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Abb. 5.44 a-h Lebenslauf des Zebrafisches. Die Zygote sitzt
auf dem groBen Dotter; eine Stunde nach der Befruchtung
(1 hpf; engl. hours post fertilization) ist das 4-Zell-Stadium er-
reicht. Nach 4 Stunden haben sich die Zellen bereits mehrfach
geteilt (Hohlkugelstadium). Die Gastrulation beginnt etwa 6
Stunden nach der Befruchtung (Keimscheibenstadium), und
etwa 8 Stunden nach der Befruchtung verdickt sich die spatere
Kopfregion; der Embryo bedeckt zu etwa 80 % die Dotterku-
gel (80 % Epibolie). 10 Stunden nach der Befruchtung bilden
sich die ersten Somiten, und die Augen entstehen aus dem
Diencephalon. Nach 18 Stunden (19 Somiten) wird der Kérper-
plan erkennbar sowie erste Muskelbewegungen des Schwan-
zes. Nach etwas mehr als 1 Tag (29 hpf) sind die wesentlichen

Charakteristika der Wirbeltiere sichtbar: Gehirn, Augen, Ohren
und innere Organe. Das Herz beginnt bereits vor dem Ende des
ersten Tages zu schlagen. Innerhalb der ndchsten Stunden dif-
ferenzieren viele Zelltypen, und weitere Organe kénnen nach
und nach ihre Funktionen aufnehmen. Nach 2 Tagen schliipft
die Zebrafisch-Larve und beginnt zu schwimmen. Nach 5 Tagen
(engl. days post fertilization, dpf) schwimmen die Larven bereits
groBere Distanzen und kdnnen selbststdndig Futter suchen.
Die Entwicklung des Zebrafisches hangt stark von der Tempe-
ratur ab; das hier dargestellte Schema bezieht sich auf eine Um-
gebungstemperatur von 28,5 °C. (Nach Haffter et al. 1996, mit
freundlicher Genehmigung der Company of Biologists)
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Abb. 5.45 Mutantenscreen beim Zebrafisch. Mutationen
werden durch chemische Mutagenese (Ethylnitrosoharn-
stoff, engl. ethylnitroso urea, ENU; Kapitel 9.4.3) Ublicherwei-
se in mannlichen Keimzellen induziert; die mutagenisierten
Mannchen werden mit Wildtyp-Weibchen (wt) verpaart. Die
resultierende F -Generation ist heterozygot fir einzelne Mu-
tationen (m); dominante Mutationen zeigen schon hier ihren
Phanotyp. Um rezessive Mutationen zu erkennen, werden F -
Tiere zundchst erneut mit Wildtyp-Tieren gekreuzt, um viele
F,-Fische zu erhalten (,F -Familien”). In diesen Familien wer-
den die Fische dann zufillig untereinander gekreuzt; in der
ndchsten Generation (F,) treten auch rezessive Mutationen
durch einen Phanotyp in Erscheinung (roter Fisch in F,). Alter-
nativ kdnnen die Mannchen der F -Griindergeneration auch

dazu verwendet werden, gekoppelte DNA- und Spermien-
Bibliotheken anzulegen. Diese Bibliotheken kénnen dazu
verwendet werden, gezielt nach Mutationen in individuellen
Genorten zu suchen (TILLING; engl. targeting induced local
lesions in genomes). Bei dieser Methode werden Exons eines
bestimmten Krankheitsgens von einer individuellen oder ge-
poolten DNA aus der F -Bibliothek mit PCR amplifiziert. Wenn
eine Mutation identifiziert wurde, kann der entsprechende
Fisch in der Erhaltungszucht identifiziert werden oder das ein-
gefrorene Sperma zur in-vitro-Fertilisation verwendet werden,
sodass er fiir eine Analyse des Phanotyps zur Verfligung steht.
(Nach Lieschke u. Currie 2007, mit freundlicher Genehmigung
der Nature Publishing Group)
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delt werden (in der Regel Ethylnitrosoharnstoff, ENU;
Kapitel 9.4.3). Daneben hat sich aber auch eine Inser-
tionsmutagenese auf der Basis von Retroviren bewahrt;
die Retroviren werden wahrend des Blastula-Stadiums
in Zebrafisch-Embryonen injiziert. Zwar ist die Effizi-
enz der ENU-Mutagenese deutlich hoher, aber die
beiden Systeme zeigen unterschiedliche Spezifitit hin-
sichtlich der betroffenen Gene.

Eine Methode, die Aktivitit von Genen zu vermin-
dern (und im besten Fall ganz auszuschalten), besteht
darin, die mRNA durch entsprechende antisense-RNA
abzufangen. Zur Verbesserung der Stabilitit der einge-
setzten antisense-RNA werden dazu kurze Oligonukleo-
tide eingesetzt, in denen die Ribose in der RNA durch
einen Morpholinring ersetzt ist (Laborjargon: ,,Morpho-
linos®; vgl. auch Technik-Box 26). Die Morpholinos wer-
den in die befruchtete Eizelle injiziert und die Auswir-
kungen konnen im wachsenden Embryo beobachtet
werden. Dabei kann die kontralaterale Seite eines Fisches
auch als ,,interne Kontrolle“ herangezogen werden. Diese
Methode ist beim Zebrafisch weit verbreitet; neben RNA-
Produkten kéonnen auch Informationen fiir markierte
Proteine injiziert und die Effekte in verschiedenen Zellen
optisch verfolgt werden.

0 Der Zebrafisch ist noch ein relativ neues, aber sehr
interessantes Objekt zur entwicklungsgenetischen Un-
tersuchung von Wirbeltieren. Seine Vorteile sind die
hohe Geschwindigkeit der Embryonalentwicklung, die
Durchsichtigkeit der Embryonen und die hohe Zahl der
Nachkommen. Im Zebrafisch wurde eine Reihe von Hoch-
durchsatz-Untersuchungen auf dominante und rezessive
Mutationen durchgefiihrt.

5.4.6 Die Hausmaus

Die Maus (Mus musculus; Abb. 5.46a) wurde seit den
frithen Tagen der Genetik als Modell verwendet. Sogar
Mendel selbst soll zunichst in seiner Klosterzelle
Miuse geziichtet und gekreuzt haben, bis es ihm von
der kirchlichen Hierarchie verboten wurde - so hat er
dann seine Experimente mit Gartenerbsen fortgesetzt.
Und so wurden die ,,Mendel'schen Gesetze* (Kapitel
10.1) statt an unterschiedlichen Mausen (z. B. albino
vs. pigmentierten) an glatten und runzligen Erbsen
entwickelt.

Aber schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts wur-
den Mendels Ergebnisse an der Maus wiederholt,
und in den darauffolgenden Jahren konzentrierten
sich die Arbeiten mit der Maus auf das Problem,
Tumormodelle zu etablieren und zu verstehen,
warum sich Tumore unter bestimmten Bedingungen
transplantieren lassen, aber unter anderen Bedin-

gungen abgestoflen werden. Diese Arbeiten miinde-
ten schliefflich in die Charakterisierung des
Haupthistokompatibilititsantigens  (engl.  major
histocompatibility antigen, HLA). Der zweite wich-
tige Punkt der ersten 50 Jahre Mausgenetik konzen-
trierte sich auf die Frage, warum es unterschiedliche
Inzidenzen fiir das Auftreten von Tumoren bei ein-
zelnen Mausstimmen gibt - und die Beantwortung
fithrte dann zur Entdeckung der Retroviren (speziell
des Brustkrebsvirus der Maus; engl. mouse mam-
mary tumor virus, MMTV).

In den 1960er-Jahren anderten sich die Themen der
Mausgenetik: 1961 publizierte Mary Lyon die nach ihr
benannte ,,Lyon-Hypothese® zur zufélligen Inaktivie-
rung eines X-Chromosoms in weiblichen Mausen, um
mit dieser Erklarung das Problem der Dosiskompensa-
tion bei Sdugern zu 16sen (siehe dazu im Detail Kapitel
6.3.3). Die Fortschritte der ,,biochemischen Genetik®
ermoglichte die physiologische Charakterisierung einer
grofleren Zahl von Mutanten, die die Aktivititen oder
biophysikalischen Eigenschaften von Proteinen in der
Elektrophorese oder in der Isoelektrischen Fokussie-
rung veranderten.

Als ,Nebenprodukte® dieser Arbeiten entstand
iber die Jahrzehnte eine Vielzahl verschiedener
Inzuchtstimme der Maus (Abb. 5.46b), was spiter zu
einer der Goldminen der Mausgenetik werden sollte.
Bis 1980 gab es etwa 300 verschiedene Inzucht-
stimme. Allerdings dauerte es auch bis 1980, bis die
Zuordnung der 20 Kopplungsgruppen zu den 20
Chromosomen der Maus abgeschlossen war. Eine
Ubersicht iiber die ziichterischen Méglichkeiten der
Maus gibt Abb. 5.47.

Eine neue Ara der Mausgenetik begann, als Ende
1980 die erste transgene Maus publiziert wurde (Gor-
don et al. 1980). Schon ein Jahr spiter konnte T. E.
Wagner und seine Gruppe zeigen, dass ein vollstdndi-
ges B-Globin Gen des Kaninchens in das Mausgenom
tberfiihrt werden konnte und dann in der Maus im
richtigen ,,Gewebe®, also den Erythrocyten, exprimiert
wird. Damit hat sich die Maus zu einem der wichtigs-
ten Modellorganismen in der Genetik tiberhaupt ent-
wickelt. Die Methoden zur Herstellung von transgenen
Maiusen, zum Aus- und Abschalten von Genen, geziel-
ter und zufilliger Mutagenese, wurden entscheidend
verfeinert; eine Ubersicht iiber den genetischen ,Werk-
zeugkasten“ der Maus gibt Abb. 5.48.

&‘fﬁﬁ Buchstaben (heute reicht das aber manchmal
s schon nicht mehr aus). Die genetische Nomen-
klatur der Maus sieht vor, dass rezessive Gene klein und
kursiv geschrieben werden. Bei dominanten Allelen ist
der erste Buchstabe grof3; Allelsymbole werden hochge-
stellt. Mitglieder von Genfamilien werden durchnum-

Ein Gensymbol besteht tiblicherweise aus drei
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meriert (z. B. Pax6 fir paired-box-Gen 6) oder durch
Buchstaben erginzt (z. B. Cryga fiir yA-Kristallin).

Das Mausgenom ist seit 2001 vollstindig
sequenziert (ca. 2500 Mb, 30.000 bis 35.000
Gene; http://www.ensembl.org/mus_musculus)
und entspricht weitgehend dem des Menschen (ca.
2900 Mb, 36.000 Gene; http://www.ensembl.org/homo_
sapiens; Venter et al. 2001; International Human Genom
Sequencing Consortium 2001). Auch die chromosomale
Organisationsform ist sehr dhnlich: Die Geschlechts-
chromosomen X und Y entsprechen sich funktionell,
und den 23 Paaren autosomaler Chromosomen des
Menschen stehen 19 Chromosomenpaare der Maus
gegeniiber. Uber 90 % des Genoms von Maus und
Mensch konnen in entsprechende Abschnitte konser-
vierter Syntenie unterteilt werden. Dies entspricht den
Regionen, in denen die Reihenfolge der Gene in beiden
Spezies in der Evolution erhalten blieb. Die Maus hat
aber in solchen Genfamilien eigenstindige Entwicklun-
gen durchlaufen, die fiir die Reproduktion, die Immuni-
tat und die Entwicklung des Geruchssinns verantwort-
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Abb. 5.46 a, b. Die Hausmaus. a Links eine Wildtyp-Maus vom

Stamm C57BL/6, rechts eine gescheckte Fellfleckenmutante.
b Stammbaum einiger wichtiger Inzucht-Mausstamme, die

Schweizer Webster-Mause

haufig in den Labors verwendet werden. (a Foto: Dr. Clau-
dia Dalke, Helmholz Zentrum Miinchen, Neuherberg; b nach
Green 1966, mit freundlicher Genehmigung von McGraw Hill)
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Abb. 5.47 a-e. Derivate von Inzuchtstdmmen. a Rekombi-
nante Inzuchtstamme (RI-Stdmme) werden durch das Kreuzen
von zwei verschiedenen Inzuchtstammen entwickelt. Die F -
Nachkommen sind an allen Genorten vollstandig heterozygot.
Ab hier wird eine Serie von Bruder-Schwester-Verpaarungen
angesetzt; die Nachkommen werden fiir 20 Generationen im-
mer wieder untereinander gekreuzt. Im Ergebnis erhalten wir
vollsténdige Inzuchtstdmme, die fiir eine einzigartige Kombi-
nation an allen Genorten der elterlichen Genome homozygot
sind. b Bei den erweiterten Kreuzungslinien (engl. advanced
intercross lines) ist die Absicht, die Rekombinationsfrequenz
zu erhéhen; daher werden Paarungen zwischen Geschwistern
und Cousins vermieden. Durch die grof3e Zahl an Tieren wird
es erleichtert, quantitative Merkmale besser zu kartieren (vgl.
Kapitel 10.4.6). ¢ Kongene Stdmme werden hergestellt, um
ein einzelnes (mutiertes) Gen von einem genetischen Hinter-
grund auf einen anderen zu Uberfihren. In unserem Beispiel

lich sind. Das deutet darauf hin, dass diese physiologi-
schen Systeme fiir die Maus besonders wichtig sind.

In den frithen Abschnitten der Embryonalentwick-
lung sind Maus und Mensch allerdings kaum zu unter-
scheiden. Prinzipielle Abldufe wie Oogenese, Sperma-
togenese, Befruchtung und Organentwicklung sind
vergleichbar. Auch biochemische und physiologische
Abldufe sind in vielen Fillen bei Mensch und Maus
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wurde eine Maus mit einem definierten Allel (blau) auf dem
Chromosom 6 nach einem anderen Stamm (rot) ausgekreuzt.
Die Heterozygoten werden dann selektioniert und erneut mit
dem roten Stamm gekreuzt; nach etwa 10 Generationen ist das
blaue Allel mit einigen flankierenden Sequenzen vollstandig
auf dem roten Hintergrund. d Bei der Chromosomen-Substi-
tution wird ein ganzes Chromosom auf einen anderen gene-
tischen Hintergrund lberfuhrt; solche Stamme werden auch
als ,konsom” bezeichnet. e Genomweit markierte Mause (engl.
genome tagged mice) sind von ihrem Konzept her den konge-
nen Stammen &hnlich; allerdings wird dabei nicht ein einzel-
nes Gen auf einen anderen Hintergrund tibertragen, sondern
Uberlappende Fragmente des Genoms, sodass am Ende eine
Stammsammlung aufgebaut ist, die das gesamte Genom in
einzelnen Bruchstlicken auf einem anderen genetischen Hin-
tergrund reprasentiert. (Nach Peters et al. 2007, mit freundli-
cher Genehmigung der Nature Publishing Group)

dhnlich. Miuse haben unter optimalen Lebensbedin-
gungen eine Lebenserwartung von 2 bis 3 Jahren. Der
Lebenszyklus der Maus von der Befruchtung bis zum
geschlechtsreifen Tier dauert 9 Wochen - fiir einen
Sauger eine relativ kurze Zeitspanne. (Eine interessante
Zusammenfassung von 100 Jahren Mausgenetik mit
vielen Hinweisen auf Originalarbeiten findet sich in
zwei Aufsitzen von Kenneth Paigen 2003).
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Abb. 5.48 Genetisch verdnderte Méuse konnen heute auf
sehr unterschiedlichen Wegen gewonnen werden. Ausgangs-
punkt ist immer ein elterlicher Inzuchtstamm. Zuféllige Mu-
tagenese kann durch Gabe von Ethylnitrosoharnstoff (ENU)
erfolgen; das Abschalten von Genen durch direkte Applikati-
on von RNAi oder durch Herstellung einer transgenen Maus.
Andere Verfahren benutzen embryonale Stammzellen der
Maus, um Gene auszuschalten (engl. knock out). Eine Moglich-

Eine besonderer Ansatz zur systematischen,
standardisierten phanotypischen Charakteri-
sierung der Maus wird in der ,Deutschen
Mausklinik® verfolgt, die am Helmholtz Zentrum
Miinchen in Neuherberg im Jahr 2002 eroffnet wurde
(http://www.helmholtz-muenchen.de/en/ieg/gmc/

keit, um die Ausschaltung eines Gens rdumlich oder zeitlich zu
steuern, erfordert die Kombination von /oxP-Stellen und der
Cre-Rekombinase. Wenn die Cre-Rekombinase aktiv ist (durch
Verwendung von Tamoxifen oder eines entsprechenden ge-
webespezifischen Promotors), schneidet sie das von zwei loxP-
Stellen flankierte Gen aus; zuriick bleibt nur eine loxP-Stelle
(Technik-Box 28). (Nach Argmann et al. 2005, mit freundlicher
Genehmigung von Elsevier)

index.html). Hier arbeiten Spezialisten aus verschiede-
nen Gebieten zusammen, um Mausmutanten auf (fast)
alle moglichen Krankheitsbilder nicht-invasiv zu
untersuchen. Dazu gehoren Allergien, Augenerkran-
kungen, Energie-Metabolismus, Immunologie, kli-
nisch-chemische Parameter, Knochen- und Knorpel-
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entwicklung, Lungenfunktion, Neurologie, Schmerz-
empfinden, Steroid-Metabolismus, Verhalten und
schliefllich pathologische Untersuchungen.

0 Die Maus ist seit Gber 100 Jahren ein etablierter Mo-
dellorganismus in der Genetik. Neben der relativ kurzen
Generationszeit besteht der grof3e Vorteil der Maus darin,
dass es maglich war, viele verschiedene Mutanten- und
Inzuchtlinien zu generieren. In den letzten Jahrzehnten
wurden viele Verfahren zur gezielten genetischen Modi-
fikation an der Maus entwickelt und etabliert.

%> Kernaussagen

Die Zellen hoherer Organismen zeichnen sich durch
eine Untergliederung in Zellkern und Cytoplasma
aus (Eukaryoten). Der Kern ist durch eine Kernmem-
bran vom Cytoplasma abgegrenzt; das Karyoplasma
ist aber Gber Poren in der Kernmembran mit dem Cy-
toplasma verknipft. Sowohl im Cytoplasma als auch
im Karyoplasma befinden sich fibrillare Elemente, die
das Cytoskelett bzw. das Kernskelett aufbauen.
Cytoplasmatische Organellen wie Mitochondrien
und Plastiden besitzen ein eigenes Genom aus dop-
pelstrangiger, zirkuldarer DNA. Sie haben sich aus
intrazelluldaren symbiotischen Parasiten entwickelt
und ihre Eigenstandigkeit zugunsten einer engen
funktionellen Interaktion mit dem nukledren Genom
aufgegeben. Das Plastidengenom enthalt bis zu 200
Gene, das mitochondriale Genom jedoch nur etwa
40. Der genetische Code der Mitochondrien unter-
scheidet sich teilweise vom Universal-Code, mito-
chondriale DNA wird nur matroklin vererbt.

Der Lebenszyklus einer Zelle ist durch die DNA-Re-
plikation (S-Phase) und die Teilung der Zelle (Mitose,
M-Phase) gekennzeichnet. Die dazwischenliegenden
4Licken” werden als G1- bzw. G2-Phase bezeichnet.
Das diffuse Chromatin kondensiert in bestimmten
Phasen der Mitose (besonders in der Metaphase)
und wird dadurch lichtmikroskopisch sichtbar. Mit-
hilfe des Spindelapparates erfolgt die Verteilung der
Chromosomen auf die Tochterzellkerne.

In der Keimbahn wird die Anzahl der Chromosomen
in zwei Schritten auf den haploiden Zustand redu-
ziert (Meiose): In der ersten Zellteilung (Reduktions-
teilung) werden die homologen Chromosomen ge-
trennt, in der zweiten Zellteilung (Aquationsteilung)
werden die Chromatiden getrennt.

Durch Austausch von Chromosomenbereichen zwi-
schen homologen Chromosomen (Rekombination)
wird die Variabilitdt der genetischen Konstitution
erhoht.

Neben reziproker Rekombination gibt es auch nicht-re-
zZiproke Rekombination (Genkonversion). Genkonver-
sion erklart sich durch die molekularen Mechanismen
der Rekombination, kann aber auch bei DNA-Neusyn-
these im Rahmen der DNA-Reparatur eintreten.

Der Zellzyklus ist einer komplexen Regulation unter-
worfen: Der Eintritt in die S-Phase ist von der Uber-
windung des Restriktionspunktes anhangig. Wichti-
ge Proteine hierbei sind Cycline und Cyclin-abhangi-
ge Proteinkinasen.

Apoptose (programmierter Zelltod) ist ein genetisch
programmierter Prozess zur Verhinderung von unkon-
trollierter oder unerwiinschter Zellproliferation. Eine
zentrale Rolle in der Regulation der Apoptose spielt
p53, das auch fiir ein Tumorsuppressorgen codiert.
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Technik-Box 12

Homologe Rekombination

Techniken zum gezielten Ersatz einer
genomischen DNA-Sequenz durch
eine andere von vorrangiger Bedeu-
tung sind heute in vielen Gebieten
der Genetik. Man fiir solche Zwecke

homologe = Rekombinationsmecha-
nismen (engl. site-specific recombina-
tion).

Im Idealfall soll ein Rekombinati-
onsexperiment dieser Art zum Aus-
tausch genomischer DNA-Sequenzen
fuhren. Eine solche Situation lasst sich
durch ein zweistufiges Experiment
erreichen, wie es im Folgenden dar-
gestellt wird. Es beruht auf dem Ge-
brauch von Replacement-Vektoren.
Bei solchen Vektoren befindet sich ein
Markergen innerhalb der Sequenz,
die zur genomischen DNA-Sequenz
homolog ist. Der Einsatz solcher Vek-
toren erfordert ein doppeltes Rekom-
binationsereignis  (Genkonversion!)
innerhalb der homologen Sequenz-
bereiche. Dem Genom wird hierbei zu-
néchst zusatzlich fremde DNA (die des
Markergens) hinzugefligt. In einem

zweiten Schritt wird dieses Marker-
gen wieder entfernt. Das Experiment
macht zundchst von einer positiven
Selektion, danach von einer negativen
Selektion Gebrauch.

Im hier gezeigten Beispiel enthalt
das Vektorkonstrukt zwei Markerge-
ne. Einer dieser Marker liegt inner-
halb der Sequenzregion, die bei der
Rekombination ins Genom eingefiihrt
werden soll. Es kann beispielsweise
das menschliche HPRT-Gen (HPRT: Hy-
poxanthinphosphoribosyltransferase)
verwendet werden, wenn man HPRT -
Zellen zur Transformation verwendet
und in HAT-Medium selektiert (HAT-
Medium: Hypoxanthin, Aminopterin,
Thymidin). Aminopterin blockiert die
Synthese von Purinen und Thymi-
dylat. Das Hypoxanthin erméglicht
durch die HPRT die Purinsynthese.
Als zweites Markergen dient bei-
spielsweise das Thymidinkinase-Gen
(TK) von Herpes simplex. Es liegt au-
Berhalb des homologen Sequenz-
bereichs. Selektiert man nach der

1. Schritt: Einfiigen von HPRT

Transformation auf TK- und HPRT*,
so erhalt man Transformanten, die
einen Austausch in der gewiinschten
Genomregion besitzen: Zufillige In-
tegration des Vektorkonstrukts in das
Genom hat namlich einen TK*- und
HPRT*-Phanotyp zur Folge. TK*-Zellen
aber kénnen durch Behandlung mit
dem Thymidinanalogon Gancyclovir
abgetotet werden. Die aus der ers-
ten Transformation erhaltenen Zellen
werden nun in einem zweiten Schritt
mit einem Vektor transformiert, der
lediglich die gewiinschte modifizierte
Gensequenz (z. B. mit einer Punktmu-
tation) enthalt. Durch eine erneute
Genkonversion im gewiinschten Gen-
bereich wird nun das HPRT-Gen durch
die mutierte Gensequenz ersetzt.
Transformanten koénnen als HPRT-
Zellen in Medium mit 6-Thioguanin
selektiert werden. Auf diese Weise ist
der gezielte Ersatz eines Allels durch
ein beliebig modifiziertes Allel mog-
lich, ohne dass zusatzliche fremde
DNA im Genom verbleibt.
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2. Schritt: Substitution von HPRT durch verandertes Gen C *

Genom nach
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