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5. Zucht und Genetik
(das vorliegende Manuskript lehnt sich an die Publikation „Zimmermann F, Weiss J, Reifenberg K (2000) Breeding 

and assisted reproduction techniques, In: „The handbook of experimental animals: the rat“ (ed: Krinke G. J.) Aca-

demic Press, London, 177-198“ an.)

5.1 Allgemeine Einführung in die Genetik

Wie bei anderen Säugerspezies umfasst auch das haploide Genom der Versuchstierspezies Maus 

und Ratte 3 Milliarden DNA-Basepaare. Diejenigen DNA-Regionen, die für bestimmte Genpro-

dukte –meist Proteine- kodieren, werden als Gene bezeichnet. Die charakteristische DNA-

Sequenz eines Gens kann geringfügige Variationen aufweisen, die Einfluss auf die genetische 

Funktion haben können. Diese alternativen Formen eines Gens werden als Allele bezeichnet. Ein 

Gen befindet sich auf einer charakteristischen chromosomalen Region, die als genetischer Locus 

bezeichnet wird. 

Im Gegensatz zu den Autosomen, die als Paare morphologisch identischer Partnerchromosomen 

auftreten, weisen die Geschlechtschromosomen der Säuger, das X- und das Y-Chromosom, sig-

nifikante morphologische Unterschiede auf. Diese werden deshalb auch als Heterosomen be-

zeichnet. Die überwiegende Mehrzahl an Genen, die sich auf den Heterosomen befinden, kommt 

entweder nur auf den X-Chromosom oder nur auf dem Y-Chromosom vor. Den meisten dieser 

Gene fehlt ein Pendant auf dem Partnerheterosom. Bisher wurden nur sehr wenige Gene identifi-

ziert, die sich sowohl auf dem X- als auch auf dem Y-Chromosom befinden. Die kleine hetero-

somale Region, die diese Gene trägt, wird als pseudoautosomale Region bezeichnet. Die No-

menklatur der pseudoautosomalen Region ist mit Bedacht ausgewählt, da sich die Heterosomen 

bezüglich dieser chromosomalen Region wie Autosomen verhalten. Männliche Säuger tragen 

von den meisten heterosomal vererbten Genen lediglich ein einziges Allel. Lediglich die wenigen 

heterosomalen Gene, die in der pseudoautosomalen Region lokalisiert sind, existieren bei männ-

lichen Tieren in zwei Allelen.

Ein diploider Organismus, der zwei identische Allele eines bestimmten Gens trägt, wird als ho-

mozygot bezeichnet. Trägt ein Organismus zwei unterschiedliche Allele, so sprechen wir von 

Heterozygosität. Die spezielle Situation bei männlichen Säugern, dass die meisten heterosomal 

gebundenen Gene in einem einzigen Allel existieren, wird als Hemizygosität bezeichnet. Durch 

die Entwicklung der Transgentechnologie musste die Definition der Hemizygosität jedoch erwei-

tert werden. Die Mikroinjektion von geeigneten linearen DNA-Konstrukten in den Pronukleus 

befruchteter Eizellen kann zur Integration der transgenen DNA-Sequenzen an einer nicht vorher-

sehbaren chromosomalen Stelle des Empfängergenoms führen, wodurch ein neuer genetischer 
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Locus entsteht. Transgene Tiere können den neu erworbenen Locus auf einem einzigem Auto-

som und nicht auf dem Partnerchromosom tragen. Da diese Situation der der meisten heteroso-

mal gebundenen Gene männlicher Säuger, die ja ebenfalls nur einen Genlocus aufweisen, sehr 

ähnlich ist, wird sie ebenfalls als Hemizygosität bezeichnet.

In diploiden Organismen kommt es beim Transfer der genetischen Information von der vorher-

gehenden zur nächsten Generation zu einer Reduktion des diploiden parentalen Genoms (2n) auf 

das haploide Genom der Gameten. Der spezielle Zellteilungstyp, der diese Genomreduktion er-

reicht, wird als Meiose bezeichnet. Im Verlauf der Meiose werden die beiden parentalen Allele 

jedes heterozygoten Locus gleichmäßig auf die Keimzellen verteilt. Also werden 50% der Game-

ten das eine und 50% das andere Allel tragen. Diese Vererbungsregel wurde bereits von Mendel 

entdeckt und wird als zufällige Segregation bezeichnet. Mendel entdeckte ebenfalls bereits das 

Gesetz der unabhängigen Vererbung. Dieses Gesetz besagt, dass die Segregation zweier unter-

schiedlicher Gene unabhängig voneinander verläuft. Heute weiß man allerdings, dass das Gesetz 

der unabhängigen Vererbung lediglich für solche Gene gilt, die sich auf unterschiedlichen Chro-

mosomen befinden. Für Gene, die auf demselben Chromosom liegen, existieren kompliziertere 

Vererbungsregeln. In diesen Fällen ist die Aufteilung der Allele von komplexen chromosomalen 

Rekombinationen während der Meiose abhängig. Während alle autosomalen Partnerchromoso-

men und die zwei X-Chromosomen weiblicher Säuger häufig rekombinieren, ist die Situation 

bezüglich der von männlichen Säugern getragenen X- and Y-Chromosomen anders. Da sich das 

meiotische Rekombinationspotential dieser Chromosomen auf die kleine pseudoautosomale Re-

gion beschränkt, sind Rekombinationsereignisse, falls sie überhaupt stattfinden, sehr selten.

5.2 Nomenklatur zur Kreuzung von Versuchstieren

Es wurde ein spezielles Nomenklatursystem etabliert, um Kreuzungen zwischen Versuchstieren, 

die ein standardisiertes Genom tragen, zu beschreiben. Das System berücksichtigt meist den Ge-

notyp eines einzelnen Genes oder einer Gruppe von Genen der beiden Paarungspartner. Zur Ver-

einfachung wird das System nachfolgend für ein einzelnes imaginäres Gen mit dem Allelreper-

toire A and a beschrieben. 

Beim Incrossing werden homozygote Tiere des Genotyps A/A bzw. a/a miteinander verpaart. 

Durch die Incrossing-Kombinationen A/A x A/A or a/a x a/a werden Nachkommen produziert, 

die wiederum den parentalen Genotyp A/A bzw. a/a tragen. Das Incrossing wird benutzt, um 

ingezüchtete Tierstämme zu propagieren.
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Ein Intercross wird erreicht, indem heterozygote A/a Tiere untereinander verpaart werden. Das 

Intercross A/a x A/a wird Tiere des Genotyps A/A, A/a and a/a erzeugen, wobei diese Genotypen 

ein Verhältnis von 1:2:1 aufweisen werden.

Die Kreuzung von homozygoten A/A oder a/a Tieren mit einem heterozygoten A/a Partner wird 

als Backcrossing bezeichnet. Die Backcrosse A/A x A/a oder a/a x A/a werden Tiere der Genoty-

pen A/A und A/a oder a/a und A/a erzeugen. Eine Serie hintereinandergeschalteter Backcrosse 

muss durchgeführt werden, um ein bestimmtes interessierendes Gen oder eine Gengruppe von 

einem unerwünschten Donorstamm auf einen erwünschten ingezüchteten Rezipientenstamm zu 

übertragen. 

Verpaarungen zwischen homozygoten A/A und a/a Tieren werden als Outcrossing bezeichnet. 

Das Outcross A/A x a/a wird heterozygote A/a Tiere erzeugen. Neben anderen Zwecken dienen 

Outcrosse dazu, Hybriden herzustellen.

5.3 Ingezüchtete Stämme 

Per Definitionem wird ein Stamm als ingezüchtet bezeichnet, wenn er für 20 oder mehr aufein-

anderfolgende Generationen einer Bruder x Schwester Inzucht (= BSI) unterworfen wurde 

(Festing and Staats, 1973). Paarungskombinationen, bei denen Eltern mit Nachkommen gekreuzt 

wurden, können das BSI-Zuchtregiment ersetzen, wenn die Verpaarung mit dem jüngeren der 

beiden Elternteile erfolgt. Bei der Durchführung eines BSI-Zuchtregiments erhöht sich die Wahr-

scheinlichkeit, dass ein bestimmter genetischer Locus homozygot wird, ständig. Diese Wahr-

scheinlichkeit wird als Inzuchtkoeffizient Ft bezeichnet. Für eine bestimmte Generation t, be-

rechnet sich Ft nach folgender Formel (Falconer 1989):

Ft = 0.25 (1 + 2Ft-1 +Ft-2)

Für Stämme, die für 20, 40 bzw. 60 Generationen einer Bruder-Schwester-Inzüchtung unterla-

gen, nimmt Ft Werte von 0.986335, 0.999803 bzw. 0.999997 an. Für einige Zwecke ist es güns-

tiger die Zunahme von Ft pro Generation anzugeben. Dieser wert wird als ∆F bezeichnet. ∆F be-

rechnet sich nach der Formel:

∆F = (Ft-Ft-1) / (1-Ft-1) 

∆F ist gleich 0.250, 0.167, 0.200 bzw. 0.188 für die ersten vier Generationen von BSI. In späte-

ren Generationen erreicht ∆F einen konstanten wert von 0.191. Der Inzuchtkoeffizient gibt die 
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Wahrscheinlichkeit dafür an, dass ein einzelner (beliebiger) genetischer Locus in homozygoter 

Form vorliegt. Da jedoch nicht einzelne Gene sondern Blöcke von verbundenen Genen von einer 

auf die nachfolgende Generation übertragen werden, ist der Anteil des gesamten Genoms der 

nach einer BSI-Serie in homozygoter Form vorliegt (=fixiert ist) immer geringer als er durch den 

Inzuchtkoeffizienten wiedergegeben wird. Der Anteil fixierter Loci im Genom ingezüchteter 

Tiere hängt nicht nur von der Anzahl durchgeführter BSI-Generationen sondern auch von der 

Genomgröße und zu einem geringerem Ausmaß von der artspezifischen Chromosomenanzahl ab 

(Stam, 1980). Für eine Tierart der Genomgröße 2500cM und einer haploiden Chromosomenzahl 

von 20 hat Fisher (1965) abgeschätzt, dass nach 60 Generationen aufeinanderfolgender BSI Tiere 

mit einer 99%-igen Fixierung auftreten. Dieser Wert gilt wahrscheinlich ebenfalls für ingezüch-

tete Maus- und Rattenstämme, da diese Spezies ähnliche Genomgrößen aufweisen. So wird in 

der Rat Genome Database [http://ratmap.gen.gu.se/] die Größe des Rattengenoms auf 2250cM 

geschätzt; das haploide Rattengenom ist in 21 Chromosomen organisiert. Die Genomgröße der 

Maus beträgt 1650 cM, die genetische Information ist hier auf 20 Chromosomen verteilt. Folg-

lich tragen ingezüchtete Maus- und Rattenstämme selbst nach 60 Generationen aufeinanderfol-

gender BSI noch einen beträchtlichen Anteil an Restheterozygosität. Um verbleibende heterozy-

gote Loci ingezüchteter Tiere eventuell doch noch zu fixieren, werden Inzuchtstämme nicht nur 

mittels BSI erzeugt, sondern ebenfalls durch BSI propagiert. Es können jedoch Selektionsdrücke 

wirken, die heterozygote Genotypen favorisieren. In solchen Fällen nämlich, in denen homozygo-

te Tiere eine reduzierte Lebensfähigkeit oder Fertilität aufweisen, können trotz des durch BS-

Inzucht erzeugten Drucks zur Homozygosität heterozygote Verhältnisse persistieren (Hayman 

and Mather, 1953).

Zuchtkolonien ingezüchteter Stämme werden in Nucleuskolonien (NC), pedigrierte Expansions-

kolonien (PEC) and Multiplikationskolonien (MC) unterteilt (Hedrich, 1990a). Die NC ist ein 

sich selbst erhaltendes System, das dazu dient, den Inzuchtstamm zu konservieren. Es wird eine 

strenge Bruder x Schwester-Inzuchtpaarung durchgeführt. Solche NC-Kolonien haben meist eine 

geringe Größe von 10-30 Zuchtpaaren und alle Tiere stammen von einem gemeinsamen früheren 

Zuchtpärchen ab. In der Regel werden zwei bis drei Sublinien des gemeinsamen Ahnenpaares 

erzüchtet, die dann 3 bis 7 Generationen lang erhalten werden. Die divergierenden Sublinien 

werden sorgfältig bezüglich Fortpflanzungserfolg und bestimmter genetischer Daten kontrolliert. 

Wenn genügend Daten über die Sublinien vorliegen, wird eine dieser Linien ausgesucht, um den 

Inzuchtstamm weiter zu propagieren während die anderen Sublinien von der NC ausgeschlossen 

werden. Pro Woche kann eine Maus- oder Ratten-NC etwa 10 bis 15 Tiere produzieren. Werden 

mehr Tiere benötigt, muss eine pedigrierte Expansionskolonien (PEC) gesetzt werden. Die 
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Zuchttiere einer PEC stammen ausnahmslos von der NC ab. Wie die NC, wird auch die PEC 

durch Bruder x Schwester Verpaarung propagiert. Da PECs primär dazu dienen, Zuchttiere für 

Multiplikationskolonien (MC) zu produzieren, entspricht ihre Größe der der zu versorgenden 

MCs. MCs werden nicht durch Bruder x Schwester Verpaarung propagiert, sondern die Zuchttie-

re werden zufällig zusammengesetzt. MCs dienen dazu, genügende Tierzahlen für die tierexpe-

rimentelle Forschung zu erzeugen.

Genetische Variabilität von Inzuchtstämmen
Forscher, die mit ingezüchteten Tieren arbeiten, müssen sich der Tatsache bewusst sein, dass der 

Genpool eines vorgegebenen Inzuchtstammes nicht völlig stabil ist, sondern Schwankungen un-

terliegt. Die Instabilität des Genpools kann durch folgende drei Faktoren bedingt sein.

Residualheterozygosität: Auch ein stark ingezüchteter Tierstamm, der für 60 oder noch mehr 

Generationen durch Bruder-Schwester-Inzüchtung propagiert wurde, kann durchaus noch hetero-

zygote Loci aufweisen. Während der Weiterzucht des Stammes durch BSI können solche Loci 

fixiert werden. Die Fixierung vormals heterozygoter Loci stellt einen Faktor dar, der zu Schwan-

kungen im Genepool ingezüchteter Stämme führt.

Mutation: Ein anderer Faktor, der den Genepool ingezüchteter Tierstämme beeinflusst, ist das 

spontane Auftreten von Mutationen. Die genaue Mutationsrate einzelner Gene ist meist unbe-

kannt. Die Häufigkeit des Auftretens von Mutationen im Genepool ingezüchteter Stämme kann 

jedoch abgeschätzt werden. Die durchschnittliche Mutationsrate eines eukaryoten Organismus, 

die als u bezeichnet wird, wird auf etwa 10-5 pro Gamete and pro Locus geschätzt (Ohno 1972). 

Dieser Wert berücksichtigt jedoch nicht die Tatsache, dass die Mutationsrate vom jeweiligen 

genetischen Locus, vom Geschlecht und vom Alter abhängt (siehe Review-Artikel von Crow, 

1997). Da bei einem durch Bruder x Schwester Inzucht geführten Inzuchtstamm jede Generation 

von genau zwei Tieren begründet wird, ist jedes autosomale Gen im Genepool mit nur 4 Allelen 

repräsentiert. Deshalb beträgt in einem Inzuchtstamm die Mutationsrate eines bestimmten geneti-

schen Locus 4 x u. Die Wahrscheinlichkeit der Fixierung einer erworbenen Mutation ist in star-

kem Ausmaß davon abhängig, ob selektive Kräfte auf das mutierte Allel wirken. Ohne den Ein-

fluss einer Selektion weisen neue Mutationen eine 25%ige Wahrscheinlichkeit auf, im Genpool 

des Inzuchtstammes fixiert zu werden. Folglich ist die Wahrscheinlichkeit für den Austausch 

eines gegebenen Allels durch ein mutiertes Allel pro Bruder x Schwester Inzuchtgeneration 

gleich der Mutationsrate u (Falconer, 1989). Da das Säugergenom etwa 30.000 Gene umfasst, 

werden pro Generation ca. 0,3 Mutationen Im Genpool, eines Inzuchtstamms fixiert. Es ist un-

klar, inwiefern die aufgeführte Abschätzung der Mutationsrate von Inzuchtstämmen die tatsäch-
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lichen Verhältnisse widerspiegelt. Bailey (1977) hat für die Spezies Maus gezeigt, dass tatsäch-

lich in jeder dritten Generation eine Mutation fixiert wird.

Genetische Kontamination: Genetische Kontaminationen von Inzuchtstämmen resultieren aus 

der unbeabsichtigten Einführung fremder Gene durch Outcrossing. Im Gegensatz zu den Mecha-

nismen der Fixierung vormals heterozygoter Loci und des Erwerbs von Mutationen, ist die gene-

tische Kontamination prinzipiell vermeidbar. Das nachweislich häufige Auftreten von geneti-

schen Kontaminationen ingezüchteter Stämme in der Vergangenheit zeigt jedoch, dass es sehr 

schwierig ist, ein akzidentelles Outcrossing sicher zu verhindern. Das Risiko der genetischen 

Kontamination ist in solchen Tierhaltungen besonders hoch, in denen viele unterschiedliche In-

zuchtstämme, die dieselbe Fellfarbe aufweisen, in großer Nähe zueinander gezüchtet werden. 

Personen, denen die Zucht ingezüchteter Tiere anvertraut ist, sind verpflichtet, alle nur mögli-

chen Maßnahmen zu ergreifen, um das Risiko des Auftretens genetischer Kontaminationen zu 

minimieren. Dies impliziert die sichere Identifikation von Zuchttieren und das Training und die 

kompetente Beaufsichtigung der Tierpfleger. In Tierhaltungen, in denen eine breite Vielfalt von 

ingezüchteten Varianten propagiert wird, muss ein genetisches Monitoring-System etabliert wer-

den, um die Authentizität der Stämme zu kontrollieren. Es existiert geeignete Literatur (Hedrich 

1990b), die sich spezifisch mit Programmen zur Durchführung eines genetischen Monitoring 

befasst. Die Kryokonservierung ingezüchteter Stämme von Mäusen oder Ratten in der Form von 

gefrorenen Präimplantationsembryonen ist heute unproblematisch möglich. Diese Technik er-

laubt es, eine Art “backup“ des Genepools eines ingezüchteten Stamms zu erstellen, so dass im 

Fall einer genetischen Kontamination der authentische Stamm wieder hergestellt werden kann.

Zusammenfassend muss konstatiert werden, dass die Veränderung des Genpools ingezüchteter 

Stämme durch die Fixierung residualer heterozygoter Loci und durch die Akquirierung von Mu-

tationen nicht zu vermeiden ist. Der genetische Status ingezüchteter Stämme wird zudem durch 

die Möglichkeit der genetischen Kontamination bedroht. Unter Berücksichtigung dieser Faktoren 

wurden eindeutige Regeln erstellt, ab welchem Zeitpunkt ein ingezüchteter Stamm in neue Sub-

stämme unterteilt werden muss (Festing and Staats, 1973). Diese Regeln sind insbesondere von 

solchen Personen zu befolgen, denen die Zucht von Inzuchtstämmen anvertraut wurde.
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5.4 Koisogene Stämme

Ingezüchtete Stämme tragen ein standardisiertes Genom und repräsentieren deshalb ideale Träger 

von erwünschten Mutationen. Mutationen von Nagetiergenen können entweder spontan entste-

hen oder durch die Behandlung mit mutagenen Substanzen verursacht werden (Russell et al, 

1979) oder durch ionisierende Strahlung entstehen (Green and Roderick, 1966). Weiterhin kön-

nen durch Pronukleus-Mikroinjektion geeigneter DNA-Konstrukte direkt transgene Sequenzen in 

das Genom ingezüchteter Mäuse oder Ratten eingeführt werden. Weiterhin konnte für die Spe-

zies Maus eine Technik entwickelt werden, durch homologe Rekombination embryonaler 

Stammzellen gezielte Veränderungen im Genom vorzunehmen (Gene Targeting). Ein koisogener 

Stamm wird erzeugt, indem ein ingezüchtetes Tier eine Mutation bzw. eine gentechnische Ver-

änderung (Trangen, „knock-out“ oder „knock-in“) in die nächste Generation vererbt. Jedes koi-

sogene Stammsystem besteht aus dem originären Inzuchtstamm in der nicht-mutierten oder 

nicht-gentechnisch-veränderten Form sowie dem koisogenen Partnerstamm, der das mutierte 

Allel oder die gentechnische Veränderung trägt. Das koisogene Stammsystem verfügt somit über 

denselben genetischen Hintergrund, unterscheidet sich jedoch lediglich bezüglich eines spezifi-

schen genetischen Locus. Diese Eigenschaften machen koisogene Stammsysteme zu idealen Mo-

dellen zur Analyse der Phänotypen, die durch Mutationen oder durch gentechnische Veränderun-

gen hervorgerufen werden. Koisogene Stämme sollten durch Bruder x Schwester Inzüchtung 

propagiert werden.

5.5 Kongene Stämme

Ein kongener Stamm wird erzeugt, indem ein spezifischer genetischer Locus von einem uner-

wünschten Donorstamm auf einem erwünschten Rezipienteninzuchtstamm übertragen wird. Der 

übertragene genetische Locus wird als Differentiallocus bezeichnet und kann ein spezielles inte-

ressierendes Allel oder eine ganze Gruppe verbundener interessierender Gene wie den Haupt-

histokompatibilitätskomplex (MHC) umfassen. Die Funktion des Donorstamms besteht darin, 

den Differentiallocus zur Verfügung zu stellen. Folglich muss der Donorstamm nicht notwendi-

gerweise ingezüchtet sein und es ist irrelevant, ob das Differentialgen in homozygoter oder hete-

rozygoter Form vorliegt. Im Gegensatz dazu liefert der Rezipientenstamm den neuen genetischen 

Hintergrund für die Differentialregion; dieser Stamm muss ingezüchtet sein. Der Transfer des 

Differentiallocus auf den Rezipientenstamm wird durch Zuchtmaßnahmen erreicht, deren prinzi-

pielles Konzept von George Snell entwickelt wurde (Snell 1978). Heutzutage wird in fast allen 

Fällen das sogenannte NX-Zuchtschema angewandt, um kongene Stämme zu erzeugen (Flaherty, 

1981). 
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Abbildung 5.1 NX-Zuchtschema zur Erzeugung kongener Stämme

Der Donorstamm trägt einen gewünschten Differentiallocus X, der sich jedoch auf einem unerwünschten genetischen 

Hintergrund befindet (durch weiße Füllung der Symbole dargestellt). Der Rezipienteninzuchtstamm trägt zwar den 

erwünschten genetischen Hintergrund (durch schwarze Füllung der Symbole dargestellt), ihm fehlt jedoch das Diffe-

rentialallel X. Durch konsekutive Kreuzung von X-Trägertieren auf Tiere des Rezipienteninzuchtstamms wird ein 

kongener Stamm erzeugt. Der Kongenstamm vereint das Differntailallel X mit dem gewünschten genetischen Hin-

tergrund des Rezipienteninzuchtstamms ( : Männchen, Ο: Weibchen).

Wie in der Abbildung 3.1 dargestellt, besteht das NX-Zuchtkonzept aus zwei Komponenten. Zu-

nächst wird ein Outcrossing zwischen Donor- und Rezipientenstamm durchgeführt, um das Dif-

ferentialallel überhaupt in den Genpool des Empfängerstammes einzubringen. Durch das initiale 

Outcross wird nicht nur der gewünschte Differentiallocus übertragen, das Outcross führt leider 

zur breiten Einführung unerwünschter Donorstammallele. Deshalb werden anschließend viele 

Backcrosse auf den Rezipientenstamm durchgeführt, um die kontaminierenden Donorstammalle-

le wieder durch Rezipientenstammgene zu ersetzen. In jeder Backcrossgeneration werden hetero-

zygote oder hemizygote Träger des Differentiallocus von Nicht-Trägertieren selektiert. Nur die 

Trägertiere werden mit Repräsentanten des Rezipienten-Inzuchtstammes verpaart. Die erste 

Outcrossgeneration wird als Generation 1 (F1) bezeichnet, die erste Backcrossgeneration als Ge-

neration 2 (N2), die zweite Backcrossgeneration als Generation 3 (N3), u.s.w. Per definitionem 

(Greenhouse et al, 1990) sind 10 Kreuzungen des Differentialallels auf den Rezipientenin-

zuchtstamm erforderlich, um die resultierende Variante als kongen bezeichnen zu dürfen. Dabei 
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wird das initiale Outcross als 1. Generation (F1) gezählt. Ist das übertragene Gen dominant, kön-

nen einmal etablierte kongene Stämme durch weiteres Backcrossing zum Rezipientenstamm ge-

züchtet werden. Alternativ kann der kongene Stamm auch durch Bruder x Schwester Inzüchtung 

propagiert werden.

Abschätzung der genetischen Kontamination kongener Stämme

Obwohl das NX Zuchtsystem zu einem extensivem Ersatz unerwünschter Donorstammallele 

durch erwünschte Rezipientenstammgene führt, sollte im Auge behalten werden, dass kongene 

Stämme eine beträchtliche residuale genetische Kontamination durch Donorstammallele aufwei-

sen. In diesem Zusammenhang muss erwähnt werden, dass der Ersatz von Donorstammallelen 

mit chromosomaler Verbindung (Linkage) zum Differentiallocus durch Rezipientenstamm-

Material von chromosomalen Rekombinationsereignissen abhängt. Im Gegensatz dazu sind keine 

keine meiotischen Rekombinationen erforderlich, um Donorstammallele ohne Linkage zum Dif-

ferentiallocus durch Rezipientenmaterial zu verdrängen. Deshalb müssen Versuche, das Ausmaß 

der residualen Kontamination kongener Varianten durch Donorstammallele abzuschätzen, unter-

scheiden, ob eine chromosomale Verbindung zum Differentiallocus vorliegt oder nicht. Unter der 

Annahme, dass alle Gene des Donor- und Rezipientenstammes polymorph sind, werden diejeni-

gen Tiere, die aus dem initialen Outcross resultieren, Genome tragen, die ausschließlich hetero-

zygote Loci aufweisen. In denjenigen Genomteilen, die keine Linkage zum Differentiallocus ha-

ben, wird jedes Backcrossing den Anteil heterozygoter Loci um 50% reduzieren. Folglich kann 

bezüglich der Loci ohne Linkage zum Differentialgen für eine bestimmte Backcrossgeneration n 

der Anteil an Heterozygosität durch die Formel 0.5n-1 berechnet werden. Gemäß dieser Formel 

werden kongene Tiere, die für 10 Generationen (n=10) mit dem Rezipienten-Inzuchtstamm ge-

kreuzt wurden, 0.20% heterozygoter Loci an jenen Stellen des Genoms tragen, die ohne Linkage 

zur Differentialregion sind. Dieser Wert wird allgemein als akzeptabel bewertet. Die Kontamina-

tionsrate kongener Stämme durch Donorstammallele ist jedoch an demjenigen Chromosom, das 

den Differentiallocus trägt, kritischer zu bewerten. Dieses Chromosom wird, zusammen mit der 

eigentlichen Differentialregion, ein chromosomales Fragment des Donorstamms erwerben, das 

eine beträchtliche Größe aufweist. Die Größe des Segmentes Ln (in cM) kann für eine bestimmte 

Anzahl n von Kreuzungen zum Rezipienteninzuchtstamm nach folgender Formel abgeschätzt 

werden (Flaherty, 1981):

Ln (cM) = 200 x (1-2-n)/n 
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Für alle Werte, in denen n größer als 5 ist, kann diese Formel vereinfacht werden zu (Bartlett and 

Haldane, 1935): 

Ln = 200/n

Beide angegebenen Formeln basieren auf der Annahme, dass der Differentiallocus sich nicht am 

chromosomalen Ende befindet. Mit Hilfe der Formeln kann die Größe des chromosomalen Do-

norsegments, das den Differentiallocus flankiert, abgeschätzt werden. Für kongene Stämme, die 

für 10 bzw. 20 Generationen mit dem Rezipienten-Inzuchtstamm gekreuzt wurden, ergeben sich 

Werte von 20 cM bzw. 10 cM. Bei einer Größe des Maus- bzw. Rattengenoms von 1650 cM bzw 

2250 cM , entspricht dies immerhin ca. 1.0 % bzw. 0.5 % des kongenen Genoms.

Die aufgeführten Kalkulationen zeigen, dass neu etablierte kongene Stämme ein beträchtliches 

Ausmaß an residualer genetischer Kontamination durch Donorstammallele tragen. Werden kon-

gene Stämme durch weiteres Backcrossing propagiert, so wird diese Kontaminationsrate weiter 

abnehmen. In solchen Fällen jedoch, in denen kongene Stämme durch Bruder x Schwester In-

züchtung weitergezüchtet werden, werden diese heterozygoten Loci zum Teil fixiert werden. Da 

die Donor- und Rezipientenstammallele heterozygoter Loci eine gleiche Fixierungs-

Wahrscheinlichkeit aufweisen, werden 50% der Loci durch unerwünschte Donorstammallele 

besetzt werden. Diese kontaminierenden Donorstammregionen werden über das gesamte Genom 

kongener Tiere, die durch Vollgeschwisterverpaarung propagiert werden, verteilt sein. Sie wer-

den als sogenannte „Passenger Loci“ bezeichnet. Von wesentlich größerer Bedeutung ist jedoch, 

dass in allen kongenen Stämmen eine beträchtliche Kontamination vorliegt, die durch das den 

Differentiallocus flankierende Donor-Chromosomenfragment verursacht wird. Es ist deshalb 

wichtig zu wissen, dass kongene Stämme keineswegs koisogenen Stämmen entsprechen. Ein 

koisogener Stamm unterscheidet sich vom Partnerstamm lediglich bezüglich eines einzigen gene-

tischen Locus. Deshalb können in koisogenen Stammsystemen gefundene phänotypische Unter-

schiede eindeutig auf den Differentiallocus zurückgeführt werden. Im Gegensatz dazu unter-

scheidet sich ein kongener Stamm vom Rezipienteninzuchtstamm nicht nur bezüglich des Diffe-

rentiallocus, sondern auch bezüglich der Passenger Loci sowie bezüglich einer Vielzahl von Do-

norstammallele, die sich in dem den Differentiallocus flankierernden Donor-

Chromosomensegment befinden. Deshalb müssen phänotypische Unterschiede, die in kongenen 

Stammsystemen beobachtet wurden, nicht notwendigerweise durch das Differentialallel verur-



Zucht und Genetik Dr. med. vet. Kurt Reifenberg, DipECLAM

- 69 -

sacht sein; sie können ebenfalls die Folge der residualen Kontamination durch Donorstammallele 

darstellen.

Situation der Geschlechtschromosomen bei kongenen Stämmen

Ein Faktor, der bei der Herstellung kongener Stämme berücksichtigt werden muss, ist die spe-

zielle Situation der Geschlechtschromosomen. Wenn sich der Differentiallocus auf einem Auto-

som befindet, muss die Einführung beider Heterosomen des Rezipienten-Inzuchtstammes durch 

sorgfältige Auswahl des Geschlechts der Verpaarungspartner, die zum Outcrossing und Backc-

rossing verwandt werden, gewährleistet werden. Während beim initialen Outcross männliche 

Tiere des Rezipienteninzuchtstammes mit Donorstammweibchen verpaart werden, werden in den 

nachfolgenden Backcrossen Rezipientenstammweibchen mit männlichen Trägern des Differenti-

allocus angepaart. Diese Geschlechterkombination garantiert einerseits, dass das Y-Chromosom 

des Rezipientenstamms beim initialen Outcross in den kongenen Stamm eingeführt wird und bei 

allen nachfolgenden Backcrossen erhalten bleibt. Andererseits gewährleistet die Auswahl männ-

licher Trägertiere des Differentiallocus zur Durchführung der weiteren Backcrosse zum Rezi-

pienten-Inzuchtstamm, dass der kongene Stamm nicht-rekombinierte X-Chromosomen des Rezi-

pientenstammes erhält. Wenn der Differentiallocus, der auf einen neuen kongenen Stamm über-

tragen werden soll, sich auf einen X-Heterosom befindet, muss das Backcrossing durchgeführt 

werden, indem weibliche Trägertiere des Differentiallocus mit Männchen des Rezipientenin-

zuchtstamms angepaart werden. Diese Modifikation des Zuchtschemas ermöglicht meiotische 

Rekombinationen zwischen Donor- und Rezipientenstamm X-Chromosomen. Würde das Zucht-

schema für autosomal-gebundene Differentialloci angewandt werden, um X-chromosomal ge-

bundene Allele zu übertragen, so würden die resultierenden Tiere das gesamte X-Chromosom 

des Donorstamms tragen. Solche Stämme werden als konsomisch bezeichnet. Die Etablierung 

eines konsomischen Stammes ist in solchen Fällen unvermeidbar, in denen ein Y-chromsomal 

gebundener Differentiallocus auf einen neuen Rezipientenstamm übertragen werden soll.

5.6 Sogenannte “Speed-kongene“ Stämme

“Konventionelle“ kongene Stämme werden erzeugt, indem Trägertiere des  Differentiallocus für 

mindestens 10 aufeinander folgende Generationen auf einen Rezipienteninzuchtstamm gekreuzt 

werden. Da die Generationszeit von Maus und Ratte etwa 3 Monate beträgt, beansprucht die Er-

zeugung eines konventionellen kongenen Stamms folglich eine Zeitspanne von ca. 3 Jahren. Die-

ser beträchtliche Zeitfaktor spornte zu Überlegungen an, wie kongene Stämme durch den Einsatz 
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zusätzlicher Selektionskriterien eventuell in kürzerer Zeit erzeugt werden könnten. Das solchen 

Überlegungen zugrunde liegende Konzept besteht darin, nicht nur positiv auf die Transmission 

der Differentialregion, sondern zusätzlich negativ gegen die Übertragung unerwünschter Donor-

gene zu selektieren. Diese zusätzliche negative Selektion erfordert eine genügend große Anzahl 

genetischer Polymorphismen zwischen Donor- und Rezipientenstamm. Die Polymorphismen 

müssen zusätzlich so beschaffen sein, dass sie schnell und ökonomisch bestimmt werden können. 

Mit der Entdeckung von Mikrosatellitenmarkern (Miesfeld et al, 1981, Hamada et al, 1982) 

konnte ein genomisches Element ausgemacht werden, das all die oben aufgeführten Kriterien 

erfüllt. Mikrosatelliten, die auch als “Simple Sequence Repeats (SSR)” bezeichnet werden, be-

stehen aus Tandem-Wiederholungen von DNA-Grundmotiven, die aus 2 bis 4 Basenpaaren auf-

gebaut sind. Mikrosatelliten finden sich sehr häufig in allen Säugergenomen und zeigen einen 

extremen intraspezifischen Polymorphismus, der durch die Anzahl an Wiederholungen des 

zugrundeliegenden DNA-Motivs charakterisiert ist. Wichtigerweise können Mikrosatelliten-

Polymorphismen sehr leicht durch PCR-Amplifikation des gesamten Locus detektiert werden. 

Dazu werden Primer eingesetzt, die homolog zu den spezifischen DNA-Sequenzen sind, die den 

Locus flankieren. Variationen in der Länge der PCR-Produkte, die als “Simple Sequence Length 

Polymorphisms (SSLPs)” bezeichnet werden, können leicht durch Gelelektrophorese nachgewie-

sen werden.

Mikrosatelliten haben sich als ein ideales genetisches Werkzeug herausgestellt, um die Erzeu-

gung kongener Stämme zu beschleunigen. Mittels Computersimulationen (Weil et al, 1997, 

Markel et al, 1997) konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz selektiver Zuchtstrategien, die 

auf der Auswertung von Mikrosatelliten-Polymorphismen basieren, kongene Nagerstämme in 

deutlich weniger Generationen hergestellt werden können, als dies beim Backcrossing ohne ne-

gative Selektion der Fall wäre. Lander and Schork (1994) haben für derarte beschleunigt herge-

stellte kongene Stämme den Terminus “Speed-Kongene“ eingeführt. Während “speed-kongene“ 

Mausstämme heute bereits routinemäßig erzeugt werden (Serreze et al, 1996), ist die Herstellung 

“speed kongener“ Rattenstämme noch unüblich. Die Technik wird sich jedoch in demselben 

Ausmaß bei der Ratte durchsetzen, in dem geeignete Mikrosatelliten-Marker für diese Spezies 

charakterisiert werden. Kürzlich haben James and Lindpaintner (1997) eine Vielzahl von Inter-

netadressen publiziert, in denen detailierte Informationen über Ratten-Mikrosatelliten verfügbar 

sind.
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5.7 Segregierende Inzuchtstämme

Koisogene und kongene Stämme werden häufig durch Bruder x Schwester Inzüchtung propa-

giert. Manchmal führt jedoch die Homozygosität des interessierenden Differentialgens solcher 

Stämme zur Beeinträchtigung der Fertilität oder Lebensfähigkeit. In diesen Fällen kann der 

Stamm ebenfalls durch Vollgeschwister-Verpaarung geführt werden; das Differentialgen wird 

jedoch in einen heterozygoten Status gezwungen. Heterozygosität kann einerseits entweder durch 

Backcrossing oder durch Intercrossing erzwungen werden. Beim Backcrossing werden heterozy-

gote und homozygote Träger des Differentialgenes untereinander gepaart; beim Intercrossing 

werden heterozygote Träger gekreuzt. Ein Beispiel eines segregierenden Inzuchtstammes sind 

kongene Mäuse, die das rezessive nu-Allel tragen, das eine Immunodefizienz (T-Zelldefekt) in-

duziert. Da nu/nu Weibchen häufig Probleme bei der Jungenaufzucht haben, wird dieser Stamm 

in vielen Fällen derart propagiert, dass homozygote nu/nu Männchen mit heterozygoten nu/+ 

Weibchen verpaart werden.

5.8 Hybriden

Hybriden werden erzeugt, indem Angehörige zweier unterschiedlicher Inzuchtstämme miteinan-

der verpaart werden (Outcrossing). Folglich tragen Hybriden je einen haploiden Chromosomen-

satz von jedem Parentalstamm. Da das X- bzw. das Y-Chromosom männlicher Hybriden aus-

schließlich von maternalen bzw. paternalen Parentalstammm abstammt, ist bei Hybriden an-

zugeben, welcher Inzuchtstamm als paternaler bzw. maternaler Elternstamm verwandt wurde. 

Das spezifische Genom eines F1-Hybriden kann nur erzeugt werden, indem die parentalen In-

zuchtstämme untereinander verpaart werden. Folglich ist es erforderlich, dass die zur Herstellung 

von Hybriden erforderlichen Parentalstämme ständig zur Verfügung stehen. Werden F1-

Hybriden untereinander verpaart (Intercrossing), führen zufällige Segregation und unabhängige 

Vererbung heterozygoter Loci zu F2-Tieren, die im Gegensatz zum F1-Hybriden nicht mehr ge-

netisch einheitlich sind. 

Ingezüchtete Tiere und Hybriden zeigen beide die Eigenschaft der genetischen Uniformität (Iso-

genität). Im Gegensatz zum hohen Ausmaß an Homozygosität, das für ingezüchtete Tiere charak-

teristisch ist, zeigen Hybriden jedoch ein starkes Maß an Heterozygosität. Für eine Vielzahl von 

Merkmalen und Spezies zeigen ingezüchtete Tiere eine stärkere phänotypische Variation im 

Vergleich zu nicht-ingezüchteten Individuen (Livesay, 1930, Hyde, 1973). Bezüglich solcher 

Merkmale stellen Hybriden eine geeignete Alternative zu den Inzuchttieren dar, da sie die Fakto-

ren der genetischen Einheitlichkeit und der geringeren Merkmalsvariabilität kombinieren. Ein 
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anderer Grund für den verbreiteten Einsatz von Hybriden in der biomedizinischen Forschung 

liegt in ihrer hohen Viabilität und Fertilität im Vergleich zu ingezüchteten Tieren.

5.9 Rekombinante Inzuchtstämme

Das Zuchtschema zur Erzeugung rekombinanter Inzuchtstämme (RI) beginnt mit einem Outcros-

sing von zwei bekannten Inzuchtstämmen, die als Progenitorstämme bezeichnet werden. Die 

resultierenden F1-Hybriden werden untereinander verpaart (Intercrossing), um eine große Anzahl 

von F2-Tieren zu erzeugen. Die F2-Tiere werden nun jeweils in zufälliger Weise paarweise mit-

einander verpaart. Jedes Paar dient dabei als Begründer eines neuen Inzuchtstammes. Folglich 

müssen die Nachkommen jedes gesetzten F2-Paares getrennt gehalten werden und zwei dieser 

Tiere werden in zufälliger Weise ausgesucht, um die erste Generation einer konsekutiven Bruder 

x Schwester Inzüchtung zu begründen. Zwanzig aufeinanderfolgende Generationen Vollge-

schwisterverpaarung müssen mit den Nachkommen jedes einzelnen F2-Paares durchgeführt wer-

den, um den resultierenden Stamm als RI-Stamm bezeichnen zu können. Das beschriebene 

Zuchtschema wird für eine bestimmte Kombination an Progenitorstämmen eine breite Palette 

neuer RI-Stämme erzeugen. Unterschiedliche RI-Stämme, die mit denselben Progenitorstämmen 

erzeugt wurden, werden demselben RI-Stammset zugesprochen. Jeder Stamm eines bestimmten 

RI-Sets wird vielfach rekombinierte Chromosomen tragen, die jeweils aus Fragmenten beider 

Progenitorstämme zusammengesetzt sind. Wichtigerweise trägt jeder einzelne Stamm des RI-

Sets ein einheitliches Muster an chromosomalen Rekombinationen, das bei der weiteren Propa-

gierung des Stammes durch Vollgeschwisterpaarung stabil vererbt wird. Es ist das Verdienst von 

Donald Bailey, die enorme Bedeutung rekombinant ingezüchteter Stämme für genetische Analy-

sen erkannt zu haben (Bailey, 1971, Bailey 1981). Das wichtigste Einsatzgebiet von RI-Stämmen 

liegt in der Bestimmung von chromosomalen Positionen sowie in Linkage-Analysen. Um den 

genauen Genlocus eines neu klonierten Gens zu bestimmen (mapping) werden die Progeni-

torstämme existierender RI-Sets daraufhin untersucht, ob ein Polymorphismus des interessieren-

den Genes vorliegt. Gelingt es, für die Progenitoren eines RI-sets alternative Allele zu diskrimi-

nieren, so werden alle RI-Stämme dieses Sets typisiert. Prinzipiell sollten 50% der RI-Stämme 

das eine und 50% das andere Allel tragen. Das Resultat dieser Analyse wird als Stammvertei-

lungsmuster (strain distribution pattern = SDP) des spezifischen Locus bezeichnet. Das SDP ei-

nes einzelnen Locus ist noch nicht informativ. Je mehr SDPs jedoch für ein bestimmtes Set von 

RI-Stämmen vorliegen, desto größer ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein neues Gen kartiert wer-

den kann, indem das Locus-spezifische SDP mit dem von bekannten Genen verglichen wird. 

Geeignete Computerprogramme zur Analyse solcher Fragestellungen sind verfügbar (Manly, 
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1993). Werden die SDPs zweier definierter Loci zur Durchführung einer Linkage-Analyse mit-

einander verglichen, so wird das Resultat üblicherweise durch die Begriffe Konkordanz und 

Diskordanz beschrieben. Zwei unterschiedliche genetische Loci werden innerhalb eines be-

stimmten RI-Stammsets als konkordant angesehen, wenn diese Stämme ausschließlich Allele des 

einen Progenitorstammes tragen. Trägt ein bestimmter RI-Stamm Allele beider Progenitoren, so 

werden diese Loci als diskordant bezeichnet. Für eine bestimmte Kombination nicht-verbundener 

Gene sollten jeweils 50% der RI-Stämme eines bestimmten Sets Konkordanz bzw. Diskordanz 

aufweisen. Andererseits sollten bei zwei Loci, die sehr nahe auf einem Chromosom zusammen-

liegen, etwa 100% der RI-Stämme eines bestimmten Sets Konkordanz und fast keine Stämme 

Diskordanz aufweisen. Für Loci, die weniger nahe beieinanderliegen, sollten sich dazwischenlie-

gende Werte für Konkordanz und Diskordanz ergeben. Die Termini N und i bezeichnen die Ge-

samtzahl an RI-Stämmen, die auf Diskordanz untersucht wurden sowie die Anzahl an tatsächlich 

diskordanten Stämmen. Der Anteil R = i/N bezeichnet die Diskordanzebene, die in einem oder 

mehreren Sets von RI-Stämmen ermittelt wurde. Wichtigerweise reflektiert die Diskordanzebe-

ne, die für zwei bestimmte Loci in RI Sets ermittelt wurde, die mittlere Entfernung der beiden 

Loci. Nach Haldane and Weddington (1931) kann die Wahrscheinlichkeit für eine Rekombinati-

on zwischen zwei verbundenen Loci r, die ja ein direktes Maß für den genetischen Abstand der 

beiden Loci darstellt, nach folgender Formel errechnet werden:

r = R / (4-6R)

Diese Formel erlaubt die direkte Abschätzung des Abstandes zweier genetischer Loci (in 

cM/100) durch die Bestimmung des Diskordanzanteils R, der in einem oder in mehreren Sets von 

RI-Stämmen auftritt. Zur weiteren Information über RI-Stämme empfehlen wir die hervorragen-

de Publikation von Silver (1995).

5.10 Ausgezüchtete Stocks (Auszuchtstämme)

Bei Auszuchtstämmen soll eine breite genetische Variabilität aufrechterhalten und so die geneti-

sche Situation einer natürlichen Population nachgeahmt werden. Ausgezüchtete Tiere werden 

üblicherweise eingesetzt, um pharmakologische Wirkungen von Testsubstanzen zu evaluieren 

sowie das toxikologische Potential von Chemikalien zu prüfen. Ausgezüchtete Stämme können 

ebenfalls als Ausgangsmaterial für Selektionsexperimente dienen. Bei der Zucht von Aus-

zuchtstämmen müssen folgende Punkte berücksichtigt werden: 
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1) Auszuchtstämme müssen als geschlossene Population propagiert werden. Das unkontrol-

lierte Einbringen neuer Tiere und somit neuer genetischer Information in solche Populati-

onen ist nicht zulässig. 

2) Der Verlust von Allelen aus dem ursprünglichen Genpool des Auszuchtstamms muss auf 

ein minimales Maß reduziert werden.

3) Innerhalb eines Auszuchtstamms muss die Bildung von Sublinien mit deutlichen Unter-

schieden der Allelfrequenzen vermieden werden. 

Das Ausmaß, in dem Allelverlust und Sublinienbildung vermieden werden können, wird durch 

folgende Parameter bestimmt (Rapp, 1972):

Populationsgröße: Der Faktor, der primär für die Abnahme der durchschnittlichen Heterozygo-

sität verantwortlich ist, ist die sogenannte effektive Populationsgröße. Diese wird definiert als die 

Anzahl an Zuchttieren, die tatsächlich Nachkommen für die nächste Zuchtgeneration liefern. 

Durch die Anwendung von Computersimulationen konnte Eggenberger (1973) zeigen, dass eine 

effektive Populationsgröße von 400 Tieren erforderlich ist, um den Verlust von Allelen aus dem 

Genpool eines Auszuchtstamms auf ein zu vernachlässigendes Maß zu reduzieren. Es sollte an 

dieser Stelle erwähnt werden, dass ein einmal in einem ausgezüchteten Genepool stattgefundener 

Allelverlust nicht durch Zuchtmaßnahmen kompensiert werden kann. Deshalb ist die Sanierung 

des Hygienestatus kontaminierter Auszuchtstämme durch die Technik des Embryotransfers aus 

genetischer Sicht kritisch zu bewerten. Da die Anzahl an übertragenen Embryonen meist limitiert 

ist, ist bei solchen Anlässen häufig ein Flaschenhalseffekt der Populationsgröße zu beobachten, 

der zu einer kritisch zu beurteilenden Zunahme der durchschnittlichen Homozygosität des 

Stammes führt.

Generationenfolge: Da der Verlust von Allelen aus dem Genpool eines Auszuchtstamms beim 

Generationenwechsel stattfindet, sollten die Zuchtpaare so selten wie möglich ausgetauscht wer-

den. Durch diese Maßnahme kann der Prozess der kontinuierlichen Abnahme der durchschnittli-

chen Heterozygosität der Auszucht-Population signifikant abgebremst werden.

Auswahl der Zuchttiere: Die künstliche Selektion auf spezifische Phänotypen muss bei der 

Zucht von Auszuchtstämmen strikt vermieden werden (Eggenberger, 1973). Falls starke Selekti-

onskräfte wirken, werden innerhalb weniger Zuchtgenerationen bestimmte Allele im Genpool 

des Auszuchtstamms fixiert. Diese Regel gilt auch bezüglich des Zuchterfolgs und der Wachs-

tumsgeschwindigkeit. Obwohl eine Selektion bei diesen Parametern aus ökonomischer Sicht 

natürlich sehr attraktiv ist, darf dies keine Zielsetzung bei der Zucht eines standardisierten Aus-

zuchtstamms sein.
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Zuchtsystem: In der Vergangenheit wurden eine Vielzahl von Zuchtsystemen auf ihre Tauglich-

keit überprüft, ein hohes Maß an durchschnittlicher Heterozygosität innerhalb einer Population 

zu bewahren. 

Bei der randomisierten Zucht oder Zufallszucht werden neue Zuchttiere in zufälliger Weise aus 

dem Nachkommenpool ausgesucht. Dies bedeutet, dass jedes Tier eine gleich große Chance auf 

Anpaarung mit einem anderen Tier der Population hat (Falconer, 1989). Die Verpaarung von 

nahen Angehörigen kann dabei prinzipiell nicht vermieden werden, was jedoch zu einem starkem 

Inzucht-bedingten Heterozygositätsverlust der Population führt. Aus diesem Grunde kann die 

Zufallsverpaarung nicht als Zuchtverfahren zum Propagieren von Auszuchtstämmen empfohlen 

werden. 

Das Zuchtsystem der Pedigrierung basiert auf der maximalen Vermeidung von Inzucht durch die 

Verpaarung wenig verwandter Tiere (Wright, 1921). Diese pedigrierten Systeme erfordern 

Kenntnisse über den Verwandtschaftsgrad der Paarungspartner; folglich muss ein Stammbaum 

(Pedigree) der Kolonie geführt werden, was ein sehr arbeitsintensives Unterfangen darstellt. Es 

hat sich gezeigt, dass pedigrierte Zuchtsysteme zwar eine geringe initiale Verlustrate der durch-

schnittlichen Heterozygosität aufweisen; dass die Homozygotierate der Population jedoch mit 

steigender Generationenzahl deutlich zunimmt. Deshalb sind pedigrierte Zuchtsysteme nicht für 

Auszuchtstämme geeignet.

Als zur Minimierung des Heterozygositätsverlusts von Auszuchtstämmen optimale Zuchtverfah-

ren haben sich sogenannte Rotationszuchtsysteme erwiesen. Bei diesen Zuchtverfahren werden 

die Zuchtpartner nicht nach dem Prinzip der Randomisierung oder Pedigrierung ausgewählt, 

sondern mit Hilfe eines mathematischen Schemas festgelegt. 

Als sehr simples Rotationszuchtverfahren kann das sogenannte “circular-pair-mating” System 

(Kimura and Crow, 1963) angesehen werden, das in der nachfolgenden Tabelle 3.1 erläutert 

wird. 
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n (Anzahl der Zuchtpaare)

1 2 3 4 5 6 7 8

4 F1 4/1 1/2 2/3 3/4

F2 etc 

(wie 

F1)

4/1 1/2 2/3 3/4

5 F1 5/1 1/2 2/3 3/4 4/5

F2 etc 

(wie 

F1)

5/1 1/2 2/3 3/4 4/5

6 F1 6/1 1/2 2/3 3/4 4/5 5/6

F2 etc 

(wie 

F1)

6/1 1/2 2/3 3/4 4/5 5/6

Tabelle 5.1 “Circular pair mating” nach Kimura and Crow (1963) 

Dieses Zuchtsystem arbeitet mit Zuchtpaaren, die ständig (permanent) verpaart bleiben. Jeder Zuchtkäfig erhält eine 

Nummer n. Die Anzahl an Zuchtpaaren bzw. Zuchtkäfigen wird beim Generationenwechsel konstant gehalten. Das 

Zuchtschema ist für 4 (obere 2 Zeilen), 5 (mittlere 2 Zeilen) und 6 (untere 2 Zeilen) Zuchtpaare aufgeführt. F charak-

terisiert die jeweilige Generation. Die Felder der Tabelle bestehen aus Kombinationen von Käfignummern. Dabei 

spezifiziert die erste bzw. zweite Zahl die Nummer der Zuchtkäfige der vorhergehenden Generation, aus denen beim 

Generationenwechsel die neuen Männchen bzw. Weibchen zu rekrutieren sind. So bedeutet beispielsweise die in der 

Tabelle fett und unterstrichen dargestellt Zahlenkombination 4/1, dass das Zuchtpaar 1 der Generation F2 rekrutiert 

wird, indem ein männlicher Nachkomme aus dem Zuchtkäfig 4 der vorherigen Generation mit einem weiblichen 

Nachkommen aus dem Zuchtkäfig 1 der vorherigen Generation verpaart wird.

Obwohl das circular-pair-mating System durchaus praktikabel ist, wird es selten eingesetzt, um 

Auszuchtpopulationen zu propagieren. Rotationszuchtsysteme, die üblicherweise zur Zucht von 

Auszuchtstämmen eingesetzt werden, sind das System nach Poiley (Poiley, 1960), das System 

nach Robertson (Falconer 1967), das System nach Falconer (Falconer 1967) und das Han-

Rotationssystem (Rapp, 1972). Diese vier Systeme sind dadurch charakterisiert, dass die Aus-

zuchtpopulation in eine Anzahl gleich großer Blöcke unterteilt wird. Während bei den anderen 



Zucht und Genetik Dr. med. vet. Kurt Reifenberg, DipECLAM

- 77 -

drei Systemen die Anzahl an Blöcken frei gewählt werden kann, erlaubt das System von Robert-

son nur die Auswahl von 4 oder 8 oder 16 oder 32 etc Blöcken. Die Gesamtanzahl an Blöcken 

wird für alle nachfolgenden Generationen konstant gehalten. Ein einzelner Block besteht aus 

einer gleichgroßen Anzahl an männlichen und weiblichen Zuchttieren, wie z.B. ein einzelnes 

Zuchtpaar oder üblicherweise einer Vielzahl von Zuchtpaaren. Um Zuchttiere für die nächste 

Generation zur Verfügung zu stellen, muss die Nachkommenschaft eines Blocks streng von den 

Nachkommen eines anderen Blocks getrennt werden. Die einzelnen Rotationszuchtsysteme legen 

nun Regeln fest, wie beim Übergang von einer Zuchtgeneration auf die nachfolgende neue 

Zuchttiere für einen bestimmten Zuchtblock aus der Nachkommenschaft der vorgehenden Block-

generation zu rekrutieren sind. In der nachfolgenden Tabelle 3.2 wird das Han-Rotationssystem 

vorgestellt. Den an den Rotationszuchtsystemen nach Poiley, Robertson und Falconer interessier-

ten Leser verweisen wir auf Zimmermann et al. (1990). 

m (Zuchtblöcke)

F 1 2 3 4 5 6 7 8

5 F1 5/1 1/2 2/3 3/4 4/5

F2 4/1 5/2 1/3 2/4 3/5

F3 2/1 3/2 4/3 5/4 1/5

F4 3/1 4/2 5/3 1/4 2/5

F5

(wie 

F1)

6 F1 6/1 1/2 2/3 3/4 4/5 5/6

F2 5/1 6/2 1/3 2/4 3/5 4/6

F3 3/1 4/2 5/3 6/4 1/5 2/6

F4

(wie

F1)

Tabelle 5.2 Han-Rotationssystem nach Rapp (1971)

Das System ist für m = 5 Blöcke (obere 4 Zeilen) und m = 6 Blöcke (untere 3 Zeilen) dargestellt. F charakterisiert 

die jeweilige Zuchtgenerationen. Die Zellen der Tabelle gibt Kombinationen von Blocknummern wieder. Die erste 

bzw. die zweite Nummer der Zahlenkombination spezifiziert, von welchen Blöcken der vorhergehenden Generation 

männliche bzw. weibliche Zuchttiere zu rekrutieren sind. So bedeutet beispielsweise die in der Tabelle fett und un-

terstrichen dargestellte Zahlenkombination 6/2, dass der Zuchtblock 2 der Generation F2 rekrutiert wird, indem 
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männliche Nachkommen des Zuchtblocks 6 der vorherigen Generation mit weiblichen Nachkommen des Zucht-

blocks 2 der vorherigen Generation verpaart werden. 

Eggenberger (1973) konnte zeigen, dass das Rotationszuchtsystem von Poiley, das System von 

Robertson, das System von Falconer und das Han-Rotationssystem in gleicher Weise geeignet 

sind, um ein hohes Maß an durchschnittlicher Heterozygosität in Auszuchtstämmen zu konser-

vieren. Das Rotationssystem nach Poiley kann jedoch nicht empfohlen werden, da es zur Bildung 

von Sublinien führt.

5.11 Embryotransfer bei der Spezies Maus

In modernen Maus- und teilweise auch in Rattenhaltungen spielt die Technik des Embryotrans-

fers eine herausragende Rolle (Hogan et al., 1994). Bei dieser Methode werden von Spendertie-

ren Embryonen gewonnen, die dann in vitro zur Durchführung embryonaler Manipulationen zur 

Verfügung stehen. Die für die biomedizinische Forschung wohl wichtigste embryonale Manipu-

lation besteht darin, gentechnische Veränderungen in murine Embryonen einzubringen. Aus sol-

chen Experimenten resultieren entweder transgene Tiere oder sogenannte „knock-out“ bzw. 

„knock-in“ Mäuse“. Da es nicht möglich ist, die Embryonen nach erfolgter Manipulation in vitro 

zu einem lebensfähigen Tier zu kultivieren, müssen sie zur Weiterentwicklung wieder in dieselbe 

Umgebung zurückgebracht werden, der sie auch entnommen wurden: den weiblichen Reproduk-

tionstrakt. Bei den Spezies Maus und Ratte erfolgt der Embryotransfer auf scheinträchtige (pseu-

dogravide) Empfängerweibchen. Der Transfer erfolgt bei diesen Spezies im Rahmen eines opera-

tiven Eingriffs, bei dem die Bauchhöhle eröffnet wird. Da die Spezies Maus in der biomedizini-

schen Forschung eine herausragende Rolle spielt, werden nachfolgend die Technik und die An-

wendungsgebiete des Embryotransfers für diese Spezies aufgeführt. 

Gewinnung von Embryonen: 

Zur Gewinnung von Mausembryonen sind weibliche Spendertiere und zeugungsfähige (fertile) 

Böcke notwendig. Die Spenderweibchen werden üblicherweise mit Hormonen behandelt, um 

einerseits zuverlässig eine Ovulation auszulösen (Zyklussynchronisation) und um andererseits 

eine möglichst erhöhte Ovulationsrate („Superovulation“) auszulösen. Häufig werden noch nicht 

geschlechtsreife Mausweibchen mit Hormonen behandelt. Zur Hormonbehandlung kommen 

Substanzgemische zum Einsatz, die als PMSG (pregnant mare serum gonadotrophin) und HCG 

(human chorionic gonadotrophin) bezeichnet werden. PMSG enthält vorwiegend Follikel-

Stimulierendes-Hormon (FSH), HCG vorwiegend Luteinisierungs-Hormon (LH). Zur Hormon-
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behandlung werden die Tiere zunächst mit PMSG und 48 Stunden später mit HCG behandelt. 

Dabei werden jeweils 5-10 Einheiten (Units) der Hormonpräparate intraperitoneal verabreicht. 

Die Injektionszeitpunkte müssen mit dem Licht/Dunkel-Rhythmus der Tierhaltung abgestimmt 

werden. Die Verabreichung erfolgt etwa zur Mitte der Helligkeitsperiode. Nach der HCG-

Injektion werden die Weibchen mit den fertilen Männchen verpaart. In der kommenden Dunkel-

periode erfolgen Ovulation und Begattung. Die Begattung kann anhand eines sogenannten Vagi-

nalpfropfes erkannt werden. In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass das Ejakulat von 

Nagetieren aufgrund der besonderen Zusammensetzung der Sekrete der akzessorischen Ge-

schlechtsdrüsen in der weiblichen Scheide koaguliert und temporär einen Vaginalpfropf bildet. 

Der erste Tag nach der Dunkelperiode, in der Ovulation und Begattung stattgefunden haben, wird 

üblicherweise als Tag 0,5, der zweite als Tag 1,5 u.s.w. bezeichnet. An den Tagen 0.5 bis 2.5 der 

Trächtigkeit (Gravidität) können die Embryonen aus dem Eileiter (Ovidukt) gespült werden, wo-

bei sich die Embryonen an Tag 0,5 bis zum 1-Zellstadium, am Tag 1,5 bis zum 4-Zellstadium 

und am Tag 2,5 bis zum 8-Zellstadium entwickeln. An den Tagen 3,5 und 4,5 können die Emb-

ryonen aus der Gebärmutter (Uterus) gewonnen werden. Solche Embryonen haben ein fortge-

schritteneres Entwicklungsstadium (Morula, Blastozyste) erreicht. Zur Embryonengewinnung 

müssen die Spendermäuse getötet werden. Die Stammeszugehörigkeit der Spendertiere richtet 

sich nach der Fragestellung des jeweiligen Experiments. Zur Herstellung von transgenen Tieren 

durch DNA-Injektion in 0,5 Tage alte Embryonen werden üblicherweise FVB-Inzuchttiere oder 

(B6 x DBA/2)F1 Hybriden herangezogen. Zur Herstellung von Knockout-Tieren werden meist 

B6-Embryonen eingesetzt.

Übertragung von Embryonen auf Empfängerweibchen: 

Um geeignete Empfängerweibchen für Embryotransfers bei der Maus zur Verfügung zu stellen, 

sind scheinträchtige (pseudogravide) Empfängerweibchen und zeugungsunfähige (sterile oder 

vasektomierte) Böcke notwendig. Als Empfängerweibchen bei Embryotransfers kommen ganz 

allgemein nur solche Weibchen in Frage, deren Geschlechtsorgane sich in einem geeigneten Sta-

dium befinden. Im Maussystem kann die Weiterentwicklung der Embryonen gewährleistet wer-

den, indem pseudogravide Tiere als Empfänger eingesetzt werden. Hormon-behandelte Maus-

weibchen stellen ungeeignete Embryonenempfänger, da diese Behandlung zu einer Hyperstimu-

lation des weiblichen Genitaltrakts führt und die embryonale Implantation beeinträchtigt. Schein-

trächtige Mäuse werden erzeugt, indem Weibchen mit natürlichem Zyklus mit vasektomierten 

Männchen verpaart werden. Nur solche Weibchen, die sich im Östrus befinden tolerieren die 

Begattung. Da die Zykluslänge bei der Maus 4-5 Tage und die Östruslänge ca. 1 Tag betragen, 
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befinden sich ca. 20 – 25% einer Weibchenpopulation im Östrus. Bei östrischen Weibchen erfol-

gen Ovulation und Begattung in der Dunkelperiode nach Verpaarung. Die erfolgreiche Begattung 

kann wiederum am Vorhandensein eines Vaginal-Propfes erkannt werden. Der erste Tag nach 

der Dunkelperiode, in der Ovulation und sterile Begattung stattgefunden haben, wird als Tag 0,5 

der Pseudogravidität bezeichnet. Beim Embryotransfer werden nur dann gute Angangsraten er-

zielt, wenn als Empfängerweibchen Tiere bestimmter Stämme eingesetzt werden. Als geeignet 

haben sich Auszuchtweibchen (z.B. NMRI) sowie (B6 x DBA/2)F1 Hybriden erwiesen.

Erzeugung vasektomierter Männchen

Zur Vasektomie werden die Samenleiter des Männchens durchtrennt. Dazu muss die Bauchhöhle 

eröffnet werden. Da die Hoden nicht entfernt werden, wird unverändert männliches Sexualhor-

mon, das Testosteron, gebildet. Die Samenflüssigkeit vasektomierten Männchen ist lediglich 

insofern verändert, als der Spermienanteil fehlt; die Libido wird durch den Eingriff nicht dauer-

haft gestört. Nach der Vasektomie benötigen die Männchen jedoch eine mehrwöchige Erho-

lungszeit, bis sie sich vollständig vom Eingriff erholt haben und wieder Interesse an Weibchen 

zeigen. Auch bei den vasektomierten Männchen ist die Stammeszugehörigkeit nicht gleichgültig. 

Die Verwendung von Auszuchttieren wie NMRI führt meist zu Problemen, da die Tiere frühzei-

tig verfetten. Als geeigneter haben sich (B6 x DBA/2)F1 Hybriden erwiesen.

Abstimmung von Spender- und Empfängerseite (Synchronisation des Embryotransfers):

Mausembryonen, die 0,5, 1,5 oder 2,5 Tage alt sind, werden in den Eileiter (Ovidukt) von 0,5 

Tage scheinträchtigen Ammen übertragen (Ovidukttransfer). Mausembryonen, die 3,5 oder 4,5 

Tage alt sind, werden in die Gebärmutter (Uterus) von 2,5 Tagen scheinträchtigen Ammen über-

tragen (Uterustransfer). Die Einhaltung der aufgeführten Synchronisation ist sehr wichtig, um 

optimale Effizienzen zu erreichen. Die Transferkonstellation, die durchgeführt wird, ist abhängig 

von der Zielsetzung des Experiments. So werden zur Herstellung transgener Mäuse Embryonen 

an Tag 0,5 der Gravidität gewonnen, manipuliert (DNA-Injektion in den Pronukleus) und an-

schließend in Tag 0,5 scheinträchtige Weibchen übertragen. Zur Herstellung von „knock-in“ oder 

„knock-out“ Mäusen werden Embryonen an Tag 3,5 der Gravidität gewonnen, manipuliert (In-

jektion von gentechnisch veränderten embryonalen Stammzellen) und anschließend in Tag 2,5 

scheinträchtige Weibchen übertragen. Zur Sanierung des Hygienestatus von Mausvarianten via 

Embryotransfer werden die Embryonen an Tag 1,5 akquiriert und in Tag 0,5 scheinträchtige 

Weibchen transferiert. Zur Kryokonservierung von Mausvarianten in Embryonenform werden 
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die Embryonen an Tag 1.5 entwickelt und weggefroren. Nach erfolgreichem Auftauen werden 

diese Embryonen in Tag 0,5 pseudogravide Empfänger übertragen.

Embryotransfer

Beim Ovidukttransfer werden die Embryonen mit einer feinen Glaskapillare in die natürliche 

Öffnung des Eileiters eines Empfängertiers übertragen. Embryonen, die aus der Gebärmutter des 

Spenders gewonnen wurden, werden auch in die Gebärmutter der Amme übertragen. Hierzu wird 

die Gebärmutter mit einem feinen Instrument punktiert und die Embryonen mit Hilfe einer Glas-

kapillare übertragen. In der Regel werden diese Eingriffe beidseits durchgeführt, d.h. es werden 

Embryonen in linke(n) und rechte(n) Eileiter bzw. Gebärmutter transferiert. Die Anzahl der über-

tragenen Embryonen wird so gewählt, dass eine Wurfgröße von etwa 10 Tieren (in der Regel) 

nicht überschritten wird. 

5.12 Anwendungsgebiete des Embryotransfers bei der Spezies Maus 

Embryotransfer als Maßnahme der Sanierung des Hygienestatus 

Zur Sanierung des Hygienestatus stehen prinzipiell zwei Methoden zur Auswahl. Einerseits kön-

nen geburtsreife Jungmäuse einer kontaminierten Mutter unter sterilen Bedingungen durch Kai-

serschnitt entwickelt werden (die Mutter wird bei diesem Vorgehen getötet). Die durch Kaiser-

schnitt entwickelten Jungtiere werden dann Ammen eines geeigneten Hygienestatus untergelegt. 

Neben dem Kaiserschnitt ist auch der Embryotransfer eine geeignete Methode, um einen Mäuse-

stamm aus einer unhygienischen Tierhaltung in eine SPF- oder Gnotobiotik-Tierhaltung zu über-

führen. Dazu werden Embryonen des kontaminierten Stammes gewonnen und unter sterilen Be-

dingungen auf ein Empfängerweibchen der Gnotobiotik- oder SPF-Tierhaltung übertragen. 

Kryokonservierung und Embryobanking

Mäuse- und Ratten-Präimplantationsembryonen können unproblematisch in einer Art und Weise 

eingefroren werden, die mit hoher Effizienz eine Revitalisierung erlaubt (DaCruz, 1991). In Flüs-

sigstickstoff eingelagerte Embryonen (Embryonenbank) benötigen wenig Platz sind vermutlich 

unbegrenzt haltbar. Mit Hilfe der Kryotechnik können „Backups“ von Mausvarianten hergestellt 

werden, die es erlauben, Stämme im Falle mikrobiologischer bzw. genetischer Kontaminationen 

auf adäquatem Hygieneniveau bzw. in der ursprünglichen Form zu reetablieren. Die Kryotechnik 

ermöglicht weiterhin, temporär nicht benötigte Mäuse- oder Rattenstämme ausschließlich in 

Embryonenform zu bewahren. In diesem Fall ist die Aufrechterhaltung einer Zuchtkolonie nicht 
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mehr erforderlich; mithin kann die Kryotechnik dazu beitragen, Haltungsressourcen effizienter 

zu nutzen.

Herstellung transgener Tiere 

Durch die Anwendung molekulargenetischer Methoden ist es heute unproblematisch möglich, 

neue funktionsfähige Gene (Transgene) in vitro zu erzeugen. Werden solche DNA-Konstrukte in 

geeigneter Form (linearisiert, geeigneter Puffer, geeignete Konzentration) in den Vorkern (Pro-

nukleus) von 1-zelligen Maus- oder Rattenembryonen mikroinjiziert, so kommt es bei etwa 10 

bis 40 % der derart manipulierten Embryonen zu einer stabilen Integration der Transgen-DNA in 

das Genom der Empfängertiere. Das chromosomale Integrationsereignis ist durch folgende 

Merkmale charakterisiert:

-Die Transgen-Integration findet i. d. R. an einer einzigen Integrationsstelle des Mausge-

noms statt. Der chromosomale Ort der Transgen-Integration ist nicht vorhersagbar, d. h. 

die Integration erfolgt zufällig an einem beliebigen Ort des Mausgenoms. 

-Es kommt i. d. R. zur Integration mehrerer Kopien des Transgens; bei Integration von 

mehrerer Kopien weisen diese i. d. R. eine head-to-tail Anordnung auf. Somit integriert 

zumeist ein Transgen-Konkatamer in das Mausgenom. Die Kopienzahl von Transgenen 

kann zwischen 1 und mehreren Hundert variieren.

Das charakteristische Integrationsereignis, das in einem bestimmten manipulierten Embryo statt-

findet (charakterisiert durch einen spezifischen Integrationsort und eine bestimmte Kopienzahl) 

wird nach Weiterentwicklung des transgenen Embryos zur Geschlechtsreife stabil nach Mendel-

schen Regeln vererbt. Jeder Embryo, bei dem eine Transgen-Integration stattgefunden hat, be-

gründet mithin einen eigenen Tierstamm. Es muss berücksichtigt werden, dass die Expression 

einer Transgensequenz in sehr starker Weise vom spezifischen Integrationsort und der Kopienan-

zahl beeinflusst. Hinzu kommt, dass durch die Transgenintegration eventuell die Funktion eines 

murinen Genes beeinträchtigt werden kann (Insertionsmutagenese). Diesen Fakten muss dadurch 

Rechnung getragen werden, dass mit einem spezifischen Transgenkonstrukt mehrere transgene 

Stämme erstellt werden. Sofern mehrere der etablierten Stämme einen spezifischen Effekt zei-

gen, kann mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass 

dieser auf der Transgenität beruht.
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Herstellung von „knock-in“ und „Knock-out“ Tieren (derzeit nur bei der Spezies 

Maus verfügbar)

Die Voraussetzung für die Herstellung von sogenannten knock-out und knock-in Tieren wurden 

durch die Entdeckung der homologen DNA-Rekombination und der Entwicklung embryonaler 

Stammzellen geschaffen. 

Embryonale Stammzellen (ESC) werden aus frühen Embryonen (Präimplantationsembryonen) 

gewonnen und können in vitro propagiert werden. Sie besitzen die Fähigkeit, sich in jeden belie-

bigen Zelltyp (z.B. Herzzellen, Muskelzellen, Knorpelzellen, aber auch Keimzellen) differenzie-

ren zu können, die als Pluripotenz bezeichnet wird. Dabei kann die Differenzierung der ESC 

durch Faktoren der Zellkultur entweder unterdrückt oder in Gang gesetzt werden. Werden undif-

fernzierte ESC in Embryonen, meist des Blastozystenstadiums, injiziert, beteiligen sie sich an der 

Organogenese. Dabei entstehen sogenante chimäre Tiere, die von zwei unterschiedlichen Zellty-

pen gebildet werden, und zwar solchen, die sich aus den ESC gebildet haben, und solchen, die 

vom Empfängerembryo abstammen. Über die Herstellung von chimären Tieren kann das geneti-

sche Material der ESC in die Keimbahn von Tieren eingebracht werden.

Bei der homologen Rekombination kommt es zu einem DNA-Austausch zwischen identischen 

DNA-Bereichen (homologe Sequenzen). Wird also ein DNA-Konstrukt, welches homologe und 

nicht-homologe Sequenzen umfasst, in eine Zelle eingebracht, so kann es zu einer homologen 

Rekombinationsereignis kommen, bei dem die nicht-homologen Sequenzen in das Zellgenom 

eingeschleust werden. So können gezielt Gene inaktiviert oder verändert werden (gene targeting, 

Joyner et al., 1993). Da homologe Rekombinationen sehr selten sind, muss das Targeting-DNA-

Konstrukt, welches zur Einleitung des Vorgangs in die Zellen eingeschleust wird, sogenannte 

Marker enthalten, die eine Vorselektion solcher Zellen erlauben, bei denen das gewünschte ho-

mologe Rekombinationsereignis tatsächlich stattgefunden hat. 

Indem embryonale Stammzellen für homologe Rekombinationsexperimente eingesetzt werden, 

können gentechnisch veränderte Tiere generiert werden, bei denen spezifische Gene gezielt ver-

ändert wurden. Hierbei wird ein DNA-Konstrukt, mit dem das gewünschte Zielgen verändert 

werden soll, in vitro in die Zellen eingebracht (übliche Methode: Elektroporation). Mit Hilfe be-

stimmter Selektionstechniken kann nun in vitro festgestellt werden, welche ESC-Zellklone die 

gewünschte spezifische gentechnische Veränderung tragen. Diese Stammzellen werden in Emp-

fängerembryonen injiziert. Die embryonalen Stammzellen und die Empfängerembryonen werden 

dabei so gewählt, dass unterschiedliche Fellfarbengene getragen werden. So können chimäre 

Tiere, bei denen sich die gentechnisch veränderten ESC an der Organogenese beteiligt haben, an 

der Zweifarbigkeit des Fells erkannt werden. Die Mehrzahl der heute bei der Spezies Maus ver-
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fügbaren ESC stammen vom Inzuchtstamm 129 ab, der Träger des dominanten agouti-

Fellfarbenallels ist. Gentechnisch veränderte ESC des Stamms 129 werden üblicherweise in 

Blastozysten des Inzuchtstammes C57BL/6, der das non-agouti-Fellfarbenallel trägt, injiziert. 

Die resultierendem Fellfarben-chimären Tiere werden dann auf C57BL/6 Tieren zurückgekreuzt. 

So können diejenigen Nachkommen der Fellfarbenchimären, die die gentechnische Veränderung 

in heterozygoter Weise tragen, wiederum anhand der Fellfarbe von den nicht gentechnisch ver-

änderten Wurfgeschwistern unterschieden werden. Durch homologe Rekombination können 

Tierstämme erstellt werden, bei denen spezifische Gen entweder inaktiviert (knock-out) oder 

verändert (knock-in) wurden. Da Knock-out-Allele üblicherweise einen rezessiven Erbgang auf-

weisen, kommt es bei den heterozygoten gentechnisch veränderten Chimärennachkommen in der 

Regel noch nicht zur Ausbildung des Gendefekts. Meist wirkt sich die genetische Inaktivierung 

erst bei homozygoten Trägertieren aus. 

Bewertung der Generierung gentechnisch veränderter Tiere nach Deutschem 

Tierschutzgesetz (TSchG)

Im § 7 des Tierschutzgesetzes werden Tierversuche in folgender Weise definiert:

 „Tierversuche im Sinne dieses Gesetzes sind Eingriffe oder Behandlungen zu Versuchs-

zwecken

1. an Tieren, wenn sie mit Schmerzen, Leiden, oder Schäden für diese Tiere oder

2. am Erbgut von Tieren, wenn sie mit Schmerzen, Leiden oder Schäden für die erbgut-

veränderten Tiere oder deren Trägertiere verbunden sein können“

Diese Formulierung stellt klar, dass Eingriffe am Genom von Tieren dann Tierversuche darstel-

len, wenn sie zu Versuchszwecken durchgeführt werden und mit Schmerzen, Leiden oder Schä-

den der erbgutveränderten Tiere oder deren Trägertiere (Nachkommen) verbunden sind. 

Selbstverständlich fallen alle Eingriffe an den zur Herstellung gentechnisch veränderter Tier-

stämme erforderlichen Embryonenspendern und Embryonenempfängern unter die Genehmi-

gungspflicht. Eine gewisse Unsicherheit besteht jedoch bezüglich der neu generierten gentech-

nisch veränderten Tiere selbst. Da vor Beginn des Experiments nur schwer sicher ausgeschlossen 

werden kann, dass eine spezifische gentechnische Veränderung möglicherweise zu Schmerzen, 

Leiden oder Schäden der Trägertiere führt, werden üblicherweise die erste und zweite Generation 

neu hergestellter gentechnisch veränderter Tiere in den Schutzbereich der gesetzlichen Vorschrif-

ten über Tierversuche gestellt. Dabei geht der Gesetzgeber davon aus, dass diese beiden ersten 

Tiergenerationen dazu genutzt werden zu eruieren, ob eine Belastung der Trägertiere durch die 
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spezifische gentechnische Veränderung vorliegt. Die Weiterzucht der gentechnisch veränderten 

Tiere über die 2. Generation hinaus wird üblicherweise nicht mehr als Tierversuch sondern als 

Zuchtmaßnahme zum Erhalt des Tierstamms gewertet. Hierfür gelten die Bestimmungen des 

siebenten Abschnitts des Deutschen Tierschutzgesetzes Gesetzes, die sich auf die Zucht, die Hal-

tung und den Handel von Wirbeltieren zu Versuchszwecken beziehen. In diesem Zusammenhang 

sollte erwähnt werden, dass die Zucht und Haltung von Tieren einem behördlichen Erlaubnisvor-

behalt (§11 TSchG) unterliegen. Weiterhin muss darauf hingewiesen werden, dass „es verboten 

ist, Wirbeltiere zu züchten oder durch bio- oder gentechnische Maßnahmen zu verändern, wenn 

damit gerechnet werden muss, dass bei der Nachzucht, den bio- oder gentechnisch veränderten 

Tieren selbst oder deren Nachkommen erblich bedingt Körperteile oder Organe für den artgemä-

ßen Gebrauch fehlen oder untauglich oder umgestaltet sind und hierdurch Schmerzen, Leiden 

oder Schäden auftreten“. Zudem „ist es verboten, Wirbeltiere zu züchten oder durch bio- oder 

gentechnische Maßnahmen zu verändern, wenn damit gerechnet werden muss, dass bei den 

Nachkommen a) mit Leiden verbundene erblich bedingte Verhaltensstörungen oder mit Leiden 

verbundene erblich bedingte Aggressionssteigerungen auftreten oder b) jeder artgemäße Kontakt 

mit Artgenossen bei ihnen selbst oder einem Artgenossen zu Schmerzen oder vermeidbaren Lei-

den oder Schäden führt oder c) deren Haltung nur unter Bedingungen möglich ist, die bei ihnen 

zu Schmerzen oder vermeidbaren Leiden oder Schäden führen. 
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