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Was wir von transgenen Mausen
Uber unsere integrativen Korperfunktionen

lernen k6nnen

__Einfuhrung

" r ber die Aussagekraft von transgenen
U Tieren fur den Erkenntnisgewinn von
biologischen Funktionen am intakten
Organismus wird im Vorfeld der Genschutzinitia-
tive sehr ausfuhrlich, aber auch sehr kontrovers
diskutiert. Vor allem wird immer wieder die
Frage aufgeworfen, ob die Ergebnisse, die sich
mit solch transgenen Tiermodellen gewinnen las-
sen — und hier sind vor allem Méause gemeint, da
sie am haufigsten im Labor verwendet werden -,
auf den Menschen Ubertragbar sind. Da viele Le-
bensvorgange bei den Labortieren sehr ahnlich
ablaufen wie beim Menschen, lautet die Antwort
grundsatzlich «ja». Ob dies fur den Einzelfall
vollumfanglich zutrifft, muss jeweils sorgfaltig
abgeklart werden.

In der folgenden kurzen Abhandlung wird
anhand von einigen Beispielen aufgezeigt, dass
eine Wechselwirkung zwischen Zellen, Organen
und Organsystemen stattfindet, welche die kom-
plexen Reaktionen des Gesamtorganismus Uber-
haupt erst moglich machen. In der Fachsprache
bezeichnet man das Wechselspiel der normalen
Korperfunktionen als «integrative» Physiologie
und im Krankheitsfalle als Pathophysiologie. Erst
die Analyse solcher Funktionszusammenhange
fuhrt dann zu aussagekraftigen Erkenntnissen
fur den Menschen, die z.B. an isolierten Zellkul-
turen oder gar durch Computersimulationen kei-
nesfalls vollstandig gewonnen werden kénnen.

Bevor diese Aussage durch einige Beispiele
beleuchtet und untermauert wird, soll dargelegt
werden, was man sich unter transgenen Tieren
vorzustellen hat. Es sei darauf hingewiesen, dass
die Mause im Labor unter streng kontrollierten
Bedingungen leben, die durch das jeweilige kan-
tonale Veterinaramt Giberwacht werden. Der be-
weiskraftigste Test zur Bestimmung der Funktion
eines Genproduktes besteht darin, das entspre-

chende Gen in einen Gesamtorganismus einzu-
schleusen oder aber es zu inaktivieren. Danach
wird beobachtet, welcher biologische Effekt
durch diese Genveranderung hervorgerufen
wird. Im Idealfall sollte das normale Gen durch
ein abgewandeltes Gen ersetzt, ausgetauscht
oder inaktiviert werden, damit dann die Funk-
tion des veranderten Genproduktes, also eines
Eiweisses, untersucht werden kann. Diese Vorge-
hensweise, die, wie wir noch sehen werden, zu
erstaunlichen neuen Erkenntnissen gefiihrt hat,
klingt einleuchtend und einfach, in der Durch-
fuhrung ist die Sache jedoch sehr viel kompli-
zierter. Wenn namlich ein Stlick DNS (Desoxyri-
bonukleinsdure = Erbmaterial), welches den zu
untersuchenden Genabschnitt enthalt, in die be-
fruchtete Eizelle eines Saugetiers durch Mikroin-
jektion eingefuhrt wird (Abb. 1), baut sich dieses
veranderte Genfragment im Erbgut (Genom) ein.
In etwa 10 bis 30 Prozent der mikroinjizierten Ei-
zellen wird erfahrungsgemass der modifizierte
Genabschnitt fest in das Genom integriert. Ziel
ist es, dass dieses neue Gen uUberexprimiert und
dauerhaft an die Nachkommen vererbt wird.
Mause, die auf diese Weise selektioniert und ge-
zuchtet wurden, werden als «klassische» trans-
gene Mause beziehungsweise transgene Tiere
bezeichnet. Eine weitere Methode zur Untersu-
chung der Genfunktion wird im néachsten Ab-
schnitt besprochen.

Die knock-out Maus

Direkte Gen-Austausche oder auch die In-
aktivierung eines ganz bestimmten Gens (Fach-
ausdruck: knock-out Mause) werden durch auf-
wendige Labormethoden selektioniert und
gezuchtet. Ein DNS-Abschnitt, welcher die
gewlnschte genetische Veranderung (Muta-
tion) enthélt, wird zunéchst in eine spezielle
Linie von undifferenzierten (pluripotenten)
embryonalen Stammzellen gebracht, welche
zeitlich unbegrenzt in Kultur wachsen. Wie es
im Zellkern zu einem Austausch des im Erbgut
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Erzeugung von transgenen Mausen und von Mausen, die durch gezielte Ver-
anderung der Erbinformation (homologe Rekombination) gewonnen werden.
Linker Teil: Das geénderte Gen (Transgen) wird in den mannlichen Vorkern
injiziert, da er grosser und leichter zu erreichen ist als der weibliche.

Eine gewisse Anzahl injizierter DNS-Fragmente (Transgene) wird in das Erbgut

(Genom) der Maus eingebaut (integriert).

Rechter Teil: Das gewunschte DNS-Konstrukt wird in einige undifferenzierte
(pluripotente) embryonale Stammzellen, die aus der inneren Zellmasse (IZM)
von Blastozysten etabliert worden sind, eingefihrt. Nach Selektion werden
diejenigen Zellen, in denen der gewiinschte Gen-Austausch stattgefunden hat
(sog. homolog rekombinierte Zellen), in eine Empféangerblastozyste injiziert.
Die Verwendung von embryonalen Stammzellen von einem sog. Agouti Maus-
Stamm (beige Haarfarbe) und einer Empfangerblastozyste von einem Maus-
Stamm mit schwarzer Haarfarbe, fihrt zu den sog. Mosaikmausen (Chiméaren)
mit zweierlei Haarfarben. (Fur weitere Einzelheiten siehe Text).

vorhandenen DNS-Abschnittes mit dem uber-
einstimmenden (homologen), neueingeflhrten
Gegenstick kommt, ist bis heute noch nicht
restlos geklart. Dieser Vorgang wird in der
Fachsprache als «homologe Umlagerung» (Re-
kombination) bezeichnet. Nach einer Vorselek-
tion werden die wenigen Zellkolonien, in denen
die genetischen Rekombinationsmechanismen
im Genom einen Gen-Austausch verursacht ha-
ben, mit Hilfe einer speziellen Nachweismethode
identifiziert und danach in einen noch jungen
Embryo (Blastozystenstadium) injiziert (Abb. 1).
Diejenigen Mause, die das veranderte Gen in
ihrer Keimbahn integriert haben (Chimaren),
erzeugen bei der Weiterziichtung weibliche und
mannliche Nachkommen, die jeweils hetero-
zygot bezlglich des veranderten Gens sind.
Heterozygot bedeutet, dass die so gewonnenen
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zelner Gene betreffen, auf
zellularer Ebene mit Zell-
kulturmodellen angegangen
werden kdnnen, muss man
sich doch immer wieder vor
Augen fihren, dass ein Gen
oder ein im Zusammenspiel
wirkender Genverband im
Laufe der Evolution ent-
wickelt wurde, um im Ge-
samtorganismus zu wirken.
Dies heisst wiederum, dass
ein Gen seine Wirkungen im
gesamtheitlichen Funktions-
verbund austbt. Aus diesem Grund kann ein Gen
also auch nicht als «Minimalbaustein» angese-
hen werden, sondern es muss immer berucksich-
tigt werden, dass seine Funktion oder seine
Funktionen — und dies sei hoch einmal betont —
nur im «Gesamtzusammenhang», d.h. am intak-
ten Organismus, vollstandig untersucht werden
kdnnen. Die Gultigkeit dieser Aussage ist durch
zahlreiche Beispiele belegbar, wobei zunachst
einige allgemeine physiologische Organ- und Re-
gulationssysteme aufgezahlt werden sollen, die
von der Natur der Sache her eben nicht in Zell-
kulturmodellen untersucht werden kénnen: Blut-
druckregulation (Organdurchblutung; Umvertei-
lung des Blutes z.B. bei korperlicher Belastung);
Nierenfunktion (Harnaufbereitung, Regulation
des Salz-Wasserhaushaltes); Atmungsregulation
(Lungenmechanik, Mehratmung, Lungenrefle-



xe), Temperaturregulation inkl. Fieberzustande;
Verdauung (Kauen, Schlucken, Darmbeweglich-
keit); Fortpflanzung und Schwangerschaft; die
vielfache Wechselwirkung hormoneller Systeme
zur Aufrechterhaltung angepasst-integrativer
Korperfunktionen oder auch die koordinierten
Leberfunktionen.

Diese Vielzahl von ineinandergreifenden Re-
gelmechanismen kann durch transgene Tiermo-
delle in ihrer Komplexitat derzeit noch nicht rest-
los aufgeklart werden. Dennoch gibt es eine
Anzahl von Beispielen, die im folgenden kurz
dargelegt werden sollen, um aufzuzeigen, dass
weiterfuhrende und richtungsweisende Erkennt-
nisse mit transgenen Tieren gewonnen werden
konnten.

__Erkenntnisgewinn aus genveranderten
Tiermodellen

Bis heute sind mehr als 20’000 transgene
Mause beschrieben worden, von denen im fol-
genden einige ausgewahlte Beispiele naher aus-
gefuhrt werden sollen:

i) Uberexpression eines Fettstoffwechselenzyms fiihrt zu

hohen Lipoproteinkonzentrationen und zur Atherosklerose.

Unter Atherosklerose versteht man die der
Arteriosklerose zugrundeliegende Veranderung
der Innenschicht (Intima) und der mittleren
Schicht (Media) der Arterienwand. Sie wird her-
vorgerufen durch die Einlagerung fettiger Mas-
sen (Cholesterin, Fettsauren, spater Kalkeinlage-
rungen), schliesslich gefolgt von Einengung der
Gefasse und evtl. auch Durchbruch in die Gefass-
lichtung (atheromattses Geschwir). Bestimmte
Patientengruppen haben in ihrem Blut erh6hte
Konzentrationen eines Fette transportierenden
Plasmafaktors, der in pathologisch veranderter
Form zu einer verstarkten Atherosklerose fuhrt
(s.u.). Dieser Faktor ist das HDL (engl. Abklrzung
fur High Density Lipoprotein). In einem kurzlich
entwickelten transgenen Mausmodell konnte die
menschliche Form eines Enzyms Uberexprimiert
werden, die Lezithin-Cholesteryl-Acyltransferase
(LCAT), welche bei der Modulation der Plasma
HDL-Funktion und -Konzentration eine wichtige
Rolle spielt. Dieses Enzym wird vor allem in der

Leber gebildet und ist im Plasma hauptsachlich
mit HDL assoziiert. Das Enzym ist notwendig fur
die Freisetzung von Cholesterin aus HDL und fir
dessen Transport zurlick zur Leber, wo es dann
weiterverarbeitet wird.

Dieser Rucktransport von Cholesterin in die
Leber stellt wahrscheinlich einen wichtigen Me-
chanismus dar, durch welchen das Lipoprotein
HDL die Entstehung der Atherosklerose beein-
flusst, jedoch sind die genauen pathobiochemi-
schen Zusammenhéange noch weitgehend unge-
klart. Eine Uberexpression des Enzyms LCAT in
transgenen Mausen resultierte Uberraschender-
weise zur verstarkten Bildung von abnormem
HDL, was wiederum den normalen Cholesterin-
transport in die Leber beeintrachtigt. Diese pa-
thobiochemische Veranderung fuhrt schliesslich
Zu einer ausgepragten Atherosklerose. Studien
an transgenen Mausen zeigen, dass Mechanis-
men, die zu einer Ubernormalen Erhéhung von
verandertem HDL fihren, zur Entstehung der
Atherosklerose wesentlich beitragen. Aus diesem
Grund stellen diese neuen, an transgenen Mau-
sen gewonnenen Erkenntnisse einen wichtigen
Beitrag zum Verstandnis und zur moglichen The-
rapie derjenigen Form von Atherosklerose dar,
die durch ein abnormes Lipoprotein, in diesem
Fall das HDL, hervorgerufen wird.

Ii) Teilaspekte der Alzheimer’schen Erkrankung: Was kén-

nen transgene Mé&use an neuen Erkenntnissen beitragen?

Die sog. Amyloidose besteht in einer Storung
des Eiweiss-Stoffwechsels, wobei kdrpereigene
Eiweisse, die normalerweise in geloster Form vor-
liegen, in Geweben abgelagert werden, und
zwar in abnormen, unléslichen Proteinstrangen,
die sowohl strukturelle als auch funktionelle
Stoérungen verursachen. Alle erworbenen und
vererbten Formen der systemischen Amyloidose,
welche die meisten Kdrpergewebe betreffen, en-
den meist todlich. Werden die Amyloidstrange
im Gehirn abgelagert, so entsteht die Alzhei-
mer’sche Erkrankung, eine schwammartige «Ge-
hirnerweichung». Die Amyloidstrange kdnnen
aus verschiedenen Eiweissen entstehen und sind
widerstandsfahig (resistent) gegen Eiweiss-ab-
bauende Enzyme (Proteinasen). Es gibt zahlrei-
che Hinweise dafir, dass diese Amyloid-Fibrillen
an der Amyloidose ursachlich beteiligt sind. Ein



weiteres wichtiges biochemisches Kennzeichen
aller Amyloidose-Formen ist die Anlagerung ei-
nes normalen Plasmaproteins an diese Fibrillen,
welches den Namen Serum Amyloid P-Kompo-
nente (SAP) erhalten hat.

Aus friheren Untersuchungen ist be-
kannt, dass SAP die Amyloid-Fibrillen stabilisiert
und somit zu einem schnelleren Fortschreiten der
Amyloidose-Erkrankung fuihren kann. Diese An-
nahme wird durch die Beobachtung unterstitzt,
dass bei Mausen und Hamstern eine hochsignifi-
kante, positive Korrelation zwischen den zirku-
lierenden SAP-Konzentrationen und der Ent-
wicklung der Amyloidose besteht. Bei Mausen, in
denen das SAP-Gen gezielt ausgeschaltet wurde
(SAP knock-out Mause), konnte die Ablagerung
von Amyloid verzdgert werden. Weitere Versu-
che zeigten, dass der pathobiochemische Beitrag
zur Amyloid-Erkrankung beim Menschen sogar
noch bedeutsamer ist als bei der Maus. Da SAP in
allen Amyloid-Ablagerungen vorhanden ist,
einschliesslich derjenigen, die bei der Alzheimer-
Krankheit vorkommen, ist eine ursachliche Be-
teiligung von SAP flr die Pathogenese der Amy-
loidose sehr wahrscheinlich. Aufgrund der
Tatsache, dass die Hemmung der Anlagerung von
SAP an die Amyloid-Fibrillen die Amyloid-Ab-
lagerung signifikant verzogert, erdffnet eine
therapeutische Hemmung von SAP in vivo neue
mogliche therapeutische Zugéange, die zwar die
Alzheimer’sche Erkrankung wohl nicht heilen,
aber doch verzégern konnen. Dies bedeutet
sicher einen klinischen Vorteil und eine deut-
lich verbesserte Lebensqualitat fur die betroffe-
nen Patienten/innen.

iii) Neuigkeiten zum Prozess der Wundheilung

Nach einer mechanischen Verletzung werden
zahlreiche Vorgange aktiviert, wie z.B. die Akti-
vierung von Blutplattchen, welche zu einem er-
sten Wundverschluss fuhren, die plasmatische
Blutgerinnungskaskade, die Neubildung von ver-
letzten Gefassen (Angiogenese), die Einwande-
rung von Abwehrzellen oder die Neubildung von
Bindegewebszellen (Fibroblasten). Die endgul-
tige Abdeckung, z.B. einer verletzten Hautstelle,
geschieht durch die Vermehrung von sog. Kerati-
nozyten, derjenigen Zellen also, die in ihrer Ge-
samtheit die Oberhaut (Epidermis) bilden. Seit

langer Zeit wurde vermutet, dass ein Plasmafak-
tor, das Plasminogen, die geschadigte Bindege-
websmatrix («Kittsubstanz» des Gewebes) der
Lederhaut (Corium) im Verlauf der Wundheilung
auflost, um so den Keratinozyten «Platz zu schaf-
fen», welche die Wunde endgultig verschliessen.
Jedoch konnte diese Annahme nicht schlussig be-
wiesen werden, bis es gelang, das Gen, welches
fur Plasminogen kodiert, in der Maus zu inakti-
vieren. Zusatzlich sei noch erwahnt, dass auch die
Angiogenese, die Einwanderung von Abwehrzel-
len, sowie die Neubildung von Bindegewebszel-
len eine Aktivierung des Plasminogensystems zu
beno6tigen scheinen.

Es zeigte sich, dass die Heilung einer Verlet-
zung bei diesen Mausen vermindert ist, wahr-
scheinlich, weil die mangelnde Auflésung der
zwischen den Bindegewebszellen gelegenen
«Kittsubstanzen» gestort war und so eine Aus-
breitung der Keratinozyten und andere Wund-
heilungsvorgange verhindert wurden. Die thera-
peutischen Ansatze, die sich aus diesen
Versuchen ergeben, beziehen sich auf eine ganze
Anzahl von pathologischen Vorkommnissen: So
ist es durchaus denkbar, dass die Anwendung
von Plasminogen bei Krankheiten, die im weite-
sten Sinn als Verwundung aufgefasst werden
kdnnen, einen positiven, d.h. heilenden Effekt
hat. Hierzu gehoren die oben beschriebene
Atherosklerose, die entziindliche Dickdarmer-
krankung (Colitis) oder die Hautentzindung
(Dermatitis), Erkrankungen, welche alle mit
schweren Gewebeschaden einhergehen. Auch
an diesen Beispielen zeigt sich, dass transgene
Tiermodelle nicht nur fur die krankheitser-
zeugende (pathogenetische) Aufklarung eines so
alltaglich erscheinenden Vorkommens wie der
Wundheilung entscheidende neue Erkenntnisse
vermitteln, sondern auch fir die Therapie von
schweren Krankheiten hoffnungsvolle Ansatze
bieten.

Iv) Der Tumornekrose-Faktor als unerwarteter Schutzme-

chanismus bei Minderdurchblutung des Gehirns.

Gehirnverletzungen, wie sie bei Schlaganfal-
len oder einer Schadelverletzung auftreten, ver-
ursachen einen dramatischen Anstieg des sog.
Tumornekrose-Faktors (TNF), jedoch ist die Rolle
dieses Faktors bei Gehirnverletzungen unklar.



TNF gehort zu einer Familie von sog. Zytokinen,
die meist in der unmittelbaren Néhe ihres Bil-
dungsortes spezifische Wirkungen entfalten. Die
Bildung von TNF wird durch verschiedene Sub-
stanzen angeregt, wie z.B. Wachstumsfaktoren
(Mitogene) oder Entztindungssubstanzen, zu de-
nen die Interleukine 1 und 2 sowie das bekannte
Interferon gehoéren. Nach Bildung und Freiset-
zung von TNF in vielen Gehirngebieten bindet
diese Substanz an spezifische «Andockstellen»
(Rezeptoren), die ihrerseits intrazellulare bioche-
mische Signalwege aktivieren. Die Auswirkungen
dieser Rezeptor-Bindung in vivo sind aber noch
keineswegs vollstandig aufgeklart, vor allem
nicht unter Bedingungen einer Minderdurchblu-
tung des Gehirns.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden wie-
derum knock-out Mause erzeugt, denen die
beiden in vivo vorkommenden TNF-Rezeptoren
fehlen, sodass dieses Zytokin seine zellulare Wir-
kung nicht entfalten kann. Die so veranderten
Tiere verhielten sich in samtlichen Verhaltensver-
suchen unauffallig, woraus der Schluss gezogen
werden kann, dass die Lernfahigkeit und die Ge-
dachtnisfunktion sowie die zerebralen, bioche-
mischen Ubertragungssysteme bei diesen gen-
veranderten Tieren normal sind. Wurde jedoch
die Durchblutung einer Gehirnarterie einge-
schrankt, was beim Menschen einer lokalen
Mangeldurchblutung des Gehirns entspricht, so
ergaben sich bei den Tieren mit inaktivierten
TNF-Rezeptoren weit ausgepragtere Schaden als
bei den Kontrolltieren. Diese Daten liefern einen
direkten Hinweis fur die Schutzfunktionen von
Nervenzellen durch TNF in vivo bei der zere-
bralen Mangeldurchblutung. Dartber hinaus
konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass ein
sehr &hnlicher neuronaler Schutzeffekt durch
TNF auch in organspezifischen Gewebsschnitten
von einem besonders empfindlichen Gehirnab-
schnitt, dem Hippokampus, nachweisbar war.

Die Mechanismen, die diesem TNF-induzier-
ten «Selbstschutz» zugrunde liegen, sind noch
nicht vollstandig aufgeklart, jedoch scheint hier-
bei eine stabilisierende Rolle des intrazellularen
Calcium-Haushaltes eine wichtige Rolle zu spie-
len, da TNF die Bildung eines Calcium-bindenden
Proteins, des Calbindins, in den Zielzellen anregt.

Bezlglich der therapeutischen Konsequenzen
der geschilderten Ergebnisse lasst sich hervorhe-
ben, dass das Gehirn einen «eingebauten»
Schutzmechanismus besitzt, der die Folgen einer
Minderdurchblutung reduziert. Ob und wie arzt-
licherseits dieser Schutzmechanismus noch ver-
starkt werden kann, ist derzeit noch unklar, doch
zeigt sich einmal mehr, dass in vivo Untersuchun-
gen an genveranderten Tieren ausserst wertvolle
Einblicke in die Physiologie und Pathophysiolo-
gie liefern.

__Schlussbemerkung

Die oben dargestellten, erfolgversprechen-
den Ansatze waren nicht mehr mdoglich, wenn
durch die Annahme der Genschutzinitiative die
Selektion, Zucht und Weitergabe von transgenen
Mausen verboten wirde, da dieser methodische
Zugang von weitreichender Bedeutung flr die
Zukunft der biologisch-medizinischen Wissen-
schaften ist.
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