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Einleitung

1 Einleitung

Das 1990 gestartete internationale Humangenomprojekt (HGP) hatte das Ziel, die
Erbinformation des Menschen zu entschliissseln. Nach der Kartierungs- und
Sequenzierungsphase steht nun die Erforschung der Genfunktionen und der Beziehungen der
einzelnen Gene untereinander im Vordergrund. Uber das erlangte Verstindnis sollen neue
Wege der Vorbeugung, frilhzeitigen Diagnostik und gezielten Therapie von erblichen
Erkrankungen oder Krankheiten mit genetischer Komponente aufgezeigt werden. Aufgrund
ethischer und experimenteller Aspekte ist eine Funktionsanalyse am Menschen nur bedingt
durchfithrbar. Aus diesem Grund wird die Funktion von Genen in der Regel am Tier
untersucht. Die Maus hat in den letzten Jahren als ein wichtiges Modellsystem fiir genetisch
bedingte Erkrankungen des Menschen zunehmend an Bedeutung gewonnen. Das "Miinchener
ENU-Maus-Mutagenese-Projekt" im Deutschen Humangenomprojekt (DHGP) hat das Ziel,
durch chemische Mutagenese neue Mausmutanten zu produzieren und diese im Hinblick auf
ihre Eignung als Tiermodell fiir Humanerkrankungen niher zu untersuchen (Hrabé de Angelis
et al., 2000; Rathkolb et al., 2000b).

Die mutante Mauslinie SMA002 wurde im Rahmen des Miinchener ENU-Maus-Mutagenese-
Projekts etabliert (Soewarto et al., 2000). Das weibliche Foundertier dieser Linie, ein F1-
Nachkomme eines ENU-behandelten C3H-Bocks, fiel durch ein geringeres Korpergewicht
und eine geringere Korpergrofe auf. Nach erfolgreicher Verpaarung zeigten die mutanten
Nachkommen neben der Wachstumsdepression als zweites Hauptsyndrom eine
Verhaltensauffilligkeit, die sich in verstirktem Putzverhalten, hdufigem Kratzen und
allgemeiner Unruhe duflerte.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den klinischen Phénotyp der mutanten Mauslinie
SMAO002 umfassend zu charakterisieren. Parallel dazu sollte die genotypische Untersuchung

Aufschluss iiber die ursdchliche Mutation erbringen.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Mutagenesestrategien

Mutanten von Modellorganismen spielen eine wichtige Rolle fiir die Aufklidrung von
Genfunktionen (Woychik et al., 1998). Zur Erforschung grundlegender Mechanismen wurden
niedere Organismen, wie der Fadenwurm (Caenorhabditis elegans) (Brenner, 1974), die
Fruchtfliege (Drosophila melanogaster) (Niisslein-Volhard & Wieschaus, 1980) und der
Zebrafisch (Danio rerio) (Driever et al., 1994; Solnica-Krezel et al., 1994) herangezogen. Fiir
das Studium krankheitsrelevanter Gene bietet die Maus als Tiermodell aufgrund ihrer ndheren
evolutionsgenetischen Beziehung zum Menschen entscheidende Vorteile (Woychik et al.,
1998). Die Genome von Mensch und Maus enthalten nach neuesten Schétzungen 30.000-
40.000 Gene. Ungefdhr 99% der Mausgene haben ein homologes Gen im menschlichen
Genom (Mouse Genome Sequenzing Consortium, 2002). Im Hinblick auf die Genzahl ist die
Zahl der verfiigbaren Mausmutanten sehr gering. Da die unter natiirlichen Bedingungen
auftretende spontane Mutationsrate von ca. 5 x 10 pro Locus fiir experimentelle Zwecke zu
niedrig liegt, wurden verschiedene Moglichkeiten der Erzeugung von Mausmutanten
entwickelt.

Die von einer bekannten Gensequenz ausgehende Vorgehensweise zur Erforschung der
Genfunktion bezeichnet man als ,reverse genetics”. Géngige Verfahren in diesem
Zusammenhang sind die funktionelle Inaktivierung oder gezielte Variation von Genen durch
homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen (ES-Zellen) mit anschlieBender
phénotypischer Analyse der Tiere (Rijkers, 1994; Hardouin & Nagy, 2000).

Der zweite Ansatzpunkt geht vom Phénotyp aus. Dabei werden entweder auf physikalischem
Wege oder durch chemische Mutagene Mutationen in der Keimbahn induziert (Silver, 1995).
Die mutanten Nachkommen der so behandelten Tiere werden auf relevante phidnotypische
Abweichungen hin untersucht. Die Vererbbarkeit interessanter Phanotypen wird anschlieBend
durch gezielte Verpaarung und Untersuchung der Nachkommen gepriift. Im Anschluss daran

erfolgt die Suche nach der ursidchlichen Mutation (forward genetics).
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2.1.1 Physikalische Mutagenese

Bei der physikalischen Mutagenese werden die Tiere ionisierender Strahlung (Rontgen-,
Gamma- oder Neutronenstrahlen) ausgesetzt. Durch den Einsatz von Rontgenstrahlen wurde
das 20- bis 100-fache der spontanen Mutationsfrequenz erreicht. Da strahleninduzierte
Mutationen oft zu groBen Deletionen oder anderen chromosomalen Verdnderungen wie
Translokationen, Inversionen oder anderen komplexen Rearrangements fiihren, sind sie fiir
die gezielte Erforschung von Genfunktionen nicht geeignet (Russell et al., 1979; Silver,
1995).

2.1.2 DNA-Konstrukte

Unter einem transgenen Organismus versteht man ein Lebewesen, in dessen Erbgut eine neue
DNA-Sequenz eingefiihrt worden ist, und das in der Lage ist, diese Erbinformation an seine
Nachkommen weiterzugeben. Es existieren verschiedene Gentransferverfahren, die zu einem
Transfer definierter DNA-Abschnitte mit zufélliger Integration im Wirtsgenom fiihren
(Hogan et al., 1994; Wolf et al., 2000).

Das ,,Gene-trapping* ist eine effektive Methode zur Identifizierung und Funktionsanalyse von
unbekannten Genen mit Hilfe der Transgen-Technik. Es handelt sich um eine nicht gerichtete
Insertionsmutagenese, die auf der zufilligen Integration eines Reportergens in das Genom von
embryonalen  Stammzellen beruht. Dies erlaubt die Selektion erfolgreicher
Integrationsereignisse in vitro und den einfachen Nachweis der Sequenz des betroffenen
Gens. Aus den Zellen der so etablierten mutierten Stammzelllinien konnen nachfolgend
mutante Tiere hergestellt werden, in denen eine in vivo Analyse des Phinotyps der Mutation
moglich ist. Dieses Verfahren wurde bereits erfolgreich in verschiedenen Tierspezies, z.B.
Fruchtfliege, Zebrafisch und Maus, angewandt (Wurst et al., 1995; Stanford et al., 2001).

Die Entwicklung der embryonalen Stammzelltechnologie der Maus hat es zudem ermdglicht,
gezielte Mutationen zum Studium des Sdugetiergenoms zu erzeugen. Das ,,Gene-Targeting™
durch homologe Rekombination in embryonalen Stammzellen ist zur Methode der Wahl
gereift, um die Funktion bereits bekannter Gene zu untersuchen. Mit Hilfe dieser Methode ist
es moglich, jedes klonierte Gen in ES-Zellen auszuschalten und dann die entsprechende
Maus-Mutante, die sogenannte ,,Knockout-Maus®, zu erzeugen, der ein spezifisches
Genprodukt fehlt. Der resultierende Phénotyp gibt Aufschluss iiber die urspriingliche
Genfunktion (Capecchi, 2001).
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2.1.3 Chemische Mutagenese

Bei der chemischen Mutagenese werden den Tieren mutagene Substanzen, z.B. Procarbazin
(PCR), Chlorambucil (CHL) oder Ethylnitrosourea (ENU), verabreicht, die auch die
Keimzellen auf unterschiedlichen Stufen ihrer Entwicklung mutagenisieren. Die Substanzen
Ethylnitrosourea und Chlorambucil haben sich bei der Maus als besonders effektiv erwiesen
(Russell et al., 1979; Rinchik, 1991; Silver, 1995). Mit diesen beiden Chemikalien wurden
hohere Mutationsraten (ENU: 150 x 10~ pro Locus, CHL: 127 x 10~ pro Locus) als durch
Bestrahlung (Rontgenstrahlen: 13-50 x 10~ pro Locus) erreicht. Hinsichtlich der erzielbaren
Mutationsfrequenz haben CHL und ENU eine vergleichbare Effektivitit. Sie wirken jedoch
auf verschiedene Entwicklungsstadien der Keimzellen ein und induzieren unterschiedliche
Mutationstypen. So wirkt ENU bei minnlichen Tieren vor allem auf prédmeiotische
Stammspermatogonien und induziert Punktmutationen (hauptsidchlich an A-T Basenpaaren)
und kleinere Deletionen. CHL mutagenisiert dagegen {iberwiegend postmeiotische
Spermatiden, wo es hauptsidchlich Deletionen mehrerer Loci und andere groBere Lasionen

verursacht (Russell et al., 1990).

2.2 Ethylnitrosourea (ENU) als Mutagen

2.2.1 Wirkungsweise und Dosierung

ENU gilt als das wirksamste Mutagen bei der Maus (Russell et al., 1979) (Abb. 1).

0]
I

N
|
H;C- CH;- N- C-NH,
1

0]

Abb. 1: Strukturformel von ENU

Fiir das detaillierte Studium der Funktion spezifischer Gene bzw. von Genabschnitten wird
ENU als Mutagen der Wahl verwendet. Im Vergleich zu Mutationsfrequenzen, die mit
anderen physikalischen und chemischen Mutagenen erzielt werden, hat ENU den hochsten

Wirkungsgrad. Es ist unter anderem fiinfmal effektiver als die wirkungsvollste
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Rontgenbestrahlung und 15-mal effektiver als das chemische Mutagen Procarbazin in seiner
wirksamsten Dosis (600 mg/kg KGW) (Russell et al., 1979).

Die Wirkungsweise des ENU (Erzeugung von Punktmutationen) erlaubt das Erforschen von
singuldren dominanten wie rezessiven Mutationen (Hrabé de Angelis & Balling, 1998; Brown
& Nolan, 1998). Der mutagene Wirkungsgrad von ENU héngt von der verwendeten Dosis
und dem Behandlungsprotokoll ab. Zahlreiche Untersuchungen deckten die Korrelation
zwischen der Dosis und der Mutationsfrequenz bei einmaliger intraperitonealer Injektion von
80 bis 250 mg/kg KGW auf (Russell et al., 1982a; Charles & Pretsch, 1987; Lewis et al.,
1991). Das Schwellenmodell von Favor et al. (1990) zeigt am deutlichsten die Dosis-
Wirkungs-Beziehung der ENU-Mutagenese. Die Effektivitit des ENU zur Generierung von
Mutationen kann, durch wiederholte Gabe kleinerer Dosen (80-100 mg/kg KGW) in
wochentlichem Rhythmus, gesteigert werden (Hitotsumachi et al., 1985). Die fraktionierte
Gabe von 100 mg/kg KGW (10 x 10 mg/kg in wochentlichen Abstinden) hingegen fiihrt zu
einer Wirkung, die unter der Effektivitit einer einmaligen Gabe von 100 mg/kg KGW liegt
(Russell et al., 1982b). Die ENU-Applikation bedingt eine Sterilitdtsphase, in welcher die
mutagenisierten Spermatogonien ihre Teilungsaktivitit voriibergehend einstellen. Die Dauer
dieser Phase schwankt zwischen 6 und 45 Wochen, abhingig von der Dosierung, dem
verwendeten Behandlungsregime und Mausstamm. So fiihrte die im Rahmen des Miinchener
ENU-Maus-Mutagenese-Projekts durchgefiihrte wiederholte ENU-Gabe von 3 x 80-90 mg/kg
im wochentlichen Intervall zu einer Sterilititsphase mannlicher Méuse von 10 bis 15 Wochen.
Eine Ubersicht iiber die verschiedenen Sterilititsphasen einiger Mausstimme findet sich bei
Justice et al. (2000). Mit einer optimierten ENU-Applikation werden Mutationsfrequenzen
von bis zu 1 x 107 (rezessive Mutante) bzw. 5 x 107 (dominante Mutante) bei im
Spezifischen Locus Test (SLT, specific-locus test, siche 2.3.2.2) beurteilten Loci erreicht
(Hrabé de Angelis & Balling, 1998; Brown & Nolan, 1998). Die Mutationsrate wird
zusitzlich vom verwendeten Mausstamm beeinflusst. Weber et al. (2000) untersuchten die
Mutationsrate, die Sterilititsphase und die Uberlebensfihigkeit verschiedener Inzuchtstimme.
Hierbei zeigte sich, dass die Inzuchtstimme A/J, BALB/c, C57BL/6 und in niedrigerer
Dosierung auch C3He/J sich besonders gut fiir die Mutagenese mit ENU eignen, wéhrend die
Inzuchtstimme 129x1/Sv], 129S6/SvEv und CBA/Cal weniger geeignet sind. Der
Wirkungsmechanismus des ENU beruht auf der Alkylierung von Nukleinsduren. Hierbei
kommt es durch die Ubertragung der Ethylgruppe des ENU zur Fehlidentifikation der

alkylierten Base und somit zu einer falschen Basenpaarung wihrend der ersten Replikation.
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Bei der folgenden Replikation setzt sich der Fehler fort und es kommt zu unterschiedlich

replizierten Strangen (Abb. 2A und B).
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Abb. 2: Mechanismus der ENU-induzierten fehlerhaften Basenpaarung. Alkylierung von Thymidin (A) fiihrt zur
Fehlidentifikation der Base und zu einer falschen Basenpaarung wihrend der Replikation (B) (aus: Noveroske et

al., 2000).

2.2.2 Geschlechtsspezifische Wirkung

Es gibt verschiedene Griinde dafiir, dass bevorzugt minnliche Méuse fiir die Mutagenese
herangezogen werden. Neben der effektiveren Verwendung der Bocke in der Zucht liegt
bereits im Spezifischen Locus Test die spontane Mutationsrate ménnlicher Keimzellen
(43/801.406) weit iiber der Spontanmutationsrate in Oozyten (6/536.207) (Russell & Russell,
1992). Die mutagene Wirkung des ENU ist bei weiblichen Organismen geringer als bei
minnlichen Organismen. Dies liegt an der Tatsache, dass ENU hauptsichlich auf
prameiotische Stammzellen wirkt. Adulte weibliche Lebewesen haben keine sich teilenden
prameiotischen Keimzellen mehr, denn alle Oozyten sind bereits vorhanden. Sie befinden sich
in einer Ruhephase innerhalb der Prophase der ersten meiotischen Teilung und beginnen erst
ca. drei Wochen vor der Ovulation sich weiter zu entwickeln. Im Gegensatz dazu werden die
mannlichen Keimzellen kontinuierlich wihrend der gesamten Lebenszeit produziert

(Lewis et al., 1992; Russell & Russell, 1992).
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2.2.3 ENU-Protokoll des Miinchener ENU-Maus-Mutagenese-Projekts
(Zur Ubersicht: Hrabé de Angelis et al., 2000)

Im Miinchener ENU-Maus-Mutagenese-Projekt erhalten ménnliche C3H-Méuse im Alter von
10-14 Wochen dreimal im wochentlichen Abstand eine intraperitoneale Injektion von je
90 mg ENU pro kg Korpergewicht. Nach einer Sterilititsphase von ca. 6-8 Wochen werden
diese permanent mit weiblichen C3H-Maiusen verpaart. Pro mutagenisiertem Foundertier
werden 50-60 Nachkommen in der F1-Generation produziert und diese auf phédnotypische

Verianderungen untersucht (http://www.gsf.de/ieg/groups/enu-mouse.html).

2.2.4 Weitere ENU-Mutagenese-Projekte

Neben dem Miinchener ENU-Maus-Mutagenese-Projekt wurden in den letzten Jahren
weltweit weitere ENU-Projekte begonnen. Diese unterschiedlichen Projekte arbeiten z.B. auf
verschiedenen genetischen Hintergriinden, mit verschiedenen Techniken oder mit einer
unterschiedlichen Zielsetzung (Russ et al., 2002).

Im Folgenden wird eine Auswahl weiterer ENU-Projekte mit ihren Weblinks aufgefiihrt:
-ANU, Canberra, Australien

http://jcsmr.anu.edu.au/group pages/mgc/MedGenCen.html

-Baylor College, Houston, USA

http://www.mouse-genome.bcm.tme.edu

-Genomics Institute of the Novartis Research Foundation, San Diego, USA
http://www.gnf.org/
-The Jackson Laboratory, Bar Harbor, USA

http://pga.jax.org//index.html

http://www.jax.org/nmf/

-MRC, Harwell, UK

http://www.mut.har.mrc.ac.uk

-Oak Ridge Nat. Laboratory, Tennessee, USA

http://bio.lsd.ornl.gov/mouse
-RIKEN, Yokohama, Japan

http://www.gsc.riken.go.jp/Mouse/

-Tennessee Genome Consortium, Tennessee, USA

http://Tnmouse.org

-University of Toronto, Toronto, Canada

http://www.cmhd.ca
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Einen Uberblick iiber die chemische Mutagenese der Maus mit ENU liefert die Ausgabe 11,

Nummer 7 der Fachzeitschrift Mammalian Genome von 2000.

2.3 Etablierung von Mausmutanten als Tiermodelle

2.3.1 Charakterisierung des Phinotyps

Die phénotypische Charakterisierung einer neuen Mausmutante befasst sich mit der vom
duBeren Erscheinungsbild und messbaren Parametern (Phinotyp) ausgehenden Analyse der
Mutation. Eine dominante Mutation wird immer im Phénotyp sichtbar, die Wirkung eines
rezessiven Allels wird nur in seinem homozygoten Zustand phénotypisch sichtbar. Durch die
erfolgreiche Zucht von mutanten Nachkommen erfolgt zunéchst die Etablierung der mutanten
Mauslinie. Zu den standardisierten Untersuchungsmethoden gehort das SHIRPA Protokoll.
Bei SHIRPA (SmithKline Beecham Pharmaceuticals, Harwell, Imperial College School of
Medicine at St. Mary's, Royal London Hospital, St. Bartholomew's and the Royal London
School of Medicine, Phenotype Assessment) handelt es sich um ein aus drei Teilen
bestehendes semi-quantitatives Protokoll mit tiber 40 Einzeltests zur Analyse von Méusen. Im
ersten Teil wird das allgemeine Erscheinungsbild der Tiere, zu dem auch der Gang und das
Pflegeverhalten gehoren, beobachtet. Im zweiten Teil werden unter anderem die
lokomotorische Aktivitdt, die Futter- und Wasseraufnahme sowie die Balance und die
Koordination der Mause mit Hilfe spezifischer Tests gepriift. Der dritte Teil befasst sich mit
der neurologischen Untersuchung der Tiere, um die Eignung einer mutanten Linie als Modell
fiir neurologische Erkrankungen zu beurteilen (Rogers et al., 1997, 2001).

Neben dem Verhalten und der Untersuchung auf Dysmorphologien werden bei der
phénotypischen Untersuchung im Miinchener ENU-Maus-Mutagenese-Projekt auch ein
breites Spektrum verschiedener Blutparameter analysiert und die Schmerzempfindlichkeit der
Tiere getestet (Fuchs et al., 2000; Soewarto et al., 2000). Einen wichtigen Einflussfaktor auf
den Phinotyp stellt der genetische Hintergrund der Miuse, die die Mutation tragen, dar.
Studien an Knockout-Miusen zeigten, dass die Auspriagung einer Mutation in verschiedenen
Inzuchtstimmen variieren kann. Diese Variabilitit reicht von einer unterschiedlichen
Uberlebenszeit der Nachkommen bis zum vollstindigen Fehlen einer durch die Mutation

bedingten Verdnderung (Threadgill et al., 1995; Linder, 2001).
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2.3.2 Charakterisierung des Genotyps (Ubersicht: Silver, 1995)

Die Untersuchung der kausalen Mutation ist mit verschiedenen Vorgehensweisen moglich.
Zum einen werden aufgrund des Phénotyps geeignete Kandidatengene ausgewéhlt und
analysiert. Dies kann durch molekulargenetische Untersuchungen (Sequenzierung,
Expressionsuntersuchung) der betreffenden Gene oder mit Hilfe eines Zuchtverfahrens
(Spezifischer Locus Test) erfolgen. Meist ist es jedoch zuvor notig, die Mutation im Genom
ndher zu lokalisieren. Dazu wird in der Regel eine Kopplungsanalyse durchgefiihrt. Finden
sich im ermittelten Kartierungsbereich keine geeigneten Kandidatengene, werden die dort

lokalisierten =~ Gene  weitergehend untersucht, um die Mutation zu finden.

2.3.2.1 Kandidatengenanalyse

Kandidatengene sind Gene, die bei der Maus oder anderen Spezies, wie z.B. Mensch oder
Schwein, bereits kartiert sind, und von denen man aufgrund der zur Verfiigung stehenden
Informationen annimmt, dass eine Mutation in diesen Genen den beobachteten Phanotyp
hervorrufen kann. Sind bei einer Mausmutante und einer beim Menschen beschriebenen
Erbkrankheit die klinischen und pathologischen Befunde @hnlich, liegt die Vermutung nahe,
dass die Befunde in beiden Spezies durch die gleiche Mutation verursacht werden.
Kandidatengenanalysen konnen somit nur bei Genen mit schon bekannter Funktion

durchgefiihrt werden.

2.3.2.2 Spezifischer Locus Test

Der Spezifische Locus Test (SLT, specific-locus test) wurde entwickelt, um die Frequenz von
induzierten Genmutationen in einem Zuchtverfahren zu messen. Mutagenisierte ménnliche
Mause eines Inzuchtstammes, der in spezifischen 7 Loci ein dominantes Allel trdgt, wurden
mit weiblichen Méusen, die homozygot rezessiv fiir diese 7 Allele sind (Anzeigerstamm),
angepaart. Der Test deckt jede genetische Anderung auf, die mit einem teilweisen oder
vollstindigen Funktionsverlust dieser 7 Gene verbunden war. Die Anderungen spiegeln sich
in duflerlich erkennbaren Phénotypen, wie Fellfarbe, Fellstruktur und Ohrgrofe, wider
(Russell & Russell, 1992). Das Prinzip des SLT kann zur Identifikation des mutierten Gens
bei rezessiven Mutationen, die einen Phénotyp hervorrufen, der bereits in dhnlicher Form bei
Knockout-Midusen beschrieben wurde, angewendet werden. In diesem Fall werden
heterozygote Mause, die auf einem Allel die rezessive Mutation tragen, mit heterozygoten
Knockout-Méusen verpaart. Tritt bei den Nachkommen der Phénotyp erneut auf, ist bewiesen,

dass es sich um eine Mutation des gleichen Gens handelt. Denn nur wenn die Nachkommen
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kein funktionell intaktes Allel des betreffenden Gens tragen, ist mit dem Auftreten des

rezessiven Phénotyps zu rechnen.

2.3.2.3 Kartierung durch Kopplungsanalyse (Linkageanalyse, positional cloning)

(Ubersicht: Silver, 1995)

Um die Lokalisation der erzeugten Mutation im Genom zu ermitteln, wird deren genetische
Kopplung zu DNA-Markern mit bekannter Lokalisation, in der Regel sind dies
Mikrosatelliten,  gepriift ~ (Klassische = Kopplungsanalyse). = Mikrosatelliten  sind
hochpolymorphe, nicht kodierende DNA-Abschnitte, die eine groBe Anzahl von
tandemartigen Wiederholungen der gleichen Basensequenz (2-4 Basen) enthalten und
kodominant vererbt werden. Die Lédnge der Mikrosatelliten ist fiir verschiedene
Mausinzuchtstimme unterschiedlich, so dass in molekulargenetischen Untersuchungen eine
Stammzuordnung mit Hilfe dieser Marker mdglich ist. Fiir die Kopplungsanalyse zur
Lokalisation einer dominanten Mutation werden N2-Hybridtiere aus der Auskreuzung
mutanter Tiere eines Inzuchtstammes auf einen zweiten Inzuchtstamm und anschlieBender
Riickkreuzung der mutanten FI1-Hybridméuse auf den zweiten Parentalstamm
molekulargenetisch untersucht (Abb. 3).

Die genetische Distanz zwischen einem genetischen Marker und dem mutierten Gen wird aus
der Rekombinationsrate geschitzt, die bei der Bildung von Gameten zwischen Autosomen
auftritt. Je ndher zwei Loci zusammen liegen desto kleiner ist die Rekombinationsrate und
desto groBer ist die genetische Kopplung zwischen ihnen. Das genetische Mal3 fiir die
Kopplung wird in centi-Morgan (cM) angegeben und entspricht der Anzahl der
Rekombinationen zwischen zwei Loci in 100 Meiosen. Ein centi-Morgan entspricht

1% Rekombination.

10
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Auszucht X
C3H-Mutant = C37BLIE
F1-Generation
B&C3F1-Mause
Rickkreuzung
B6C3-Mutant = C57BLI || X

EBeispiele fir

mégliche Eombinationen

nach crossing-over von

C57BLG- und C3H- ‘
Genomabschnitten in der

M2-Generation
BA&(BAHC3) und
C3E6CE)

Ivlutanten Wildtyptiere

Abb. 3: Verschiedene Chromosomenkombinationen der N2-Generation nach Rekombination. Die mutanten
Tiere tragen um den Mutationslocus (Késtchen) mit der Mutation (griiner Punkt) vorwiegend genetisches

Material des C3H-Stammes (weill). Schwarz: genetisches Material des C57BL/6-Stammes.

2.3.3 Internetressourcen:

Fiir die weitere Analyse von Mausmutanten stehen folgende Datenbanken zur Verfiigung. Sie
geben Auskunft iiber den derzeitigen Stand der Sequenzierung des Mausgenoms und die
bisher bekannten Gene und Genloci:

-MGSC Mouse Synteny View

http://www.ensembl.org/Mus_musculus/

-Genes and Markers Query Form

http://www.informatics.jax.org/

-The Transgenic/ Targeted Mutation Database

http://tbase.jax.org/

-Human-Mouse Homology Map

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/mouse/

11
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2.4 Die klinische und klinisch-chemische Untersuchung von mutanten Mausen

2.4.1 Untersuchungsspektrum

Der klinisch-chemische Screen des Miinchener ENU-Maus-Mutagenese-Projekts etabliert
neue mutante Mauslinien mit Hilfe von klinischen, klinisch-chemischen und hamatologischen
Untersuchungen.

Die Nachkommen in der F1- und G3-Generation von mit ENU mutagenisierten Mausbdcken
werden hierfiir zunéchst klinisch auf Verdnderungen ihres Wachstums und Korpergewichtes,
ihres Erscheinungsbildes (Habitus) und ihrer Bewegung hin untersucht. Die Quantitit und
Qualitdt des Mauskotes werden als diagnostischer Indikator fiir das Verdauungssystem
kontrolliert.

Im Alter von 12 Wochen werden die Tiere einer Blutabnahme unterzogen und es werden
8 hiamatologische sowie 17 klinisch-chemische Parameter erhoben. Durch labordiagnostische
Verfahren werden himatologische Anderungen sowie Fehlfunktionen verschiedener
Organsysteme, metabolische Storungen und Anderungen der Homdostase —des
Elektrolythaushaltes diagnostiziert. Bei der Blutuntersuchung werden routinemifige
Verfahren verwendet, die es erlauben, eine grofe Anzahl von Maéusen auf ein breites
Spektrum von klinisch-chemischen und hématologischen Parametern zu untersuchen

(Rathkolb et al., 2000a).

12
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2.4.2 Diagnostische Relevanz

Da die meisten Stoffwechselstorungen direkt oder indirekt (iiber eine gednderte
Organfunktion) zu einer Verdnderung in den erhobenen Parametern fithren (Fernandes et al.,
1995; Saudubray & Charpentier, 1995), ist der Screen geeignet, klinische und klinisch-
chemische Phinotypen zu erkennen, die als Modell fiir bekannte Erbkrankheiten von Mensch
und Tier fungieren konnen. Die Tabellen 1 a bis ¢ zeigen eine Zusammenstellung von
Krankheiten, bei denen die Messung der untersuchten Substrate, Enzymaktivititen und
Elektrolyte eine diagnostische Relevanz besitzt. Zudem lésst sich durch die Untersuchung
folgender Parametergruppen (Organprofile) auf den Funktionszustand des betreffenden

Organs schlieen (Hartmann & Meyer, 1994; Thomas, 1998).

Organprofile:
Nieren: Harnstoff (HST), Kreatinin (CREA), Gesamteiweill (TP), Harnsdure (HSR),

Glukose (GLS), Natrium (Na), Kalzium (Ca), Chlorid (Cl), Anorganisches Phosphat
(P).

Leber: Alanin-Aminotransferase (ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST), Alkalische
Phosphatase (AP), Cholesterin (CHO), Gesamteiweil3 (TP).

Pankreas: a-Amylase (AMY), Glukose (GLS), Cholesterin (CHO), Triglyceride (TGL).

Stoffwechsel: Triglyceride (TGL), Cholesterin (CHO), Harnstoff (HST), Aspartat-
Aminotransferase (AST), Kalzium (Ca), Kalium (K), Natrium (Na), Phosphat (P).

Muskel: Kreatinkinase (CK), Kalzium (Ca).

Hématologie: Blutbild Leukozyten (WBC), Erythrozyten (RBC), Erythrozytenindizes
(MCV, MCH, MCHC), Himoglobin (HGB), Hamatokrit (HCT), Thrombozyten
(PLT).

13
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Tabelle 1a:

Uberblick iiber Indikationen und Erkrankungen, die mit einer Abweichung der gemessenen
Substrate korrelieren (Greiling & Gressner, 1995; Thomas, 1998)

Substrat

Indikation

Verinderung/ Abweichung

Cholesterin

(CHO)

Stoffwechselstdrung

und Endokrinopathien

1: postprandial, alimentér, Diabetes
mellitus, nephrotisches Syndrom,
Hepatopathien, akute Pankreatitis,
extrahepatische Cholestase, Hypothyreose,

|: Hyperthyreose

Triglyceride
(TGL)

Stoffwechselstorung

und Endokrinopathien

1: Hyperlipiddmie, Pankreatitis,
postprandial, Cholestase,
nephrotisches Syndrom, Diabetes mellitus

|: Hyperthyreose

Glukose
(GLS)

Diabetes mellitus

1. primér: Diabetes mellitus,
sekundar: postprandial, Stress,
ZNS-Erkrankungen, Krampfe,
schweres Trauma, Pankreatitis

|: sekundir: renale Glucosurie,

Hepatopathien, Nahrungskarenz

Gesamteiweil

(TP)

Hepatopathien, Nephropathien,
gastrointestinale Erkrankungen,
Dehydratation, Hyperhydratation
und Endokrinopathien

1: Exsikkose,
chronische bakterielle Infektionen,
Parasitosen, Himolyse

|: Malabsorption, Maldigestion,
Mangelerndhrung, Nephropathien,
chronische Hepatopathien, Hyperthyreose

Harnstoff
(HST)

Hepatopathien,
Nephropathien

1: Nephropathien, Dehydratation,
gesteigerter Stoffwechsel,
Muskeltrauma,
schwere korperliche Belastung

|: Hepatopathien

Kreatinin

(CREA)

Nephropathien

1: Nephropathien, Dehydratation,
Elektrolytimbalance,
Herz-Kreislaufinsuffizienz

|: Kachexie

1. Erh6hung der Plasmasubstratkonzentration, |: Erniedrigung der Plasmasubstratkonzentration

14
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Tabelle 1b:

Uberblick iiber Indikationen und Erkrankungen, die mit einer Abweichung der gemessenen
Enzymaktivititen korrelieren (Greiling & Gressner, 1995; Thomas, 1998)

Enzym Indikation Veranderung/ Abweichung

a-Amylase Erkrankungen des exokrinen Pankreas : akute Pankreatitis,

(AMY) Pankreasnekrose,
Pankreastumor,
Nephropathien

Alanin- Hepatopathien : akute Hepatitis,

Aminotransferase  Endokrinopathien chronische Hepatitis,

(ALT) Leberzelldegeneration,
Nekrosen, Hyperthyreose

Aspartat- Myopathien, : Myopathien, Hyperthyreose,

Aminotransferase  Hepatopathien Hepatopathien

(AST) Endokrinopathien

Kreatinkinase primére und sekundidre Myopathien : Myopathien,

(CK) Endokrinopathien starke korperliche Belastung,
Schock, Tetanus, Hypothyreose,
Belastungsmyopathie

: Hyperthyreose

Alkalische Hepatopathien, : Hepatopathien mit intra- oder

Phosphatase Knochenerkrankungen extrazell. Cholestase, Rachitis,

(AP) Endokrinopathien Osteoporose, Leberneoplasien,

Leberintoxikation, Hyperthyreose,

Pankreatitis, Diabetes mellitus

1: Erh6hung der Plasmaenzymaktivitit, |: Erniedrigung der Plasmaenzymaktivitét
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Tabelle Ic:

Uberblick iiber Indikationen und Erkrankungen, die mit einer Abweichung der gemessenen
Elektrolyte korrelieren (Greiling & Gressner, 1995; Thomas, 1998)

Elektrolyt Indikation Veranderung/ Abweichung
Natrium Storung des Elektrolyt-Haushaltes 1: Exsikkose, Diabetes mellitus,
(Na) |: vermehrte Wasseraufnahme
Kalium Storung des Elektrolyt-Haushaltes 1: verminderte K-ausscheidung,
(K) Nephropathien, Gewebeschiden

|: vermehrte Ausscheidung,

chronische Hepatopathien,

Nephropathien
Kalzium Storung des Elektrolyt-Haushaltes 1: Nephropathien
(Ca) |: Tetanie
Chlorid Storung des Elektrolyt-Haushaltes 1: Exsikkose, Diabetes mellitus
(ChH l: Nephropathien
Anorg. Phosphat Osteopathien, Nephropathien 1: Jungtier, Nephropathien
(P) |: Osteomalazie, Malabsorption

1: Erh6hung der Plasmaelektrolytkonzentration, |: Erniedrigung der Plasmaelektrolytkonzentration

2.4.3 Einflussfaktoren auf die untersuchten Parameter

Die Blutparameter der kleinen Labornager unterliegen der Beeinflussung verschiedener
exogener und endogener Faktoren (Aleman et al., 2000). Zu den exogenen Faktoren gehoren
die Haltung (SPF-Haltung vs. konventionelle Haltung), die Tageszeit, die Einstreu, das Futter
sowie die verschiedenen Blutabnahmetechniken (retrobulbidre Punktion, Herzpunktion,
Abnahme aus der Schwanzvene). Als endogene Einfliisse sind genetische Faktoren
(Mausstamm, -linie) sowie das Geschlecht und das Alter der Tiere zu beriicksichtigen
(Schmidl, 1981; Ubersicht: Quimby, 1999; Hoff, 2000). Die publizierten Blutwerte beziehen
sich somit auf Tiere bestimmter Altersstufen und Stimme bzw. Linien (Hough et al., 2002;
Kile et al., 2002; Schnell et al., 2002). Aus diesem Grund wurden als Kontrollen unter
standardisierten Bedingungen Proben von in unserem Institut geziichteten, 12 Wochen alten

C3H-Tieren beiderlei Geschlechts genommen, um aussagekriftige Basiswerte zu erhalten.
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2.5 Syndrom ,,reduziertes Korperwachstum*

Im Rahmen des Miinchener ENU-Maus-Mutagenese-Projekts wurde die mutante Mauslinie
SMAO002 etabliert, deren klinischer Phédnotyp charakterisiert ist durch die beiden
Hauptsyndrome ,,reduziertes Korperwachstum® und ,,Verhaltensanderungen®.

Die Ursachen fiir ein vermindertes Korperwachstum sind vielfdltig. Hierzu zdhlen unter
anderem Storungen der wachstumsregulierenden Hormonsysteme, durch Mangelerndhrung
oder Resorptionsstorungen verursachte Defizite sowie genetisch bedingte Unterschiede des
Stoffwechselgeschehens. Abgesehen von einigen Beispielen, bei denen der Zwergwuchs auf
eine einzelne Mutation zurlickzufiihren ist, wurde gezeigt, dass die Wachstumsrate ein
quantitativ polygen vererbtes Merkmal mit mittlerer Heritabilitdt (h®>~ 0,30) ist. Sie wird von
pranatalen und postnatalen maternalen Effekten beeinflusst (Al Murrani & Roberts, 1978;
Sellier, 2000). Efstratiadis (1998) unterscheidet zwischen einer Gruppe von 20-25 Genen, die
direkt in die Wachstumsregulation involviert sind und in der Mehrzahl zu dem
Wachstumshormon (GH)/ Insulin-like Growth Factor (IGF) System gehoren, und ca.
50 weiteren Genen, die bei funktioneller Inaktivierung in Knockout-Tieren indirekt zu einer
Wachstumshemmung filhren. Des Weiteren haben Untersuchungen an verschiedenen
spontanen Mausmutanten gezeigt, dass auch Mutationen in Genen, die dem IGF-System
vorgeschaltete physiologische Vorgéinge beeinflussen (z.B. GH-Realising Hormon Rezeptor
(Ghrhr), Pit-1 (pituitary-specific transcription factor 1), Prop-1 Gen (Prophet von Pit-1)) zu
vermindertem Korperwachstum fiihren. Verschiedene Untersuchungen zur Identifizierung
von Loci, die dieses Merkmal beeinflussen (Quantitative Trait Loci, QTL) haben zur
Entdeckung zahlreicher QTLs  gefiihrt, die mit dem Wachstum und der
Korpergewichtsentwicklung in Zusammenhang stehen (Dragani et al., 1995; Cheverud et al.,
1996; Brockmann et al., 1998). Fiir die Mehrheit dieser QTLs sind die betroffenen Gene noch
unbekannt (Sellier, 2000).

2.5.1 Hormonelle Wachstumsregulation

2.5.1.1 Das Insulin-like Growth Factor System

Wachstumsprozesse bei Tieren werden durch eine Vielzahl physiologischer Vorginge
reguliert, unter denen das Somatotropin (STH, engl. Growth hormone GH) und die
nachgeschalteten Wachstumsfaktoren eine Schliisselrolle spielen. Bereits Anfang des letzten
Jahrhunderts wurden wachstumsfordernde Faktoren im Serum und in verschiedenen

Kérpergeweben entdeckt. Sie wurden spiter aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit mit
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Insulin als insulin-dhnliche Wachstumsfaktoren (Insulin-like Growth Factors, IGFs)
bezeichnet (Rinderknecht & Humbel, 1978b). Diese Wachstumsfaktoren wurden im Blut
sowie den meisten Korperfliissigkeiten und Geweben nachgewiesen (Jones & Clemmons,
1995). Rinderknecht & Humbel (1978a und 1978b) entschliisselten die Aminosduresequenz
von humanem IGF-I und IGF-II. Es wurde eine 45%ige strukturelle Homologie von humanen
IGFs und humanem Insulin in der A- und B-Kette (bzw. A- und B-Region) nachgewiesen.
Von dieser Homologie wird angenommen, dass sie das Resultat einer Genduplikation ist,
welche sich vor iiber 600 Millionen Jahren ereignet hat (Froesch & Zapf, 1985).

Die biologischen Funktionen von IGF-I und IGF-II wurden sowohl in vivo als auch in vitro
untersucht. Beide Hormone weisen insulin-dhnliche Effekte, wie die Stimulation der
Glukoseaufnahme, des Glukosemetabolismus, der Lipid-, Glykogen- und Proteinsynthese,
auf. Auflerdem haben sie wachstumsfordernde bzw. mitogene Effekte, wie die Stimulation
von DNA- und RNA-Synthese, Zellreplikation und Zelldifferenzierung (Froesch et al., 1985;
Jones & Clemmons, 1995).

Die Konzentration der IGFs im Blut ist unter konstanten Erndhrungs- und endokrinen
Bedingungen sehr stabil (Froesch et al., 1985). Die Stabilitit kommt dadurch zustande, dass
ein GroBteil der IGFs im Blut an spezifische Bindungsproteine (IGFBPs) gebunden vorliegt.
Schwander et al. (1983) identifizierten die Leber als den Hauptbildungsort der im Blut
zirkulierenden IGFs und deren Bindungsproteine. Die Sekretion der beiden Komponenten
erfolgt jedoch unabhédngig voneinander. Die Serumkonzentrationen der IGFs sind prénatal
viel niedriger als postnatal. Postnatal wird die IGF-I-Konzentration im Blut durch das von der
Hypophyse ausgeschiittete Wachstumshormon (GH) reguliert. Die Blutkonzentrationen der
beiden Hormone sind positiv korreliert. Die Untersuchung von transgenen Maiusen zeigte,
dass die Wachstumshormonproduktion durch die IGF-I-Konzentration im Blut in Form einer
negativen Riickkopplung gesteuert wird (Jones & Clemmons, 1995).

Zu dem IGF-System gehoren neben den Wachstumsfaktoren selbst auch noch deren
Rezeptoren und die sogenannten IGF-Bindungsproteine (IGFBPs) (Jones & Clemmons, 1995;
Rajaram et al., 1997). Fiir die IGFs als Liganden sind zwei spezifische Rezeptoren bekannt.
Der IGF-I-Rezeptor (Le Roith et al., 1995) bindet vor allem IGF-1. Seine Affinitit zu IGF-II
ist 2-15- fach geringer. Der IGF-II-Rezeptor weist eine 500mal niedrigere Affinitdt zu IGF-I
als zu IGF-II auf (Jones & Clemmons, 1995).
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Als Regulatoren der biologischen Aktivitit der IGFs wurden inzwischen sechs IGFBPs
(IGFBP-1 bis -6) mit hoher Affinitit fiir IGFs identifiziert. Diesen IGFBPs werden vier
hauptsédchliche Funktionen zugeordnet:

1. Sie agieren als Transportproteine im Plasma und kontollieren den Efflux der IGFs aus dem

vaskuldren Raum.

2. Sie verldngern die Halbwertszeit der IGFs und regulieren deren metabolische Clearence.
3. Sie dienen als Hilfsmittel fiir die gewebs- und zellspezifische Verteilung der IGFs.
4. Sie modulieren die Interaktionen der IGFs mit ihren Rezeptoren und kontrollieren so

indirekt die biologische Aktivitit (Jones & Clemmons, 1995; Rajaram et al., 1997).

2.5.1.2 Veridnderungen im Insulin-like Growth Factor System

Untersuchungen an IGF-I transgenen heterozygoten Maiusen zeigten, dass bereits eine
Erniedrigung der IGF-I-Konzentration um 37% einen Effekt auf das Korperwachstum
(Powell-Braxton et al., 1993) und die normale Funktion und Entwicklung von peripheren
Nerven hat (Gao et al., 1999). Die Messwerte klinisch-chemischer (Albumin, AP, CHO, CK,
CREA, Elektrolyte, Globuline, GLS, Insulin, TP, TGL, HST, Leber- und Nierenfunktionstest)
und hdmatologischer Parameter waren bei IGF-I defizienten Méusen unverdndert. Die Mause
waren fertil und gesund (Powell-Braxton, 1993). Die gewebespezifische Inaktivierung der
IGF-I-Produktion in der Leber senkte den IGF-I-Wert im Blut auf 25%. Dies fiihrte jedoch zu
keiner Wachstumshemmung der betroffenen Méuse. Diese Untersuchung zeigt, dass obwohl
die Leber der Hauptproduzent des IGF-I ist, deren IGF-I-Produktion fiir das postnatale
Wachstum nicht essentiell ist (Sjogren, 1999; Yakar et al., 1999; Yakar et al., 2000).
Die Beziehung zwischen dem Wachstum von auf Korpergewicht (KGW) selektierten Méusen
und dem IGF-System wurde bereits gezeigt. Hierflir wurden Maiuse {liber mehr als
55 Generationen auf ein geringes (low, L-Méuse) oder ein hohes KGW (high, H-Méuse) in
der achten Lebenswoche selektiert. Im Vergleich zu Kontrolltieren war das KGW der
H-Mause signifikant hoher und das KGW der L-Maduse signifikant geringer. Die signifikante
Erhohung zirkulierender IGFBP-2-Konzentrationen in L-Mé&usen deutete auf die Funktion
von IGFBP-2 als negativer Wachstumsregulator hin (Hoflich et al.,, 1998). Anhand von
transgenen Miusen mit IGFBP-2 Uberproduktion in Serum und Gewebe (overexpressing
IGFBP-2) wurde in vivo anschlieBend der Zusammenhang des erhohten IGFBP-2-Wertes und
des reduzierten KGW erforscht. Die transgenen Tiere beiderlei Geschlechts zeigten eine
reduzierte KGW-Zunahme nach dem Absetzen (im Alter von 23 Tagen). Die KGW-

Mittelwerte der transgenen Méuse waren signifikant geringer (p<0.05, 9% bei minnlichen,
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11% bei weiblichen Miusen) und eine Kompensation des geringeren KGW fand innerhalb
des Versuchszeitraumes (150. bis 240. Lebenstag) nicht statt. Die absoluten und relativen
Organgewichte von Milz, Leber und Pankreas waren niedriger als bei den Kontrolltieren und
das Gewicht der Karkasse war signifikant (p<0.05) reduziert (Hoflich et al., 1999; Hoflich et
al., 2001). Eine weitere Studie der IGFBP-2-Uberexpression zeigte deren Beteiligung an
pathologischen Syndromen wie Diabetes, chronischen Nierenerkrankungen, Leberzirrhose
und der Entstehung von Tumoren (Hoflich et al, 1999). Dariiber hinaus sind die
Serumkonzentrationen von Méusen bei Schock, Futterentzug, Hypoxie und nach Traumata

erhoht (Hoflich et al., 2001).

2.5.2 Mangelerndhrung

Wachstumsstorungen konnen auch Folge einer unzureichenden Versorgung mit
verschiedenen Néihrstoffen (z.B. Substrate, Proteine, Spurenelemente und Vitamine) sein
(Dammrich, 1990; Hornick, 2000; Ozanne, 2001). Die wichtigsten Néhrstoffe werden anhand
der Auswirkungen einer Mangelversorgung in zwei Kategorien eingeteilt (Tab.2). Bei
Néhrstoffen der Kategorie 1 fithrt eine Unterversorgung zu einer unzureichenden
Konzentration im Gewebe. Dieser Zustand ist in der Regel mit charakteristischen
Mangelsyndromen verbunden. Das Korperwachstum ist nur selten beeintridchtigt. Nahrstoffe
der Kategorie 2 halten auch bei verminderter Zufuhr konstante Gewebelevel. Ein Mangel
fiihrt bei diesen Nihrstoffen zu einer Beeintrachtigung des Korperwachstums ohne
spezifische = Mangelerscheinungen (Rosado, 1999; Branca &  Ferrari, 2002).
Als Beispiel fiir die Beeintrichtigungen des Wachstums durch Nihrstoffmangel ist
Zinkmangel im Kindesalter beim Menschen bekannt (Allen, 1998).
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Tabelle 2:

Einteilung der wichtigsten Nihrstoffe anhand der Auswirkungen

einer Mangelversorgung in zwei Kategorien (modifiziert nach Branca & Ferrari, 2002)

Typ 1:

Typ 2:

Initial normales Wachstum,
erniedrigte Konzentration im Gewebe,

spezifische Mangelerscheinungen

Wachstumsdepression,

normale Konzentration im Gewebe,

keine spezifischen Mangelerscheinungen

Jod

Eisen
Kupfer
Kalzium
Thiamine
Riboflavin
Ascorbinsdure
Retinol
Tocopherol
Cobalamin
Vitamin K
Selen
Mangan
Vitamin D

Energie

Zink

Stickstoff

essentielle Aminoséuren
Lysin

Threonin

Kalium

Natrium

Phosphor

Schwefel

Magnesium
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2.6 Syndrom ,,Verhaltensinderungen*
Die Mutante SMAO002 zeigt neben dem Wachstumsdefizit als zweites Hauptsyndrom
Verhaltensénderungen in Form von auffélliger Ruhelosigkeit sowie verstirktem Kratzen und

Putzverhalten. Die mdglichen Ursachen dieser Verhaltensabweichungen sind mannigfaltig.

2.6.1 Juckreiz (Pruritus)

Juckreiz wurde bereits 1660 als ,,unangenechme Empfindung, die das Verlangen nach Kratzen
provoziert™ definiert. Er ist immer an der Haut oder Schleimhaut lokalisiert (Ekblom, 1995;
Darsow et al., 2000).

Die Genese des Pruritus ist multifaktoriell (Weisshaar et al., 1996). Juckreiz kann durch
Erkrankungen, die direkt in der Haut lokalisiert sind, entstehen, aber auch Erkrankungen, die
sich an anderen Orten des Korpers abspielen, reflektieren (z.B. Cholestase (Gallestauung),
Niereninsuffizienz, Urdmie, Diabetes mellitus, bilidre Zirrhose, hamatopoetische
Erkrankungen (Leukédmie, erbliche Polyzythdmie), Lymphome oder endokrine
Erkrankungen). Bei systemischen Erkrankungen konnen Substrate in der Haut abgelagert
werden oder metabolische und inflammatorische Vorgidnge des Gesamtorganismus sekundir
die Haut erfassen (Hagermark, 1995; Greaves & Wall, 1996; Weisshaar et al., 1996).
Daneben sind auch psychosomatische und psychiatrische Erkrankungen zu nennen, die sich

auf die Haut mit Juckreiz projizieren (Weisshaar et al., 1996).

2.6.1.1 Entziindliche Erkrankungen der Haut

Juckreiz mit Hautentziindungen (Dermatitis) tritt zum einen bei infektionsbedingten
Erkrankungen wie Mykosen und bakterieller Dermatitis auf. Daneben spielen insbesondere
allergische Reaktionen (Typ I Allergie, z.B. auf Futtermittel, bei Parasitenbefall) eine Rolle.
Hierbei kommt es durch die Freisetzung verschiedener Mediatoren, wie z.B. von Histamin,
Leukotrienen, oder Prostaglandinen, zu Juckreiz, verstirkter GefaBBpermeabilitit und
Hautrétung, verbunden mit einem Anstieg von Immunglobulin E (IgE) im Plasma und einer

Zunahme der Mastzellen in der Haut (DeMora et al., 1996; Greaves & Wall, 1996).
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2.6.1.2 Juckreiz ohne Entziindung der Haut

Bei Pruritus der nicht entziindeten Haut konnen systemische Erkrankungen, wie Cholestase
oder chronische Nierenerkrankungen (Greaves & Wall, 1996; Weisshaar et al., 1996),
zugrunde liegen. Bei Cholestase kommt es zu einem Anstieg von konjugiertem und nicht
konjugiertem Bilirubin im Blut, Bilirubinurie und einer Schédigung der Leberzellen
(Dammrich & Loppnow, 1990). Auch chronische Nierenerkrankungen, die zu einer Urdmie
fithren, sind hdufig mit Juckreiz verbunden (Hégermark, 1995).

Die pathophysiologischen Mechanismen von Juckreiz sind erst teilweise erforscht (Weisshaar
et al., 1996; Yamaguchi, 1998; Jinks & Carstens, 2002). Bei systemischen Erkrankungen
wurden noch keine peripheren Juckreiz hervorrufenden Agenzien gefunden (Greaves & Wall,
1996). Aufgrund der unzureichenden Kenntnisse ist die Therapie des Pruritus problematisch
(Schmelz, 2001, 2002). Eine Ursache hierfiir stellt das Fehlen eines validen Tiermodells fiir
neurophysiologische Studien an peripheren und zentralen Mechanismen des Juckreizes dar
(Greaves & Wall, 1996; Rees & Laidlaw, 1999). Studien an Freiwilligen (Gesunde und
Patienten mit klinischem Juckreiz) sollen helfen, diese Mechanismen zu kldren (Ekblom,
1995). Somit konnte ein abnormales Kratzverhalten bei Mausen als niitzliches Modell zur

Analyse der Mechanismen, die zu Juckreiz fiihren, dienen (Inagaki et al., 2001).

2.6.1.3 Neurophysiologische Aspekte von Juckreiz

Somatosensorische Reize verschiedener Ursache (chemische, mechanische, thermale) kénnen
Rezeptoren in der Haut und im subkutanen Gewebe aktivieren und somit iiber Impulse der
afferenten Nerven spezifische Neurone im Zentralnervensystem (ZNS) stimulieren. Hierdurch
kommt es zur Erzeugung verschiedener Empfindungen wie Berilihrung, Kitzeln, Schmerz und
Juckreiz (Ekblom, 1995).

Als peripherer Ausdruck zentralnervoser Vorgdnge ohne &uBeren Stimulus, ist Juckreiz
ebenfalls zu beobachten. Beispiele hierfiir sind die Kratzreaktionen einiger Menschen auf
Ausdriicke wie ,,Flohe, Lause* etc. oder das Auslosen von Juckreiz durch epidurale Gabe von

Morphinen (Ekblom, 1995; Greaves & Wall, 1996).

23



Literaturiibersicht

2.6.2 Hyperaktives Verhalten

Viele neurologische Erkrankungen des Menschen, bei denen genetische Ursachen eine Rolle
spielen, gehen mit Verhaltensauffilligkeiten in Form von Hyperaktivitit oder unkontrollierten
motorischen Aktivititen einher. Einige Beispiele aus dieser Gruppe von Stérungen werden im

Folgenden kurz dargestellt.

2.6.2.1 Restless Legs Syndrom

Das Restless Legs Syndrom (RLS) bezeichnet eine Erkrankung beim Menschen, deren
Symptome verstarkt unter Ruhebedingungen auftreten (Earley, 2003; Freedom et al., 2003).
Unangenehme Missempfindungen in den Beinen gehen mit einem ausgeprigten
Bewegungsdrang einher und stellen die Kardinalsymptome des Restless Legs Syndroms dar.
Charakteristischerweise sistieren die Symptome bei Bewegung und kehren in Ruhesituationen
zuriick. Bei 80-100% der Betroffenen sind néchtliche periodische Beinbewegungen (periodic
leg movements) elektrophysiologisch nachweisbar. Die Erkrankung mit unbekannter
Pathogenese tritt familidr gehduft auf, wobei sie autosomal dominant vererbt wird. Die
neurologische Untersuchung von Betroffenen ergibt keinen pathologischen Befund (Freedom

etal., 2003).

2.6.2.2 Verhaltensstorungen

Das Tourette-Syndrom (TS, Gilles de la Tourette-Syndrom) und Zwangshandlungen (OCD,
obsessive compulsive disorder) sind koexistierende Verhaltensstorungen ungeklérter
neurologischer Ursache. Eine dtiologische Verwandtschaft beider Verhaltensstorungen wird
vermutet (Jaisoorya et al., 2003). Die anormal wiederholten motorischen Verhaltensweisen
sind oft iibergreifend und nicht eindeutig dem Tourette-Syndrom oder den Zwangshandlungen

zuzuordnen (Nordstrom & Burton, 2002; Miguel et al., 2003).

Tourette-Syndrom und Zwangshandlungen beim Menschen

Das Tourette-Syndrom ist eine neurologisch-psychiatrische Erkrankung, die beim Menschen
durch unwillkiirliche Bewegungen und Lautiduferungen, sogenannte motorische und vokale
Tics, gekennzeichnet ist. Zusitzlich bestehen oftmals auch weitere Verhaltensauffilligkeiten
wie Hyperaktivitit und iiberméBig auftretende Verhaltensweisen wie Négelkauen, Wasch-
und Putzzwinge, chronisches wiederholtes Haare ausreiflen (Trichotillomanie), aber auch
selbstzerstorerisches Verhalten (Autoaggression) wie das iibertriebene Hautkratzen und

Zufiigen von Verletzungen (Ball et al., 1996; Lochner et al., 2002). Mehrheitlich wird eine
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Uberfunktion des dopaminergen Systems innerhalb der Basalganglien als Ursache
angenommen (Miiller-Vahl et al., 2000). Diese Fehlregulierung chemischer Ubertrigerstoffe
des Gehirns scheint hiufig erblich bedingt zu sein. Eine autoimmune Atiologie wird in vielen
Féllen vermutet. So wurde in einigen Studien iiber das Vorhandensein von Autoantikdrpern

bei Tourette-Patienten berichtet (Taylor et al., 2002).

Tourette-Syndrom und Zwangshandlungen bei der transgenen Maus

Das Tourette-Syndrom und Zwangsverhalten beinhalten in der Regel die libermiBige
Wiederholung von normalen Verhaltensabldufen. Diese Stereotypien beinhalten bei
transgenen Maéusen nicht-aggressive Fell- und Hautpflege sowie das Beiflen von
Kéfiggenossen oder sich selbst wihrend des Putzens. Die Maiuse zeigen motorische

Hyperaktivitit und klettern vermehrt herum (Nordstrom &  Burton, 2002).

2.6.2.3 Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitits-Syndrom

Das  Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitdts-Syndrom  (attention-deficit  hyperactivity
disorder, ADHD) ist ein auf einer Storung der neurologischen Entwicklung basierender
Zwang mit vielfaltigem Erscheinungsbild. Im Vordergrund stehen hierbei eine eingeschrinkte
Aufmerksamkeit sowie iibermidBige motorische Bewegung und Impulsivitit (DiMaio et al.,
2003). Ein objektiver Test fiir die Diagnose des Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitits-
Syndroms ist nicht vorhanden. Es tritt besonders im Kindesalter auf, jedoch wird {iber ein
Fortbestehen im Erwachsenenalter berichtet (Spencer et al., 2002). Die Atiologie dieser
Erkrankung ist noch unbekannt, eine primdre Rolle spielen wahrscheinlich eine gestorte
Dopaminiibermittlung im Gehirn sowie genetische Faktoren (Cabib et al., 2002;
DiMaio et al., 2003). Da es iibergreifende Verhaltensweisen sowie Koexistenzen bei
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitits-Syndrom und Zwangshandlungen bzw. Tourette-
Syndrom gibt, gilt es, diese bei der Diagnose zu beriicksichtigen. Von einem stagnierenden
Wachstum mit vermindertem Korpergewicht und reduzierter Korpergréfle im Zusammenhang
mit ADHD wird berichtet, ebenso von Schilddriisenfunktionsstérungen (Spencer et al., 1996;

Spencer et al., 2002).

25



Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

3.1.1 Versuchstiere

Die Versuchstiere stammten aus der Versuchstierzucht und —haltung des zum Lehrstuhl fiir
Molekulare Tierzucht und Biotechnologie der LMU Miinchen gehdrenden Moorversuchsguts
in Badersfeld (MVG). Es handelte sich um Tiere der Mauslinie SMA002, die im Rahmen des
Miinchener ENU-Maus-Mutagenese-Projekts  etabliert wurde sowie Tiere der
Mausinzuchtstimme C57BL/6JIco (B6), C3HeB/FeJ (C3H) und deren Kreuzungsprodukte.
Die Erhaltungszucht der Linie SMAO002 fand auf dem genetischen Hintergrund des
Mausinzuchtstammes C3HeB/Fel statt.

3.1.2 Versuchstierzucht
Das weibliche Foundertier der Mauslinie SMAO002, ein F1-Nachkomme eines ENU

behandelten C3H-Bocks, fiel zunédchst bei der klinischen Untersuchung durch sein geringes
Korpergewicht und seine geringe KorpergroB3e auf. Zur Etablierung der Linie wurde dieses
weibliche F1-Tier mit einem C3H-Bock verpaart und die Vererblichkeit des abnormen
Phénotyps auf die Nachkommen gepriift. Die ersten beiden Wiirfe brachten keine
iiberlebenden Nachkommen. Erst der dritte Wurf lieferte vier Nachkommen, von denen zwei
wiederum ein stark vermindertes Korperwachstum aufwiesen. Zusitzlich zeigte sich bei
diesen Tieren eine Verhaltensauftélligkeit, die sich in verstirktem Putzverhalten, hdufigem
Kratzen und allgemeiner Unruhe é&uBlerte. Der Phénotyp SMAO002, der die zwei
Hauptsyndrome ,,reduziertes Korperwachstum® und ,,Verhaltensdnderungen™ beinhaltet,

wurde iiber sieben Generationen geziichtet.

3.1.2.1 Erhaltungszucht

Fir die Erhaltungszucht der Mauslinie wurden sowohl weibliche, als auch ménnliche
heterozygot mutante Miuse der SMAO002-Linie mit C3H-Stammzuchttieren verpaart. Es

wurde mit bis zu fiinf Zuchtpaaren zeitgleich geziichtet.
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P:  C3H/MUT Q/d x C3H/WTJ/Q

(+/-) (+/+)
!
F1: C3H/MUT Q/8 C3H/WT Q/8
(+/-) (+/+)

Um homozygote Nachkommen zu erhalten, wurden ab der sechsten Generation heterozygot

mutante Méuse untereinander angepaart.

G6: C3H/MUT S x C3H/MUTJ

(+/-) (+/-)
! l
G7: C3H/WT Q/& C3H/MUT Q/& MUT/ MUT Q/&
(+/+) (+/-) (-/-)

3.1.2.2 Auszucht (Outcross)
In der Auszucht wurden drei ménnliche C3H (C3)-Mutanten mit je zwei weiblichen C57BL/6

(B6)-Wildtyptieren verpaart (Doppelanpaarungen). Diese Auszucht hatte das Ziel,
mischerbige mutante F1-Hybridtiere zu erzeugen. Diese Nachkommen wurden fiir die

Riickkreuzung zur Erzeugung von N2-Miusen fiir die Kartierung der Mutation bendtigt.

P: C3H/MUT & X B6/WT Q
(+/-) (+/+)
!
F1:  B6C3/MUT Q/& B6C3/ WT Q/&
(+/-) (+/4+)
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3.1.2.3 Riickkreuzung (Backcross)

In der Riickkreuzung wurden 15 Zuchtpaare zeitgleich eingesetzt. Dazu wurden 13 ménnliche
mutante F1-Hybridméduse (B6C3F1) mit je einem weiblichen B6-Wildtyptier sowie zwei
weibliche mutante F1-Hybridmiuse (B6C3F1) mit je einem minnlichen B6-Wildtyptier
angepaart. Die ménnlichen mutanten F1-Hybridméuse wurden nach 4 Wiirfen mit neuen
weiblichen B6-Wildtyptieren verpaart. Insgesamt wurden 27 Anpaarungen angesetzt. Durch
die Riickkreuzung wurden mutante und nicht mutante Nachkommen mit gemischtem
genetischen Hintergrund geziichtet, die fiir die Kopplungsanalyse zur Lokalisation des

mutierten Gens benotigt wurden (Abb. 3).

F1:  B6C3/MUT J&/9 x B6/WTQ/3

(+/-) (+/+)
!
N2: B6(B6C3)/MUT /3 B6(B6C3)/ WT Q/&
(+/-) (+/+)

3.1.3 Tierhaltung

Alle Tiere wurden in einem Tierraum unter standardisierten Bedingungen gehalten. Die
Raumtemperatur betrug 22 + 2°C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50-60% und einem
hell-dunkel Zyklus von 12 Stunden (7 Uhr bis 19 Uhr hell). Die Méuse wurden in Typ 2-
Makrolon-Kifigen (26 cm x 20 cm x 14 cm) auf einer Labortiereinstreu aus Weichholz-
Fasern (ssniff bedding % Faser, Firma ssniff, Soest, Art.-Nr. H1505-01) gehalten. Zusétzlich
zur Einstreu wurde den werfenden Zuchtweibchen und den Zuchtpaaren mit frischgeborenen
Jungtieren Nistmaterial (Nestlets, Firma EBECO, Castrop-Rauxel, Art.-Nr. 3097055)
angeboten. Jungtiere wurden im Alter von 3 bis 4 Wochen (d21-d28) abgesetzt, durch einen
Ohrlochcode individuell markiert und in nach Geschlechtern getrennte Gruppen aufgeteilt.
Die Besatzdichte lag bei 1 bis 5 Méusen pro Kifig. Wasser und Futter standen den Tieren zur
freien Verfiigung (pelletierte Standarddiét, Altromin 1314, Ratte/Maus-Zucht, bestrahlt). Der
Gesundheitszustand der Méuse der Anlage des MVG wurde durch ein regelméBig, alle drei
Monate stattfindendes Hygienemonitoring iiberwacht. Fiir diese Hygieneiliberwachung
wurden je 15 bis 18 erwachsene Méuse aus eigener Zucht nach den Felasa-Richtlinien

(http://www.felasa.org) auf virologische, bakterielle, mykotische und parasitologische

Krankheitserreger untersucht (The Microbiology Laboratories, England). Eine

Zusammenstellung der untersuchten Keime und der Ergebnisse ist im Anhang dargestellt.
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3.1.4 Tierversuch

Erstellung und Analyse von Mausmutanten im Rahmen des Miinchener ENU-Maus-
Mutagenese-Projekts wurden als Tierversuch von der zustindigen Behorde (Regierung von
Oberbayern) genehmigt. Zu diesem Tierversuch zdhlten die Mutagenese von méinnlichen
C3H-Miusen durch Injektion von ENU und die in den Untersuchungen anfallenden
Probennahmen von Blut und Schwanzbiopsien der F1- und G3-Nachkommen mutagenisierter
Mausbdocke. Haltung und Zucht der etablierten mutanten SMA002-Linie wurden entsprechend
der Vorschriften der Tierschutzgesetzes durchgefiihrt. Die Entnahme von Blut und
Schwanzbiopsien bedurften als diagnostische Mafinahmen keiner Genehmigung. Das Toéten

von Tieren dieser Linie zur Gewinnung von Gewebe- und Organproben war meldepflichtig.

3.2 Klinische Untersuchung

Die Mause der Linie SMAO002 wurden am Tag ihrer Geburt mit einem wasserfesten Farbstift
individuell markiert (Punktcode). Die anschlieBende klinische Untersuchung der SMA002-
Tiere erfolgte anhand der beiden Hauptsyndrome der Linie ,,Verhaltensdnderungen® und

,reduziertes Korperwachstum® der Miuse.

3.2.1 Verhaltensbeobachtung

Die Nachkommen der Mauslinie SMAO002 wurden vom Tag ihrer Geburt bis zum
10. Lebenstag tdglich 5 min beobachtet. Die weiteren Verhaltensbeobachtungen erfolgten
zeitgleich mit den Wiegeterminen am 14. und 21. Lebenstag und danach einmal pro Woche.
Das Verhalten der Méduse wurde hinsichtlich der Aktivitdt, des Schlafverhaltens und der
Haufigkeit anfallsartiger Kratz- und Zuckbewegungen beurteilt. Bei den Nestjungen bis zum
Alter von 10 Tagen wurde auf Zuck- und Riittelbewegungen des gesamten Korpers sowie
Strampeln mit den Extremitidten geachtet. Fiir den Beobachtungszeitraum wurden die
Elterntiere aus dem Kifig entfernt, die Jungen blieben im Nestverband. Mit Zunahme der
lokomotorischen Aktivitit im Alter von 14 Tagen wurde das Verhalten in Bezug auf das
Sozialverhalten, die Bewegung im Raum, das Putzverhalten, das Ruhe- und Schlafverhalten
sowie die Futter- und Wasseraufnahme beobachtet. Das Auftreten von spontanem Zucken der
Riickenmuskulatur mit anschlieBendem Putzverhalten, das Aufschrecken aus dem Schlaf und
das Unterbrechen der Futter- und Wasseraufnahme wiéhrend eines Beobachtungszeitraumes

von 5 min wurden erfasst.
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3.2.2 Korpergewichtsentwicklung

Die Korpergewichtsentwicklung der SMA002-Méuse wurde anhand eines Wiegeprotokolls
erfasst. Mit einer Prizisionswaage (KERN 440-47, WTM, Minchen) wurde das
Korpergewicht (KGW) auf 0.1g genau gemessen.

Alle Nachkommen aus Wiirfen der Linie SMA002 wurden vom Tag ihrer Geburt (dO) bis
einschlieBlich des 10. Lebenstages (d10) tdglich gewogen. AnschlieBend wurde das KGW an
Tag 14 und 21 kontrolliert. Das KGW der abgesetzten Mduse wurde vom 25. Lebenstag
(~ 4. Lbw) an im wochentlichen Abstand bis zum Alter von 180 Tagen (26. Lbw)
protokolliert.

3.2.3 Gruppenzugehorigkeit

Die Tiere wurden anhand ihres Verhaltens und ihrer Korpergewichtsentwicklung in die zwei
Gruppen ,Mutanten“ und ,,Wildtyptiere* eingeteilt. Bei mutanten Nestjungen wurde
mindestens dreimaliges Riittelverhalten und dreimaliges Strampeln mit den Extremititen
wihrend eines Uberwachungszeitraumes von 5 min an einem Tag registriert. Ab dem
14. Lebenstag wurde das jeweils 1-3malige Auftreten von spontanem Zucken der
Riickenmuskulatur mit anschlieBendem Putzverhalten, das Aufschrecken aus dem Schlaf und
das abrupte Unterbrechen der Futter- und Wasseraufnahme zum Kratzen oder Putzen im
Beobachtungszeitraum als mutantes Verhalten gewertet.

In der Korpergewichtsentwicklung wurden Tiere, die am 21. Lebenstag ein deutlich
geringeres Korpergewicht als ihre Wurfgeschwister besaen (Richtwert: unter 10 g) als
mutante Tiere gewertet.

Die Gruppenzugehorigkeit der Tiere der Linie SMA002 wurde am Tag ihres Absetzens von
den Elterntieren anhand des registrierten Verhaltens und des Korpergewichts festgelegt. Als
mutante Méduse wurden Tiere gewertet, die sowohl in der Verhaltensbeobachtung als auch in
der Korpergewichtsentwicklung als mutant eingestuft worden waren. Dabei zeigte sich eine
strikte Korrelation im Hinblick auf das Auftreten dieser beiden Hauptsyndrome. Die
phénotypische Gruppenzuordnung der Tiere wurde im wdchentlichen Abstand kontrolliert,
indem das Verhalten der Tiere vor (Ruhephase) und nach dem Wiegen (Aktivititsphase)

sowie das Korpergewicht registriert wurden.

3.2.4 Gruppenzuordnung der Auszucht- und Riickkreuzungstiere

Die phénotypische Zuordnung der Auszucht- und Riickkreuzungstiere erfolgte anhand der

einmaligen Korpergewichtsmessung und der einmaligen Verhaltensbeobachtung. Als mutante

30



Material und Methoden

Mause in der Korpergewichtsentwicklung wurden Tiere gewertet, die zwischen dem 21. und
dem 24. Lebenstag ein Korpergewicht unter 10 g bzw. zwischen dem 25. und dem
28. Lebenstag ein Korpergewicht unter 12 g aufwiesen. Wildtyptiere besaflen in der
entsprechenden Zeitspanne ein Korpergewicht tiber 12 g bzw. iiber 14 g. Die Verhaltensstudie
erfolgte analog zu den Tieren der Erhaltungszucht. Tiere, die in beiden Untersuchungen als
mutante Mause eingestuft worden waren, wurden als mutante SMA002-Hybridtiere gewertet.
Die mutanten B6C3F1-Hybridtiere wurden fiir die Riickkreuzungszucht herangezogen. Des
Weiteren wurden mutante B6C3F1-Hybridtiere und Wildtyptiere fiir die Gewinnung von
Organproben verwendet. Bei den Nachkommen der Riickkreuzungszucht (N2-Tiere) wurden

Tiere beider Gruppen (Mutanten und Wildtyptiere) fiir die Kartierung der Mutation genutzt.

3.3 Pathologische Untersuchung

3.3.1 Sektion

Zur Sektion wurden 24 B6C3F1-Hybridmduse, je 6 heterozygot mutante ménnliche und
weibliche Tiere sowie je 6 nicht mutante mdnnliche und weibliche Tiere, im Alter von ca. 180
Tagen verwendet. Die Miuse wurden unter Athernarkose gewogen und durch Punktion des
retrobulbdren Venenplexus mittels einer heparinisierten Kapillare weitgehend entblutet. Die
Nasenrumpflinge (NRL) der Maus wurde in Riickenlage auf Millimeterpapier gemessen.
Anschliefend wurde durch zervikale Dislokation der Tod des Tieres herbeigefiihrt. Nach
Enthautung des Tierkorpers wurde durch einen Langsschnitt die Bauchhohle eroffnet und die
Bauchhohlenorgane entnommen. Es folgten die Eroffnung der Brusthéhle und die Entnahme
der Brusthohlenorgane. Die Speicheldriisen wurden abpripariert. Nach Fixierung des
Tierkdrpers in Bauchlage wurde die Riickenmuskulatur zur Freilegung der Wirbelsdule
abpripariert. Dies ermoglichte eine rasche Fixierung des Riickenmarkes. Danach wurde der
Kopf vom Korper abgetrennt. Die Schiddeldecke wurde vom Foramen ovale ausgehend
erdffnet und das Gehirn mit einer Pinzette herausgehoben. Um eine Aussage iiber die
Zusammensetzung der Tierkorper zu treffen, ohne diese zu homogenisieren, wurden das
Mesenterium sowie das Fett im Bereich des Nierenlagers und um die Geschlechtsorgane
herausprépariert, gewogen und als Korperfett definiert.

Folgende Organ- und Gewebeproben wurden der Reihe nach genommen: Haut, Pankreas,

Milz, Nieren, Nebennieren, Magendarmtrakt, Leber (ohne Gallenblase), Geschlechtsorgane
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(Eierstocke, Gebarmutter/ Hoden, Nebenhoden), Lunge, Herz, Thymus, Speicheldriisen,
Gehirn (ZNS), Korperfett.

3.3.2 Organgewichtsbestimmung und Gewebefixierung

Alle Organ- und Gewebeproben wurden fettfrei herauspréipariert und mittels Zellstoff von
Restblut befreit. Danach wurden sie mit einer Analysenwaage (KERN 770, WTM, Miinchen)
auf 0.1 mg genau gewogen. Die Gewebefixierung fand mit 5 %igem gepufferten Formalin
statt.

Bei 6 mutanten B6C3F1-Hybridmausen und entsprechenden Wildtyphybridtieren erfolgte die
Gewinnung und Fixierung der Organ- und Gewebeproben wie oben beschrieben. Zusétzlich
wurde je ein Hautstiick von einer besonders durch Kratzen beanspruchten Region (kaudale
Region am Ubergang von Riicken zur Hiifte) und einer nicht durch Kratzen beanspruchten
Region (ventrale Region zwischen den Vorderbeinen), sowie die Karkasse (Kar), nachdem die
Wirbelsdule von der Muskulatur befreit worden war, in 2.5 %igem Glutaraldehyd fixiert. Die
fixierten Proben wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut flir Tierpathologie der

Universitidt Miinchen (Lehrstuhl fiir Allgemeine Pathologie und Neuropathologie) untersucht.

3.4 Untersuchung der Blutparameter

3.4.1 Blutentnahme und Probenaufbereitung

Den 12 Wochen alten Mausen wurde durch Punktion des retrobulbiren Venenplexus mittels
einer heparinisierten Kapillare (0.8 mm @, 32 mm lang, K&K Laborbedarf, Miinchen) eine
Blutprobe in Ather-Inhalationsnarkose (Diethylether, Carl Roth, Karlsruhe) entnommen.
0.4 ml des Blutes wurde zur Plasmagewinnung (Gerinnungshemmer: Lithium-Heparin,
KABE Labortechnik, Niirnbrecht-Elsenroth) entnommen.

Des Weiteren wurde Blut (50 pl) fiir die hdmatologische Untersuchung gewonnen
(Gerinnungshemmer: EDTA di-Kaliumsalz, KABE Labortechnik, Niirnbrecht-Elsenroth) und
umgehend mit einem Blutanalysegerit (Animal Blood Counter, VETabc™, ABX
Deutschland, Goppingen) untersucht.

Die Proben zur Plasmagewinnung wurden 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie
bei 7000 U/min fiir 5 min zentrifugiert wurden (Biofuge fresco, Heraeus Instruments,

Miinchen). AnschlieBend wurde das Plasma vorsichtig abpipettiert und aufgeteilt (Tab. 3).

32



Material und Methoden

Tabelle 3:

Verteilungsschema der Plasma- und Vollblutproben fiir die
verschiedenen Untersuchungen des Miinchener ENU-Maus-Mutagenese-Projekts

Screen Plasma/ Vollblut Probengefifie
Allergie 30ul Plasma Microtest- Platten
Immunologie 30ul Plasma Microtest- Platten
Klinische Chemie 130pul Plasma Neutrale Probengefilie

Die gefiillten Microtest-Platten wurden mit selbstklebender Aluminiumfolie (Beckman
Instruments, Miinchen) verschlossen und das gesamte Probenmaterial bis zu seiner weiteren

Analyse maximal 7 Tage bei — 20°C gelagert.

3.4.2 Klinische Chemie

Die Messung der klinisch-chemischen Parameter wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut
fiir klinische Chemie des Stddtischen Krankenhauses Miinchen Harlaching mit dem
Analysegerdt Hitachi 717 (Boehringer, Mannheim) unter Verwendung der von Roche
(Mannheim) und BIOMED Labordiagnostik (OberschleiBheim) dafiir adaptierten Reagenzien
durchgefiihrt.

Tabelle 4 zeigt die mit dem Hitachi 717 gemessenen Parameter mit Angabe der bei der

Messung verwendeten MeBBmethoden, bzw. Testprinzipien.

3.4.3 Blutzellzidhlung mit dem Himatologie-Analyser

Die Messung der hdmatologischen Parameter wurde mit einem Blutanalysegerdt (Animal
Blood Counter, VETabc™, ABX Deutschland, Goppingen) unter Verwendung der
entsprechenden Reagenzien von ABX Deutschland durchgefiihrt.

In Tabelle 5 finden sich die Bezeichnungen der gemessenen hdmatologischen Parameter mit

den verwendeten Abkiirzungen.

3.4.4 Weiterfiihrende Untersuchungen

Weitere Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit den dem Miinchener ENU-Maus-
Mutagenese-Projekt angeschlossenen Screens (Allergie, Immunologie) durchgefiihrt. Im
Allergie-Screen wurden die basalen Immunglobulin E-Werte (IgE) mit Hilfe eines isotyp-

spezifischen Sandwich-ELISA fiir Maus-IgE und einem Standard-microwell-ELISA-Reader
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bei 450 nm ermittelt (Alessandrini et al., 2001). Im Immunologie-Screen wurden die basalen
Immunglobulin-Werte fiir IgM, IgGs; und IgA sowie die Konzentration von Anti-DNA-Ak
(aAK) und Rheumafaktor (Rf) mittels ELISA bestimmt. Dariiber hinaus wurde mittels
DurchfluBzytometrie ein Spektrum von Oberflichenproteinen auf Immunzellen des

peripheren Blutes analysiert (Flaswinkel et al., 2000).

Tabelle 4:
Liste der mit einem Hitachi 717 Analysegeriit erfassten
klinisch-chemischen Parameter
Elektrolyte Methode
Natrium (Na) I.S.E. indirekte Potentiometrie
Kalium (K) L.S.E. indirekte Potentiometrie
Kalzium (Ca) o- Kresolphthalein- Komplexon
Chlorid (CI) I.S.E. indirekte Potentiometrie
Anorganisches Phosphat (P) UV-Test fiir Phosphat Molybdat-Reaktion
Enzyme Testprinzip
a-Amylase (AMY) enzymatischer Farbtest zur kinetischen Bestimmung
Alanin- Aminotransferase (ALT) UV-Test
Aspartat- Aminotransferase (AST) UV-Test
Kreatinkinase (CK) UV-Test
Alkalische Phosphatase (AP) optimierte Standardmethode
Substrate Testprinzip
Cholesterin (CHO) Enzymatischer Farbtest
Triglyceride (TGL) Enzymatischer Farbtest
Glukose (GLS) UV-Test
Gesamteiweil3 (TP) Biuret- Methode
Harnsdure (HSR) Enzymatischer Farbtest
Harnstoff (HST) Kinetischer UV-Test
Kreatinin (Crea) Jaffé-Methode kinetisch ohne Enteiweilung
Tabelle 5:
Liste der mit dem Hiimatologie-Analyser erfassten Parameter
Parameter Abkiirzung
Leukozytenzahl WBC (Zellzahl der weilen Blutkérperchen)
Erythrozytenzahl RBC (Zellzahl der roten Blutkorperchen)
Erythrozytenindizes MCYV (mittleres Zellvolumen der Erythrozyten)
MCH (mittlerer zelluldrer Himoglobingehalt der Erythrozyten)
MCHC (mittlere zelluldre Himoglobinkonzentration der Erythrozyten)
Hamoglobin HGB (roter Blutfarbstoff in den Erythrozyten)
Héamatokrit HCT (Zellpackungsvolumen)
Thrombozyten PLT (Zahl der Blutpléttchen)
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3.5 Untersuchung von IGF-I, -II und IGF-Bindungsprotein 2

3.5.1 Probennahme

Fiir die Untersuchung der insulindhnlichen Wachstumsfaktoren (Insulin-like Growth Factors,
IGF) und IGF-Bindungsproteine (IGFBP) wurde bei 16 Maiusen der Linie SMA002 und
19 C3H-Kontrollméusen im Alter zwischen 61 und 146 Lebenstagen unter Athernarkose Blut
gewonnen. Es handelte sich um 12 ménnliche Méuse aus der SMAO002-Erhaltungszucht
(6 Mutanten, 6 Wildtyptiere), 14 ménnliche C3H-Kontrolltiere sowie 4 weibliche Méuse der
Linie SMA002 (3 Mutanten, 1 Wildtyptier) und 5 weibliche C3H-Kontrolltiere. Die C3H-
Mause dienten zur Ermittlung der Referenzwerte.

Von jeder Maus wurde eine Vollblutprobe von 500 pl in ein Probengefil3 (Eppendorf,
Hamburg) genommen, zwei Stunden im Kiihlschrank bei 4°C inkubiert und danach fiir 5 min
bei 4°C und 13.000 U/min zentrifugiert. Das Serum (mindestens 150 pl) wurde in
Probengefil3e liberfiihrt und bei —20°C gelagert.

3.5.2 Radio-Immun-Assay (RIA)

In Zusammenarbeit mit der Abteilung fiir Endokrinologie der Universitits-Kinderklinik
Tiibingen (Dr. M. Elmlinger) wurden die Serumkonzentrationen von IGF-I, -II und IGFBP-2
im RIA nach etablierten Methoden gemessen (Wolf et al., 1994; Hoflich et al., 1998).

3.6 Kartierung der Mutation

3.6.1 Tiermaterial

Fiir die Kartierung der Mutation im Genom der SMA002-Linie wurden Proben von mutanten
N2-Tieren (Mutanten) und Proben von nicht mutanten Wurfgeschwistern (Wildtyptiere) aus
der Riickkreuzung herangezogen. Die N2-Miuse wurden von Geburt an beobachtet, am
Absetztermin gewogen und phénotypisiert. Dies geschah anhand des geringeren KGW der
N2-Mutanten sowie durch ihr &ueres Verhalten (gesteigertes Kratzen/ Unruhe). Die Mutation
zeigte eine vollstdndige phanotypische Penetranz. Aus diesem Grund wurden Tiere beider

Phénotypen fiir die Kopplungsanalyse herangezogen.
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3.6.2 Probennahme

N2-Tiere wurden zwischen dem 21. und 35. Lebenstag durch zervikale Dislokation getdtet.
Zwei ca. 1 cm lange Schwanzbiopsien wurden per Scherenschlag gewonnen und auf zwei auf
Trockeneis gelagerte Probenplatten (1,2 ml Deep-Well-Platten, Abgene house, Epson, Surrey,
UK) verteilt (A-/B-Platte).

Danach wurde die Milz herausprépariert und umgehend in einem Probengefa3 (Eppendorf,
Hamburg) in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Probenplatten wurden mit
selbstklebender Aluminiumfolie (Beckman Instruments, Miinchen) verschlossen, und alle
Proben bei —80°C gelagert. Die Proben der A-Platten wurden fiir die Kartierung der Mutation
herangezogen. Die Milzproben sowie die Schwanzbiopsien der B-Platten wurden bei —80°C

archiviert.

3.6.3 Isolation von genomischer DNA (Sambroock & Russell, 2001)

Die genomische DNA wurde aus 0.5-1 cm langen Schwanzbiopsien isoliert. Dafiir wurde die
Gewebeprobe liber Nacht bei 55 °C mit 0,5 mg Proteinase K (Roche Diagnostics, Mannheim)
in 500 pl Prot K Puffer (0.5% SDS, 10 mM Tris, pH 8.0, 5 mM EDTA, pH 8) verdaut. Nach
einmaliger Phenol- und zweimaliger Chloroformextraktion des Ansatzes wurde die
genomische DNA mit Ethanol prazipitiert. Das DNA-Pellet wurde getrocknet, in TE-Puffer
(10 mM Tris, pH 8.0, 4 mM EDTA, pH 8.0) gelost und bei 4°C gelagert.

3.6.4 Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Ermittlung der DNA-Konzentration erfolgte durch Messung der optischen Dichte (OD)
im UV-Spektralphotometer (Beckmann DU 640, Beckmann Instruments, Miinchen) bei den
Wellenldngen von 260 und 280 nm. Ein ODys = 1 entspricht einer Konzentration von
50 pg/ml genomischer DNA. Die Berechnung des Quotienten ODyp zu ODygy zeigt den
Reinheitsgrad der Probe. Ein Verhéltnis von 1.8- 2.0 entspricht hochreiner DNA.

3.6.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) werden definierte
Abschnitte aus geringen DNA-Mengen vervielfaltigt.
Die Standard-PCR wurde mit folgenden Komponenten in 20 pl-Reaktionsansétzen

durchgefiihrt:
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10 x PCR- Puffer 2 ul
dNTPs (je 2 mM) 2 ul
MS-Primer (2.5 pmol/pl, je Forward- und Reverse-Primer) 2 ul
5 x Q- Solution (Qiagen, Stabilisator) 4 ul
MgCl (25 mM) 1.25 ul
Taq (5 U/ul) 0.2 ul
Genomische DNA (100 ng/Probe) 1 ul
Aqua bidest. ad 20 pl

Unter standardisierten Bedingungen erfolgte die Reaktion in einem Thermocycler (Eppendorf

Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg):

1. Initiale Denaturierung (94°C, 4 min)

2. 35 Zyklen: Denaturierung (94°C, 30 sec), Primer-annealing (60°C, 30 sec),
Elongation (72°C, 1 min)

3. Terminale Elongation (72°C, 5 min)

4. Kiihlung (4°C)

3.6.6 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auswertung der Mikrosatelliten-PCR-Reaktionen wurden die PCR-Produkte in einem
3%igem Agarosegel (Gibco BRL, Karlsruhe, Ultra Pure, Electrophoresis grade) in 1 x Tris-
Borsdure-EDTA-Puffer (TBE) mit Ethidiumbromidlésung (Sigma, Steinheim) zur
Sichtbarmachung der DNA nach Standardprotokoll elektrophoretisch aufgetrennt. Danach
wurden die PCR-Produkte mit Hilfe eines Geldokumentationssystems (Eagle Eye II,
Stratagene, Heidelberg) unter UV-Licht (312 nm) analysiert.

3.6.7 Grobkartierung der Mutation durch Kopplungsanalyse (Linkageanalyse) (Silver, 1995)

Die Grobkartierung der Mutation wurde mit DNA-Pools von mehreren Tieren des gleichen

Phinotyps in Zusammenarbeit mit der Firma Medigenomix (http://www.medigenomix.de)

durchgefiihrt. Diese Methode hat den Vorteil einer erheblichen Pipettier- und PCR-
Reaktionsreduktion.

Die aus Schwanzbiopsien gewonnenen genomischen DNAs von je 20 N2-Tieren der zwei
Phéanotypgruppen wurden in dquimolaren Mengen gepoolt (Sammelproben von 20 Mutanten

und 20 Wildtypmiusen). Als Marker fiir die Kartierung wurden polymorphe
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Mikrosatellitenloci (MS) gewdhlt, die eine gleichmifBige Abdeckung des gesamten
autosomalen Genoms gewdhrleisteten. Pro Chromosom wurden drei gleichméBig verteilte,
zwischen den zu untersuchenden Mausinzuchtstimmen C3H und C57BL/6 polymorphe
Mikrosatelliten verwendet. Die Lokalisation und die erwarteten Fragmentlingen der
verwendeten 57 Mikrosatellitenmarker wurden der MGI Datenbank des Jackson Laboratory
(Maine, USA, Stand April 2003) (http://www.informatics.jax.org) entnommen und sind in
den Tabellen 6a und b aufgelistet.

Die Geschlechtschromosomen wurden nicht in die genotypische Untersuchung integriert,
sondern mittels Zucht als Trager der Mutation ausgeschlossen. Das Y-Chromosom wurde
ausgeschlossen, da auch weibliche Tiere den mutanten Phanotyp zeigten. Das X-Chromosom

wurde ausgeschlossen, da mutante Bocke auch mutante ménnliche Nachkommen erzeugten.

Mit Hilfe der PCR wurden die 57 Mikrosatellitenloci der beiden DNA-Pools amplifiziert
(Tab. 6a und b). Die PCR-Produkte wurden auf einem ABI 3100 Kapillarsequenzer (Applied
Biosystems, Weiterstadt) aufgetrennt und ihre Fragmentlinge mit den Software-Programmen
GeneScan und GenoTyper (Applied Biosystems, Weiterstadt) bestimmt. Fiir jeden der Pools
(Mutanten und Wildtyptiere) wurde dann fiir jeden Marker das Verhiltnis der Intensitit der
beiden stammspezifischen Signale bestimmt. Nach der Kartierung der Mutation auf ein
definiertes Chromosom wurden weitere polymorphe Mikrosatellitenmarker fiir dieses
Chromosom ausgewdhlt und damit die einzelnen DNA-Proben der eingesetzten Tiere zur

Feinkartierung untersucht.

38



Material und Methoden

Tabelle 6a:

Zusammenstellung der zur chromosomalen Kartierung ausgew:ihlten Mikrosatellitenmarker,

ihrer Lokalisation und Fragmentlingen fiir die Mausinzuchtstimme C3H und C57BL/6

Chromosom Mikrosatellit Lokalisation Allele (bp)
(Gesamtlinge (cM) C3H C57BL/6
in cM)
1(112) D1Mit294 8,3 156 150
DIMit213 25,7 96 108
D1Mit46 43,1 276 256
2 (115) D2Mit7 28,0 142 147
D2Mit13 47,5 180 190
D2Mit395 66,9 122 128
3(95) D3Mit130 3,9 121 149
D3Mit77 49,7 164 150
D3Mit128 83,5 159 151
4 (81) D4Mit108 12,1 157 133
D4Mit27 42,5 118 150
D4Mit189 71,0 102 124
5(102) D5Mit148 18,0 135 149
D5Mitl13 42,0 104 98
D5Mit138 69,0 116 146
6 (85) D6Mit138 0,7 135 111
D6Mit33 25,5 146 140
D6Mit188 32,5 155 130
7(79) D7Mit191 3,4 131 131
D7Mit238 53,0 132 156
D7Mit189 72,4 120 122
8 (84) D8Mit4 14,0 195 157
D8Mit166 56,0 126 122
D8Mit93 72,0 170 168
9(74) D9MIit90 9,0 143 145
D9Mit130 27,0 141 121
D9Mitl15 56,0 137 145

(Datenbank MGI, Jackson Laboratory, Stand April 2003) (http://www.informatics.jax.org)
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Tabelle 6b:

Zusammenstellung der zur chromosomalen Kartierung ausgew:ihlten Mikrosatellitenmarker,

ihrer Lokalisation und Fragmentlingen fiir die Mausinzuchtstiimme C3H und C57BL/6

Chromosom Mikrosatellit Lokalisation Allele (bp)
(Gesamtlinge (cM) C3H C57BL/6
in cM)
10 (81) D10Mit152 4,0 148 154
D10Mit10 51,0 128 180
D10Mit271 70,0 104 116
11 (80) D11Mit82 14,0 134 134
D11Mit41 49,0 166 136
D11Mit48 77,0 130 136
12 (87) DI12Mit38 1,0 148 142
DI12Mit60 16,0 138 144
DI12Mitl133 56,0 111 117
13 (78) DI13Mitl17 19,0 126 120
DI13Mit210 40,0 130 142
D13Mit77 73,0 270 280
14 (69) D14Mit233 19,5 184 200
D14Mit7 44,5 95 107
D14Mit131 58,0 102 108
15 (73) DI15Mit5 22,2 114 98
D15Mit68 44,1 120 112
D15Mit42 55,5 164 188
16 (72) D16Mitl54 3,4 116 146
D16Mit4 27,3 123 132
D16Mit70 57,0 169 189
17 (60) D17Mit164 4,1 126 136
D17Mitl76 22,5 182 174
D17Mit93 44,5 170 156
18 (75) D18Mitl9 2,0 160 154
D18Mit149 24,0 116 136
D18Mit33 44,0 136 142
19 (57) DI19Mit61 9,0 149 131
D19Mit40 25,0 106 112
D19Mitl 52,0 142 121

(Datenbank MGI, Jackson Laboratory, Stand April 2003) (http://www.informatics.jax.org)
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3.6.8 Feinkartierung der Mutation

Fiir die Feinkartierung der Mutation auf Chromosom 13 wurden insgesamt 17 polymorphe
Mikrosatellitenmarker mit einem maximalen Abstand von 12 c¢cM verwendet. In dieser
Analyse wurden zusétzlich zu den bereits fiir die Poolanalyse verwendeten DNAs weitere
95 DNA-Proben von mutanten Riickkreuzungstieren herangezogen.

Die Lokalisation und die Fragmentlingen der fiir die Feinkartierung getesteten
17 Mikrosatelliten sind in Tabelle 7 enthalten. Die angegebenen Lokalisationen wurden der

MGI Datenbank des Jackson Laboratory entnommen.

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Rohdaten aus der Korpergewichtsmessung, der Untersuchung
der klinisch-chemischen, himatologischen und hormonellen Parameter sowie der Kdrpermal3e
und Organgewichte erfolgte unter Zuhilfenahme des Statistikprogramms SPSS, Version 11.0
fiir Windows (SPSS, Miinchen). Um die untersuchten Gruppen zu charakterisieren, wurden
Mittelwert und Standardabweichung bestimmt. AnschlieBend wurde die Signifikanz der
Einfliisse flir die Faktoren Gruppe, Geschlecht und der Interaktionseffekt von Gruppe x
Geschlecht auf die gemessenen Parameter per Varianzanalyse bestimmt. Zuletzt wurden die
gefundenen Mittelwertunterschiede fiir die einzelnen Parameter mit Hilfe des t-Tests auf
Signifikanz gepriift. Der Referenzbereich fiir die klinisch-chemischen und hématologischen
Parameter wurde durch die Bestimmung der 5. und 95. Perzentile der bei C3H-Stammzucht-

tieren gemessenen Werte festgelegt.
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Tabelle 7:

Zusammenstellung der zur Feinkartierung auf Chromosom 13 ausgewiihlten

Mikrosatellitenmarker, ihrer Lokalisation und Fragmentlingen fiir die

Mausinzuchtstimme C3H und C57BL/6

Mikrosatellit Lokalisation Allele, Fragmente (bp)
(cM) C3H C57BL/6
D13Mit303 7,0 116 124
D13Mitl4 10,0 144 148
D13Mit117 19,0 126 120
DI13Mit63 26,0 146 142
D13Mit64 30,0 116 102
D13Mit248 34,0 94 114
D13Mit20 35,0 178 158
DI13Mit253 37,0 100 78
D13Mit67 37,0 160 152
D13Mit210 40,0 130 142
D13Mit193 43,0 144 126
D13Mit159 47,0 160 142
D13Mit148 59,0 117 137
D13Mit260 65,0 109 115
DI13Mit196 68,0 137 133
D13Mit77 73,0 270 280
D13Mit35 75,0 182 190

Die bereits in der Grobkartierung genutzten Mikrosatelliten wurden fett gedruckt.
(http://www.informatics.jax.org) (Datenbank MGI, Jackson, Stand April 2003)
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4 Ergebnisse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die durch ENU-Mutagenese erzeugte Mausmutante SMA002
untersucht. Das weibliche Foundertier dieser dominanten Linie war ein Nachkomme eines
mutagenisierten minnlichen C3H-Tieres. Die zwei Hauptsyndrome der Linie sind
oreduziertes  Korperwachstum™ und ,,Verhaltensinderungen“. Der Zeitraum der

umfassenderen Charakterisierung umfasste die 4. bis 7. Generation der Linie SMAO002.

4.1 Zucht

Anpaarungen von ménnlichen und weiblichen heterozygot mutanten Méausen mit C3H-
Wildtyptieren lieferten jeweils ca. 2/3 lebende Nachkommen. Etwa 1/3 der Nachkommen
wurden tot geboren (12%) oder starben (23%) vor dem Erreichen des Absetzalters
(4.-5. Lebenswoche). Die toten Nachkommen der Kontrollanpaarungen teilten sich ebenfalls
in 1/3 Totgeburten und 2/3 Nachkommen, die vor der 4. Lebenswoche verstarben. Die
Anpaarungen heterozygoter weiblicher Méause x C3H erbrachten insgesamt 137 lebende
Nachkommen, von denen 46% mutante Miuse waren. Aus Anpaarungen heterozygoter Bocke
x C3H entstanden 41 lebende Nachkommen (61% Mutanten). Die insgesamt
178 tberlebenden Nachkommen der Anpaarungen heterozygoter SMA002-Miuse x C3H
teilten sich somit in 51% Wildtyptiere und 49% mutante Méuse auf. Die Einteilung in die
beiden Gruppen erfolgte in der 4. Lebenswoche anhand der strikten Korrelation des
Auftretens der beiden  Hauptsyndrome  ,reduziertes  Korperwachstum®“  und
,»Verhaltensinderungen®. Die vollstindige phinotypische Penetranz der Mutation wurde
durch das Auftreten der gleichen Anzahl von Tieren beider Gruppen aus diesen Anpaarungen
bestitigt (Vorzeichentest von Dixon und Mood, Sachs, 2002). Zur Erstellung von
homozygoten SMA002-Nachkommen wurden heterozygote Tiere verpaart. Die Zuchterfolge
dieser Anpaarungen waren méfig. Sie erbrachten nur ca. 40% lebende Jungtiere (n=25);
darunter waren 8 mutante Miuse (32%). Nachkommen mit einer verstirkten Auspriagung der
beiden Hauptsymptome (geringes Korpergewicht, Ruhelosigkeit), was auf Homozygotie der
mutanten M&use hétte schliel3en lassen, waren nicht zu erkennen.

Die Zuchtdaten wurden in der Tabelle 8 zusammengefasst.
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Tabelle 8:
Zusammenfassung der Zuchtdaten der Linie SMA002
Phénotyp
Anpaarungen Anzahl  Wiirfe Nachkommen Tote Lebende  Wildtyptiere Mutanten
(gesamt) n (%) n (%) n (%) n (%)
het Y x C3H 9 47 211 74 137 74 63
(35 (65) (54) (46)
het 3 x C3H 5 14 65 24 41 16 25
37 (63) (39) (61)
het x C3H 14 61 276 98 178 90 88
(gesamt) (35,9) (64,5) (51) (49)
het x het 5 11 61 36 25 17 8
(59) 4D (68) (32)
Kontrolle: 9 52 288 53 235
C3H x C3H (18) (82)

Die Anzahl der geborenen Nachkommen (Tote/ Lebende) wurde nach dem Absetzen mit ca. 4 Lebenswochen
erfasst, zeitgleich erfolgte die phinotypische Gruppeneinteilung.
het: heterozygot mutante Mause, C3H: C3H-Stammzuchttiere; n: Anzahl
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4.2 Syndrom ,,Verhaltensinderungen*

Die Beobachtung des Verhaltens der SMA002-Méuse erfolgte vor dem Absetzen tdglich und
danach wochentlich 5 min lang in ihren Kéfigen jeweils vor (Ruhephase) und nach dem
Wiegen (Aktivitdtsphase). Das Verhalten wurde hinsichtlich des Auftretens von Strampeln
mit den Extremitdten oder abruptem Unterbrechen der Futter- und Wasseraufnahme zum
Kratzen oder Putzen beurteilt. Die Tiere wurden in zwei deutlich voneinander unterscheidbare

Gruppen eingeteilt: mutante Méuse und Wildtyptiere.

4.2.1 Genetischer Hintererund: C3H

Bereits bei mutanten Jungtieren im Alter von 9 Tagen wurde eine groBere Unruhe beobachtet
(Abb. 4a-e). Betroffene Jungtiere zuckten mindestens dreimal in 5 Minuten mit dem
gesamten Korper und den Extremitidten. Mit Zunahme der lokomotorischen Aktivitit im Alter
von 14 Tagen zeigte sich ein gesteigertes Pflegeverhalten der mutanten Tiere. Die Haufigkeit
der Kratz- und Putzaktivitidten der mutanten Méuse war im Vergleich zu den nicht betroffenen
Tieren deutlich heraufgesetzt (= ca. 500%). Die mutanten Tiere zeigten im
Beobachtungszeitraum von 5 min durchschnittlich 5 bis 7 Kratz- und Putzaktivititen, die
jeweils 30-60 sec dauerten (Abb. 5d). Da die mutanten SMA002-Miuse ohne ersichtlichen
Grund aufschreckten und ihre eigentliche Aktivitdt unterbrachen, kam es bei diesen Tieren zu
Storungen des Schlaf-Wach-Rhythmus sowie der Futter- und Wasseraufnahme. Des Weiteren
zeigten die mutanten SMA002-Méuse eine andere Reihenfolge im Ablauf der einzelnen Putz-/
Verhaltenskomponenten. Beginnend mit dem Zucken der Riickenmuskulatur und gesteigerter
Unruhe, versuchten die Tiere anschlieBend ihren Riicken zu beknabbern und benutzten
abwechselnd die Hinterldufe zum Kratzen der Riicken- und jeweiligen Seitenpartien. Erst im
Anschluss daran und nicht immer wurden die Vorderbeine zum Putzen von Schnauze und
Gesicht sowie Ohren herangezogen. Makroskopische Verletzungen der Haut durch das

gesteigerte Kratzen traten in der Regel nicht auf.

4.2.2 Genetischer Hintergrund: B6C3F1 und B6(B6C3) bzw. C3(B6C3)

Die Kratzsymptomatik erschien bei den mutanten Tieren aus der Auszucht (B6C3F1-Tiere)
sowohl qualitativ als auch quantitativ stiarker ausgeprigt als bei den Tieren mit genetischem
C3H-Hintergrund. Drei der 31 B6C3F1-Hybridtiere (~10%) kratzten sich kleine blutige,

oberfldchige Lésionen, die in erster Linie auf dem Riicken und hinter den Ohren auftraten.
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ot 4

Abb. 4b

Abb. 4a-e:

Syndrom ,,Verhaltenséinderungen®
im Nest von SMAO002-Jungtieren
aus einer het x het Anpaarung im
Alter von 11 Tagen. Die mutanten
Jungtiere (MUT) strampeln mit den
Extremitdten und krabbeln ruhelos
umher. Die anhaltende Unruhe
ibertrdgt sich auch auf die
Wildtypnachkommen (WT), die
dadurch in ihrem Schlaf-Wach-

Rhythmus gestort werden.
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Abb. 5a: SMA002-Wurfgeschwister aus einer
het x C3H Anpaarung im Alter von 9 Tagen.
Oben: Mutante (Mut), Unten: 4 Wildtyptiere (WT)

Abb. 5b: Weibliche SMA002-Wurfgeschwister Abb. 5¢: SMA002, weibliche Wurfgeschwister
im Alter von 15 Tagen, aus het x C3H Anpaarung. im Alter von 6 Monaten, aus het x C3H Anpaarung.

Links: Wildtyptier (WT), Rechts: Mutante (Mut)  Links: Mutante (Mut ),Rechts: Wildtyptier (WT)

Abb. 5d: SMA002-Mutante 24 Tage alt, beim
,, Putzverhalten®.
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4.3 Syndrom ,,reduziertes Korperwachstum*
Das Korpergewicht der SMA002-Miduse wurde in den ersten zehn Lebenstagen téglich und
dann im wochentlichen Rhythmus gewogen. Mit einer Prdzisionswaage wurden alle

Korpergewichte auf 0.1g genau ermittelt.

4.3.1 Korpergewichtsentwicklung

4.3.1.1 SMA0Q02-Tiere vom 0. bis zum 21. Lebenstag

Die Gewichtsentwicklung von heterozygot mutanten SMA002-Méusen im Vergleich zu den
nicht betroffenen Wurfgeschwistern ist anhand von Korpergewichtsmittelwerten in der

Tabelle 9 und graphisch in Abbildung 6 dargestellt.

Korpergewichtsentwicklung Jungtiere

-
N
1

- -
o -
| |

©
|

mittleres Kérpergewicht (g)
[}
|

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
01 2 3 456 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Lebensalter in Tagen (d)
Abb. 6: Die Entwicklung des mittleren KGWs von ménnlichen (schwarzer Kreis) und weiblichen (weier Kreis)
mutanten Miusen sowie deren nicht betroffenen ménnlichen (schwarzes Quadrat) und weiblichen (weiles

Quadrat) Wurfgeschwistern vom Tag ihrer Geburt bis zum Absetzalter von 21 Tagen. Die Tiere stammen aus

het x C3H-Anpaarungen der Erhaltungszucht. Senkrechte Linien: SD; n: siche Tab. 9
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Die Gewichtsentwicklung der untersuchten Gruppen lieB sich folgendermallen

charakterisieren (Abb. 6 und Tab. 9):

- Die Wachstumskurven der beiden Gruppen verliefen in den ersten Lebenstagen parallel und
eng nebeneinander.

- Ab dem 8. Lebenstag blieb die Gewichtszunahme der mutanten Mause beiderlei Geschlechts
signifikant hinter der Gewichtsentwicklung der Wildtypméuse zurtick.

- Das Korpergewicht der mutanten Méause am 14. Lebenstag entsprach ca. 3/4 dem der nicht
betroffenen Wurfgeschwister.

- In den ersten drei Lebenswochen zeigte sich keinerlei Geschlechtsdimorphismus.

- Alle Mause, die der Gruppe der mutanten Tiere zugeordnet wurden, besallen ein Absetz-

gewicht unter 10 g.
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Tabelle 9:

Korpergewichtsmittelwerte (g) und Standardabweichung der SMA002-Tiere

aus der Erhaltungszucht

Alter (d) Geschlecht n Wildtyptiere n Mutanten Vergleich
MW =+ SD MW + SD der
Gruppen
0 m 17 1,5+0,2 15 1,4+0,1 n.s.
0 w 15 1,4+0,2 13 1,3+0,2 n.s.
1 m 26 1,6 £0,2 26 1,5+0,2 n.s.
1 w 26 1,6 £0,2 22 1,5+0,2 n.s.
2 m 30 22+ 1,1 26 1,8+0,3 n.s.
2 w 32 2,0£0,3 34 1,9+0,3 n.s.
3 m 28 24403 28 2,2+0,4 n.s.
3 w 30 23+04 27 23+04 n.s.
4 m 29 2,8+0,4 22 2,6 +0,4 n.s.
4 w 30 2,8+0,5 31 2,7+0,5 n.s.
5 m 27 3,3+£0,6 21 3,2+0,6 n.s.
5 w 29 34+0,6 29 32+0,6 n.s.
6 m 23 3.,8+0,4 21 3,6£0,6 n.s.
6 w 29 3,9+0,6 20 3,6+0,5 n.s.
7 m 20 4,5+0,7 19 4,0+0,7 n.s.
7 w 19 4,5+0,8 18 4,3+0,6 n.s.
8 m 17 4,7+0,4 20 44+0,8 n.s.
8 w 19 50+1,0 17 42 +0,8 ok
9 m 17 5,6+0,8 16 4,7+0,8 *x
9 w 19 58+1,0 17 49+ 1,2 ok
10 m 21 6,4+ 1,1 23 55+1,1 ok
10 w 27 6,6+1,0 22 54+1,0 oAk
14 m 24 79+ 1,0 23 59+1,3 roHk
14 w 29 82=+1,1 18 6,1+1,0 Ak
21 m 17 11,0+ 1,7 17 6,5+1,8 HoHk
21 w 20 10,8 £ 1,0 11 7,7+14 Ak

d: Lebensalter in Tagen; n: Anzahl; t-Test: *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001
n. s.= nicht signifikant
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4.3.1.2 SMAO002-Tiere von der 3. bis zur 26. Lebenswoche

Korpergewichtsentwicklung Adult

mittleres Korpergewicht (g)

T T 1T T T 1T T T T T T T T T T T 1
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

w

N
o —
o —
~ —
o —
© —

Lebensalter in Wochen

Abb. 7: Die Entwicklung des mittleren KGWs von méannlichen (schwarzer Kreis, n=30) und weiblichen (weifler
Kreis, n=35) mutanten Mdusen sowie deren nicht betroffenen ménnlichen (schwarzes Quadrat, n=35) und
weiblichen (weilles Quadrat, n=35) Wurfgeschwistern nach dem Absetzen (dritte Lebenswoche). Die Tiere

stammen aus het x C3H-Anpaarungen der Erhaltungszucht. Senkrechte Linien: SD

Die Gewichtsentwicklung der abgesetzten Méuse zeigte folgende Charakteristika (Abb. 7):

- Die Wachstumskurven der beiden Gruppen zeigten einen deutlichen Geschlechtsdimorphis-
mus. Die miénnlichen Tiere der beiden Gruppen waren nach der 4. Lebenswoche
signifikant schwerer.

- Das relative mittlere Korpergewicht der mutanten Méuse, im Verhéltnis zu ihren Wildtyp-
Wurfgeschwistern, betrug zwischen der 6. und 8. Lebenswoche bei den ménnlichen Tieren
ca. 4/5 und bei den weiblichen Tieren ca. 3/4 und nahm danach kontinuierlich ab.

- Das mittlere Korpergewicht der ménnlichen mutanten Méuse lag in der 26. Lebenswoche
bei ca. 27 g, das Korpergewicht der weiblichen mutanten Méuse erreichte in der 26. Lebens-
woche im Mittel ca. 23 g und entsprach damit ca. 2/3 des mittleren Korpergewichts der

Wildtypkontrollen.
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4.3.2 Korpermalle und Organgewichte

Korpermafle und Organgewichte wurden anhand von 12 mutanten Mausen im Vergleich zu
12 Kontrollen aus der Auszucht (B6C3F1-Hybridtiere) ermittelt. Je 6 Tiere pro Gruppe und
Geschlecht wurden zur Untersuchung herangezogen.

Die Uberpriifung der Einzelwerte zeigte, dass ein weibliches Wildtyptier mit einem
Korpergewicht von 36,9 g und einem absoluten Korperfettgewicht von 4,27 g bzw. relativem
Korperfettgewicht von 11,57% extrem von den Werten der anderen Kontrolltiere abwich. Da
bei diesem Tier weitere durch die ENU-Mutagenese hervorgerufene Anderungen unabhiingig
von dem SMAOQ002-Phénotyp nicht auszuschlieBen waren, wurden dieses Tier (wt2) und ein
mutantes weibliches Hybridtier (m6) aus der weiteren Analyse der KorpermaBle und
Organgewichte ausgeschlossen und nur die Werte von je fiinf weiblichen mutanten Méusen

und Wildtyptieren beriicksichtigt (Abb. 8 und 9).
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Abb. 8: Finale Korpergewichte von weiblichen mutanten Méusen (ml-m6) und weiblichen Wildtyp-
Wurfgeschwistern (wtl1-wt6) aus der Auszucht (B6C3F1).
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15 Relatives abdominales Korperfett der
weiblichen Hybridtiere
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Abb. 9: Relatives Korperfett von weiblichen mutanten Méusen (ml-m6) und weiblichen Wildtyp-
Wurfgeschwistern (wtl-wt6) aus der Auszucht (B6C3F1).

4.3.2.1 Absolute Korpermalle

Die in der Varianzanalyse ermittelten Effekte von Gruppe, Geschlecht sowie der Interaktion
zwischen Gruppe und Geschlecht auf Korpermalle der SMAO002-Hybridtiere sind in der
Tabelle 10 zusammengefasst.

Wihrend alle Korpermafle (Nasenrumpflainge (NRL), KGW, intraabdominales Korperfett
(Korperfett), Karkassengewicht) signifikant von der Gruppe und mit Ausnahme des
Korperfettes auch signifikant vom Geschlecht beeinflusst waren, hatte der Interaktionseffekt

keinen signifikanten Einfluss.

Tabelle 10:

Varianzanalyse der Kérpermalie der SMA002-Hybridtiere
Organ Gruppe Geschlecht Gruppe x Geschlecht
Korpergewicht oAk HAH n.s.
Nasenrumpflénge oAk HAH n.s.
Korperfett ok n.s. n.s.
Karkasse oAk Ak n.s.

p<0,05, “p<0,01; “p<0,001; n. s.= nicht signifikant
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Die Mittelwerte (MW) und Standardabweichungen (SD) der KorpermaBle sind in Tabelle 11
und Abbildung 10 zusammengefasst. Der Vergleich der Gruppen innerhalb desselben
Geschlechts ergab bei allen vier Parametern fiir die mutanten Méause niedrigere Werte als fiir
die Wildtyptiere. Diese Unterschiede waren, mit Ausnahme des Korperfettes der weiblichen
Tiere, statistisch signifikant. In beiden Gruppen lagen die absoluten Werte der minnlichen
Tiere hoher als bei den weiblichen. Dieser Geschlechtsunterschied war statistisch signifikant

fiir das Korpergewicht (KGW), die Nasenrumpflinge (NRL) und das Gewicht der Karkasse

beider Gruppen.
Tabelle 11:
Mittelwert und Standardabweichung der absoluten KérpermafRle
von SMAO002-Hybridtieren
Korpermal Geschlecht WT (n=11) MUT (n=11) Vergleich
MW =+ SD MW =+ SD der Gruppen

Korpergewicht (g) m 34,8 £ 43¢ 27,5+0,7° *k

w 24,3+ 0,98 21,3+ 0,96 HoHk
Nasenrumpflinge (cm) m 10,5+0,3° 9.9+0,1° *ox

w 9,9+0,2 9,5+0,3 *
Korperfett (mg) m 1539 +£916 440,7 + 59 *

A 651,1 £299 342,3 £ 191 n.s.
Karkasse (g) m 14,1 +1,5° 11,3+0,4° *ok

w 10,0 + 0,45 8,4+0,26 ok

b.¢ Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen; t-Test: * p < 0,05; > p<0,01; " p < 0,001
n. s.= nicht signifikant; MUT: mutante Méuse, WT: Wildtyptiere
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Abb. 10: Vergleich der Korpermalle von mutanten Maiusen (dunkelgrau) und Wildtyp-Wurfgeschwistern
(hellgrau) aus der Auszucht (B6C3F1). m: minnlich, w: weiblich; **¢ Geschlechtervergleich innerhalb der
Gruppen; * Gruppenvergleich innerhalb eines Geschlechts; t-Test: ** p< 0,05; >** p< 0,01; © *** p< 0,001

4.3.2.2 Organgewichte

Bei acht von 13 erhobenen Organgewichten hatte die Gruppe einen signifikanten Effekt. Das
Geschlecht hatte, bis auf das Gewicht von Milz, Magendarmtrakt und Gehirn, ebenfalls einen
signifikanten Einfluss. Ein signifikanter Einfluss des Interaktionseffektes zeigte sich lediglich
beim Gewicht der Geschlechtsorgane. Das Ergebnis der Varianzanalyse im Hinblick auf die
Effekte von Gruppe, Geschlecht sowie der Interaktion Gruppe und Geschlecht auf die

erhobenen Organgewichte ist in der Tabelle 12 zusammengefasst.
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Tabelle 12:

Varianzanalyse der Organgewichte der SMA002-Hybridtiere
Organ Gruppe Geschlecht Gruppe x Geschlecht
Haut oAk i n.s
Pankreas * HAHE n.s
Milz n.s n.s n.s
Nieren oAk HAH n.s
Nebennieren n.s HAH n.s
Magendarmtrakt n.s n.s n.s
Leber ok Ak n.s
Geschlechtsorgane n.s HAK *
Lunge HoAk HAH n.s
Herz HoH HAH n.s
Thymus n.s ok n.s
Speicheldriisen *k ol n.s
Gehirn ok n.s n.s

n. s.= nicht signifikant; ‘p < 0,05; “p <0,01; “p < 0,001

Eine Zusammenstellung der fiir die absoluten Organgewichte ermittelten Mittelwerte (MW)

und ihrer Standardabweichungen (SD) findet sich in Tabelle 13.
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Tabelle 13:
Mittelwert und Standardabweichung der absoluten Organgewichte
von SMA002-Hybridtieren
Organgewicht (mg) Geschlecht WT (n=11) MUT (n=11) Vergleich
MW + SD MW + SD der Gruppen
Haut (g) m 6,47 + 1,39 4,67 +0,28° *
w 4,25+0,25 3,75+0,25 *k
Pankreas m 354,2 +46,4° 288,4 26,5 *
w 249 +£445 248,1 +£45,7 n.s
Milz m 90,2 + 20,6 80,8 +7,7° n.s.
w 76,9 12,8 90 +7,5 n.s.
Nieren m 560,4 +42,2° 463,6 + 18,9° o
w 339,6 £ 19,7 288,7 £ 16,7 *E
Nebennieren m 6,1 +£1° 6,9+ 1° n.s
W 10 £1,6 9,6 + 1 n.s
Magendarmtrakt m 2834,6 + 337,1 2617,9 £ 365,5 n.s
w 2537,8 +£285,9 2410,3 £223,2 n.s
Leber m 1722 +£205,5¢ 1434 +130,1° *
w 1178 £ 89,3 1027 £ 44,3 *k
Geschlechtsorgane m 2849 + 7,5° 245,2 +20,2° H*
w 143,1 £36,7 149,8 £23.4 n.s.
Lunge m 158,9 £ 12,5° 142,3 7,3
w 136,4 +3,3 123,811
Herz m 158,9 + 18,2° 143,8 + 8° n.s.
w 120,4 £ 8,3 106,2 £ 11,5 n.s.
Thymus m 31 +6,7 28 +5,1° . S.
w 35,9+8.,8 433+49 . S.
Speicheldriisen m 220 +11,6° 195 +9° **
w 126,8 £ 12,4 120+ 12,8 n. s.
Gehirn m 510,4 + 8,6 483,5+9,8 oAk
w 505,8 £ 10,5 477,1 £13,7 *k

&5.¢ Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen; t-Test: “ p < 0,05; > "p <0,01; ¢ p < 0,001

n. s.= nicht signifikant; MUT: mutante Méuse, WT: Wildtyptiere
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Die absoluten Organgewichte von Haut, Nieren, Leber, Lunge und Gehirn lagen bei den
mutanten SMAO02-Tieren beiderlei Geschlechts signifikant niedriger als bei den
Wildtypkontrollen. Bei den ménnlichen mutanten Méausen waren im Vergleich zu den
ménnlichen  Wildtyptieren  zusdtzlich die absoluten Gewichte von Pankreas,

Geschlechtsorganen und Speicheldriisen signifikant geringer (Tabelle 13).

Die relativen, auf das Korpergewicht bezogenen Organgewichte sind in der Tabelle 14
dargestellt. Beim Vergleich der Gruppen wiesen mutante Méuse beiderlei Geschlechts
signifikant hohere relative Gehirngewichte auf. Es zeigten sich signifikant hohere Werte bei
den weiblichen mutanten Tieren fiir Milz und Thymus und bei den méinnlichen mutanten
Tieren hinsichtlich Nebennieren, Herz und Speicheldriisen. Im Vergleich der Geschlechter
zeigten die weiblichen Tiere beider Gruppen signifikant hohere relative Organgewichte von
Nebennieren, Magendarmtrakt, Lunge, Thymus und Gehirn. Die méinnlichen Méuse besal3en
signifikant hohere relative Nieren-, Geschlechtsorgan- und Speicheldriisengewichte als die
weiblichen. Ein signifikanter Geschlechtsunterschied des relativen Milzgewichts fand sich nur
bei den mutanten Mdusen, hier machten bei den weiblichen Miusen die Organe einen
groBBeren Anteil des KGW aus. Die signifikant unterschiedlichen relativen Organgewichte

sind in den Abbildungen 11a und 11b graphisch dargestellt.
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Tabelle 14:
Mittelwert und Standardabweichung der relativen Organgewichte (%)
von SMA002-Hybridtieren
Organ Geschlecht WT (n=11) MUT (n=11) Vergleich
MW + SD MW + SD der Gruppen
Haut m 18,41 £ 1,86 16,97 £ 0,72 n. s.
w 17,45+ 1,06 17,67 1,03 n. s.
Pankreas m 1,02 + 0,09 1,05+ 0,10 n.s
w 1,03+ 0,20 1,17 +£0,22 n.s
Milz m 0,26 + 0,05 0,29 +0,03¢ n.s
W 0,32 + 0,05 0,43 +0,02 *ok
Nieren m 1,62+0,11° 1,69 + 0,06° n.
W 1,40£0,14 1,37 £ 0,09 n.
Nebennieren m 0,018 + 0,005° 0,025 + 0,004° *
w 0,041 + 0,007 0,045 + 0,006 n.s
Magendarmtrakt m 8,26 £ 1,64° 9,53 +£1,34° n.
w 10,45 £ 1,36 11,35+ 1,20 n.
Leber m 4,96 +0,39 5,22+ 0,55 n.
w 4,84 +0,36 4,83 +0,26 n.
Geschlechtsorgane m 0,83 +0,09° 0,89 +0,07° n.
W 0,59+0,18 0,71 £0,13 n.
Lunge m 0,46 + 0,07 0,52 + 0,02° n.
W 0,56 + 0,02 0,58 + 0,06 n.
Herz m 0,46 + 0,02 0,52 £ 0,03 wohk
W 0,49 + 0,03 0,50 + 0,05 n.s
Thymus m 0,09 + 0,02° 0,10 +0,02¢ n.s
W 0,15+0,04 0,20 + 0,02 *
Speicheldriisen m 0,64 +0,07° 0,71 +0,02¢ *
W 0,52 + 0,07 0,56 + 0,06 n.s
Gehirn m 1,48 £0,16° 1,76 £+ 0,04° *ok
w 2,08 £ 0,1 2,24 + 0,09 *ok

&5.¢ Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen; t-Test: “ p < 0,05; > "p <0,01; ¢ p < 0,001

n. s.= nicht signifikant; MUT: mutante Méuse, WT: Wildtyptiere
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Abb. 11a: Relative Organgewichte mit signifikanten Unterschieden von mutanten Mausen (dunkelgrau) und
Wildtyp-Wurfgeschwistern (hellgrau) aus der Auszucht (B6C3F1-Hybridtiere). m: ménnlich, w: weiblich;
“P¢ - Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen; * Gruppenvergleich innerhalb eines Geschlechts;

t-Test: “* p< 0,05; ®** p< 0,01; © *** p< 0,001
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Abb. 11b: Relative Organgewichte mit signifikanten Unterschieden von mutanten Méusen (dunkelgrau) und
Wildtyp-Wurfgeschwistern (hellgrau) aus der Auszucht (B6C3F1-Hybridtiere). m: ménnlich, w: weiblich;
“b¢ - Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen; * Gruppenvergleich innerhalb eines Geschlechts;

t-Test: ** p< 0,05; "** p< 0,01; ©*** p< 0,001
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4.4 Klinisch-chemische und himatologische Parameter

Insgesamt 17 klinisch-chemische Blutplasmaparameter und das kleine Blutbild wurden von je
23 ménnlichen und weiblichen mutanten Méusen sowie 22 minnlichen und 25 weiblichen
Wildtyptieren aus der Erhaltungszucht der Linie SMAO002 im Alter von 12 Wochen erhoben.
Als physiologischer Referenzbereich wurde bei allen Parametern der Bereich vom 5. bis 95.

Perzentile der bei C3H-Stammzuchttieren (n=25 je Geschlecht) gemessenen Werte festgelegt.

4.4.1 Ergebnisse der Varianzanalyse

Bei den Elektrolyten zeigten Kalium, Kalzium und Phosphat eine signifikante Beeinflussung
durch die Gruppe und das Geschlecht. Des Weiteren wurden die Enzymaktivititen von
Amylase und Alkalischer Phosphatase durch die Gruppe und das Geschlecht sowie die
Aktivitdit der Aspartat-Aminotransferase durch die Gruppe signifikant beeinflusst. Mit
Ausnahme der Harnsédure wurden alle Substrate durch die Gruppe signifikant beeinflusst. Auf
die Parameter Cholesterin, Glukose, Gesamteiweil3 und Harnstoff hatte das Geschlecht
zusitzlich einen signifikanten Effekt. Bei den hidmatologischen Parametern hatte die Gruppe
lediglich auf den MCV einen signifikanten Einfluss. Das Geschlecht hatte auf die
hiamatologischen Parameter RBC, HCT, MCH, MCHC einen signifikanten Effekt. Ein
signifikanter Einfluss durch den Interaktionseffekt von Gruppe und Geschlecht war bei den

klinisch-chemischen und hdmatologischen Parametern nur beim HST gegeben (Tab. 15).

4.4.2 Klinisch-chemische Parameter

Die Tabelle 16 gibt einen Uberblick iiber die Mittelwerte und Standardabweichungen der
klinisch-chemischen Parameter. Die signifikant unterschiedlichen Parameter sind in den
Abbildungen 12 bis 14 graphisch dargestellt. Eine Auflistung der klinisch-chemischen

Blutwerte von Tieren aus der C3H-Stammzucht findet sich in Tabelle 17.
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Tabelle 15:
Varianzanalyse der klinisch-chemischen und himatologischen Parameter
der SMA002-Miiuse
Parameter Gruppe Geschlecht Gruppe x Geschlecht
Elektrolyte Na (mmol/l) n. s. n. s. n.s.
K (mmol/1) oAk HoHk n.s.
Ca (mmol/l) Hox *x n. s.
Cl (mmol/1) n.s. n.s. n.s.
P (mmol/1) * ok n.s.
Enzyme AMY (U/1) *ok *oA* n.s.
ALT (UN) n. s. n.s. n.s.
AST (U/) * n. s. n.s.
CK (UN) n.s. n. s. n. s.
AP (UN) HoH oAk n. s.
Substrate CHO (mg/dl) wkx wkx n.s.
TGL (mg/dl) Hkx n.s. n.s.
GLS (mg/dl) *ok * n.s.
TP (g/dl) oAk *oE n. s.
HSR (mg/dl) n.s. n. s. n. s.
HST (mg/dl) * %k * %k *%
CREA (mg/dl) * n.s. n.s.
Blutbild WBC (10°/mm”) n.s. n.s. n.s.
RBC (Mio/mm®) n.s. * n.s.
HGB (g/dl) n. s. n. s. n.s.
HCT (%) n.s. * n.s.
PLT (10*/mm’) n.s. n.s. n.s.
MCV (um’) * n.s. n.s.
MCH (pg) n.s. *k n.s.
MCHC (g/dl) n.s. * n.s.
n. s.= nicht signifikant; *p <0,05; **p <0,01; ***p < 0,001

63



Ergebnisse

4.4.2.1 Elektrolyte

Unabhédngig vom Geschlecht besallen die mutanten Maéuse signifikant niedrigere
Kaliumkonzentrationen als die Wildtyptiere. Die mutanten weiblichen Méuse wiesen einen
statistisch signifikant niedrigeren Kalziumwert als die weiblichen Kontrolltiere auf. Die
weiblichen Méuse hatten niedrigere Kalium-Werte als die ménnlichen Méuse. Ebenfalls
signifikant niedriger waren der Kalziumwert der minnlichen Wildtyptiere sowie die

Phosphatkonzentrationen der mutanten ménnlichen Méiuse im Geschlechtervergleich

(Abb. 12).
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Abb. 12: Mittelwert und Standardabweichung der signifikant unterschiedlichen Elektrolytkonzentrationen von
mutanten Méusen (dunkelgrau) und Wildtyp-Wurfgeschwistern (hellgrau) aus der Erhaltungszucht (genetischer

ab,c

Hintergrund C3H). m: ménnlich, w: weiblich; Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen;
* Gruppenvergleich innerhalb eines Geschlechts; t-Test: ** p< 0,05; ™** p< 0,01; @ *** p< 0,001; zusitzlich
dargestellt wurden die Mittelwerte (durchgezogene Linie) sowie die 5. und 95. Perzentile (gestrichelte Linien)

von Kontrolltieren aus der C3H-Stammzucht
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4.4.2.2 Enzymaktivititen

Im Vergleich der beiden Gruppen hatten die mutanten ménnlichen Tiere eine signifikant
niedrigere Amylase- und eine signifikant hohere Alkalische Phosphatase-Aktivitit als die
ménnlichen Wildtypmause. Die weiblichen mutanten Tiere wiesen im Schnitt eine signifikant
hohere Alanin-Aminotransferase-Aktivitit auf als die weiblichen Wildtyptiere. AuBerdem
zeigten die mannlichen Tiere beider Gruppen héhere Amylase- und niedrigere Alkalische
Phosphatase-Aktivititen als weibliche Tiere. Diese Differenzen waren ebenfalls statistisch

signifikant (Abb. 13).
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Abb. 13: Mittelwert und Standardabweichung der signifikant unterschiedlichen Enzymaktivititen von mutanten
Mausen (dunkelgrau) und Wildtyp-Wurfgeschwistern (hellgrau) aus der Erhaltungszucht (genetischer

#b¢  Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen;

Hintergrund C3H). m: ménnlich, w: weiblich;
* Gruppenvergleich innerhalb eines Geschlechts; t-Test: ** p< 0,05; "** p< 0,01; @ *** p< 0,001; zusitzlich
dargestellt wurden die Mittelwerte (durchgezogene Linie) sowie die 5. und 95. Perzentile (gestrichelte Linien)

von Kontrolltieren aus der C3H-Stammzucht

65



Ergebnisse

4.4.2.3 Substrate

Der Gruppenvergleich zeigte bei den meisten Substraten signifikante Unterschiede, die
mutanten Miuse hatten fiir Cholesterin, Triglyceride und Gesamteiweif3 niedrigere Werte als
die Wildtypméuse. Die Konzentrationen von Glukose, Harnstoff und Kreatinin im Blut waren
nur bei den weiblichen Tieren bei mutanten Maiusen signifikant niedriger als bei den
Wildtyptieren. Der Cholesterinwert besall neben dem Gruppen- auch hoch signifikante
Geschlechtsunterschiede. Die Werte der médnnlichen Méause lagen im Schnitt hoher als die der
weiblichen. Zwei weitere statistisch signifikante Geschlechtsunterschiede traten bei den
Substraten Gesamteiweill und Harnstoff auf. So lagen beim Gesamteiweil3 die mittleren Werte
der mutanten ménnlichen Mause und beim Harnstoff die der mannlichen Wildtypméuse {iber

den durchschnittlichen Werten der jeweiligen weiblichen Gruppenmitglieder (Abb. 14).

4.4.2.4 Vergleich der klinisch-chemischen Werte der SMA002-Erhaltungszucht mit denen der
C3H-Stammzucht

Fiir die Elektrolyte Na, Ca, Cl und die Enzymaktivititen AMY, ALT, AST, CK sowie die
Substrate HSR, HAST und CREA lagen die bei mutanten Médusen und Wildtyptieren aus der

SMAO002-Erhaltungszucht gemessenen Werte innerhalb des definierten physiologischen
Referenzbereichs (5.-95. Perzentile der Werte) der C3H-Stammzuchttiere. Dies gilt
unabhédngig davon, dass bei den Parametern Ca, AMY und ALT signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen auftraten. Bei den Parametern K, CHO, TGL und TP lagen nur die
Werte der Wildtyptiere innerhalb des C3H-Referenzbereichs, wihrend viele mutante Méause
Werte auflerhalb dieses Bereichs aufwiesen. Die Mittelwerte der mutanten Tiere lagen fiir
diese Parameter im unteren Bereich oder unterhalb des Streuungsbereichs der C3H-Maiuse.
Des Weiteren ist eine Gruppe von Parametern zu unterscheiden, bei denen bei einem
Geschlecht (AP, bei ménnlichen Tieren) oder beiden Geschlechtern (P, GLS) sowohl die
Wildtyptiere als auch die mutanten Tiere deutlich von den C3H-Stammzuchttieren abwichen.
Bei diesen Parametern lagen die Mittelwerte fiir beide Gruppen an der dulleren Grenze des
Referenzbereichs oder aullerhalb des Referenzbereichs der C3H-Stammzucht, wobei die AP-
Werte der minnlichen Mause deutlich hoéher, die P- und Glukosewerte deutlich niedriger
lagen als bei den C3H-Tieren. Die signifikanten Geschlechtsunterschiede, die fiir CHO, HST,
AMY und AP in der SMAO002-Erhaltungszucht gefunden wurden, spiegelten Verhéltnisse

wider, die auch in der C3H-Stammzucht zu beobachten waren.
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Abb. 14: Mittelwert und Standardabweichung der signifikant unterschiedlichen Substratkonzentrationen von
mutanten Miusen (dunkelgrau) und Wildtyp-Wurfgeschwistern (hellgrau) aus der Erhaltungszucht (genetischer

Hintergrund C3H). m: mannlich, w: weiblich; a.be

Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen;
* Gruppenvergleich innerhalb eines Geschlechts; t-Test: ** p< 0,05; Dusese p< 0,01; & *** p< 0,001; zusitzlich
dargestellt wurden die Mittelwerte (durchgezogene Linie) sowie die 5. und 95. Perzentile (gestrichelte Linien)

von Kontrolltieren aus der C3H-Stammzucht
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Tabelle 16:
Mittelwert und Standardabweichung der klinisch-chemischen Parameter
der SMA002-Miuse
Parameter Geschlecht Wildtyptiere Mutanten Vergleich
MW + SD MW + SD der Gruppen
Elektrolyte Na (mmol/l) m 152+£7 150+ 6 . 8.
w 153+£7 151+£8 . 8.
K (mmol/1) m 4,5727+0,348" 4,3522 +£0,2372° *
w 4,3680 + 0,275  3,9913 +0,3965 oAk
Ca (mmol/l) m 2,1955+0,1327° 2,1565+0,1237  n.s.
w 2,3120+0,1166  2,1957 +0,1107 HoHE
C1 (mmol/l) m 109 +7 109+ 8 n.
w 110+ 8 109+ 10 n
P (mmol/l) m 2,0+0,3 1,8 +0,.2° n
w 2,1£04 2,0£0,2 n.
Enzyme AMY (U/) m 3165 +272° 2936 + 266° woE
w 2783 +276 2675 + 298 n.s.
ALT (U/N) m 13+7 11+2 n.s
w 11+2 12+2 *
AST (U/) m 27+8 31+10 n.
w 29+5 32+6 n.
CK (UN) m 57 £ 64 72,9 £97 n.
W 59 +34 472 +25 n.
AP (U/) m 169 £ 20° 188 £ 23° woE
w 222 £22 226+ 18 n. s.
Substrate CHO (mg/dl) m 132 £ 14° 102 £7° HoAk
w 107 + 12 85+8 HoxE
TGL (mg/dl) m 145+ 57 75+£23 oAk
w 156 + 59 72+ 14 ok
GLS (mg/dl) m 112 £28 101 £ 30 n.s
w 104 £29 86 +23 *
TP (g/dl) m 55+0,2 5,2+0,2° oAk
w 54+0,2 49+0,2 HoAk
HSR (mg/dl) m 2,4+1,6 2,8+1,7 n.s
w 1,8+14 23+1,5 n. s
HST (mg/dl) m 48 £7° 49+6 n. s.
w 39+6 48+ 6 HoHE
CREA (mg/dl) m 0,2273 £ 0,055 0,2130+£0,0458  n.s
w 0,220 +0,0408 0,1957 £0,0367 *

%5.¢ Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen; t-Test: ® p < 0,05; > "p <0,01; ¢ p < 0,001
n. s.= nicht signifikant
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Tabelle 17:
Mittelwert und Standardabweichung sowie 5. und 95. Perzentile
der klinisch-chemischen Parameter von Kontrolltieren aus der C3H-Stammzucht
Parameter Geschlecht C3H 5. Perzentil 95. Perzentil
MW + SD
Elektrolyte Na (mmol/l) m 152 +8 139 162
w 152 +£8 141 162
K (mmol/l) m 4,7+0,3 4,0 5,2
w 4,5+0,3 4,0 5,2
Ca (mmol/l) m 2,2+0,1 2,0 2,3
w 2,2+0,1 2,0 2,4
C1 (mmol/1) m 1107 95 119
w 109 £ 7 94 119
P (mmol/l) m 2,2+0,3 1,8 2.8
W 2,3+0,3 1,8 3,0
Enzyme AMY (U/1) m 3110+ 339 2619 3946
w 2723 £ 218 2356 3068
ALT (UN) m 11+4 8 23
w 11+4 8 23
AST (U/1) m 27+6 19 40
w 30+ 8 21 54
CK (U/1) m 61+48 21 200
w 69 + 69 28 308
AP (UN) m 154+ 16 123 181
W 220+ 26 175 273
Substrate CHO (mg/dl) m 125+ 10 106 143
w 109 £ 16 84 143
TGL (mg/dl) m 152 £ 37 91 224
w 193+ 114 33 437
GLS (mg/dl) m 130 £ 18 95 166
w 134 £ 25 90 182
TP (g/dl) m 5,7+£0,2 4,9 5,7
w 54+0,3 4,86 5,8
HSR (mg/dl) m 1,5+12 0,4 4,1
w 1,4+1,1 0,26 3,2
HST (mg/dl) m 50£6 41 61
w 41+9 30 67
CREA (mg/dl) m 0,2+0,05 0,2 0,3
w 0,2 +0,04 0,13 0,3
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4.4.3 Hamatologische Parameter

Bei der Analyse des Blutbildes von 46 mutanten Mausen und 47 Wildtyptieren aus der
SMAO002-Linie sowie 50 C3H-Stammzuchttieren zur Definierung der physiologischen Werte
im Alter von zwolf Wochen, zeigte sich fiir die meisten Blutbildparameter kein signifikanter
Unterschied zwischen mutanten Mausen und Wildtyptieren.

Als einziger Gruppenunterschied wurde ein signifikant niedrigerer MCV-Wert auf Seiten der
mutanten weiblichen Maiuse festgestellt. Im Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen
hatten die ménnlichen Wildtyptiere hohere RBC- und HCT-Werte, die mutanten ménnlichen
Maiuse einen hoheren MCHC-Wert als die weiblichen Méuse ihrer Gruppe. Beiden Gruppen
gemein war ein hoherer MCH-Wert der weiblichen Tiere. Die genannten Differenzen waren

statistisch signifikant (Tab.18).

Tabelle 18:
Mittelwert und Standardabweichung der himatologischen Parameter
der SMA002-Miuse
Parameter Geschlecht Wildtyptiere Mutanten Vergleich
MW + SD MW + SD der Gruppen

WBC (10°/mm”*) m 49+27 5,1+2,4 n.s.
w 4,7+2,1 57+£27 n. s.

RBC (Mio/mm®) m 9,4+04° 93+0,5 n.s.
w 9,1£0,5 9,1+£0,5 n. s.

HGB (g/dl) m 15,0+ 0,6 14,7+ 0,8 n. s.
w 14,6 £ 0,7 14,7+ 0,8 n. s.

HCT (%) m 45,1 +1,9° 443+ 2.7 n. s.
w 43,8+23 43,6 £2,3 n.s.

PLT (10*/mm®) m 537+ 98 506 + 109 n.s.
w 500 + 126 503 + 89 n. s.

MCV (um®) m 479+0,6 47,9+0,8 n.s.
w 48,2+ 0,6 47,7+0,5 *ok

MCH (pg) m 15,9 +0,5" 15,9 +£0,3" n. s.
w 16,1 +£0,3 16,1 £ 0,4 n. s.

MCHC (g/dl) m 33,1+0,9 33,3+0,8" n. s.
w 33,5+0,8 33,8+0,7 n.s.

¢, *HE

& b.¢ Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen; t-Test: “ 'p < 0,05; ™ “p < 0,01;
n. s.= nicht signifikant

p <0,001
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4.4.3.1 Vergleich der himatologischen Werte der SMAQ02-Erhaltungszucht mit denen der

C3H-Stammzuchttiere

Die Messwerte fiir die hdmatologischen Parameter der Mauslinie SMA002 lagen sowohl fiir
die mutanten Mduse als auch flir die Wildtyptiere innerhalb des Referenzbereichs der bei

C3H-Stammzuchttieren gemessenen Werte (5. und 95. Perzentile) (Tab. 19).

Tabelle 19:
Mittelwert und Standardabweichung sowie 5. und 95. Perzentile
der himatologischen Parameter von Kontrolltieren aus der C3H-Stammzucht
Parameter Geschlecht C3H 5. Perzentil 95. Perzentil
MW + SD

WBC (10°/mm’) m 40+1,2 2,2 6,3
w 46+19 2,4 9,4

RBC (Mio/mm3) m 9,2+04 8,6 10,0
W 9,1+04 8.4 9,9

HGB (g/dl) m 14,5+£0,6 13,5 15,5
w 14,6 +£0,6 13,4 15,7

HCT (%) m 44,020 41,1 48,0
w 43,7+2,1 40,2 47,7

PLT (10°/mm’) m 603 + 66 507 735
w 531+79 362 644

MCV (pm3) m 47,8+ 0,6 47,0 49,0
w 48,004 47,3 49,0

MCH (pg) m 15,8+0,3 15,4 16,4
w 16,0+ 0,4 15,3 16,7

MCHC (g/dl) m 33,1+0,7 32,0 34,4
w 33,4+0,8 31,9 34,7
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4.5 IGF-1, IGF-II und IGFBP-2 Werte

Die Untersuchung der Konzentration der insulindhnlichen Wachstumsfaktoren IGF-I und
IGF-II sowie des IGF-Bindungsproteins 2 (IGFBP-2) im Serum mittels RIA von 9 mutanten
Maiusen, 7 Wildtyptieren der SMA002-Linie und 19 C3H-Stammzuchtméusen (C3H) zeigte,
dass sich die mutanten Tiere hinsichtlich der IGF-I- und IGFBP-2-Konzentration deutlich von
den Wildtyp- und Stammzuchttieren unterschieden. In der Varianzanalyse unterlag der
Parameter IGF-I einer signifikanten Beeinflussung durch die Gruppe (p< 0,002) und das
Geschlecht (p< 0,001). Die mutanten Tiere besal3en niedrigere IGF-I- und hohere IGFBP-2-
Konzentrationen. Die IGF-II Werte von mutanten Mausen, Wildtyptieren und C3H-
Stammzuchttieren wiesen keine signifikanten Unterschiede auf. Die mutanten ménnlichen
Miuse lagen mit einer durchschnittlichen Serumkonzentration von 323 ng/ml IGF-I
signifikant unter denen von Wildtyp- und C3H-Stammzuchttieren, deren mittlerer IGF-I-
Werte iiber 400 ng/ml lag und die sich untereinander nicht signifikant unterschieden
(C3H & =405 ng/ml, WT & = 434 ng/ml). Die IGF-I-Konzentration der mutanten weiblichen
Tiere war ebenfalls niedriger als die der Wildtyp- und C3H-Stammzuchttiere (MUT @ =
208 ng/ml, C3H @ = 399 ng/ml, WT Q@ = 298 ng/ml). Fiir eine statistische Analyse war die
bisher analysierte Tierzahl zu gering. Die IGFBP-2-Konzentrationen der mutanten
mannlichen Miuse lagen mit 685 ng/ml im Mittel signifikant {iber den Werten der Wildtyp-
(551 ng/ml) und C3H-Stammzuchttiere (527 ng/ml), deren Werte sich nicht signifikant
voneinander unterschieden. Bei den weiblichen Tieren wurden vergleichbare
Ergebnistendenzen gesehen. Beim Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen zeigte sich,
dass mutante méannliche Tiere signifikant hohere IGF-I-Konzentrationen als die weiblichen
Tiere besaBBen. Eine Erhebung der Geschlechtsunterschiede bei den Wildtyptieren war wegen
der geringen Anzahl der weiblichen Tiere nicht mdglich. Bei den C3H-Stammzuchttieren
zeigten die ménnlichen Tiere signifikant hohere IGFBP-2-Konzentrationen als die weiblichen

(Tab. 20 und Abb. 15).

72



Ergebnisse

Tabelle 20:

Mittelwert und Standardabweichung der Parameter des IGF-Systems

von Tieren aus der SMA002-Erhaltungszucht
Parameter Geschlecht  Anzahl Wildtyptiere Anzahl Mutante Vergleich
(ng/ml) MW £ SD Tiere der Gruppen
MW = SD

IGF-1I m 6 434 + 48 6 323£27° HxH

w 1 298 3 208 £ 50 n.d.
IGF-1I m 6 27+3 6 28+4 n.s.

W 1 21 3 25+3 n.d.
IGFBP-2 m 6 551+ 105 6 685 £ 101 *

w 1 514 3 624 + 100 n.d.

&b.¢ Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen; t-Test: n. d.= nicht durchgefiihrt,
n. s.= nicht signifikant; > p < 0,05; ™ “p < 0,01; " "p< 0,001

1

IGF-I-Serumkonzentration

WT
MUT
C3H

IGFBP-2-Serumkonzentration

Abb. _15: Mittelwert und Standardabweichung der Serumkonzentrationen von IGF-I und IGFBP-2 von
9 mutanten Miusen (3 w, 6 m), 7 Wildtyptieren (I w, 6 m) und 19 C3H-Stammzuchttieren (5 w, 14 m)
m: ménnlich, w: weiblich; **¢ Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen; * Gruppenvergleich innerhalb eines

Geschlechts; t-Test: “* p< 0,05; *** p< 0,01; ©*** p< 0,001
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4.6 Kartierung der Mutation

Zur Kartierung der ursdchlichen Mutation wurden aufgrund der beobachteten vollstandigen
phénotypischen Penetranz der Mutation Tiere beider Gruppen verwendet. Zunédchst wurden
zwei DNA-Pools von je 20 mutanten und Wildtyp-Riickkreuzungstieren genomweit mit
57 polymorphen Mikrosatellitenmarkern in der PCR analysiert. Fiir die beiden
Mikrosatellitenmarker D13Mit20 (35 ¢cM) und D13Mit253 (37 ¢cM) wurde im DNA-Pool der
mutanten Tiere ein iiberdurchschnittliches Auftreten von PCR-Amplifikaten des C3H-Allels
festgestellt, wiahrend im DNA-Pool der Wildtyptiere tiberdurchschnittlich viele Amplifikate
des C57BL/6-Allels auftraten. Da die Ergebnisse der iibrigen Mikrosatellitenmarker keine
weiteren Auffilligkeiten zeigten, wurde die Mutation auf Chromosom 13 lokalisiert und mit
der Feinkartierung der Mutation auf diesem Chromosom fortgefahren. Die Einzelanalyse von
135 N2-Miusen (115 mutante Tiere und 20 Wildtyptiere) mit 17 polymorphen
Mikrosatellitenmarkern fiir Chromosom 13 ermoglichte es, die Position der gesuchten
Mutation weiter einzuengen. Abbildung 16 zeigt exemplarisch die Analyse mit dem

Mikrosatellitenmarker D13Mit20 (35 ¢cM) bei 18 mutanten Tieren.

M1234 567891011 121314151617 18M

—
—
-—
—
—

C3H1
cses— A A A A AR R AR AL S

Abb. 16: Feinkartierung der Mutation durch gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte von
16 mutanten SMAO002-Méusen (1-12, 15-18), die heterozygot fiir den Mikrosatellitenmarker D13Mit20 waren,
sodass je eine Bande fiir das C3H- und das C57BL/6-Allel erkennbar ist. Bei zwei weiteren mutanten Mause
(13, 14) ist nur eine Bande von Amplifikaten des C57BL/6-Allels erkennbar, d.h. es hatte ein Crossing over
zwischen der Lage der Mutation und dem untersuchten Mikrosatellitenmarker auf Chromosom 13 stattgefunden.

M: Marker (Langenstandard, pUC Marker Mix 8§, MBI, St. Leon-Rot )

Die Analyse der 17 Mikrosatellitenmarker fiir Chromosom 13 wies die Lokalisation der
gesuchten Mutation der chromosomalen Region zwischen den Mikrosatellitenmarkern
DI13Mit20 (35 cM) und D13Mit253 (37 cM) zu. Die Wahrscheinlichkeit auf Kopplung
erreichte hier ithr Maximum (Tab. 21). Die Wahrscheinlichkeit, dass die Mutation der
Mausmutante SMAO002 nicht zwischen den Mikrosatellitenmarkern DI13Mit20 und
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D13Mit253 lokalisiert ist, ist aufgrund der hohen Chi*-Werte kleiner als 1%.

Das Haplotypenschema (Abb. 17) und die statistische Auswertung (Tab. 21) wiesen

iibereinstimmend auf die chromosomale Region zwischen den Mikrosatellitenmarkern

D13Mit20 und D13Mit253 als Ort der gesuchten Mutation hin.

D13Mit 64

D13Mit 248

D13Mit 20

SMA 002

D13Mit 253

D13Mit 159

D13Mit 148

D13Mit 260
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Abb. 17: Haplotypen von 112 mutanten Méusen (Locus SMA002 weif}) und 19 Wildtypméusen (Locus SMA002

schwarz) aus der Riickkreuzung der SMAO002. Links: Bezeichnung der Mikrosatellitenmarker. Unten: Anzahl

der N2-Tiere eines Haplotyps. Weille Quadrate: C3H-Genotyp, schwarze Quadrate: C57BL/6-Genotyp

Tabelle 21:
Feinkartierung der SMA002-Mutation auf Chromosom 13

Mikrosatelliten- cM cM Anzahl der Chi®  Wildtyptiere Mutanten
marker Jackson  Kartierung untersuchten (+/+) (+/-)

Laboratory SMAO002 N2-Tiere
D13Mit303 7 47 10.1 X
D13Mitl4 10 15.6 47 8.3 X
D13Mitl17 19 22.6 45 10.0 X
D13Mit64 30 27.0 135 349 X X
D13Mit248 34 35.1 135 60.0 X X
D13Mit20 35 37.4 133 62.8 X X
SMAO002
DI13Mit253 37 53.0 135 62.0 X X
D13Mitl159 47 63.4 134 27.1 X X
D13Mit148 59 71.7 135 16.7 X X
D13Mit260 65 87.3 135 12.3 X X
D13Mit35 75 98.4 134 1.4 X X
Chi*:Statistische Auswertung der Wahrscheinlichkeit auf Kopplung der Mikrosatellitenmarker mit der Mutation.
Spalten 6, 7: Bei der Feinkartierung eingesetzte Genotypen: Wildtyptier versus heterozygoter Mutant
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Mit dem Programm Map Manager Classic (Manly KF, http://www.roswellpark.org) wurde die

Anzahl der Rekombinationen zwischen den benachbarten Mikrosatellitenmarkern gewichtet.
Diese Analyse wies die Mutation dem chromosomalen Bereich in der Mitte zwischen

DI3Mit20 (37,4 ¢cM) und DI3Mit253 (53,0 cM) bei ca. 45 ¢cM zu (Abb. 18).

®

—— DI3Mit64
8,10 +2,35cM
227+130cM —— DI3Mit248

——  DI3Mit20
7,52 +2,29 cM

T smao02
8,09 +2,34 cM

—T— DI3Mit253
10,45 + 2,64 cM
8274239cM |  DI3Mitl59

D13Mit148

15,55+ 3,12 cM

—— DI3Mit260

Abb. 18: Molekulargenetische Kopplungskarte von Chromosom 13 auf Basis der in der Feinkartierung

ermittelten genetischen Abstéinde.

Der Sequenzbereich zwischen den Mikrosatellitenmarker D13Mit20 und D13Mit253 umfasst
in der Ensembl Datenbank (http://www.ensembl.org/Mus musculus/, Stand: August 2003)
einen Bereich von 7,6 Megabasenpaaren (Mb) mit 56 bekannten und 24 neuen postulierten

Genen.
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5 Diskussion

Zur phénotypischen und genotypischen Charakterisierung der durch ENU-induzierte
Mutagenese erstellten Mauslinie SMA002 wurden Tiere aus der SMAO002-Erhaltungszucht
auf klinische und klinisch-chemische sowie himatologische und hormonelle Abweichungen
von den physiologischen Werten hin untersucht. Des Weiteren wurde die Lokalisation der

Mutation analysiert und auf einen definierten Bereich des Chromosoms 13 eingegrenzt.

5.1 Vererbung und Zucht

Die dominant vererbte Mutation der Linie SMAO002 lie nach den Mendelschen Regeln der
Vererbung bei Anpaarung eines heterozygot mutanten Tieres mit einem Wildtyptier 50%
Nachkommen mit einem abnormen Phénotyp erwarten. Die in dieser Untersuchung erhobenen
Ergebnisse bestdtigten dies. Nach Verpaarung zweier heterozygot mutanter Méause waren bei
den Nachkommen keine zwei eindeutig trennbaren abnormen Phéinotypen fiir das Auftreten
von homozygot mutanten und heterozygot mutanten Tieren zu eruieren. Das erhobene
Verhiltnis von 68% Wildtyptieren und 32% mutanten Nachkommen ldsst darauf schliefen,
dass zum Zeitpunkt der phdnotypischen Gruppierung der Tiere keine iiberlebenden
homozygot mutanten Nachkommen vorhanden waren und alle als mutant eingestuften Tiere
heterozygot waren. Die hohe Zahl an Nachkommen, die tot geboren wurden oder vor dem
Erreichen des Absetzalters verstarben, stiitzt diese Annahme.

Somit bestitigte das Zahlenverhéltnis der Nachkommen aus der Verpaarung heterozygot
mutanter Tiere mit Wildtyptieren die monogenetisch dominante Vererbung der Mutation. Die
Abklarung des durch die Ergebnisse der Verpaarung zweier heterozygot mutanter Mause
aufgeworfenen Verdachtes, dass homozygot mutante Nachkommen verringert oder nicht
lebensfahig sind, bedarf weiterer Untersuchungen. Beide Verpaarungsansitze zeigten dariiber
hinaus eine erhohte Sterblichkeit der heterozygot mutanten Mause auf. Des Weiteren lielen
die Aufzuchtdaten aus den Anpaarungen mit mutanten Tieren den Riickschluss zu, dass
mutante Elterntiere eine geringere Aufzuchtleistung erbrachten. Das Brutpflegeverhalten
schien durch das gednderte Verhalten der mutanten Mause negativ beeinflusst zu sein. Von
einem gestorten Brutpflegeverhalten sowie der erschwerten Zucht von transgenen Méusen mit
einem Tourette-Syndrom und Zwangshandlungen dhnlichem Verhalten, insbesondere bei der

Verwendung weiblicher Zuchttiere, berichteten auch Nordstrom und Burton (2002).
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5.2 Syndrom ,,Verhaltensinderungen*

5.2.1 Einfluss des genetischen Hintergrundes

Die Verhaltensanomalie der Méuse der Linie SMAO002 duBerte sich in einer auffilligen
Ruhelosigkeit sowie verstirktem Kratzen und Putzverhalten. AuBere Verletzungen der Haut
durch das Kratzen traten in der Regel nicht auf. Irritationen durch das Kratzen waren nur bei
einigen mutanten Miusen aus den Auszuchtanpaarungen festzustellen. Die Kratzsymptomatik
war bei diesen mutanten B6C3F1-Hybridtieren stirker ausgeprdgt. Einige der B6C3F1-
Hybridmause kratzten sich kleine blutige, oberflachige Lésionen, die in erster Linie auf dem
Riicken und hinter den Ohren auftraten. Die Kratzintensitit bei den N2-Hybridtieren wurde
nicht erhoben. Studien von Linder (2001) und Threadgill et al. (1995) an Knockout-Miusen
zeigten beispielhaft, dass die Ausprdgung einer Mutation in verschiedenen Inzuchtstimmen
stark variieren kann. Viele Beobachtungen weisen darauf hin, dass der C57BL/6-Hintergrund
Allele von Modifier-Genen enthalten konnte, die den SMA002-Phénotyp verstdrken. So zeigt
der Mausinzuchtstamm C57BL/6 verstirkt ein Verhalten, das als ,,Barbering* oder ,,Dalila
Effekt™ bekannt ist (Sarna et al., 2000). Die Méuse beknabbern vermehrt ihre Kéfiggenossen
und/oder zupfen ihnen das Fell aus. Des Weiteren besteht eine Neigung des C57BL/6-
Mausstammes zur ulzerativen Dermatitis, die im Zusammenhang mit Zwangsverhalten
(obsessive compulsive disorder, OCD) sowie genetischen Faktoren gesehen wird (Brayton et
al., 2001). Der Stamm C57BL/6 findet in der pharmazeutischen Forschung auch in
Untersuchungen zur Dopaminaktivitit Verwendung, da er sich gegeniiber anderen
Inzuchtstimmen durch eine hohere Aktivitdt auszeichnet (Cabib et al., 2002). Hingegen
besteht im C3H-Stamm eine geringere Aktivitit (Rogers et al., 1999). Bei der Erforschung
zentralnervoser Funktionen zeigten C57BL/6-Méuse als Stressantwort einen dem
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitits-Syndrom  dhnlichen Phénotyp mit impulsiv-
hyperaktivem Verhalten (Cabib et al., 2002).

5.2.2 Ausschluss von allergischen Reaktionen

Da Kratzen im Zusammenhang mit Irritationen der Haut auftritt (Spruijt, 1992), wurden
zundchst Infektionen der Haut als Ursache fiir diese Verhaltensauffilligkeit durch
makroskopische und histologische Untersuchungen ausgeschlossen. Da die Haut neben den
Atemwegen das am hiufigsten von allergischen Reaktionen betroffene Organ ist, wurde
anschliefend untersucht, ob die verdnderte Verhaltensweise der mutanten Méuse ihre Ursache

in einer allergischen Reaktion hat. Die bekannteste Auspragung der atopischen
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Krankheitsformen auf der Haut ist die Neurodermitis oder atopische Dermatitis (AD). Es wird
angenommen, dass fiir das Erscheinungsbild aktivierte Zellen des Immunsystems
verantwortlich sind. Etwa 80% aller Betroffenen haben erhhte Mengen an Immunglobulin E
(Ig) im Blut. Die erbliche Veranlagung spielt eine wesentliche Rolle bei der
Krankheitsentstehung. Im entziindlichen Geschehen treten vermehrt Mastzellen auf, die in
thren Granula Juckreizmediatoren wie Histamin speichern und ausschiitten. Bei diesen
Juckreizmediatoren treten Speziesunterschiede auf, so induziert Histamin Juckreiz beim
Menschen, nicht aber bei der Maus. Die Mastzellen der Maus enthalten Serotonin als
Mediator (Kuraishi et al., 1995). Um eine allergische Reaktion als Ursache fiir den Juckreiz
bzw. das auffdllige Verhalten der SMAO002-Méduse auszuschlieBen, wurden die IgE-
Konzentrationen im Plasma gemessen und die Haut auf ein vermehrtes Auftreten von
Mastzellen sowie deren libermédBige Granulation hin untersucht (DeMora, 1996; Greaves &
Wall, 1996).

Die mit Hilfe eines isotypisch-spezifischen Sandwich-ELISA ermittelten Immunglobulin E-
Werte zeigten bei den Mausen beider Gruppen (MUT, WT) keine abweichenden Befunde. Es
wurde weder eine Erhohung noch eine Erniedrigung des IgE-Wertes gegeniiber den in der
Untersuchung festgelegten Normalwerten festgestellt. Die mutante Mauslinie SMA002 zeigte
auch keine Verdnderung weiterer immunologisch relevanter Parameter, wie basale
Immunglobulinspiegel im Plasma (IgM, Anti-DNA-Ak, IgG3, Rf, IgA) und der
Leukozytenoberflachenproteine der Leukozytensubpopulationen im peripheren Blut. Daneben
zeigte auch die histopathologische Untersuchung keine auf ein allergisches Geschehen
hinweisenden Veridnderungen auf.

In der Literatur wurden verschiedene mutante Mauslinien mit gesteigertem Juckreiz und
Putzverhalten beschrieben, so die NOA-Maus, die NC/Nga-Maus, die Itchy-Maus und die
Nackt-Maus. In der Linie SMAO002 zeigten sich deutliche Unterschiede zu diesen Mauslinien.
Die NOA-Maus dient als Tiermodell fiir allergisch bedingte Dermatitiden und zeigt, wie auch
die NC/Nga-Maus, die als Tiermodell fiir atopische Dermatitiden dient und die Itchy-Maus

(Nonagouti-lethal, a'®!

) einen Anstieg des IgE im Plasma (Fang et al., 2002; Heinzmann &
Daser, 2002). Die Nackt-Maus (nkt) hingegen zeigt einen Anstieg der Mastzellzahl
(Benavides et al., 1999; Benavides et al., 2002).

Des Weiteren weisen die aufgefiihrten Mausmutanten eine unterschiedliche chromosomale
Lokalisation der Mutation auf (NOA: Chromosom 14, NC/Nga: Chromosom 9, Itchy-Maus:
Chromosom 2) (Fang et al., 2002; Heinzmann & Daser, 2002). Lediglich die Mutation der

Nackt-Maus wurde ebenfalls auf Chromosom 13 lokalisiert (Benavides et al., 2002).
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5.2.3 Systemische Erkrankungen als Ursache fiir das verdnderte Verhalten

Die Untersuchung der klinisch-chemischen und hématologischen Parameter gab keinen
Hinweis auf eine mit Juckreiz verbundene systemische Erkrankung. Eine Nieren- oder
Lebererkrankung sowie Cholestase oder eine hidmatopoetische Erkrankung wurden als
Ursache fiir das Kratzverhalten der SMAO002-Méiuse ausgeschlossen, da die relevanten
klinisch-chemischen Parameter des Nieren- und Leberprofils sowie das erhobene Blutbild

keine pathologischen Befunde aufwiesen.

5.2.4 Neurologische Stérungen als Ursache fiir das verdnderte Verhalten

Die mutanten Mause der Linie SMAO002 zeigten ein in Intensitidt und Ablauf abweichendes
Putzverhalten. Der normale Ablauf des Putzverhaltens wurde von Whishaw et al. (1999) und
Cromwell & Berridge (1996) als ,,Beginnend immer an der Schnauze bis zum Kdorperende*
beschrieben:
1. Die Vorderpfoten werden beleckt, danach wird die Nasen- und Schnauzenpartie mit
den Vorderpfoten gereinigt.
2. Die rotierenden Bewegungen der Vorderpfoten werden weitldufiger und reinigen
Gesicht sowie den Ohrenbereich, schlieSlich den gesamten Kopf.
3. AnschlieBend werden die Vorderldufe durch das Fell der seitlichen Kdorperpartien
gefiihrt.
4. Lecken der seitlichen Korperpartien und des Bauches.

Bewegungsstorungen und/oder Verhaltensdnderungen beruhen bei bereits bekannten
Mausmutanten oftmals auf einem neurologischen Defekt mit der Folge des Auftretens von
senso-motorischen Dysfunktionen (Pfaff, 2001).

In diesem Zusammenhang sind die Vibrator-, die Lurcher-, die Weaver- sowie die Grooming-
Maus in der Literatur beschrieben.

Die Vibrator-Maus besitzt im Jungtieralter ein &hnliches Verhalten mit reduziertem
Wachstum wie die Miuse der Linie SMA002 (Hamilton et al., 1997; Pfaff, 2001). Im
Gegensatz zu den SMAO002-Méusen, beruht der abnorme Phénotyp der Vibrator-Maus auf
einer rezessiven Mutation, die bei den homozygot mutanten Tieren iiberdies zu einer
eingeschriankten Lebenserwartung fiihrt.

Ein verdndertes Putzverhalten zeigen auch die Lurcher- und Weaver-Méuse. So ist die Anzahl
der einzelnen Pflegeaktionen bei den Weaver-Miausen erhoht, aber die Zeit, die sie insgesamt

mit der Korperpflege verbringen, ist kiirzer als normal. Die Lurcher-Maus zeigt ein um einige
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Verhaltenskomponenten reduziertes Pflegeverhalten (Caston et al., 1998; Strazielle &
Lalonde, 1998). Im Gegensatz zur Linie SMAO002 stehen jedoch bei diesen Mausmodellen
bewegungsmotorische Storungen wie Ataxien im Vordergrund (Pfaff, 2001).

Der Phénotyp der Grooming—Maus trat nach Ausschaltung des Gens Hoxb8 auf. Die
mutanten Miduse zeigen ein exzessives Putzverhalten. Sie verbringen im Vergleich zu
Wildtypmausen doppelt soviel Zeit mit der Korperpflege. Pathologische Merkmale der Haut
selbst sowie eine Allergie wurden bei den Hoxb8-Maiusen ausgeschlossen. Die Tiere zeigen
ansonsten ein normales Verhalten (Futteraufnahme, Nestbau, Klettern) (Graybiel & Saka,
2002; Greer & Capecchi, 2002). Im Gegensatz zur Grooming-Maus zeigten die SMA002-
Maiuse Unterschiede in Ablauf und Intensitit der einzelnen Komponenten des
Pflegeverhaltens. Eine eingehende Untersuchung von Qualitdit und Quantitdt der
Verhaltensénderung in der Mauslinie SMA002 bedarf einer mehrstiindigen videogestiitzten
Beobachtung, die die Nachtstunden beinhaltet.

Zusammenfassend ist von einer neurologischen Ursache fiir das auffillige Verhalten der
mutanten SMAO002-Miuse als weitere Arbeitshypothese auszugehen. Der Phinotyp der
SMA002-Méuse wurde bisher noch nicht in der Literatur beschrieben. Somit kann diese Linie
genutzt werden, um neue Erkenntnisse iiber die Pathophysiologie neurologischer

Erkrankungen zu erhalten.

5.3 Syndrom ,,reduziertes Korperwachstum®

5.3.1 Einfluss des genetischen Hintergrundes

Bei der dominanten Mauslinie SMAQ02 unterschieden sich die mutanten Mduse neben dem
Verhalten auch im Wachstum von den nicht mutanten Wurfgeschwistern. Die mutanten Tiere
erreichten maximal 2/3 des Korpergewichtes der Wildtyptiere.

In der Beurteilung des Grades der festgestellten Abweichungen waren die stammspezifischen
Unterschiede zu beriicksichtigen. Méuse des C57BL/6-Stammes weisen ein langsameres
Wachstum als C3H-Tiere auf, erreichen jedoch ein hoéheres Endgewicht. Im Alter von
25 Wochen lag das Korpergewicht von C57BL/6-Méusen bei den minnlichen Tieren im
Schnitt 7 g, bei den weiblichen Médusen 5 g iiber dem der C3H-Méuse. Auch Hybridtiere
weisen ein deutlich hoheres Korpergewicht als C3H-Tiere auf. Diese stammspezifischen in
der Mauszucht des Moorversuchsguts ermittelten Gewichtsunterschiede deckten sich mit den

publizierten Gewichtsdaten (http://www.criver.com; eigene unverdffentlichte Daten).
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Das Korpergewicht entsprach im Alter von 6 Monaten bei den ménnlichen Hybridmutanten
ca. 80% und bei den weiblichen Hybridmutanten ca. 90% des Korpergewichts der
Hybridwildtypkontrollen. Bei den meisten untersuchten Organen lag das Verhéltnis des
Organgewichtes von mutanten Tieren und Kontrolltieren in etwa derselben GroéBenordnung
(siche Anhang, Tab. 23). Nur fiir Nebennieren (3 118%, @ 97%), Milz (& 92%, @ 124%),
Thymus (3 96%, $ 125%) und Gehirn (3 95%, Q@ 94,4%) zeigten mutante Tiere ein deutlich
hoheres Verhiltnis als fiir das Korpergewicht (4 80, @ 90%). Diese Ergebnisse sprechen
dafiir, dass bei den mutanten Tieren ein proportionierter Minderwuchs vorliegt. Die
wachstumshemmenden Faktoren wirken sich gleichermaBlen auf Korpermale und
Organgewichte aus.

Fiir die entsprechende Organanalyse der SMAO002-Erhaltungszucht auf C3H-Hintergrund
liegen bisher Daten von je zwei mutanten Tieren und Wildtyptieren vor (siche Anhang,
Tab. 24). Bei diesen Tieren war der Unterschied zwischen mutanten Maiausen und
Wildtyptieren ausgeprégter. Fiir eine abschlieBende Auswertung sind jedoch weitere Tiere der
C3H-Erhaltungszucht zu untersuchen. Bezogen auf das Korpergewicht wiesen mutante
Hybridméuse beiderlei Geschlechts ein signifikant hoheres relatives Gehirngewicht auf.
Daneben zeigten sich signifikant hohere Werte bei den weiblichen mutanten Tieren fiir Milz
und Thymus und bei den ménnlichen mutanten Tieren hinsichtlich Nebennieren, Herz und
Speicheldriisen. Ein erhohtes relatives Gehirngewicht wurde auch bei anderen kleinwiichsigen

Mauslinien festgestellt (Benson & Chada, 1994).

5.3.2 Das IGF-System

Experimente mit Mausmutanten haben gezeigt, dass das Signalsystem der IGFs (I, II), ihrer
Rezeptoren und ihrer Bindungsproteine (IGFBPs) einen essentiellen Faktor in der
Wachstumsregulation von Siugetieren darstellt (Efstratiadis, 1998; Lupu et al., 2001).
Mutante Tiere der SMAO002 zeigten eine erniedrigte IGF-I- und eine erhohte IGFBP-2-
Konzentration. Vergleichbare Befunde wurden beim Menschen und verschiedenen
Mausmodellen im Zusammenhang mit hypophysdrem Kleinwuchs beschrieben (Loffler et al.,
1995; Hoflich et al., 1999). Auch eine Mauslinie, die auf niedriges Korpergewicht selektiert
wurde, zeigte entsprechende Verdnderungen der IGF-I-Konzentration. AuBlerdem wurden
erhohte mRNA-Spiegel von IGFBP-2 im Serum dieser Tiere nachgewiesen (Hoflich et al.,
1998).

Bei reduzierter Futteraufnahme, Untererndhrung, schweren Traumata, Leberfunktions-

storungen, chronischem Nierenversagen und Hypothyreose ist die IGF-I-Serumkonzentration
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vermindert, zusitzlich ist bei Untererndhrung, Leber- und Nierenerkrankungen die IGFBP-2-
Konzentration erhoht (Loffler et al., 1995; Hoflich et al., 1999). Aufgrund der Ergebnisse der
klinisch-chemischen Untersuchungen wurden bei der Mauslinie SMAO002 Leber- und
Nierenerkrankungen als Ursache fiir die Verdnderungen im IGF-System ausgeschlossen. Es
ist jedoch mdglich, dass eine chronische Energieunterversorgung der mutanten Tiere besteht,
da zum einen die Futter- und Wasseraufnahme durch das verdnderte Verhalten gestort waren.
Zum anderen ist davon auszugehen, dass die mutanten Tiere aufgrund der hoheren Aktivitét
einen erhohten Energiebedarf haben (Dunnington et al., 1977a, 1977b, 1981).

Bisherige Ergebnisse eines laufenden Futteraufnahmeversuchs von weiblichen Tieren beider
Gruppen (WT n=10, MUT n=6) zeigten, dass die mutanten Mause eine geringere absolute
Menge Futter pro Tag aufnehmen (WT: 3,41 g; MUT: 2,77 g). Die aufgenommene
Futtermenge pro Gramm Korpergewicht der Tiere liegt bei 1,01 g (WT) und 0,97 g (MUT),
und pro Gramm metabolischen Kdérpergewichts bei 0,32 g (WT) und 0,30 g (MUT). Diese
Befunde werden zur Zeit anhand einer groeren Tierzahl verifiziert. Eine weitere mdgliche
Ursache fiir die herabgesetzte IGF-I-Konzentration kénnte im gestorten Schlafverhalten der
mutanten Maiuse liegen, da die Tiefschlafphase einen positiven Effekt auf die
Wachstumshormonproduktion hat (Loffler et al., 1995).

Mutante Méuse der Linie SMAO002 zeigten 25-30% geringere IGF-I-Serumkonzentrationen
(& 25%, @ 30%) und erreichten 2/3 des Normalgewichts von Wildtyptieren. Igf-1-Knockout-
Miuse weisen im Alter von 2 Monaten ein 70% reduziertes KGW auf und zeigen eine
generalisierte Unterentwicklung der Muskulatur (Muskelhypoplasie und Dystrophie). Durch
diese Beobachtungen wurde die Bedeutung des IGF-I fiir das postnatale Wachstum und die
Muskelentwicklung unterstrichen (Hoflich et al., 2001; Chiao et al., 2002). Im Gegensatz zu
den SMAO002-Tieren ist bei den Igf-1-Knockout-Méusen bereits die intrauterine Entwicklung
gestort und das Geburtsgewicht vermindert (Liu & Le Roith, 1999). Dieses perinatale
Wachstumsdefizit ist bis zum 20. Lebenstag unabhidngig vom Wachstumshormon, da
wachstumshormon-defiziente =~ Mause bis zu diesem Zeitpunkt eine normale
Korpergewichtsentwicklung zeigen (Wang et al., 1999). Die weitere Entwicklung wird durch
beide Hormone beeinflusst, da Méuse bei denen das GH- und das Igf-1-Gen ausgeschaltet
wurden, nur ein Endkorpergewicht von 17% des KGW der Kontrollen erreichen
(Lupu, 2001).

Neben den erniedrigten IGF-I-Werten zeigten die SMAO002-Méuse eine Erhohung der
IGFBP-2-Konzentration. Die Uberexpression von IGFBP-2 bei transgenen Miusen fiihrt wie

der IGF-I-Mangel zu einem postnatalen Wachstumsdefizit. Diese Wirkung wird einerseits auf
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den inhibitorischen Effekt von IGFBP-2 auf IGF-I zuriickgefiihrt, andererseits gibt es
Hinweise, dass IGFBP-2 auch eine direkte wachstumsinhibitorische Wirkung besitzt, die
unabhingig von seiner Wirkung iiber GH und IGF-I ist (Ho6flich et al., 2001).

Somit ist festzustellen, dass bei der Mauslinie SMA002 das reduzierte Koérperwachstum durch
eine Storung des IGF-Systems bedingt ist. Zur Abklidrung der Pathogenese dieser Stérung
bedarf es zusitzlicher spezifischer Untersuchungen, wie z. B. der Messung von GH und

IGFBP-3 sowie einer metabolischen Analyse in der Stoffwechselkammer.

5.3.3 Schilddriisenfunktion

Schilddriisenhormone beeinflussen fast alle Aspekte der normalen Entwicklung. Sie spielen
eine Rolle bei der Myelinisierung des Nervensystems, beim Wachstum und in der Pubertit, in
der Entwicklung von Zahnen und Skelett sowie in der Regulation des Stoffwechsels und der
Funktion von Organen. Storungen der Schilddriisenfunktion kdnnen zu einer permanenten
irreversiblen Schédigung des Nervensystems und der Entwicklung in der frithen Kindheit
fiihren (Bettendorf, 2002).

Im Tierexperiment wurde eine regulative Wirkung der Schilddriisenhormone auf die
zirkulierenden IGF-Konzentrationen nachgewiesen (Gluckman, 1995). Sie regulieren das
Wachstum indirekt iiber die Stimulation von GH und damit iiber die Stimulation der IGF-I-
Synthese (Ohlsson et al., 1998; Gothe et al., 1999). Bei Knockout-Mausen, die defizient fiir
alle T3-Rezeptoren sind (TRal”B”), wurde eine Reduktion der KorpergroBe, eine 30%ige
Korpergewichtsreduktion und eine um 21% niedrigere IGF-I-Konzentration im Blut
festgestellt. Mutante Méuse der Linie SMAO002 zeigten analoge Ergebnisse bei Korpergewicht
und IGF-I-Werten. Die Ursache der Wachstumsreduktion bei den Knockout-Mausen liegt mit
groler Wahrscheinlichkeit in einem GH-Defizit, da bei diesen Tieren auch die GH-
Konzentration und die Anzahl GH-positiver Zellen erniedrigt ist. Im Gegensatz zu den
SMAO002-Mdusen weisen sie neben einem reduzierten Geburtsgewicht eine normale
Lokomotorik und einen normalen zirkadianen Rhythmus auf (Gothe et al., 1999; Johansson et
al., 1999).

Unter einer Hyperthyreose versteht man eine Uberfunktion der Schilddriise mit gesteigerter
Produktion und Sekretion der Schilddriisenhormone Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (T4). In
Folge dieser Erkrankung kommt es zu Verdnderungen verschiedener klinisch-chemischer
MessgroBBen. Unter anderem wird ein Abfall von Cholesterin, Triglyceriden und
Plasmaprotein festgestellt (Loffler et al., 1995), wie er auch bei den mutanten SMAO002-
Maiusen beobachtet wurde. Daher ist bei der weiteren Untersuchung der Linie SMA002 die

Schilddriisenfunktion zu beriicksichtigen.
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5.3.4 Weitere publizierte Wachstums-Mausmutanten

(Uberblick: Efstratiadis, 1998; Sellier, 2000).

In der Literatur sind verschiedene Mausmodelle mit reduziertem Wachstum beschrieben. Zu
diesen gehoren die klassischen Mutationen little (lit), dwarf (Snell dwarf (dw) und ames
dwarf (df)) sowie pygmy (pg). Bei diesen Linien handelt es sich im Gegensatz zur
dominanten Mauslinie SMAO002, um rezessive durch Spontanmutationen entstandene
Mauslinien. Das Allel little stellt eine Punktmutation im Growth Hormon-Realising Hormon
Rezeptor (Ghrhr) auf Chromosom 6 dar. Snell dwarf Miuse weisen eine Mutation im Gen
Pit-1 (pituitary-specific transcription factor 1) auf Chromosom 16 und die Ames dwarf Mause
eine Mutation des Gens Prop-1 (Prophet von Pit-1) auf Chromosom 11 auf. Bei den Pygmy-
Maiusen liegt eine Mutation des Hmgi-c-Genes (High-mobility group Protein I Isoform C) auf
Chromosom 10 vor (Bartke et al., 2001). Die Mutation der Linie SMA002 wurde auf
Chromosom 13 kartiert.

Daneben wird das Laron Syndrom beschrieben, welches beim Menschen einen
proportionierten Minderwuchs, der sich im Kindesalter manifestiert, herbeifiihrt. Die
Erkrankung beruht auf einer autosomal-rezessiven erblichen Mutation des GH-Rezeptors, die
zu einer absoluten GH-Resistenz und niedrigen IGF-I-Werten fiihrt. Das Laron Syndrom
Knockout-Mausmodell mit Inaktivierung des GHR/BP-Gens auf Chromosom 15
(http://www.jax.org) wurde als Sdugetiermodell hergestellt (Zhou et al., 1997; Coschigano et
al., 2000).

5.4 Klinische Chemie und Himatologie

Zur Abklidrung der Pathogenese der beiden Syndrome , Verhaltensinderungen* und
oreduziertes  Korperwachstum®  wurden  klinisch-chemische und  hidmatologische
Untersuchungen durchgefiihrt.

Zur Erfassung der Nierenfunktion wurden die Kreatinin- und Harnstoffkonzentrationen im
Plasma gemessen. Harnstoff ist das wichtigste stickstoffhaltige Abbauprodukt des
EiweiBstoffwechsels. Er wird in der Leber gebildet und durch glomeruldre Filtration mit dem
Urin ausgeschieden. Ein Teil des glomeruldr filtrierten Harnstoffes wird jedoch wieder
rliickresorbiert. Neben der Erhdhung des Harnstoffes weist ein Anstieg des Kreatinins auf eine
Niereninsuffizienz bzw. eine verminderte glomeruldre Filtrationsleistung hin. Die

Blutglukosebestimmung diente der Untersuchung des Kohlenhydratstoffwechsels.
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Die Bestimmung von Gesamtcholesterin und Triglyceriden wurde zur Lipidstoffwechsel-
diagnostik durchgefiihrt. Storungen des Fettstoffwechsels mit einem Anstieg der
Plasmalipidkonzentrationen werden bei Leber- und Nierenerkrankungen beobachtet. Bei der
Bestimmung der Enzymaktivititen bedeutet ein Anstieg iiber den physiologischen Bereich
immer eine erhebliche Zellschidigung. Da keines der intrazelluldiren Enzyme ausschlielich
organspezifisch ist, sind immer mehrere Enzyme zu untersuchen (Kraft, 1999).

Die mutanten Méiuse zeigten signifikante Erniedrigungen der Cholesterin-, Triglycerid-,
Gesamteiweil- und Kaliumkonzentration. Bei den anderen klinisch-chemischen und
hédmatologischen Parametern traten keine abweichenden Befunde von den Normalwerten auf.
In der Literatur beschriebene Untersuchungen verschiedener Mausstdmme zeigten, dass der
C3H-Stamm relativ hohe Cholesterinkonzentrationen besitzt (3 166 mg/dl, @ 126 mg/dl)
(Yamamoto et al., 1963) und ein eher unaktiver Mausstamm ist (Rogers et al., 1999). Studien
von Dunnington et al. (1977a, 1977b, 1981) an verschiedenen Mausstimmen und
Hybridtieren haben auflerdem gezeigt, dass der Cholesterinwert positiv mit dem
Korpergewicht sowie negativ mit der Aktivitdt korreliert ist. Ein entsprechender Befund war
auch bei der Mauslinie SMAO002 festzustellen. Die aktiveren mutanten Tiere, die sich durch
ihr stindiges Kratzen in steter Ruhelosigkeit befanden, wiesen einen niedrigeren
Cholesterinwert und ein niedrigeres Korpergewicht als die Wildtyp-Mause auf.

Eine niedrige Cholesterinkonzentration in Zusammenhang mit einer Reduktion der
Triglycerid- und Gesamteiweillkonzentrationen ist unter anderem bei Hyperthyreose
beschrieben (Loffler et al., 1995). Zur biologischen Relevanz der erniedrigten Cholesterin-
werte der mutanten Tiere ldsst sich feststellen, dass Mduse mit weit niedrigeren Cholesterin-
werten lebensfahig und fertil sind (Dunnington et al., 1981; eigene unpublizierte Daten).
Die GesamteiweiBkonzentration héngt in erster Linie vom Alter der Tiere und von der
Proteinaufnahme mit dem Futter ab (Wiesner & Ribbeck, 1991). Geringe Gesamteiweilwerte
konnen durch Mangelerndhrung bedingt sein, ebenso ursdchlich konnen Resorptionsstorungen
und Eiweillverluste bei Nierenerkrankungen sowie Synthesestérungen bei schweren
Leberschidden sein (Quimby, 1999). Kommt es hierbei zu einer Hypoproteindmie sind jedoch
klinische Symptome wie Odembildung und K&rperhdhlenergiisse vorhanden (Thomas, 1998).
Erniedrigungen der Kaliumkonzentration treten infolge von gastrointestinalen Stérungen, wie
Erbrechen und Durchfall, auf. Auch eine unzureichende Kaliumzufuhr und ein erhoéhter
Kaliumverlust iiber die Nieren (z.B. bei Diabetes mellitus) kdnnen zu Hypokalidmie fiihren.
Diese Verdnderungen der Plasmakaliumwerte verursachen neuromuskuldre Storungen. Bei

Hypokalidmie nimmt die neuromuskuldre Erregbarkeit ab und es kommt im Extremfall zur
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schlaffen Lahmung (Hartmann, 1994). Als kritischer unterer Grenzwert des Menschen und
wahrscheinlich auch bei Tieren wird ein Wert von 2,8 mmol/l angesehen. Geringere
Absenkungen von 5-10% sind beim Menschen symptomlos (Riley & Cornelius, 1999). Dem
zu Folge ist die Verdnderung in der Linie SMAO002 als unerheblich zu werten.

Aus den gewonnenen Ergebnissen wurde das Vorliegen einer Erkrankung der groBen
Organsysteme ausgeschlossen. Die erniedrigten Werte fiir die Parameter Cholesterin,
Triglyceride, Gesamteiweil und Kalium sind als Hinweis auf geringgradige
Stoffwechselunterschiede zu werten. Die Lebensfahigkeit und Fertilitdt der Tiere wird durch
diese Verdnderungen nicht maf3igeblich beeinflusst. Die Parameter, die im Vergleich zu C3H-
Stammzuchttieren bei beiden Gruppen der Linie SMAO002 gleichermallen verdndert waren,

sind als linienspezifisch anzusehen.

5.5 Kartierung der Mutation

Die Lokalisation der Mutation in der Linie SMA002 wurde auf Chromosom 13, 35-37 ¢cM
kartiert. Cheverud et al. (1996) und Brockmann et al. (2000) veroffentlichten QTLs, die das
Korpergewicht und Wachstum bei der Maus beeinflussen. Im Bereich der Kartierungsposition
der Mutation der Mauslinie SMAO002 wurden zwei QTLs identifiziert, die mit einer
Verianderung des Wachstums und/oder Korpergewichts in Zusammenhang stehen.

Der Sequenzbereich zwischen den beiden Mikrosatellitenmarkern mit der hochsten Kopplung,

D13Mit20 und D13Mit253, umfasst einen Bereich von 7,6 Mb mit 56 bekannten und 24

neuen postulierten Genen (www.ensembl.org, Stand Oktober 2003). Folgende Gene wurden
nach ihrer chromosomalen Lage und ihrer schon beschriebenen Funktion zur weiteren
Untersuchung ausgewihlt: Neurod3 (neurogenic differentiation 3), Pitxl (paired like
homeodomaintranscription factor 1), Gasl (growth arrest specific 1), Ntrk2 (neurotrophic
tyrosine kinase receptor type 2) und SMADS (Synonym MAD 5, mother against dpp).
Die Kandidatengene werden auf genomischer Ebene durch Sequenzierung und/oder durch
Expressionsanalyse untersucht.

Das weitere Vorgehen zur Identifizierung der Mutation umfasst die weitere Eingrenzung der
chromosomalen Lage. Zur Zeit sind weitere Mikrosatellitenmarker in der Feinkartierung im

Finsatz.
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5.6 Ausblick

Die phénotypische und genotypische Charakterisierung der Linie SMAO002 zeigte eine
gesteigerte Aktivitdt und Verhaltensdnderung bei heterozygot mutanten Tieren der Linie, die
wahrscheinlich mit einer Erh6hung des Grundumsatzes einhergeht. Die Wachstumsreduktion
war gekennzeichnet durch erniedrigte IGF-I- und erhohte IGFBP-2-Werte. Daneben trat eine
Erniedrigung der Stoffwechselparameter Cholesterin, Triglyceride, Gesamteiweil und Kalium
auf.

Die Mauslinie SMAO002 stellt somit ein neues, von den bereits beschriebenen Mausmutanten
abgrenzbares Modell fiir Wachstumsdefizit und Verhaltensdnderungen dar. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit sprechen dafiir, dass der mutante Phinotyp aufgrund eines
neurologischen Defekts kombiniert mit hormonell bedingten Stoffwechselstérungen zustande
kommt. Diese Linie eignet sich als potentielles Modell zur Aufdeckung von neuen
Funktionsweisen eines schon bekannten Gens bzw. zur Entdeckung eines noch
unbeschriebenen Gens im kartierten Bereich. Sollte die Kandidatengenanalyse nicht zum
Erfolg fiihren, wird eine umfassende Expressionsanalyse der im chromosomalen Bereich der
Mutation lokalisierten Gene mittels Mikroarray-Technik durchgefiihrt. Zur Verwendung der
Mauslinie SMA002 als Tiermodell fiir die beiden Komplexe ,,Verhalten* und ,,Wachstum*

sind weitere spezifische Untersuchungen des Phianotyps erforderlich.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die dominant vererbte Mutation in der Mauslinie SMAO002, welche
durch chemische Mutagenese mit Ethylnitrosourea induziert wurde, phénotypisch und
genotypisch charakterisiert. Die Untersuchung wurde an heterozygot mutanten Tieren, die auf
dem genetischen Hintergrund von C3H geziichtet wurden, durchgefiihrt. Die Mauslinie zeigte
die beiden Hauptsyndrome ,,Verhaltensinderungen und ,,reduziertes Kérperwachstum®. Der
abnorme Phinotyp zeigte in den mutanten Tieren aller untersuchten Generationen eine
vollstindige Penetranz. Das Hauptsyndrom ,,Verhaltensdnderungen wurde durch das
Auftreten einer gesteigerten Unruhe und von iibermédBigen Putz- und Kratzaktivititen
bestimmt. Die Putzaktivititen waren dabei um ein 5-faches gesteigert, beinhalteten aber nicht
immer den vollstindigen Ablauf aller Komponenten. Eine allergisch bedingte Ursache wurde
anhand der pathologischen Untersuchung der Haut und der Erhebung von immunologischen
Parametern ausgeschlossen. Die klinische Untersuchung der Tiere erbrachte einen
signifikanten Korpergewichtsunterschied, wobei die mutanten Miduse 2/3 des normalen
Korpergewichts von Wildtypkontrollen erreichten. Daneben zeigten die mutanten Tiere eine
signifikant geringere Nasenrumpfldnge und ein signifikant niedrigeres Karkassengewicht.
Durch die im Blut erhobenen hamatologischen und klinisch-chemischen Parameter wurde das
Vorliegen einer Organerkrankung von Nieren, Leber und Pankreas als Ursache fiir den
abnormen Phénotyp ausgeschlossen. Dieses Ergebnis wurde durch die pathologische
Untersuchung dieser Organe erhirtet. Die in den mutanten Tieren identifizierte Erniedrigung
der Cholesterin-, Triglycerid-, Gesamteiwei3- und Kaliumwerte deutet auf eine gesteigerte
Stoffwechsellage der Tiere und eine mdgliche hormonelle Stérung hin und ist durch
weiterfilhrende Untersuchungen abzukldren. In diese Untersuchung sollten auch die
festgestellten Verdnderungen im IGF-System einbezogen werden. Die Kartierung der
Mutation mit Hilfe von polymorphen Mikrosatellitenmarkern erbrachte die hochste Kopplung
der Mutation mit den Markern DI13Mit20 (35 c¢cM) und DI13Mit253 (37 cM) auf
Chromosom 13.

Der Phéanotyp dieser Mauslinie ist in der Literatur noch nicht beschrieben. Somit stellt die
Linie SMAO002 ein neues Tiermodell zur Untersuchung von Verhalten und Wachstum dar.
Dafiir ist in weiterfiihrenden Untersuchungen die Mutation zu identifizieren und der abnorme

Phénotyp durch spezifische Untersuchungen detailliert zu evaluieren.
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7 Summary

Phenotypic and genotypic characterisation of the ENU-induced mutant mouse SMA002

as an animal model for growth deficit and hyperactivity

This thesis describes the phenotypic and genotypic analysis of the dominant mutation in the
ENU-induced mutant mouse line SMA002. The results were derived from the analysis of
heterozygous mutant animals on the C3H genetic background. As the main phenotype of
SMAO002, an abnormal behavior combined with reduced body weight was revealed.

The mutant phenotype showed complete penetrance in all generations analyzed. Abnormal
behavior, as the most prominent phenotype was characterized by the occurrence of
restlessness and an increased grooming behavior. The grooming behavior was increased
fivefold but did not always contain all aspects of the standard repertoire. Pathological
examinations of the skin and the analysis of parameters of the immune system indicated that
this behavior was not caused by an allergic reaction. Clinical examination of the animals
revealed a significant difference in body weight between mutant and control littermates. The
body weight of the mutant animals was about 30% lower than control. In addition mutant
animals had a significant lower nose-rump length and a significant lower carcass weight.
Analysis of the peripheral blood for hematological and clinical chemical parameters as well as
subsequent pathological examinations excluded a kidney, liver or pancreas disease as the
potential cause of the abnormal phenotype. Decreased values for cholesterol, triglyceride,
total protein and potassium in the mutant animals referred to an increased metabolism and a
hormonal deviation in these mice. Furthermore, deviations of the IGF-system were found in
the mutants. Linkage analysis of the causative mutation was carried out by genome wide
polymorphic microsatellite marker analysis. The highest correlation for the mutation was
found with the markers D13Mit20 (35¢cM) and D13Mit253 (37cM) of chromosome 13.

This aberrant phenotype of the line SMAO002 has not yet been reported. Thus, SMA002
represents a novel mouse model for the analysis of abnormal behavior and growth defects.
Subsequent analysis will identify the exact mutation in the line. In addition, further analysis of
the phenotype will result in detailed information on the metabolism and hormonal regulation

of SMA002.
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9 Anhang

Tabelle 22:
Korpergewichtsmittelwerte mit Standardabweichung der SMA002-Nachkommen
aus der Erhaltungszucht (adult)

Alter (Wo) Geschlecht n Wildtypen n Mutanten Vergleich
MW =+ SD MW =+ SD der Gruppen
3 m 35 127+ 23 30 70+ 23 Ak
w 35 122+ 1.8 35 87+ 1.8 Ak
4 m 35 188+ 2.6 30 122+ 3.1 oAk
w 35 16.8+ 1.8 35 122+ 1.8 oAk
5 m 35 217+ 19 30 165+ 2.6 oAk
w 35 195+ 14 35 151+ 13 oAk
6 m 35 23.6+ 2.0 30 182+ 2.3 oAk
w 35 209+ 2.1 35 155+ 1.2 oAk
7 m 35 249+ 23 30 19.6+ 2.5 oAk
w 35 215+ 19 35 161+ 1.3 oAk
8 m 35 262+ 22 30 209+ 1.7 oAk
w 35 221+ 1.6 35 171+ 1.6 Ak
9 m 35 273+ 24 30 219+ 14 oAk
w 35 23.6+ 2.0 35 178+ 14 oAk
10 m 35 279+ 2.6 30 223+ 1.6 ok
w 35 243+ 23 35 182+ 1.6 oAk
11 m 35 289+ 3.0 30 228+ 1.7 oAk
w 35 248+ 24 35 188+ 1.7 ok
12 m 35 295+ 3.0 30 229+ 24 oAk
w 35 258+ 3.1 35 196+ 1.8 oAk
13 m 35 306+ 2.6 28 235+ 2.0 oAk
w 35 269+ 2.7 35 202+ 14 oAk
14 m 35 3.1+ 34 28 240+ 1.5 ok
w 35 269+ 2.6 32 203+ 1.7 Ak
15 m 35 315+ 34 28 245+ 1.7 Ak
w 35 279+ 29 32 208+ 1.7 oAk
16 m 35 319+ 3.6 28 248+ 1.7 oAk
w 35 294+ 35 32 212+ 19 oAk
17 m 35 33.0+ 3.8 27 250+ 14 oAk
w 35 299+ 39 32 214+ 1.7 oAk
18 m 35 33.6+ 39 27 253+ 1.6 oAk
w 35 303+ 3.6 32 217+ 1.8 oAk
19 m 35 33.8+ 3.8 25 256+ 1.7 oAk
w 35 309+ 42 28 21.8+ 2.0 oAk
20 m 35 346+ 4.0 25 258+ 19 Ak
w 35 320+ 39 27 221+ 19 Ak
21 m 35 352+ 3.7 25 260+ 19 oAk
w 35 324+ 47 27 221+ 2.1 HoHk
22 m 35 354+ 4.1 25 260+ 1.8 Ak
w 35 320+ 45 27 222+ 1.8 oAk
23 m 35 36.7+ 3.8 25 26.0+ 1.7 ok
w 35 33.0+ 43 27 223+ 2.1 *oEk
24 m 35 365+ 4.0 25 265+ 2.0 oAk
w 35 340+ 3.8 25 228+ 22 oAk
25 m 35 367+ 3.9 25 267+ 19 oAk
w 35 339+ 42 25 232+ 22 ok
26 m 32 37.1+ 4.0 24 267+ 19 ok
w 32 351+ 49 24 233+ 2.5 ok

E3

Wo: Lebensalter in Wochen; n: Anzahl; Gruppenvergleich t-Test: ~ p < 0,001.
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Tabelle 23:
Korpermafie und Organgewichte Hybridtiere
Korpermafle/ | Geschlecht| WT-Hybrid MUT-Hybrid MUT % KGW MUT % Korpermal3/
Organgewicht (n=11) (n=11) Organgewicht
(2) MW =+ SD MW =+ SD WT-Hybrid
Korpergewicht m 34,83 +£4,3° 27,50 +£0,7° - 80+ 8,93
w 24,34 £ 0,98 21,28 £0,96 - 88 + 6,54
Karkasse m 14,12 £ 1,5¢ 11,27 £ 0,4¢ 41 +1,08 81+8,72
W 10,04 £ 0,45 8,43 £0,26 40+ 1,61 84 +£4,93
Haut m 6,47 + 1,39 4,67 +0,28° 17+0,72 74 + 12,70
W 4,25+0,25 3,75+ 0,25 18 £0,99 89 + 8,84
Pankreas m 0,35+ 0,05b 0,29 + 0,02 1,1£0,10 83+12,42
W 0,25 £ 0,04 0,25+ 0,05 1,2+ 0,20 102 +£21,22
Milz m 0,09 + 0,02 0,08 +0,01° 0,3 +0,03° 92 +£15,81
W 0,08 £0,01 0,09 +0,01 0,4+0,22 124 +£35,33
Nieren m 0,56 £ 0,04° 0,46 = 0,02° 1,7 £0,06° 83+ 5,40
W 0,34 £ 0,02 0,29 £ 0,02 1,4+ 0,09 86+ 5,78
Nebennieren m 0,006 = 0,001° 0,007 +0,001° 0,03 = 0,004° 118 + 33,92
W 0,01 +£0,002 0,01 +£0,001 0,05 + 0,005 97 +£11,63
Leber m 1,72 +0,21¢ 1,43 £0,13¢ 52+0,55 84 + 6,38
W 1,18 £ 0,09 1,03 £ 0,04 4,8 +0,24 88 £ 9,40
Lunge m 0,16 +0,01 0,14+0,01° 0,5 + 0,02 90 + 6,88
W 0,14 £0,01 0,12+0,01 0,6 £ 0,06 91+7,75
Herz m 0,16 +0,02° 0,14 +£0,01° 0,5+ 0,03 91 £6,21
W 0,12 +£0,01 0,11 +£0,01 0,5+ 0,05 89+ 12,45
Thymus m 0,03 £0,01 0,03+0,01° 0,1 +0,02° 96 + 33,67
W 0,04 £0,01 0,04 = 0,00 0,2 +0,02 125 +£23,20
Speicheldriisen m 0,22+ 0,01° 0,19+0,01° 0,7 £0,02° 89+ 2,84
w 0,13 +£0,01 0,12 +0,01 0,6 +0,05 95 £ 3,66
Gehirn m 0,51 +0,01 0,48 £ 0,01 1,8 £0,04° 95+2,27
W 0,51 +0,01 0,48 £ 0,01 2,3+0,08 94 £ 4,34

n: Anzahl;*%¢ Geschlechtervergleich innerhalb der Gruppen; t-Test: *p < 0,05; bp <0,01; “p<0,001
n. s.= nicht signifikant; MUT: mutante Méuse, WT: Wildtyptiere, MW: Mittelwert, SD: Standardabweichung
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Tabelle 24:
Korpermafle und Organgewichte Erhaltungszuchttiere
Korpermafle/ | Geschlecht| WT- Erhaltung MUT-Erhaltung MUT MUT
Organgewicht (n=2) (n=2) % KGW %Korpermall/
(2) Organgewicht
WT-Erhaltung
Korpergewicht m 43,1 27,5 - 64
w 38,9 19,3 - 50
Karkasse m 16,56 10,96 57 66
w 14,76 7,37 38 52
Haut m 8,51 4,78 13 56
w 7,00 3,38 18 48
Pankreas m 0,2896 0,2727 1 94
w 0,2295 0,1623 0,9 71
Milz m 0,1156 0,0869 0,3 75
w 0,1461 0,0882 0,5 60
Nieren m 0,8057 0,5498 2 68
w 0,5652 0,2346 1,2 42
Nebennieren m 0,0058 0,0122 0,04 210
w 0,0064 0,0093 0,05 145
Leber m 1,9519 1,456 7.5 75
w 1,8879 1,0238 5,3 54
Lunge m 0,1789 0,1506 0,6 84
w 0,2521 0,1052 0,6 42
Herz m 0,1580 0,1082 0,4 68
w 0,1534 0,074 0,4 48
Thymus m 0,0193 0,0174 0,1 90
w - 0,036 0,2 -
Speicheldriisen m 0,2206 0,1284 0,5 58
w 0,1380 0,0689 0,4 50
Gehirn m 0,4744 0,4858 1,8 102
w 0,5345 0,4462 2,3 83

MUT: mutante Méuse, WT: Wildtyptiere; n: Anzahl
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Tabelle 25: Gesundheitstiberwachung (Health Monitoring)

Mikroben oder Einzelproben
(Specimen)

Viren

MHV

MVM

PVM

Sendai

Reovirus 3

GDV 11 (Theiler's) Virus
Rotavirus (EDIM)

Maus Adenovirus

K Virus

Maus Cytomegalie Virus
Ectromelia Virus

Hantavirus

LCM

Polyoma Virus

Maus Thymus Virus

LDV

Mycoplasmen

Mycoplasma pulmonis
Bakterien

Clostridium piliforme
Leptospira species
Rachen/Trachea/Lunge/
Caecum Bakteriologie
Bordetella bronchiseptica
Citrobacter freundii
Corynebacterium kutscheri
Pasteurella spp.
Streptobacillus moniliformis
Beta hamolysierende Streptokokken
Klebsiella pneumonia/oxytoca
Proteus spp.

Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Pneumocystis carinii
Yersinia pseudotuberculosis
Thyzzer's disease
Haarkleid/ Haut auf Ektoparasiten
Inhalt des Caecums auf Endoparasiten
Enteromonas species

Bemerkungen zur Bakteriologie:
regelmafig nachgewiesen/isoliert:
haufig nachgewiesen/isoliert:
gelegentlich nachgewiesen/isoliert:

(1-3 Tiere im Report-Zeitraum)

Test

ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
ELISA
IFA
ELISA
ELISA
IFA
Biochemisch

ELISA

ELISA
Mikroagglutination

Kultur/Bakteriologie
Kultur/Bakteriologie
Kultur/Bakteriologie
Kultur/Bakteriologie
Kultur/Bakteriologie
Kultur/Bakteriologie
Kultur/Bakteriologie
Kultur/Bakteriologie
Kultur/Bakteriologie
Kultur/Bakteriologie
Kultur/Bakteriologie
Kultur/Bakteriologie
Pathologie

Zeitraum Februar 01 April 01 Juli 01 October 01 Januar 02

Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Jahrlich
Jahrlich
Jahrlich
Jahrlich
Jahrlich
Jahrlich
Jahrlich

Quartal

Quartal
Jahrlich

Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal
Quartal

017
017
017
017
017
017
017
017
017

017

017

017
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
017
0/17
0/17
0/17
0/17
017
11mM7
117

017
017
017
017
017
017
017
017
017

017

017
017

017
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
017
0/17
0/17
0/17
0/17
017
117
117

0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
017
0/17
0/17
017
017

0/17

0/17
017

0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
017

E. coli, alpha hdmolysierende Streptokokken, Enterococcus
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus sciuri, Staphylococcus hyicus chromogens,
Staphylococcus epidermidis, Enterobacter cloacae
Enterobacter amnigenus, Brevundimonas vesicularis, Rhodococcus sp.,
Pantoea sp., Bacillus sp.

0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17

0/17

0/17

0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
317
0/17
0/17
0/17
0/17
0/17
117
11717

0/15
0/15
0/15
0/15
0/15
0/15
0/15
0/15
0/15

0/15

0/15

0/15
0/15
0/15
0/15
0/15
0/15
0/15
0/15
0/15
1/15
0/15
0/15
0/15
0/15
1/15
115
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