: 138) und der mit 500 nM 

ICI118,551 (n = 35; eingezeichneter Median: 144) behandelten Gruppe gibt. Keine Normalen-

Verteilung nach Shapiro-Wilk-Test. Mann-Whitney-Test ergibt keinen signifikanten Unterschied 

(p = 0,0803). 
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4. Diskussion 

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 

Manipulation der Aktivität von β-Adrenozeptoren während der frühen 

Zebrabärblingsentwicklung zeigte keinen massiven Einfluss auf die Entwicklung 

von Knorpel- oder Knochengewebe in anterioren Körperregionen der 

behandelten Fischlarven. Wir konnten jedoch feine, signifikante Veränderungen 

anhand der gemessenen Parameter feststellen. Der β3-Antagonist SR59230A 

führte zu einer Verkleinerung des Innenwinkels und einer Vergrößerung des 

Knorpelabstands. Diese Veränderung konnte nach Behandlung mit dem zweiten 

β3-Antagonisten L-748,337 nicht beobachtet werden.  

Der β3-Agonist CL316243 bewirkte eine Verkleinerung des 

Branchiostegalstrahls. Der laterale Winkel und der Innenwinkel vergrößerten sich 

durch diese Behandlung signifikant.  

Metoprolol und ICI118,551 bewirkten keine Veränderungen an den vier 

gemessenen Strukturen. 

Die Herzfrequenz veränderte sich nur mit SR59230A und Metoprolol. Bei beiden 

verringerte sich die Herzrate. 

 

4.2 Diskussion der Ergebnisse 

Der Großteil der gemessenen Werte ergab, dass die Manipulation von β-

Adrenozeptoren oberflächlich gesehen keine großen Veränderungen hervorruft. 

Bei genauer Betrachtung stellte sich jedoch heraus, dass bei Manipulation von 

β3-Adrenozeptoren geringe aber statistisch relevante Veränderungen von 

Strukturen gemessen werden können. Diese Veränderungen wurden bei β1- und 

β2-Adrenozeptoren nicht beobachtet. Ergo scheinen diese Rezeptoren höchstens 

eine untergeordnete Rolle bezüglich Knochen- und Knorpelentwicklung zu 

spielen und ihre Manipulation dieser Adrenozeptoren in der Entwicklungsphase 

wahrscheinlich als sicher in Bezug auf Knochen und Knorpel zu bewerten. Es 

sollte jedoch bei möglichen zukünftigen Anwendungen am Menschen von 

Wirkstoffen, die β3-Adrenozeptoren manipulieren, Vorsicht geboten sein, da die 
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beobachteten Veränderungen in diesen Experimenten auf mögliche Gefahren 

hindeuten könnten.  

 

4.2.1 Einfluss auf das Längenwachstum 

In dieser Studie wurde als einziger bereits teilweise ossifizierter Knochen der 

Branchiostegalstrahl genauer untersucht. Hierfür wurde die Länge gemessen. 

Diese verkürzte sich nur unter Einfluss von CL316243. Zusätzliche 

Untersuchungen mit weiteren β3-Agonisten sollten hierfür noch erfolgen, um die 

Ergebnisse zu bestätigen.  

Das Längenwachstum von Röhrenknochen erfolgt hauptsächlich in der 

proliferativen und hypertrophen Zone der Metaphyse mittels Chondrozyten (siehe 

1.4.2 Längenwachstum von Knochen). Desmale Knochen wachsen mittels 

appositionellen Wachstums. Dazu gehören auch die Branchiostegalstrahlen [67]. 

Das Wachstum ist abhängig von systemischen, lokal parakrinen und 

mechanischen Faktoren [48]. Parakrine Faktoren wie Indian-hedgehog-

Signalwege, parathormonverwandte Peptide, Fibroblasten Wachstumsfaktoren 

oder vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktoren gehören zu der lokalen 

Kontrolle des Wachstums. Die mechanischen Faktoren wurden bereits in 1.4 

Knochen- und Knorpelentwicklung angedeutet: Druck verringert das 

Wachstum, Zugkräfte vergrößern das Wachstum. Wenn es sich jedoch bei dem 

Druck nur um eine milde Form handelt, fördert auch dies das Wachstum [48]. Da 

in diesen Experimenten keine physikalischen Veränderungen wie 

Strömungsapplikationen angewandt worden sind, können äußere physikalische 

Einwirkungen als Ursache für die beobachteten Veränderungen der 

Knochenlänge ausgeschlossen werden.  

In dieser Studie wurde Einfluss auf die β-Adrenozeptoren genommen. Diese 

gehören zu den systemischen Faktoren, werden also durch das zentrale 

Nervensystem gesteuert. Die Expression der drei β-Adrenozeptoren auf 

Knochenzellen ist nicht ganz eindeutig nachgewiesen und in der Literatur 

teilweise widersprüchlich. Togari et al kamen in ihren Versuchen zu dem Schluss, 

dass weder β1- noch β3-Adrenozeptoren in menschlichen Osteoblasten 
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vorhanden seien, β2-Adrenozeptoren konnten sie jedoch mittels PCR-Testung 

nachweisen [68]. Kondo et al haben wiederum in vitro und in vivo mittels PCR-

Testung herausgefunden, dass Transkripte von allen drei β-Adrenozeptoren im 

humanen Knochengewebe vorhanden sind [69]. Auch wurden in 

Osteoprogenitorzellen β3-Adrenozeptoren nachgewiesen, eventuell weil sie die 

gleichen Stammzell-Vorläuferzellen wie Adipozyten, die im Knochenmark 

vorkommen, haben [70]. 

In den hier durchgeführten Experimenten konnten keine messbaren 

Veränderungen durch die Blockierung von β1- und β2-Adrenozeptoren festgestellt 

werden. Daher kann zum jetzigen Zeitpunkt eruiert werden, dass die Blockierung 

dieser Adrenozeptoren keinen negativen Effekt mindestens in Bezug auf die 

Länge des Branchiostegalstrahls und womöglich weiterer desmaler Knochen 

beziehungsweise Knochenvorstufen im frühen Larvenstadium von 

Zebrabärblingen haben.  

Veränderungen des Längenwachstums wurden ausschließlich nach Behandlung 

mit dem β3-Agonisten CL316243 gemessen. Trotz der eventuell bestehenden 

Diskrepanz zwischen menschlichen und tierischen Rezeptoren müsste bei 

Anwendung an humanen Probanden auch mit möglichen Änderungen der 

Knochenstruktur gerechnet werden. Dass ausschließlich Stimulation der β3-

Adrenozeptoren zu einer Längenveränderung des Branchiostegalstrahls geführt 

hat, impliziert, dass eine Aktivität dieses Rezeptors Längenwachstum von direkt 

ossifizierten Knochen im Zebrabärbling unterdrückt. Ein solches Signal könnte 

durch β3-Adrenozeptoren auf Osteoprogenitorzellen hervorgerufen werden, 

deren Anwesenheit in menschlichem Gewebe postuliert wurden [70]. Eine 

verringerte Proliferation dieser Zellen wäre jedoch experimentell nachzuweisen 

und aufgrund der nur subtilen Längenveränderung nicht als sehr ausgeprägt zu 

erwarten Eine weitere Möglichkeit wäre, dass eine Aktivierung von β3-

Adrenozeptoren zu einer Modulation von Signalwegen wie beispielsweise dem 

Hedgehog Weg [48] führen könnte. Dies würde die Aktivierung oder 

Abschwächung von Signalen bewirken, die ihrerseits das Längenwachstum der 

gemessenen Struktur beeinflussen könnte.  
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β-Adrenozeptoren sind ebenfalls auf der Oberfläche von humanen Chondrozyten 

exprimiert [71]. Die Forschungsgruppe um Hwang aus Südkorea untersuchte, ob 

die katabolischen Prozesse von Knorpel, die für gewöhnlich im entzündlichen 

Milieu ablaufen (z.B. bei Osteoarthritis), durch Noradrenalin beeinflusst werden. 

Sie fanden heraus, dass die Stimulierung von β-Adrenozeptoren durch 

Noradrenalin zu einer anabolischen Reaktion führte, indem die katabolischen 

Prozesse unterdrückt wurden [71]. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass eine 

Blockierung der β-Adrenozeptoren, wodurch weniger körpereigenes 

Noradrenalin die Rezeptoren erreichen kann, den Abbauvorgang im 

Knorpelgewebe begünstigt. Allerdings stammen die untersuchten Chondrozyten 

aus menschlichen Geweben und die Vorgänge wurden im Zusammenhang mit 

Arthritis analysiert. In einer weiteren Studie aus Regensburg mit Chondrozyten, 

welche aus neugeborenen Mäusen entnommen wurden, konnte beobachtet 

werden, dass durch die Verwendung von ICI118,551 und SR59230A ein 

apoptotischer Prozess in Chondrozyten eingeleitet wird [72]. Dieser Effekt wurde 

bei Verwendung von β1-Adrenozeptor-Antagonisten nicht beobachtet. Es ergab 

sich ein antiapoptotischer Effekt in Chondrozyten bei Stimulierung der 

Adrenozeptoren durch Noradrenalin. Jedoch wurde kein Effekt auf die 

Proliferation festgestellt. Die Forschungsgruppe kam aber zu dem Schluss, dass 

eine Stimulation von β-Adrenozeptoren allein durch die antiapoptotische Wirkung 

bereits einen positiven Effekt auf das Knochenwachstum haben könnte.  

In dieser Studie wurden die Längen der knorpeligen Strukturen nicht gemessen. 

Ob sich hier eine Veränderung vollzogen hat, kann nur durch weitere 

Untersuchungen oder weiteren Analysen der bestehenden Aufnahmen 

herausgefunden werden. Aufgrund der beobachteten Variation der räumlichen 

Anordnungen – sowohl der laterale Winkel als auch der Innenwinkel vergrößerten 

und verkleinerten sich signifikant nach Aktivität von β3-Adrenozeptoren – können 

wir aber zumindest vermuten, dass sich die Länge von Palatoquadratus, 

Meckelknorpel und den anderen knorpeligen Anteilen verändert hat. 

Eine signifikante Verkürzung des Branchiostegalstrahls beobachteten wir bei 

Verwendung des β3-Adrenozeptor-Agonisten CL316243. Auf den ersten Blick 

widersprechen diese Ergebnisse früheren Daten aus der Literatur [71,72]. 
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Allerdings lässt sich diese anscheinende Diskrepanz damit erklären, dass sich 

die erwähnten Studien auf eine Wirkung von β-Adrenozeptoren auf 

Chondrozyten konzentriert haben. Die in dieser Studie beobachtete Verkürzung 

des Branchiostegalstrahls wurde jedoch in einer direkt-ossifizierenden Struktur 

detektiert. Außerdem forschten die Kollegen an isolierten Zellkulturen (in vitro) 

von Menschen und Mäusen und unsere Ergebnisse stammen von 

Zebrabärblingen (in vivo). 

 

4.2.2 Einfluss auf die räumliche Anordnung 

Die räumliche Anordnung ist nicht unabhängig vom Längenwachstum der 

Knochen oder Knorpel zu beurteilen. Wenn sich die Länge der Knorpel zum 

Zeitpunkt der Messung (5 dpf) verändert hat, dann muss sich auch zwangsweise 

die Größe der gemessenen Winkel beziehungsweise des Knorpelabstandes 

verändern. Die genannten Strukturen sind nämlich gelenkig miteinander 

verbunden (Abbildung 4).  

Wenn sich beispielsweise beide Keratohyalen durch Modulation von β-

Adrenozeptoren verlängern und alle anderen Strukturen unverändert bleiben, 

dann gibt es verschiedene Möglichkeiten wie sich das phänotypisch bemerkbar 

macht: 

1.  Die Keratohyalen verlängern sich nur in anteriore Richtung. Der 

Innenwinkel wird kleiner. Der posteriore Bezugspunkt (Verbindungsstelle 

mit Palatoquadratus = laterale Winkel) bleibt an gleicher Stelle wie bei den 

Kontrolltieren. Gleichzeitig würde der Knorpelabstand sich verkleinern. 

2.  Die Keratohyalen verlängern sich nur in posteriore Richtung. Der laterale 

Winkel wird kleiner. Der anteriore Bezugspunkt (Verbindungsstelle beider 

Keratohyalen) bleibt gleich und der Innenwinkel würde wahrscheinlich 

etwas größer werden, da die Keratohyalen durch ihre Verbindung zum 

Palatoquadratus nicht frei in posteriore Richtung wachsen können, 

sondern eher in laterale Richtung ausweichen müssen. 

3. Die Keratohyalen verlängern sich in Richtung beider Enden, welches das 

wahrscheinlichste Szenario ist. Wie sich das auf die Winkel auswirkt, ist 
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sehr schwierig vorherzusagen. Mit Gewissheit lässt sich jedoch festhalten, 

dass sie sich ändern werden. 

Diese drei Beispiele verdeutlichen die Komplexität der räumlichen Anordnung 

durch Veränderung von Längen in einem System, wo jede Variable in Verbindung 

mit anderen Variablen steht. Außerdem ist davon auszugehen, dass die 

Modulation von β-Adrenozeptoren Auswirkungen auf viele oder alle 

Knorpelanteile hat. Bereits die Längenveränderung von Keratohyale sowie 

Palatoquadratus in jeweils beide Richtungen lässt Raum für mehrere 

unterschiedliche Ergebnisse. 

Außerdem ist die räumliche Anordnung, wie in der lateralen Ansicht in der 

Einleitung dargestellt, nicht direkt visualisierbar in ventraler Ansicht. Eine 

Veränderung des Winkels zwischen Meckel und Palatoquadratus würde nur in 

lateral aufgenommenen Bildern analysierbar, jedoch in ventraler Sicht als 

verkürzte Distanz zu messen. Es bedarf daher noch weiterer Analysen, um die 

Konsequenz der durchgeführten Behandlungen abschließend beurteilen zu 

können. 

Der laterale Winkel und der Innenwinkel vergrößerten sich unter Einfluss des β3-

Agonisten CL316243. Hingegen verkleinerte sich der Innenwinkel bei Zugabe 

vom β3-Antagonisten SR59230A. Gleichzeitig vergrößerte sich der 

Knorpelabstand. Die Größen der Knorpelstrukturen müssen sich also durch die 

Behandlung geändert haben. Wenn man sich auf die Ergebnisse aus 

Regensburg [72] und Korea [71] bezieht, dann könnte die Behandlung mit 

CL316243 einen anabolischen und antiapoptotischen Effekt auf die 

Chondrozyten haben, also eine Vergrößerung der Knorpelstrukturen. während 

SR59230A einen gegenteiligen Effekt ausgeübt hätte, welcher auch 

nachgewiesen worden war [72], also eine Verkleinerung der Knorpelstrukturen. 

Die räumliche Anordnung ist aber auch abhängig von bestimmten Signalwegen. 

Dafür ist es wichtig zu verstehen, wie Knorpel entsteht. Es beginnt damit, dass 

mesenchymale skelettale Osteoprogenitorzellen sich zu Klustern anhäufen 

(sogenannte prächondrale Kondensation), die sich in Feldern von locker 

angeordneten Zellen befinden [73]. Die prächondrale Kondensation – im 
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Englischen precartilaginous condensations (PCC) – wird definiert als „Region mit 

einer erhöhten Zelldichte in einem Feld von mesenchymalen Progenitorzellen“ 

[74]. Die Kluster bestimmen später die Wachstumsrichtung und die Form der 

Knorpel beziehungsweise späterer Knochen [73]. Die Position dieser Kluster wird 

bestimmt durch Signalwege, unter anderem Sox9/Sox9a (vergleiche 1.3 

Zebrabärbling). Ob diese Signalwege durch Modulation von β-Adrenozeptoren 

beeinflusst werden können, ist nach Erkenntnis dieses Autors bisher nicht Thema 

der Forschung gewesen. Ein vollständiges Unterdrücken der Sox9/Sox9a-

Signalwege kann aber mit großer Sicherheit ausgeschlossen werden, da 

Akiyama et al bereits nachgewiesen haben, dass das zu einer ausgeprägten 

Form der Chondrodysplasie führen würde [36].  

 

4.2.3 Vergleich zwischen Fisch und menschlichen Rezeptoren 

Offensichtlich haben die eben dargestellten Ergebnisse eine höhere 

Aussagekraft bei der potentiellen Anwendung am Menschen je verwandter die 

Rezeptoren vom Zebrabärbling zu humanen Rezeptoren sind. Dieser Frage ist 

eine Forschungsgruppe aus Leiden, Niederlanden, nachgegangen. Ihre 

Ergebnisse basieren aber rein auf der Erforschung von Glukokortikoid-

Rezeptoren. Sie fanden heraus, dass es eine hohe genetische Ähnlichkeit 

zwischen den Rezeptoren beider Spezies gibt und befanden daher, dass 

Zebrabärblinge ein adäquates Modell zur Glukokortikoid-Rezeptor-Forschung 

sind [75].  

In einer anderen Arbeit wurden die Gensequenzen von nikotinergen-cholinergen-

Rezeptoren, Opioidrezeptoren und cannabinoiden Rezeptoren von Menschen 

und den Homologen von Zebrabärblingen verglichen und auch hier kam eine sehr 

hohe Kongruenz zum Vorschein [76].  

Einen Unterschied bemerkten Oren et al bei ihren Forschungen an Glukagon-

Rezeptoren und Glukagon-like-Peptid-1-Rezeptoren. Beide Rezeptorarten 

gehören auch zu den GPCR und binden beim Menschen auch nur spezifisch 

entweder Glukagon oder GLP-1. Beide Liganden haben physiologisch 

entgegengesetzte Wirkungen. Der dazugehörige orthologe Rezeptor beim 
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Zebrabärbling hingegen bindet sowohl Glukagon als auch GLP-1 und wird damit 

von den Verfassern als dualer Rezeptor bezeichnet [77]. Damit unterscheiden sie 

sich in ihrer biochemischen Struktur als auch in ihrer Funktion.  

Dadurch, dass Adrenozeptoren zur Familie der G-Protein-gekoppelten-

Rezeptoren gehören, haben sie sieben Transmembrandomänen, also integrale 

Membranproteine, die die Doppellipidschicht durchspannen [78]. Die heutzutage 

fünf bekannten β-Adrenozeptorgene beim Zebrabärbling (adrb1, adrb2a, adrb2b, 

adrb3a und adrb3b) [79] haben eine Aminosäure-Sequenz Identität in den sieben 

Transmembrandomänen zu den menschlichen Orthologen von 77,3 % bis 62,3 

% (abhängig vom β-Adrenozeptor) [80]. Dies ist ein sehr hoher Wert. Die von uns 

erzielten Ergebnisse lassen daher Rückschlüsse zu, wie sich die Gabe von β-

Rezeptoragonisten und -antagonisten beim Menschen auswirken würden.  

Andererseits sind es doch weiterhin leicht unterschiedliche Rezeptoren. Dieser 

Unterschied zwischen den orthologen Rezeptoren kann als ein 

Interpretationsversuch genommen werden, warum die hier erzielten Ergebnisse 

der β3-Antagonisten widersprüchlich sind. SR59230A bewirkte eine 

Verkleinerung des Innenwinkels und eine Vergrößerung des Knorpelabstands. L-

748,337 hingegen bewirkte keinen signifikanten Unterschied, obwohl es 

ebenfalls ein β3-Antagonist ist. Die Gründe dafür können daran liegen, dass beide 

Substanzen für die menschlichen Rezeptoren entwickelt worden sind. Daher 

wirken sie eventuell unterschiedlich beim Zebrabärbling. Eine weitere Ursache 

könnte sein, dass beide Substanzen eventuell unterschiedliche Verfügbarkeiten 

im Zebrabärbling haben.  

 

4.3 Fazit und Ausblick 

In dieser Studie sollte der Zusammenhang zwischen der Modulation von β-

adrenergen Rezeptoren und der Entwicklung beziehungsweise dem Wachstum 

von Knochen und Knorpel beim Zebrabärbling im Larvenalter aufgedeckt werden.  

Ein direkt messbarer Zusammenhang zwischen der Knochen- und 

Knorpelentwicklung und β-Adrenozeptoren konnte nur bei Modulation von β3-
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Adrenozeptoren festgestellt werden. β1- sowie β2-Adrenozeptoren scheinen 

keinen Einfluss bei der Entwicklung der beschriebenen Strukturen zu haben. 

Die Anwendung von β3-Adrenozeptorantagonisten beziehungsweise -agonisten 

hingegen haben signifikante Auswirkungen auf die Entwicklung der Hartgewebe. 

Der hier genutzte Agonist CL316243 verkürzt den Branchiostegalstrahl und 

verändert auch die räumliche Anordnung der knorpeligen Anteile. Um die 

Veränderung der Winkel zu erläutern, sind weitere Forschungen 

beziehungsweise Messungen notwendig. Zum Beispiel ist es wichtig 

herauszufinden, ob die Länge der genannten knorpeligen Anteile sich ändert 

oder ob die Länge gleichbleibt und tatsächlich die räumliche Anordnung im 

dreidimensionalen Raum sich ändert. Der verwendete Antagonist SR59230A 

verändert zwar nicht die Länge des Knochens signifikant, aber dafür bewirkt er 

ebenfalls Veränderungen der Winkel. CL316243 verändert den Innenwinkel 

genau gegensätzlich.  

Das bedeutet, dass die Aktivität von β3-Adrenozeptoren direkten Einfluss auf den 

Innenwinkel beziehungsweise die Keratohyalen hat. Auch hier ist wichtig 

zukünftig herauszufinden, ob die Länge der Knorpel sich verändern. Der zweite 

β3-Adrenozeptorantagonist L-748,337 bewirkt keine messbaren Unterschiede. 

Dies irritiert im ersten Moment im Hinblick auf die beobachteten Veränderungen 

durch SR59230A. Ursachen dafür könnten, wie bereits beschrieben, die 

ursprüngliche Herstellung für die Anwendung beim Menschen sein oder eine zu 

geringe Verfügbarkeit beim Zebrabärbling.  

Die zukünftigen Schritte sollten sein, weitere Parameter wie die Längen von 

Palatoquadratus, Keratohyale und Meckel-Knorpel zu messen und weitere 

Substanzen mit Einfluss auf β3-Adrenozeptoren zu verwenden (beispielsweise 

Mirabegron (β3-Adrenozeptoragonist) [81] oder L-748328 (β3-

Adrenozeptorantagonist) [82]).  
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5. Zusammenfassung 

Neuere Studien aus unserem Labor haben einen Zusammenhang zwischen β3-

Adrenozeptoren und primären Zilien herausgefunden. Da bekannt ist, dass 

primäre Zilien für die Entwicklung von Knorpel und Knochen ein wichtiger 

Bestandteil sind, war das Ziel dieser Arbeit festzustellen, ob die Modulation von 

β3-Adrenozeptoren auch direkten Einfluss auf Knochen und Knorpel hat. 

Dafür nutzten wir das Zebrabärblingsmodell. Die Fische erhielten am zweiten Tag 

nach der Befruchtung eine Behandlung mit einem β-Adrenozeptorantagonist 

oder -agonist. Am fünften Tag nach der Befruchtung wurden die Zebrabärblinge 

fixiert und einem Färbeprotokoll nach Walker und Kimmel [63] unterzogen. Die 

Färbung stellt Knochen und Knorpel anschaulich dar. Im Anschluss wurden 

verschiedene Strukturen im Kopf-Hals-Bereich auf Länge und Winkel untersucht. 

Die Ergebnisse zeigten, dass die Behandlung mit SR59230A und CL316243 

Veränderungen bewirkten. Der β3-Rezeptoragonist CL316243 verkürzt den 

Branchiostegalstrahl. Auch sind Änderungen in der räumlichen Anordnung 

anhand von vergrößerten beziehungsweise verkleinerten Winkeln messbar 

gewesen. 

Die Ergebnisse zeigten, dass die Modulation von β3-Rezeptoren subtile 

Veränderungen der räumlichen Anordnung von Knorpelstrukturen hervorruft und 

die Länge von direkt ossifizierenden Knochen verkürzen kann. 
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