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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 Einflihrung in die Genetik

Wie bei anderen Saugerspezies umfasst auch das haploide Genom der Versuchstierspezies Maus
und Ratte 3 Milliarden DNA-Basepaare. Digjenigen DNA-Regionen, die fur bestimmte Genpro-
dukte —meist Proteine- kodieren, werden als Gene bezeichnet. Die charakteristische DNA-
Sequenz eines Gens kann geringflgige Variationen aufweisen, die Einfluss auf die genetische
Funktion haben konnen. Diese alternativen Formen eines Gens werden als Allele bezeichnet. Ein
Gen befindet sich auf einer charakteristischen chromosomalen Region, die a's genetischer Locus
bezeichnet wird.

Im Gegensatz zu den Autosomen, die als Paare morphologisch identischer Partnerchromosomen
auftreten, weisen die Geschlechtschromosomen der Sduger, das X- und das Y -Chromosom, sig-
nifikante morphologische Unterschiede auf. Diese werden deshalb auch as Heterosomen be-
zeichnet. Die Uberwiegende 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 tragt, wird as pseudoautosomale Region bezeichnet. Die No-
menklatur der pseudoautosomalen Region ist mit Bedacht ausgewéhlt, da sich die Heterosomen
beztglich dieser chromosomalen Region wie Autosomen verhaten. Mannliche Sduger 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 mann-
lichen Tierenin zwei Allelen.

Ein diploider Organismus, der zwei identische Allele eines bestimmten Gens trégt, wird als ho-
mozygot bezeichnet. Trégt ein Organismus zwei unterschiedliche Allele, so sprechen wir von
Heterozygositét. Die spezielle Situation bei mannlichen Saugern, dass die meisten heterosomal
gebundenen Gene in einem einzigen Alld existieren, wird as Hemizygositét bezeichnet. Durch
die Entwicklung der Transgentechnologie musste die Definition der Hemizygositét 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 chromosomaen Stelle des Empfangergenoms fihren, wodurch ein neuer genetischer
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Locus entsteht. Transgene Tiere konnen 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 mannlicher Sauger, die ja ebenfalls nur einen Genlocus aufweisen, sehr
ahnlichist, wird sie ebenfalls a's Hemizygositét bezeichnet.

In diploiden Organismen kommt es beim Transfer der genetischen Information von der vorher-
gehenden zur néchsten Generation zu einer Reduktion des diploiden parentalen Genoms (2n) auf
das haploide Genom der Gameten. Der spezielle Zdllteilungstyp, der diese Genomreduktion er-
reicht, wird als Melose bezeichnet. Im Verlauf der Meiose werden die beiden parentalen Allele
jedes heterozygoten Locus gleichmaliig 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 zuféllige Segregation bezeichnet. Mendel entdeckte ebenfalls bereits das
Gesetz der unabhangigen Vererbung. Dieses Gesetz besagt, dass die Segregation zweier unter-
schiedlicher Gene unabhangig voneinander verlauft. Heute weil3 man alerdings, dass das Gesetz
der unabhéngigen Vererbung lediglich fir solche Gene gilt, die sich auf unterschiedlichen Chro-
mosomen befinden. Fur Gene, die auf demselben Chromosom liegen, existieren kompliziertere
Vererbungsregeln. In diesen Falen ist die Aufteilung der Allele von komplexen chromosomalen
Rekombinationen wahrend der Meose abhangig. Wahrend alle autosomalen Partnerchromoso-
men und die zwel X-Chromosomen weiblicher Sauger haufig rekombinieren, ist die Situation
bezuglich der von mannlichen Séugern getragenen X- and Y -Chromosomen anders. Da sich das
mei otische Rekombinationspotentia dieser Chromosomen auf die kleine pseudoautosomale Re-

gion beschrankt, sind Rekombinationsereignisse, falls sie Uberhaupt 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 berticksichtigt meist den Ge-
notyp eines einzelnen Genes oder einer Gruppe von Genen der beiden Paarungspartner. Zur Ver-
einfachung wird das System nachfolgend fir ein einzelnes imaginares Gen mit dem Allelreper-
toire A and a beschrieben.

Beim Incrossing werden homozygote Tiere des Genotyps A/A bzw. ala miteinander verpaart.
Durch die Incrossing-Kombinationen A/A x A/A or ala x ala werden Nachkommen produziert,
die wiederum den parentalen Genotyp A/A bzw. a/a tragen. Das Incrossing wird benutzt, um

ingezlchtete Tierstamme zu propagieren.
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Ein Intercross wird erreicht, indem heterozygote A/a Tiere untereinander verpaart werden. Das
Intercross A/ax Alawird Tiere des Genotyps A/A, Alaand ala erzeugen, wobei diese Genotypen
ein Verhdtnis 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 Al/aoder alax A/awerden Tiere der Genoty-
pen A/A und A/a oder a/a und A/a erzeugen. Eine Serie hintereinandergeschalteter Backcrosse
muss durchgefiihrt werden, um ein bestimmtes interessierendes Gen oder eine Gengruppe von
einem unerwinschten Donorstamm auf einen erwiinschten ingeziichteten Rezipientenstamm zu
Ubertragen.

Verpaarungen zwischen homozygoten A/A und aa Tieren werden als Outcrossing bezeichnet.
Das Outcross A/A x alawird heterozygote A/a Tiere erzeugen. Neben anderen Zwecken dienen

Outcrosse dazu, Hybriden herzustellen.

5.3 Ingeziichtete Stamme

Per Definitionem wird ein Stamm als ingezichtet bezeichnet, wenn er fur 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, kénnen das BSI-Zuchtregiment ersetzen, wenn die Verpaarung mit dem jingeren der
beiden Elternteile erfolgt. Bei der Durchfuihrung eines BSI-Zuchtregiments erhoht sich die Wahr-
scheinlichkeit, dass ein bestimmter genetischer Locus homozygot wird, standig. Diese Wahr-
scheinlichkeit wird als Inzuchtkoeffizient F; bezeichnet. Fir eine bestimmte Generation t, be-

rechnet sich F; nach folgender Formel (Falconer 1989):

F’[ =0.25 (1 + 2F'[_1 +F'[_2)

Fur Stamme, die fur 20, 40 bzw. 60 Generationen einer Bruder-Schwester-Inzlichtung unterla-
gen, nimmt F Werte von 0.986335, 0.999803 bzw. 0.999997 an. Fur einige Zwecke ist es glins-
tiger die Zunahme von F; pro Generation anzugeben. Dieser wert wird als AF bezeichnet. AF be-

rechnet sich nach der Formel:

AF = (F’['Ft_]_) / (1-F'[_1)

AF ist gleich 0.250, 0.167, 0.200 bzw. 0.188 fiur die ersten vier Generationen von BSI. In spéte-

ren Generationen erreicht AF einen konstanten wert von 0.191. Der Inzuchtkoeffizient gibt die
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Wahrscheinlichkeit dafir an, dass ein einzelner (beliebiger) genetischer Locus in homozygoter
Form vorliegt. Da jedoch nicht einzelne Gene sondern Bldcke von verbundenen Genen von einer
auf die nachfolgende Generation Ubertragen 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 ingezlichteter
Tiere hangt nicht nur von der Anzahl durchgefiihrter BSI-Generationen sondern auch von der
Genomgrof3e und zu einem geringerem Ausmal? von der artspezifischen Chromosomenanzahl ab
(Stam, 1980). Fir eine Tierart der Genomgroéfie 2500cM und einer haploiden Chromosomenzahl
von 20 hat Fisher (1965) abgeschétzt, dass nach 60 Generationen aufeinanderfolgender BSI Tiere
mit einer 99%-igen Fixierung auftreten. Dieser Wert gilt wahrscheinlich ebenfalls fur ingeztich-
tete Maus- und Rattenstdmme, da diese Spezies dhnliche Genomgrofen aufweisen. So wird in
der Rat Genome Database [http://ratmap.gen.gu.sef] die Grélde des Rattengenoms auf 2250cM
geschétzt; das haploide Rattengenom ist in 21 Chromosomen organisiert. Die Genomgrof3e der
Maus betragt 1650 cM, die genetische Information ist hier auf 20 Chromosomen verteilt. Folg-
lich tragen ingeziichtete Maus- und Rattenstémme selbst nach 60 Generationen aufeinanderfol-
gender BSI noch einen betréchtlichen Anteil an Restheterozygositét. Um verbleibende heterozy-
gote Loci ingeziichteter Tiere eventuell doch noch zu fixieren, werden Inzuchtstamme nicht nur
mittels BSI erzeugt, sondern ebenfalls durch BSI propagiert. Es kénnen jedoch Selektionsdriicke
wirken, die heterozygote Genotypen favorisieren. In solchen Féallen namlich, in denen homozygo-
te Tiere eine reduzierte Lebensfahigkeit oder Fertilitdt aufweisen, kdnnen trotz des durch BS-
Inzucht erzeugten Drucks zur Homozygositét heterozygote Verhéltnisse persistieren (Hayman
and Mather, 1953).

Zuchtkolonien ingeziichteter Stamme werden in Nucleuskolonien (NC), pedigrierte Expansions-
kolonien (PEC) and Multiplikationskolonien (MC) unterteilt (Hedrich, 1990a). Die NC ist ein
sich selbst erhatendes System, das dazu dient, den Inzuchtstamm zu konservieren. Es wird eine
strenge Bruder x Schwester-Inzuchtpaarung durchgefihrt. Solche NC-Kolonien haben meist eine
geringe Grof3e von 10-30 Zuchtpaaren und alle Tiere stammen von einem gemeinsamen friheren
Zuchtpérchen ab. In der Regel werden zwei bis drei Sublinien des gemeinsamen Ahnenpaares
erziichtet, die dann 3 bis 7 Generationen lang erhalten werden. Die divergierenden Sublinien
werden sorgféltig bezlglich Fortpflanzungserfolg und bestimmter genetischer Daten kontrolliert.
Wenn gentigend Daten Uber die Sublinien vorliegen, wird eine dieser Linien ausgesucht, um den
Inzuchtstamm weiter zu propagieren wahrend 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 bendtigt, 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 primér dazu dienen, Zuchttiere flr
Multiplikationskolonien (MC) zu produzieren, entspricht ihre Grof3e der der zu versorgenden
MCs. MCs werden nicht durch Bruder x Schwester Verpaarung propagiert, sondern die Zuchttie-
re werden zuféllig zusammengesetzt. MCs dienen dazu, gentigende Tierzahlen fir die tierexpe-

rimentelle Forschung zu erzeugen.

Genetische Variabilitat von Inzuchtstammen
Forscher, die mit ingeztichteten Tieren arbeiten, missen sich der Tatsache bewusst sein, dass der

Genpool e nes vorgegebenen Inzuchtstammes nicht vollig stabil ist, sondern Schwankungen un-
terliegt. Die Instabilitdt des Genpools kann durch folgende drei Faktoren bedingt sein.
Residualheterozygositat: Auch ein stark ingezlichteter Tierstamm, der fir 60 oder noch mehr
Generationen durch Bruder-Schwester-Inziichtung propagiert wurde, kann durchaus noch hetero-
zygote Loci aufweisen. Wahrend der Weiterzucht des Stammes durch BSI konnen solche Loci
fixiert werden. Die Fixierung vormals heterozygoter Loci stellt einen Faktor dar, der zu Schwan-
kungen im Genepool ingeziichteter Stamme fhrt.

Mutation: Ein anderer Faktor, der den Genepool ingezlichteter Tierstdmme beeinflusst, ist das
spontane Auftreten von Mutationen. Die genaue Mutationsrate einzelner Gene ist meist unbe-
kannt. Die Haufigkeit des Auftretens von Mutationen im Genepool ingezlchteter Stamme kann
jedoch abgeschétzt werden. Die durchschnittliche Mutationsrate eines eukaryoten Organismus,
die als u bezeichnet wird, wird auf etwa 10™ pro Gamete and pro Locus geschétzt (Ohno 1972).
Dieser Wert berticksichtigt jedoch nicht die Tatsache, dass die Mutationsrate vom jeweiligen
genetischen Locus, vom Geschlecht und vom Alter abhangt (siehe Review-Artikel von Crow,
1997). Da bel eéinem durch Bruder x Schwester Inzucht gefthrten Inzuchtstamm jede Generation
von genau zwei Tieren begrundet wird, ist jedes autosomale Gen im Genepool mit nur 4 Allelen
représentiert. Deshalb betrégt in einem Inzuchtstamm die Mutationsrate eines bestimmten geneti-
schen Locus 4 x u. Die Wahrscheinlichkeit der Fixierung einer erworbenen Mutation ist in star-
kem Ausmal’? davon abhangig, ob selektive Krafte 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 fur den Austausch
eines gegebenen Allels durch ein mutiertes Allel pro Bruder x Schwester Inzuchtgeneration
gleich der Mutationsrate u (Falconer, 1989). Da das Saugergenom etwa 30.000 Gene umfasst,
werden pro Generation ca. 0,3 Mutationen Im Genpool, eines Inzuchtstamms fixiert. Esist un-

klar, inwiefern die aufgefihrte Abschétzung der Mutationsrate von Inzuchtstdmmen die tatsach-
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lichen Verhdtnisse widerspiegelt. Bailey (1977) hat fur die Spezies Maus gezeigt, dass tatsach-
lichin jeder dritten Generation eine Mutation fixiert wird.

Genetische Kontamination: Genetische Kontaminationen von Inzuchtstdmmen resultieren aus
der unbeabsichtigten Einfiihrung 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 nachweidlich haufige Auftreten von geneti-
schen Kontaminationen ingezlichteter Stamme 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-
zuchtstdmme, die dieselbe Fellfarbe aufweisen, in grof3er Néhe zueinander geziichtet werden.
Personen, denen die Zucht ingeziichteter Tiere anvertraut ist, sind verpflichtet, ale nur mogli-
chen Mal3nahmen zu ergreifen, um das Risiko des Auftretens genetischer Kontaminationen zu
minimieren. Dies impliziert die sichere ldentifikation von Zuchttieren und das Training und die
kompetente Beaufsichtigung der Tierpfleger. In Tierhaltungen, in denen eine breite Vielfalt von
ingeziichteten Varianten propagiert wird, muss ein genetisches Monitoring-System etabliert wer-
den, um die Authentizitdt der Stémme zu kontrollieren. Es existiert geeignete Literatur (Hedrich
1990b), die sich spezifisch mit Programmen zur Durchfihrung eines genetischen Monitoring
befasst. Die Kryokonservierung ingeziichteter Stdmme von Méausen oder Ratten in der Form von
gefrorenen Prdimplantationsembryonen ist heute unproblematisch mdglich. Diese Technik er-
laubt es, eine Art “backup” des Genepools eines ingezlichteten Stamms zu erstellen, so dass im
Fall einer genetischen Kontamination der authentische Stamm wieder hergestel It werden kann.
Zusammenfassend muss konstatiert werden, dass die Verdnderung des Genpools ingezlichteter
Stdmme durch die Fixierung residualer heterozygoter Loci und durch die Akquirierung von Mu-
tationen nicht zu vermeiden ist. Der genetische Status ingezichteter Stdmme wird zudem durch
die Moglichkeit der genetischen Kontamination bedroht. Unter Beriicksichtigung dieser Faktoren
wurden eindeutige Regeln erstellt, ab welchem Zeitpunkt ein ingezichteter Stamm in neue Sub-
stamme unterteilt werden muss (Festing and Staats, 1973). Diese Regeln sind inshesondere von

solchen Personen zu befolgen, denen die Zucht von Inzuchtstémmen anvertraut wurde.
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5.4 Koisogene Stamme

Ingezlichtete Stamme tragen ein standardisiertes Genom und reprasentieren deshalb ideal e Trager
von erwinschten Mutationen. Mutationen von Nagetiergenen kdnnen 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 kon-
nen durch Pronukleus-Mikroinjektion geeigneter DNA-Konstrukte direkt transgene Sequenzen in
das Genom ingezlichteter Mause oder Ratten eingefuhrt werden. Weiterhin konnte fur die Spe-
zies Maus eine Technik entwickelt werden, durch homologe Rekombination embryonaler
Stammzellen gezielte Veranderungen im Genom vorzunehmen (Gene Targeting). Ein koisogener
Stamm wird erzeugt, indem ein ingeziichtetes Tier eine Mutation bzw. eine gentechnische Ver-
anderung (Trangen, , knock-out” oder , knock-in“) in die nachste Generation vererbt. Jedes koi-
sogene Stammsystem besteht aus dem origindren Inzuchtstamm in der nicht-mutierten oder
nicht-gentechnisch-veranderten Form sowie dem koisogenen Partnerstamm, der das mutierte
Allel oder die gentechnische Veranderung tragt. Das koisogene Stammsystem verfugt somit tber
denselben genetischen Hintergrund, unterscheidet sich jedoch lediglich bezliglich eines spezifi-
schen genetischen Locus. Diese Eigenschaften machen koisogene Stammsysteme zu idealen Mo-
dellen zur Anayse der Phanotypen, die durch Mutationen oder durch gentechnische Verénderun-
gen hervorgerufen werden. Koisogene Stamme sollten durch Bruder x Schwester Inziichtung

propagiert werden.

5.5 Kongene Stdmme

Ein kongener Stamm wird erzeugt, indem ein spezifischer genetischer Locus von einem uner-
winschten Donorstamm auf einem erwiinschten Rezi pienteninzuchtstamm tbertragen wird. Der
Ubertragene genetische Locus wird als Differentiallocus bezeichnet und kann ein spezielles inte-
ressierendes Allel oder eine ganze Gruppe verbundener interessierender Gene wie den Haupt-
histokompatibilitétskomplex (MHC) umfassen. Die Funktion des Donorstamms besteht darin,
den Differentialocus zur Verflgung zu stellen. Folglich muss der Donorstamm nicht notwendi-
gerweise ingeziichtet sein und esist irrelevant, ob das Differentialgen in homozygoter oder hete-
rozygoter Form vorliegt. Im Gegensatz dazu liefert der Rezipientenstamm den neuen genetischen
Hintergrund fir die Differentialregion; dieser Stamm muss ingeziichtet sein. Der Transfer des
Differentiallocus auf den Rezipientenstamm wird durch Zuchtmal3nahmen erreicht, deren prinzi-
pielles Konzept von George Snell entwickelt wurde (Snell 1978). Heutzutage wird in fast alen
Fallen das sogenannte NX-Zuchtschema angewandt, um kongene Stamme zu erzeugen (Flaherty,
1981).
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Donor- Rezipienten-
stamm Inzuchtstamm

F1 (initiales Outcross)

N2 (1. Backcross)

N3 (2. Backcross)

* N10 (9. Backcross)
Kongener Stamm

Abbildung 5.1 NX-Zuchtschema zur Erzeugung kongener Stamme

Der Donorstamm trégt einen gewinschten Differentiallocus X, der sich jedoch auf einem unerwiinschten genetischen
Hintergrund befindet (durch weile Fillung der Symbole dargestellt). Der Rezipienteninzuchtstamm trégt zwar den
erwinschten genetischen Hintergrund (durch schwarze Fillung der Symbole dargestellt), ihm fehlt jedoch das Diffe-
rentialallel X. Durch konsekutive Kreuzung von X-Trégertieren auf Tiere des Rezipienteninzuchtstamms wird ein
kongener Stamm erzeugt. Der Kongenstamm vereint das Differntailallel X mit dem gewiinschten genetischen Hin-

tergrund des Rezipienteninzuchtstamms ( : Mannchen, O: Weibchen).

Wie in der Abbildung 3.1 dargestellt, besteht das NX-Zuchtkonzept aus zwei Komponenten. Zu-
néchst wird ein Outcrossing zwischen Donor- und Rezipientenstamm durchgefihrt, um das Dif-
ferentialale Uberhaupt in den Genpool des Empféangerstammes einzubringen. Durch das initiale
Outcross wird nicht nur der gewiinschte Differentiallocus Ubertragen, das Outcross fuhrt leider
zur breiten Einfuhrung unerwiinschter Donorstammallele. Deshalb werden anschlief3end viele
Backcrosse auf den Rezipientenstamm durchgefuhrt, um die kontaminierenden Donorstammalle-
le wieder durch Rezipientenstammgene zu ersetzen. In jeder Backcrossgeneration werden hetero-
zygote oder hemizygote Trager des Differentiallocus von Nicht-Tragertieren selektiert. Nur die
Trégertiere werden mit Représentanten 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 dirfen. Dabel
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wird das initiale Outcross a's 1. Generation (F1) gezahit. Ist das Ubertragene Gen dominant, kon-
nen einmal etablierte kongene Stdmme durch weiteres Backcrossing zum Rezipientenstamm ge-
zuchtet werden. Alternativ kann der kongene Stamm auch durch Bruder x Schwester Inztichtung

propagiert werden.

Abschéatzung der genetischen Kontamination kongener Stamme

Obwohl das NX Zuchtsystem zu einem extensivem Ersatz unerwinschter Donorstammallele
durch erwiinschte Rezipientenstammgene fihrt, sollte im Auge behalten werden, dass kongene
Stdmme eine betrachtliche residua e genetische Kontamination durch Donorstammallele aufwei -
sen. In diesem Zusammenhang muss erwadhnt werden, dass der Ersatz von Donorstammallelen
mit chromosomaer Verbindung (Linkage) zum Differentiallocus durch Rezipientenstamm-
Material von chromosomal en Rekombinationsereignissen abhéngt. Im Gegensatz dazu sind keine
keine meiotischen Rekombinationen erforderlich, um Donorstammallele ohne Linkage zum Dif-
ferentiallocus durch Rezipientenmateria zu verdrangen. Deshalb missen Versuche, das Ausmal3
der residualen Kontamination kongener Varianten durch Donorstammallel e abzuschétzen, unter-
scheiden, ob eine chromosomale Verbindung zum Differentiallocus vorliegt oder nicht. Unter der
Annahme, dass ale Gene des Donor- und Rezipientenstammes polymorph sind, werden digjeni-
gen Tiere, die aus dem initialen Outcross resultieren, Genome tragen, die ausschliefdlich 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
beztglich der Loci ohne Linkage zum Differentialgen fur eine bestimmte Backcrossgeneration n
der Anteil an Heterozygositét durch die Formel 0.5™" berechnet werden. GemaR dieser Formel
werden kongene Tiere, die fir 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 a's akzeptabel bewertet. Die Kontamina-
tionsrate kongener Stamme durch Donorstammallele ist jedoch an demjenigen Chromosom, das
den Differentiallocus trégt, kritischer zu bewerten. Dieses Chromosom wird, zusammen mit der
eigentlichen Differentialregion, ein chromosomales Fragment des Donorstamms erwerben, das
eine betréchtliche Grofie aufweist. Die GrofRe des Segmentes Ln (in cM) kann fir eine bestimmte
Anzahl n von Kreuzungen zum Rezipienteninzuchtstamm nach folgender Formel abgeschétzt
werden (Flaherty, 1981):

Ln (cM) =200 x (1-2")/n
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Fur alle Werte, in denen n grof3er als 5 ist, kann diese Forme vereinfacht werden zu (Bartlett and
Haldane, 1935):

Ln = 200/n

Belde angegebenen Formeln basieren auf der Annahme, dass der Differentiallocus sich nicht am
chromosomalen Ende befindet. Mit Hilfe der Formeln kann die Groéfe des chromosomalen Do-
norsegments, das den Differentiallocus flankiert, abgeschétzt werden. Fir kongene Stémme, die
fur 10 bzw. 20 Generationen mit dem Rezipienten-Inzuchtstamm gekreuzt wurden, ergeben sich
Werte von 20 cM bzw. 10 cM. Bei einer Grof3e des Maus- bzw. Rattengenoms von 1650 cM bzw

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

Die aufgefuhrten Kalkulationen zeigen, dass neu etablierte kongene Stamme ein betrachtliches
Ausmal? an residualer genetischer Kontamination durch Donorstammallele tragen. Werden kon-
gene Stamme durch weiteres Backcrossing propagiert, so wird diese Kontaminationsrate weiter
abnehmen. In solchen Fallen jedoch, in denen kongene Stamme durch Bruder x Schwester In-
zlichtung weitergeziichtet werden, werden diese heterozygoten Loci zum Tell fixiert werden. Da
die Donor- und Rezipientenstammallele heterozygoter Loci eine gleiche Fixierungs
Wahrscheinlichkeit aufweisen, werden 50% der Loci durch unerwiinschte Donorssammallele
besetzt werden. Diese kontaminierenden Donorstammregionen werden Uber das gesamte Genom
kongener Tiere, die durch Vollgeschwisterverpaarung propagiert werden, verteilt sein. Sie wer-
den als sogenannte ,, Passenger Loci“ bezeichnet. Von wesentlich groferer Bedeutung ist jedoch,
dass in alen kongenen Stdmmen eine betréchtliche Kontamination vorliegt, die durch das den
Differentiallocus flankierende Donor-Chromosomenfragment verursacht wird. Es ist deshab
wichtig zu wissen, dass kongene Stémme keineswegs koisogenen Stammen entsprechen. Ein
koisogener Stamm unterscheidet sich vom Partnerstamm lediglich beziiglich eines einzigen gene-
tischen Locus. Deshalb kénnen in koisogenen Stammsystemen gefundene phanotypische Unter-
schiede eindeutig auf den Differentialocus zurtickgefiihrt werden. Im Gegensatz dazu unter-
scheidet sich ein kongener Stamm vom Rezipienteninzuchtstamm nicht nur beztuglich des Diffe-
rentiallocus, sondern auch beztiglich der Passenger Loci sowie beziiglich einer Vielzahl von Do-
norstammallele, die sich in dem den Differentiallocus flankierernden Donor-
Chromosomensegment befinden. Deshalb miissen phanotypische Unterschiede, die in kongenen

Stammsystemen beobachtet wurden, nicht notwendigerweise durch das Differentialalel verur-
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sacht sein; sie kdnnen ebenfalls die Folge der residualen Kontamination durch Donorstammallele
darstellen.

Situation der Geschlechtschromosomen bei kongenen Stammen

Ein Faktor, der bel der Herstellung kongener Stdmme beriicksichtigt werden muss, ist die spe-
zielle Situation der Geschlechtschromosomen. Wenn sich der Differentiallocus auf einem Auto-
som befindet, muss die Einfihrung beider Heterosomen des Rezipienten-Inzuchtstammes durch
sorgfaltige Auswahl des Geschlechts der Verpaarungspartner, die zum Outcrossing und Backc-
rossing verwandt werden, gewahrleistet werden. Wahrend beim initialen Outcross mannliche
Tiere des Rezipienteninzuchtstammes mit Donorstammwei bchen verpaart werden, werden in den
nachfolgenden Backcrossen Rezipientenstammweibchen mit ménnlichen Trégern des Differenti-
allocus angepaart. Diese Geschlechterkombination garantiert einerseits, dass das Y-Chromosom
des Rezipientenstamms beim initialen Outcross in den kongenen Stamm eingefihrt wird und bel
allen nachfolgenden Backcrossen erhalten bleibt. Andererseits gewahrleistet die Auswahl mann-
licher Trégertiere des Differentiallocus zur Durchfiihrung der weiteren Backcrosse zum Rezi-
pienten-Inzuchtstamm, dass der kongene Stamm nicht-rekombinierte X-Chromosomen des Rezi-
pientenstammes erhalt. Wenn der Differentiallocus, der auf einen neuen kongenen Stamm Uber-
tragen werden soll, sich auf einen X-Heterosom befindet, muss das Backcrossing durchgefiihrt
werden, indem weibliche Trégertiere des Differentiallocus mit Mannchen des Rezipientenin-
zuchtstamms angepaart werden. Diese Modifikation des Zuchtschemas erméglicht meiotische
Rekombinationen zwischen Donor- und Rezipientenstamm X-Chromosomen. Wiirde das Zucht-
schema fir autosomal-gebundene Differentialloci angewandt werden, um X-chromosomal ge-
bundene Allele zu Ubertragen, so wirden die resultierenden Tiere das gesamte X-Chromosom
des Donorstamms tragen. Solche Stémme werden al's konsomisch bezeichnet. Die Etablierung
eines konsomischen Stammes ist in solchen Féllen unvermeidbar, in denen ein Y-chromsomal

gebundener Differentiallocus auf einen neuen Rezipientenstamm Ubertragen werden soll.

5.6 Sogenannte “ Speed-kongene* Stamme

“Konventionelle’ kongene Stamme werden erzeugt, indem Tragertiere des Differentiallocus fir
mindestens 10 aufeinander folgende Generationen auf einen Rezipienteninzuchtstamm gekreuzt
werden. Da die Generationszeit von Maus und Ratte etwa 3 Monate betrégt, beansprucht die Er-
zeugung eines konventionellen kongenen Stamms folglich eine Zeitspanne von ca. 3 Jahren. Die-

ser betréchtliche Zeitfaktor spornte zu Uberlegungen an, wie kongene Stamme durch den Einsatz
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zusétzlicher Selektionskriterien eventuell in kirzerer Zeit erzeugt werden kénnten. Das solchen
Uberlegungen zugrunde liegende Konzept besteht darin, nicht nur positiv auf die Transmission
der Differentialregion, sondern zusétzlich negativ gegen die Ubertragung unerwiinschter Donor-
gene zu selektieren. Diese zusétzliche negative Selektion erfordert eine gentigend grof3e Anzahl
genetischer Polymorphismen zwischen Donor- und Rezipientenstamm. Die Polymorphismen
mussen zusétzlich so beschaffen sein, dass sie schnell und 6konomisch bestimmt werden kdnnen.
Mit der Entdeckung von Mikrosatellitenmarkern (Miesfeld et al, 1981, Hamada et a, 1982)
konnte ein genomisches Element ausgemacht werden, das al die oben aufgefiihrten Kriterien
erfillt. 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 haufig in allen Sdugergenomen und zeigen einen
extremen intraspezifischen Polymorphismus, der durch die Anzahl an Wiederholungen des
zugrundeliegenden DNA-Motivs charakterisiert ist. Wichtigerweise kénnen 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 Lénge der PCR-Produkte, die als “ Simple Sequence Length
Polymorphisms (SSLPs)” bezeichnet werden, kénnen leicht durch Gele ektrophorese nachgewie-
sen werden.

Mikrosatelliten haben sich as ein ideales genetisches Werkzeug herausgestellt, um die Erzeu-
gung kongener Stamme zu beschleunigen. Mittels Computersimulationen (Weil et a, 1997,
Markel et al, 1997) konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz selektiver Zuchtstrategien, die
auf der Auswertung von Mikrosatelliten-Polymorphismen basieren, kongene Nagerstdmme in
deutlich weniger Generationen hergestellt werden kdnnen, als dies beim Backcrossing ohne ne-
gative Selektion der Fall wére. Lander and Schork (1994) haben fur derarte beschleunigt herge-
stellte kongene Stdmme den Terminus “ Speed-Kongene®* eingefiihrt. Wahrend “ speed-kongene"
Mausstdmme heute bereits routinemaldig erzeugt werden (Serreze et al, 1996), ist die Herstellung
“speed kongener” Rattenstamme noch untblich. Die Technik wird sich jedoch in demselben
Ausmald bei der Ratte durchsetzen, in dem geeignete Mikrosatelliten-Marker flr diese Spezies
charakterisiert werden. Kirzlich haben James and Lindpaintner (1997) eine Vielzahl von Inter-
netadressen publiziert, in denen detailierte Informationen Uber Ratten-Mikrosatelliten verfugbar

sind.

-70-



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

5.7 Segregierende Inzuchtstamme

Koisogene und kongene Stamme werden haufig durch Bruder x Schwester Inziichtung propa-
giert. Manchmal fuhrt jedoch die Homozygositét des interessierenden Differentialgens solcher
Stdmme zur Beeintrachtigung der Fertilitét oder Lebensfahigkeit. In diesen Fallen kann der
Stamm ebenfalls durch Vollgeschwister-Verpaarung gefuhrt werden; das Differentialgen wird
jedoch in einen heterozygoten Status gezwungen. Heterozygositét kann einerseits entweder durch
Backcrossing oder durch Intercrossing erzwungen werden. Beim Backcrossing werden heterozy-
gote und homozygote Tréger des Differentialgenes untereinander gepaart; beim Intercrossing
werden heterozygote Tréger gekreuzt. Ein Beispiel eines segregierenden Inzuchtstammes sind
kongene Méuse, die das rezessive nu-Allel tragen, das eine Immunodefizienz (T-Zelldefekt) in-
duziert. Da nu/nu Weibchen haufig Probleme bel der Jungenaufzucht haben, wird dieser Stamm
in viden Fallen derart propagiert, dass homozygote nu/nu Méannchen mit heterozygoten nu/+

Weibchen verpaart werden.

5.8 Hybriden

Hybriden werden erzeugt, indem Angehdrige zweier unterschiedlicher Inzuchtstdmme miteinan-
der verpaart werden (Outcrossing). Folglich tragen Hybriden je einen haploiden Chromosomen-
satz von jedem Parentalstamm. Da das X- bzw. das Y-Chromosom mannlicher Hybriden aus-
schliefdlich 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 parentaen In-
zuchtstdmme untereinander verpaart werden. Folglich ist es erforderlich, dass die zur Herstellung
von Hybriden erforderlichen Parentastamme sténdig zur Verflgung stehen. Werden F1-
Hybriden untereinander verpaart (Intercrossing), fuhren zuféllige Segregation und unabhangige
Vererbung heterozygoter Loci zu F2-Tieren, die im Gegensatz zum F1-Hybriden nicht mehr ge-
netisch einheitlich sind.

Ingeziichtete Tiere und Hybriden zeigen beide die Eigenschaft der genetischen Uniformitét (Iso-
genitét). Im Gegensatz zum hohen Ausmal? an Homozygositét, das fir ingezlchtete Tiere charak-
teristisch ist, zeigen Hybriden jedoch ein starkes Mal3 an Heterozygositét. Fir eine Vielzahl von
Merkmalen und Spezies zeigen ingeziichtete Tiere eine stérkere phénotypische Variation im
Vergleich zu nicht-ingeztichteten Individuen (Livesay, 1930, Hyde, 1973). Bezlglich solcher
Merkmal e stellen Hybriden eine geeignete Alternative zu den Inzuchttieren dar, da sie die Fakto-

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

liegt inihrer hohen Viabilitét und Fertilitét im Vergleich zu ingeziichteten Tieren.

5.9 Rekombinante Inzuchtstamme

Das Zuchtschema zur Erzeugung rekombinanter Inzuchtstémme (RI) beginnt mit einem Outcros-
sing von zwe bekannten Inzuchtstammen, die als Progenitorstémme bezeichnet werden. Die
resultierenden F1-Hybriden werden untereinander verpaart (Intercrossing), um eine grof3e Anzahl
von F2-Tieren zu erzeugen. Die F2-Tiere werden nun jeweils in zuféliger Weise paarweise mit-
einander verpaart. Jedes Paar dient dabei als Begrinder eines neuen Inzuchtstammes. Folglich
muissen die Nachkommen jedes gesetzten F2-Paares getrennt gehalten werden und zwei dieser
Tiere werden in zufélliger Weise ausgesucht, um die erste Generation einer konsekutiven Bruder
X Schwester Inzlichtung zu begrinden. Zwanzig aufeinanderfolgende Generationen Vollge-
schwisterverpaarung missen mit den Nachkommen jedes einzelnen F2-Paares durchgefiihrt wer-
den, um den resultierenden Stamm as RI-Stamm bezeichnen zu konnen. Das beschriebene
Zuchtschema wird fur eine bestimmte Kombination an Progenitorstdmmen eine breite Palette
neuer RI-Stdmme erzeugen. Unterschiedliche RI-Stémme, die mit denselben Progenitorstdmmen
erzeugt wurden, werden demselben RI-Stammset zugesprochen. Jeder Stamm eines bestimmten
RI-Sets wird vielfach rekombinierte Chromosomen tragen, die jeweils aus Fragmenten beider
Progenitorstdémme zusammengesetzt sind. Wichtigerweise tragt jeder einzelne Stamm des RI-
Sets ein einheitliches Muster an chromosomalen Rekombinationen, das bei der weiteren Propa-
gierung des Stammes durch V ollgeschwisterpaarung stabil vererbt wird. Esist das Verdienst von
Donald Bailey, die enorme Bedeutung rekombinant ingeziichteter Stamme flr genetische Analy-
sen erkannt zu haben (Bailey, 1971, Bailey 1981). Das wichtigste Einsatzgebiet von RI-Stdmmen
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-
torstamme existierender RI-Sets daraufhin untersucht, ob ein Polymorphismus des interessieren-
den Genes vorliegt. Gelingt es, fir die Progenitoren eines Rl-sets aternative Allele zu diskrimi-
nieren, so werden ale RI-Stdmme dieses Sets typisiert. Prinzipiell sollten 50% der RI-Stdmme
das eine und 50% das andere Allel tragen. Das Resultat dieser Anayse 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 fir ein bestimmtes Set von
RI-Stdmmen vorliegen, desto grofer 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 verfligbar (Manly,
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1993). Werden die SDPs zweier definierter Loci zur Durchfihrung einer Linkage-Anayse mit-
einander verglichen, so wird das Resultat Ublicherweise durch die Begriffe Konkordanz und
Diskordanz beschrieben. Zwei unterschiedliche genetische Loci werden innerhalb eines be-
stimmten RI-Stammsets a's konkordant angesehen, wenn diese Stémme ausschliefdlich Allele des
einen Progenitorstammes tragen. Trégt ein bestimmter RI-Stamm Allele beider Progenitoren, so
werden diese Loci als diskordant bezeichnet. Flr eine bestimmte Kombination nicht-verbundener
Gene sollten jeweils 50% der RI-Stdmme eines bestimmten Sets Konkordanz bzw. Diskordanz
aufweisen. Andererseits sollten bei zwei Loci, die sehr nahe auf einem Chromosom zusammen-
liegen, etwa 100% der RI-Stdmme enes bestimmten Sets Konkordanz und fast keine Stdmme
Diskordanz aufweisen. Fir Loci, die weniger nahe beieinanderliegen, sollten sich dazwischenlie-
gende Werte fur Konkordanz und Diskordanz ergeben. Die Termini N und i bezeichnen die Ge-
samtzahl an RI-Stdmmen, die auf Diskordanz untersucht wurden sowie die Anzahl an tatsachlich
diskordanten Stdmmen. Der Anteil R = i/N bezeichnet die Diskordanzebene, die in einem oder
mehreren Sets von RI-Stémmen ermittelt wurde. Wichtigerweise reflektiert die Diskordanzebe-
ne, die fir zwel bestimmte Loci in Rl Sets ermittelt wurde, die mittlere Entfernung der beiden
Loci. Nach Haldane and Weddington (1931) kann die Wahrscheinlichkeit fir eine Rekombinati-
on zwischen zwei verbundenen Loci r, die ja ein direktes MaR’ fir den genetischen Abstand der

beiden Loci darstellt, nach folgender Formel errechnet werden:

r=R/ (4-6R)

Diese Formel erlaubt die direkte Abschétzung des Abstandes zweier genetischer Loci (in
cM/100) durch die Bestimmung des Diskordanzanteils R, der in einem oder in mehreren Sets von
RI-Stdmmen auftritt. Zur weiteren Information Uber RI-Stdmme empfehlen wir die hervorragen-
de Publikation von Silver (1995).

5.10 Ausgeziichtete Stocks (Auszuchtstamme)

Bel Auszuchtstdmmen soll eine breite genetische Variabilitét aufrechterhalten und so die geneti-
sche Situation einer natdrlichen Population nachgeahmt werden. Ausgeziichtete Tiere werden
ublicherweise eingesetzt, um pharmakologische Wirkungen von Testsubstanzen zu evaluieren
sowie das toxikologische Potential von Chemikalien zu prifen. Ausgeziichtete Stdmme kdnnen
ebenfalls als Ausgangsmateria flr Selektionsexperimente dienen. Bei der Zucht von Aus

zuchtstdmmen missen folgende Punkte beriicksichtigt werden:
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1) Auszuchtstdmme missen a's geschlossene Population propagiert werden. Das unkontrol -
lierte Einbringen neuer Tiere und somit neuer genetischer Information in solche Populati-
onen ist nicht zulassig.

2) Der Verlust von Allelen aus dem urspriinglichen Genpool des Auszuchtstamms muss auf
ein minimales Mal3 reduziert werden.

3) Innerhab eines Auszuchtstamms muss die Bildung von Sublinien mit deutlichen Unter-
schieden der Allelfrequenzen vermieden werden.

Das Ausmal3, in dem Allelverlust und Sublinienbildung vermieden werden kénnen, wird durch
folgende Parameter bestimmt (Rapp, 1972):

Populationsgr 63e: Der Faktor, der primér fur die Abnahme der durchschnittlichen Heterozygo-
sitét verantwortlich ist, ist die sogenannte effektive Populationsgrofie. Diese wird definiert als die
Anzahl an Zuchttieren, die tatséchlich Nachkommen fir die ndchste Zuchtgeneration liefern.
Durch die Anwendung von Computersimulationen konnte Eggenberger (1973) zeigen, dass eine
effektive Populationsgrof3e von 400 Tieren erforderlich ist, um den Verlust von Allelen aus dem
Genpool eines Auszuchtstamms auf ein zu vernachléssigendes Mal3 zu reduzieren. Es sollte an
dieser Stelle erwahnt werden, dass ein einmal in einem ausgeziichteten Genepool stattgefundener
Allelverlust nicht durch Zuchtmal3nahmen kompensiert werden kann. Deshalb ist die Sanierung
des Hygienestatus kontaminierter Auszuchtstdmme durch die Technik des Embryotransfers aus
genetischer Sicht kritisch zu bewerten. Da die Anzahl an Ubertragenen Embryonen meist limitiert
ist, ist bei solchen Anléssen haufig ein Flaschenhal seffekt der Populationsgrof3e zu beobachten,
der zu einer kritisch zu beurteilenden Zunahme der durchschnittlichen Homozygositét des
Stammes fihrt.

Generationenfolge: Da der Verlust von Allelen aus dem Genpool eines Auszuchtstamms beim
Generationenwechsel stattfindet, sollten die Zuchtpaare so selten wie mdglich ausgetauscht wer-
den. Durch diese Mal3nahme kann der Prozess der kontinuierlichen Abnahme der durchschnittli-
chen Heterozygositét der Auszucht-Population signifikant abgebremst werden.

Auswahl der Zuchttiere: Die kinstliche Selektion auf spezifische Phanotypen muss bei der
Zucht von Auszuchtstammen strikt vermieden werden (Eggenberger, 1973). Falls starke Selekti-
onskrafte wirken, werden innerhalb weniger Zuchtgenerationen bestimmte Allele im Genpool
des Auszuchtstamms fixiert. Diese Regel gilt auch bezlglich des Zuchterfolgs und der Wachs-
tumsgeschwindigkeit. Obwohl eine Selektion bel diesen Parametern aus 6konomischer Sicht
natlrlich sehr attraktiv ist, darf dies keine Zielsetzung bei der Zucht eines standardisierten Aus-

zuchtstammes sein.
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Zuchtsystem: In der Vergangenheit wurden eine Vielzahl von Zuchtsystemen auf ihre Tauglich-
keit Uberprift, ein hohes Mal3 an durchschnittlicher Heterozygositét innerhalb einer Population
zu bewahren.

Bei der randomisierten Zucht oder Zufallszucht werden neue Zuchttiere in zufédliger Weise aus
dem Nachkommenpool ausgesucht. Dies bedeutet, dass jedes Tier eine gleich grof3e Chance auf
Anpaarung mit einem anderen Tier der Population hat (Falconer, 1989). Die Verpaarung von
nahen Angehdrigen kann dabei prinzipiell nicht vermieden werden, was jedoch zu einem starkem
Inzucht-bedingten Heterozygositétsverlust der Population fihrt. Aus diesem Grunde kann die
Zufalsverpaarung nicht als Zuchtverfahren zum Propagieren von Auszuchtstémmen 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 Uber den Verwandtschaftsgrad der Paarungspartner; folglich muss ein Stammbaum
(Pedigree) der Kolonie geftihrt werden, was ein sehr arbeitsintensives Unterfangen darstellt. Es
hat sich gezeigt, dass pedigrierte Zuchtsysteme zwar eine geringe initiale Verlustrate der durch-
schnittlichen Heterozygositét aufweisen; dass die Homozygotierate der Population jedoch mit
steigender Generationenzahl deutlich zunimmt. Deshalb sind pedigrierte Zuchtsysteme nicht fir
Auszuchtstdmme geeignet.

Als zur Minimierung des Heterozygositatsverlusts von Auszuchtstdmmen optimale Zuchtverfah-
ren haben sich sogenannte Rotationszuchtsysteme erwiesen. Bel diesen Zuchtverfahren werden
die Zuchtpartner nicht nach dem Prinzip der Randomisierung oder Pedigrierung ausgewahlt,
sondern mit Hilfe eines mathemati schen Schemas festgel egt.

Als sehr simples Rotationszuchtverfahren kann das sogenannte “circular-pair-mating” System
(Kimura and Crow, 1963) angesehen werden, das in der nachfolgenden Tabelle 3.1 erlautert

wird.
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n (Anzahl der Zuchtpaare)

1 2 3 4 5 6 7 8

4 F1 41 12 2/13 34
F2 etc|4/1 12 23 3/4
(wie
F1)

5 F1 51 12 2/13 34 4/5
F2 etc|5/1 12 2/3 3/4 4/5
(wie
F1)

6 F1 6/1 12 213 34 4/5 56
F2 etc|6/1 12 2/3 3/4 4/5 56
(wie
F1)

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

Dieses Zuchtsystem arbeitet mit Zuchtpaaren, die sténdig (permanent) verpaart bleiben. Jeder Zuchtk&fig erhélt eine
Nummer n. Die Anzahl an Zuchtpaaren bzw. Zuchtkafigen wird beim Generationenwechsel konstant gehalten. Das
Zuchtschemaiist flr 4 (obere 2 Zeilen), 5 (mittlere 2 Zeilen) und 6 (untere 2 Zeilen) Zuchtpaare aufgefuhrt. F charak-
terisiert die jeweilige Generation. Die Felder der Tabelle bestehen aus Kombinationen von K&fignummern. Dabei
spezifiziert die erste bzw. zweite Zahl die Nummer der Zuchtké&fige der vorhergehenden Generation, aus denen beim
Generationenwechsel die neuen Mannchen bzw. Weibchen zu rekrutieren sind. So bedeutet beispielsweise diein der
Tabelle fett und unterstrichen dargestellt Zahlenkombination 4/1, dass das Zuchtpaar 1 der Generation F2 rekrutiert
wird, indem ein mannlicher Nachkomme aus dem Zuchtkafig 4 der vorherigen Generation mit einem weiblichen

Nachkommen aus dem Zuchtk&fig 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 Ublicherweise zur Zucht von
Auszuchtstdmmen 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 grol3er Blocke unterteilt wird. Wahrend bei den anderen
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drei Systemen die Anzahl an Blocken frei gewahit werden kann, erlaubt das System von Robert-
son nur die Auswahl von 4 oder 8 oder 16 oder 32 etc Blocken. Die Gesamtanzahl an Blocken
wird fur alle nachfolgenden Generationen konstant gehalten. Ein einzelner Block besteht aus
einer gleichgrof3en Anzahl an mannlichen und weiblichen Zuchttieren, wie z.B. ein einzelnes
Zuchtpaar oder ublicherweise einer Vielzahl von Zuchtpaaren. Um Zuchttiere fur die néchste
Generation zur Verfiigung 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 Ubergang von einer Zuchtgeneration auf die nachfolgende neue
Zuchttiere fir 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 a. (1990).

m (Zuchtbldcke)

F 1 2 3 4 5 6 7 8

5 |F1 |51 12 23 34 45
F2 (41 52 13 24 35
F3 (2/1 32 43 54 15
F4 |(3/1 4/2 53 U4 2/5
F5

(wie
F1)

6 |F1 (6/1 1/2 23 34 4/5 5/6
F2 |5/1 6/2 13 24 3/5 4/6
F3 |[3/1 4/2 53 6/4 15 2/6
F4
(wie
F1)

Tabelle 5.2 Han-Rotationssystem nach Rapp (1971)

Das System ist fir m = 5 Blécke (obere 4 Zeilen) und m = 6 Blécke (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 Blocken der vorhergehenden Generation
mannliche 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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méannliche 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 Maf3 an durchschnittlicher Heterozygositét in Auszuchtstdmmen zu konser-
vieren. Das Rotationssystem nach Poiley kann jedoch nicht empfohlen werden, da es zur Bildung

von Sublinien fahrt.

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 Durchfiihrung embryonaler Manipulationen zur
Verfugung stehen. Die fir die biomedizinische Forschung wohl wichtigste embryonale Manipu-
lation besteht darin, gentechnische Verdnderungen in murine Embryonen einzubringen. Aus sol-
chen Experimenten resultieren entweder transgene Tiere oder sogenannte , knock-out” bzw.
»knock-in* Méause". Da es nicht moglich ist, die Embryonen nach erfolgter Manipulation in vitro
zu einem lebensfahigen Tier zu kultivieren, missen sie zur Weliterentwicklung wieder in dieselbe
Umgebung zurtickgebracht werden, der sie auch entnommen wurden: den weiblichen Reproduk-
tionstrakt. Bei den Spezies Maus und Ratte erfolgt der Embryotransfer auf scheintrachtige (pseu-
dogravide) Empfangerweibchen. Der Transfer erfolgt bei diesen Speziesim Rahmen eines opera-
tiven Eingriffs, bei dem die Bauchhohle er6ffnet wird. Da die Spezies Maus in der biomedizini-
schen Forschung eine herausragende Rolle spielt, werden nachfolgend die Technik und die An-

wendungsgebiete des Embryotransfers fur diese Spezies aufgefiihrt.

Gewinnung von Embryonen:

Zur Gewinnung von Mausembryonen sind weibliche Spendertiere und zeugungsfahige (fertile)
Bdcke notwendig. Die Spenderweibchen werden Ublicherweise mit Hormonen behandelt, um
einerseits zuverlassig eine Ovulation auszulésen (Zyklussynchronisation) und um andererseits
eine moglichst erhéhte Ovulationsrate (,, Superovulation*) auszul 6sen. Haufig 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 enthdlt vorwiegend Follikel-

Stimulierendes-Hormon (FSH), HCG vorwiegend Luteinisierungs-Hormon (LH). Zur Hormon-
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behandlung werden die Tiere zunachst mit PMSG und 48 Stunden spéter mit HCG behandelt.
Dabel werden jeweils 5-10 Einheiten (Units) der Hormonpréaparate intraperitoneal verabreicht.
Die Injektionszeitpunkte missen 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 Mannchen 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 erwadhnen, dass das Ejakulat von
Nagetieren aufgrund der besonderen Zusammensetzung der Sekrete der akzessorischen Ge-
schlechtsdriisen in der weiblichen Scheide koaguliert und temporér einen Vaginalpfropf bildet.
Der erste Tag nach der Dunkel periode, in der Ovulation und Begattung stattgefunden haben, wird
Ublicherweise s Tag 0,5, der zweite als Tag 1,5 u.s.w. bezeichnet. An den Tagen 0.5 bis 2.5 der
Trachtigkeit (Graviditét) kénnen die Embryonen aus dem Eileiter (Ovidukt) gespult werden, wo-
bei sich die Embryonen an Tag 0,5 bis zum 1-Zdlstadium, 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 kénnen die Emb-
ryonen aus der Gebarmutter (Uterus) gewonnen werden. Solche Embryonen haben ein fortge-
schritteneres Entwicklungsstadium (Morula, Blastozyste) erreicht. Zur Embryonengewinnung
mussen die Spenderméuse getdtet werden. Die Stammeszugehdrigkeit 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 ublicherweise FVB-Inzuchttiere oder
(B6 x DBA/2)F1 Hybriden herangezogen. Zur Herstellung von Knockout-Tieren werden meist
B6-Embryonen eingesetzt.

Ubertragung von Embryonen auf Empfanger weibchen:

Um geeignete Empféngerweibchen fir Embryotransfers bei der Maus zur Verfigung zu stellen,
sind scheintréchtige (pseudogravide) Empféngerweibchen und zeugungsunfahige (sterile oder
vasektomierte) Bdcke notwendig. Als Empféangerweibchen 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 gewahrleistet wer-
den, indem pseudogravide Tiere als Empfanger eingesetzt werden. Hormon-behandelte Maus-
weibchen stellen ungeeignete Embryonenempféanger, da diese Behandlung zu einer Hyperstimu-
lation des weiblichen Genitaltrakts fuhrt und die embryonale Implantation beeintréchtigt. Schein-
tréchtige Mause werden erzeugt, indem Weibchen mit nattrlichem Zyklus mit vasektomierten
Mannchen verpaart werden. Nur solche Weibchen, die sich im Ostrus befinden tolerieren die

Begattung. Da die Zykluslange bei der Maus 4-5 Tage und die Ostruslange ca. 1 Tag betragen,
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befinden sich ca. 20 — 25% einer Weibchenpopulation im Ostrus. Bei 6strischen Weibchen erfol-
gen Ovulation und Begattung in der Dunkel periode 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 Pseudograviditét bezeichnet. Beim Embryotransfer werden nur dann gute Angangsraten er-
zielt, wenn als Empfangerweibchen Tiere bestimmter Stdmme eingesetzt werden. Als geeignet
haben sich Auszuchtweibchen (z.B. NMRI) sowie (B6 x DBA/2)F1 Hybriden erwiesen.

Erzeugung vasektomierter Mannchen

Zur Vasektomie werden die Samenleiter des Mannchens durchtrennt. Dazu muss die Bauchhohle
erdffnet werden. Da die Hoden nicht entfernt werden, wird unveréndert mannliches Sexual hor-
mon, das Testosteron, gebildet. Die SamenflUssigkeit vasektomierten Mannchen ist lediglich
insofern verandert, as der Spermienanteil fehlt; die Libido wird durch den Eingriff nicht dauer-
haft gestort. Nach der Vasektomie benttigen die Mannchen jedoch eine mehrwochige Erho-
lungszeit, bis sie sich vollsténdig vom Eingriff erholt haben und wieder Interesse an Weibchen
zeigen. Auch bei den vasektomierten Méannchen ist die Stammeszugehorigkeit nicht gleichgultig.
Die Verwendung von Auszuchttieren wie NMRI fuhrt meist zu Problemen, da die Tiere frihzei-
tig verfetten. Als geeigneter haben sich (B6 x DBA/2)F1 Hybriden erwiesen.

Abstimmung von Spender- und Empfénger seite (Synchronisation des Embryotransfers):

Mausembryonen, die 0,5, 1,5 oder 2,5 Tage at sind, werden in den Eileiter (Ovidukt) von 0,5
Tage scheintrachtigen Ammen Ubertragen (Ovidukttransfer). Mausembryonen, die 3,5 oder 4,5
Tage dt sind, werden in die Gebarmutter (Uterus) von 2,5 Tagen scheintrachtigen Ammen Uber-
tragen (Uterustransfer). Die Einhatung der aufgefuhrten Synchronisation ist sehr wichtig, um
optimale Effizienzen zu erreichen. Die Transferkonstellation, die durchgefihrt wird, ist abhangig
von der Zielsetzung des Experiments. So werden zur Herstellung transgener Mause Embryonen
an Tag 0,5 der Gravidité gewonnen, manipuliert (DNA-Injektion in den Pronukleus) und an-
schlieRend in Tag 0,5 scheintréchtige Weibchen Ubertragen. Zur Herstellung von ,, knock-in“ oder
»knock-out* Mausen werden Embryonen an Tag 3,5 der Gravidité gewonnen, manipuliert (In-
jektion von gentechnisch veradnderten embryonalen Stammzellen) und anschlief3end in Tag 2,5
scheintrachtige Weibchen Ubertragen. Zur Sanierung des Hygienestatus von Mausvarianten via
Embryotransfer werden die Embryonen an Tag 1,5 akquiriert und in Tag 0,5 scheintréchtige

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 Empfanger Ubertragen.

Embryotransfer

Beim Ovidukttransfer werden die Embryonen mit einer feinen Glaskapillare in die natirliche
Offnung des Eileiters eines Empfangertiers tibertragen. Embryonen, die aus der Gebarmutter des
Spenders gewonnen wurden, werden auch in die Gebarmutter der Amme Ubertragen. Hierzu wird
die Gebarmutter mit einem feinen Instrument punktiert und die Embryonen mit Hilfe einer Glas-
kapillare Ubertragen. In der Regel werden diese Eingriffe beidseits durchgefiihrt, d.h. es werden
Embryonen in linke(n) und rechte(n) Eileiter bzw. Gebarmutter transferiert. Die Anzahl der Gber-
tragenen Embryonen wird so gewahlt, dass eine WurfgrofRe von etwa 10 Tieren (in der Regel)

nicht Uberschritten wird.

5.12 Anwendungsgebiete des Embryotransfers bei der Spezies Maus

Embryotransfer als Mainahme der Sanierung des Hygienestatus

Zur Sanierung des Hygienestatus stehen prinzipiell zwei Methoden zur Auswahl. Einerseits kon-
nen geburtsreife Jungmause einer kontaminierten Mutter unter sterilen Bedingungen durch Kai-
serschnitt entwickelt werden (die Mutter wird bei diesem Vorgehen getétet). 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 Mause-
stamm aus einer unhygienischen Tierhaltung in eine SPF- oder Gnotobiotik-Tierhaltung zu tber-
fuhren. Dazu werden Embryonen des kontaminierten Stammes gewonnen und unter sterilen Be-

dingungen auf ein Empféangerweibchen der Gnotobiotik- oder SPF-Tierhaltung Ubertragen.

Kryokonservierung und Embryobanking

Mause- und Ratten-Prdimplantationsembryonen kénnen unproblematisch in einer Art und Weise
eingefroren werden, die mit hoher Effizienz eine Revitalisierung erlaubt (DaCruz, 1991). In Fis-
sigstickstoff eingelagerte Embryonen (Embryonenbank) benétigen wenig Platz sind vermutlich
unbegrenzt haltbar. Mit Hilfe der Kryotechnik konnen ,, Backups‘ von Mausvarianten hergestellt
werden, die es erlauben, Stamme im Falle mikrobiologischer bzw. genetischer Kontaminationen
auf adadquatem Hygieneniveau bzw. in der urspriinglichen Form zu reetablieren. Die Kryotechnik
ermdglicht weiterhin, temporér nicht bendtigte Méause- oder Rattenstdmme ausschliefdlich 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 moglich,
neue funktionsfahige 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 Empféngertiere. 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 zuféllig an einem beliebigen Ort des Mausgenoms.
-Es kommt i. d. R. zur Integration mehrerer Kopien des Transgens; bel 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-
grindet mithin einen eigenen Tierstamm. Es muss berlicksichtigt werden, dass die Expression
einer Transgensequenz in sehr starker Weise vom spezifischen Integrationsort und der K opienan-
zahl beeinflusst. Hinzu kommt, dass durch die Transgenintegration eventuell die Funktion eines
murinen Genes beeintréchtigt werden kann (Insertionsmutagenese). Diesen Fakten muss dadurch
Rechnung getragen werden, dass mit einem spezifischen Transgenkonstrukt mehrere transgene
Stdmme erstellt werden. Sofern mehrere der etablierten Stémme einen spezifischen Effekt zei-
gen, kann mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden, dass

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

Maus verfugbar)

Die Voraussetzung fur 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 frihen Embryonen (Pramplantationsembryonen)
gewonnen und kénnen in vitro propagiert werden. Sie besitzen die Fahigkeit, sich in jeden belie-
bigen Zdlltyp (z.B. Herzzellen, Muskelzellen, Knorpel zellen, aber auch Keimzellen) differenzie-
ren zu konnen, die as Pluripotenz bezeichnet wird. Dabei kann die Differenzierung der ESC
durch Faktoren der Zellkultur entweder unterdriickt oder in Gang gesetzt werden. Werden undif-
fernzierte ESC in Embryonen, meist des Blastozystenstadiums, injiziert, beteiligen sie sich an der
Organogenese. Dabei entstehen sogenante chimére Tiere, die von zwei unterschiedlichen Zellty-
pen gebildet werden, und zwar solchen, die sich aus den ESC gebildet haben, und solchen, die
vom Empfangerembryo abstammen. Uber die Herstellung von chiméren Tieren kann das geneti-
sche Material der ESC in die Keimbahn von Tieren eingebracht werden.

Bel 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 kénnen gezielt Gene inaktiviert oder verandert werden (gene targeting,
Joyner et d., 1993). Da homologe Rekombinationen sehr selten sind, muss das Targeting-DNA-
Konstrukt, welches zur Einleitung des Vorgangs in die Zellen eingeschleust wird, sogenannte
Marker enthaten, die eine Vorselektion solcher Zellen erlauben, bel denen das gewiinschte ho-
mologe Rekombinationsereignis tatséchlich stattgefunden hat.

Indem embryonae Stammzellen fir homologe Rekombinationsexperimente eingesetzt werden,
konnen gentechnisch verénderte Tiere generiert werden, bei denen spezifische Gene gezielt ver-
andert wurden. Hierbei wird ein DNA-Konstrukt, mit dem das gewunschte Zielgen veréndert
werden soll, in vitro in die Zellen eingebracht (Ubliche Methode: Elektroporation). Mit Hilfe be-
stimmter Selektionstechniken kann nun in vitro festgestellt werden, welche ESC-Zellklone die
gewinschte spezifische gentechnische Veranderung tragen. Diese Stammzellen werden in Emp-
fangerembryonen injiziert. Die embryonalen Stammzellen und die Empfangerembryonen werden
dabel so gewdhlt, dass unterschiedliche Fellfarbengene getragen werden. So konnen chimére
Tiere, bei denen sich die gentechnisch verénderten ESC an der Organogenese beteiligt haben, an

der Zweifarbigkeit des Fells erkannt werden. Die Mehrzahl der heute bei der Spezies Maus ver-

-83-



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

fugbaren ESC stammen vom Inzuchtstamm 129 ab, der Tréger des dominanten agouti-
Fellfarbenallels ist. Gentechnisch veranderte ESC des Stamms 129 werden ublicherweise in
Blastozysten des Inzuchtstammes C57BL/6, der das non-agouti-Fellfarbenallel tragt, injiziert.
Die resultierendem Fellfarben-chiméren Tiere werden dann auf C57BL/6 Tieren zuriickgekreuzt.
So konnen digjenigen Nachkommen der Fellfarbenchiméren, die die gentechnische Verénderung
in heterozygoter Weise tragen, wiederum anhand der Fellfarbe von den nicht gentechnisch ver-
anderten Wurfgeschwistern unterschieden werden. Durch homologe Rekombination kdnnen
Tierstamme erstellt werden, bel denen spezifische Gen entweder inaktiviert (knock-out) oder
verandert (knock-in) wurden. Da Knock-out-Allele Ublicherweise einen rezessiven Erbgang auf-
weisen, kommt es bei den heterozygoten gentechnisch veranderten Chimérennachkommen in der
Regel noch nicht zur Aushildung des Gendefekts. Meist wirkt sich die genetische Inaktivierung

erst bel homozygoten Tragertieren aus.

Bewertung der Generierung gentechnisch veranderter Tiere nach Deutschem
Tierschutzgesetz (TSchG)

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

» rierversuche im Sinne dieses Gesetzes sind Eingriffe oder Behandlungen zu Versuchs-

zwecken

1. an Tieren, wenn sie mit Schmerzen, Leiden, oder Schaden fur diese Tiere oder

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

veranderten Tiere oder deren Trégertiere verbunden sein konnen*
Diese Formulierung stellt klar, dass Eingriffe am Genom von Tieren dann Tierversuche darstel-
len, wenn sie zu Versuchszwecken durchgefihrt werden und mit Schmerzen, Leiden oder Scha-
den der erbgutveranderten Tiere oder deren Trégertiere (Nachkommen) verbunden sind.
Selbstverstéandlich fallen ale Eingriffe an den zur Herstellung gentechnisch verénderter Tier-
stéamme erforderlichen Embryonenspendern und Embryonenempféngern unter die Genehmi-
gungspflicht. Eine gewisse Unsicherheit besteht jedoch beziglich der neu generierten gentech-
nisch veranderten Tiere selbst. Da vor Beginn des Experiments nur schwer sicher ausgeschlossen
werden kann, dass eine spezifische gentechnische Verdanderung méglicherweise zu Schmerzen,
Leiden oder Schaden der Tréagertiere flhrt, werden Ublicherweise die erste und zweite Generation
neu hergestellter gentechnisch verénderter Tiere in den Schutzbereich der gesetzlichen Vorschrif-
ten Uber Tierversuche gestellt. Dabei geht der Gesetzgeber davon aus, dass diese beiden ersten

Tiergenerationen dazu genutzt werden zu eruieren, ob eine Belastung der Trégertiere durch die
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spezifische gentechnische Verdnderung vorliegt. Die Weiterzucht der gentechnisch veranderten
Tiere Uber die 2. Generation hinaus wird Ublicherweise nicht mehr als Tierversuch sondern as
Zuchtmal3nahme zum Erhalt des Tierstamms gewertet. Hierfir gelten die Bestimmungen des
siebenten Abschnitts des Deutschen Tierschutzgesetzes Gesetzes, die sich auf die Zucht, die Hal-
tung und den Handel von Wirbeltieren zu V ersuchszwecken beziehen. In diesem Zusammenhang
sollte erwahnt werden, dass die Zucht und Haltung von Tieren einem behérdlichen Erlaubnisvor-
behalt (811 TSchG) unterliegen. Weiterhin muss darauf hingewiesen werden, dass ,, es verboten
ist, Wirbeltiere zu ziichten oder durch bio- oder gentechnische Mal3nahmen zu verandern, wenn
damit gerechnet werden muss, dass bei der Nachzucht, den bio- oder gentechnisch veranderten
Tieren selbst oder deren Nachkommen erblich bedingt Kérperteile oder Organe fur den artgemé:
en Gebrauch fehlen oder untauglich oder umgestaltet sind und hierdurch Schmerzen, Leiden
oder Schaden auftreten. Zudem ,,ist es verboten, Wirbdltiere zu zichten oder durch bio- oder
gentechnische Malinahmen zu verdndern, wenn damit gerechnet werden muss, dass bei den
Nachkommen &) mit Leiden verbundene erblich bedingte Verhaltensstérungen oder mit Leiden
verbundene erblich bedingte Aggressionssteigerungen auftreten oder b) jeder artgemalie Kontakt
mit Artgenossen bei ihnen selbst oder einem Artgenossen zu Schmerzen oder vermeidbaren Lei-
den oder Schaden fuhrt oder c) deren Haltung nur unter Bedingungen mdglich ist, die bei ihnen

zu Schmerzen oder vermeidbaren Leiden oder Schaden fuhren.
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