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Bestimmung des genetischen Hintergrunds von Mauslinien

Verschiedene Inzuchtstdmme und Substdmme enthalten bekannte und sehr wahrscheinlich noch eine Vielzahl
unbekannter Mutationen, die z.T. erheblichen Auswirkungen auf den Phdnotyp haben kénnen. Das
bekannteste Beispiel ist eine Deletion des Nnt-Gens beim weit verbreiteten Stamm C57BL/6JCrl, wogegen
andere Substimme von C57BL/6) diese Mutation nicht besitzen. Daraus ergibt sich, dass es beispielsweise bei
der Verwendung von C57BL/6 nicht ausreicht, lediglich auf den Zusatz ,J“ oder ,N“ zu verweisen. Sowohl ,,J“
und ,N“ besitzen mehrere Substdmme, die sich wiederum genetisch voneinander unterscheiden (JBomTac,
JOlaHsd, ICrl, JRj, JRccHsd, NTac, NCrl, NHsd, NRj).

Fir die Reproduzierbarkeit von Studien mit knock-out, knock-in oder transgenen Linien ist ein eindeutig
definierter genetischer Hintergrund unabdingbar. Bei der Erzeugung einer genetisch modifizierten Mauslinie
werden oft unterschiedliche Stamme einbezogen. Die anschlieBRende Rickflihrung auf einen definierten
genetischen Hintergrund erfolgt dann iber mehrere Riickkreuzungsgenerationen. Ein vorzeitiger Abbruch der
Riickkreuzung oder der Erhalt von Mauslinien aus anderen Forschergruppen werfen haufig die Frage auf, ob
und zu welchem Grad solche Tiere tatsachlich einen definierten genetischen Hintergrund besitzen.

Eine Antwort auf diese Frage kann die Bestimmung des genetischen Hintergrunds geben. Diese kann in zwei
verschiedene Stufen erfolgen: eine grobe Abschatzung des IST-Zustandes oder die detaillierte Genotypisierung
des Gesamtgenoms mit Hilfe von hochinformativen STR-Markern (Short Tandem Repeats, Mikrosatelliten).

Als optimale Losung bietet sich in beiden Fallen an, pro Mauslinie 3 Tiere zu analysieren, davon mindestens 2
Mannchen. Diese Anzahl ist normalerweise ausreichend, um sowohl den genetischen Hintergrund relativ zu
den kommerziell erhaltlichen Stammen und Substammen zu definieren, als auch die genetische Heterogenitat
innerhalb der Mauslinie zu bewerten.

1 Die kleine Variante: C57BL/6-spezifische Mutationen und Y-Haplotyp

Die ,kleine Variante” umfasst die Analyse von speziellen Mutationen, die charakteristisch fir C57BL/6 und
deren Substamme sind. Die Ergebnisse ermoglichen eine Zuordnung zu ,,J“ oder ,N“ sowie eine weiterfiihrende
Zuordnung zu Substammen. Ergdnzend wird der STR-Haplotyp flr das Y-Chromosom bestimmt, mit dem alle
Substamme von C57BL/6 voneinander unterschieden werden kénnen. Uber diesen Haplotypen kann man
prifen, ob die Mauslinie tatsachlich auch das korrekte Y-Chromosom besitzt.

Die Analyse C57BL/6-spezifischer Mutationen umfasst folgende Marker (siehe auch Abbildung 1):
- Mutation Crb1", liegt bei allen Substdmmen von C57BL/6N vor,
- Mutation DIP1606, zur Unterscheidung einzelner Substimme von C57BL/6N,
- Mutation DIP686, liegt bei allen Substammen von C57BL/6J vor,
- Mutation Nnt, spezifischer Marker fuir C57BL/6JCrl und C57BL/6JR;j,
- Mutation Sncal, spezifischer Marker fur C57BL/6JOlaHsd.
- Mutation Dock2, spezifischer Marker fir C57BL/6NHsd

Einen gemischten genetischen Hintergrund erkennt man daran, dass bei den C57BL/6-spezifischen Mutationen
heterozygote Loci festgestellt werden, bei denen sowohl das Allel des Wildtyps als auch die Mutante
nachweisbar sind. Hierbei kann es sich um einen gemischten Hintergrund zwischen C57BL/6 ,J“ und ,N“
handeln, oder um Gemische zwischen C57BL/6 und einem anderen Mausstamm bzw. eine Konstellation mit
allen drei Varianten.

Die Stiarke des Gesamtbefundes ist vor allem darin zu sehen, dass die Aussage hinsichtlich der C57BL/6-
spezifischen autosomalen Marker mit der Analyse von Y-chromosomalen STR-Loci verkniipft wird. Gerade
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letzteres erweist sich immer wieder als Fehlerquelle, da viele transgene Linien nach wie vor das Y-Chromosom
des urspriinglichen Donorstammes besitzen. Mauslinien, bei denen ein komplettes Chromosom ausgetauscht
vorliegt, werden in der Genetik als consome Stamme bezeichnet. Das Vorhandensein eines falschen Y-
Chromosomes ist nicht nur ein ,Schonheitsfehler”, sondern kann zu erheblichen phanotypischen Auswirkungen
bei nachfolgenden Generationen fiihren, die von der Haufigkeit und Intensitdt konventionellen genetischen
Effekten dhneln kbnnen (Transgenerationseffekte, siehe Nelson et al., 2010. Epigenomics 2(4) 513-521).

Abbildung 1: Analyseschema fiir die Zuordnung zu Substammen von C57BL6

Crb1™ DIP 686 DIP 1606 Nnt Snca Dock2
wt mut wt mut | wi mutl mut2]| wt mut wt mut wt mut
C57BL/6N X X X X X x NTac, NRj
X X X X X X NCrl, NTjl
X X X X X x |NHsd
C57BL/6) X X X x | x X icrl, JIRj, JTjl
X X X X X X 10laHsd
x x X x x X JBomTac, JRecHsd
| X | | X | | X | | | X | | X | | X ‘ |non-C57BL}6

I:lallele detected
I:Iallele not detected

Es wird darauf hingewiesen, dass die Analyse der C57BL/6-spezifischen Mutationen lediglich ein Abbild Gber
den genetischen Zustand der entsprechenden genomischen Regionen der Chromosomen 1, 6, 11, 13 und 16
ergibt. Aussagen Uber andere Chromosomen oder fiir andere Bereiche auf den genannten Chromosomen
kénnen nicht getroffen werden. Eine Abschatzung des mengenmaRigen Anteils an fremder DNA ist ebenfalls
nicht moglich. Fiir viele Situationen ist eine solche Aussage dennoch vollig ausreichend.

Ist jedoch ein Gesamtiberblick (ber alle chromosomalen Bereiche notwendig, einschlieflich einer
zahlenmaRigen Bewertung, so empfiehlt sich die komplette Genotypisierung des Gesamtgenoms mittels STR-
Marker — die ,,grofle Variante”.

2 Die groRe Variante: Genotypisierung mittels STR-Marker

Die Genotypisierung des Gesamtgenoms basiert auf der Analyse von 230 - 250 STR-Markern (Short-Tandem-
Repeats, Mikrosatelliten), die in regelmaRigen Abstinden Uber alle Chromosomen verteilt vorliegen. Die
Selektion unserer STR-Marker erfolgte unter dem Aspekt der bestméglichen Unterscheidung zwischen nahe
verwandten Substdammen. Zusatzlich erfolgt die Analyse der C57BL/6-spezifischen Mutationen und die
Bestimmung des Y-chromosomalen Haplotyps.

Inzuchtstaémme der Maus sind weitestgehend homozygot. Fiir jeden Marker kann daher das spezifische Allel
bestimmt werden, welches typischerweise bei einem konkreten Stamm bzw. Substamm vorhanden ist. Diese
sog. Consensus-Allele sind in einer Datenbank hinterlegt. Substdmme von C57BL/6 weisen zwischen ,J“ und
,N“ bei mehr als 120 STR-Loci unterschiedliche Allele auf. Zwischen unterschiedlichen Inzuchtstimmen der
Maus betragt die die Anzahl an informativen Markern ca. 200.

Die im Ergebnis der Genotypisierung gewonnenen Analysedaten werden mit den Consensus-Allelen der
verschiedenen Stamme und Substdmme abgeglichen. Als weiteres Bewertungskriterium wird die
Anwesenheit/Abwesenheit von C57BL/6-spezifischen Mutationen einbezogen. Auf dieser Basis ergibt sich ein
Gesamtbild, welches die Grundlage fiir die Zuordnung einer Probe zu einem Stamm/Substamm darstellt und
eine zahlenmaRige Bewertung des mengenmaRigen Anteils an ,fremder DNA” ermdglicht.
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3 Kombinierte Variante (empfohlen)

Pro zu testenden Stamm/Linie wird DNA von insgesamt 3 Tieren untersucht, von denen mindestens zwei
mannlich sein sollten. Zwei der DNA-Proben werden analog der kleinen Variante analysiert und eine DNA-
Probe entsprechend der groRen Variante.

Die im Ergebnis der Genotypisierung gewonnenen Analysedaten werden mit den Consensus-Allelen der
verschiedenen Stamme und Substdamme abgeglichen (1 Probe). Als weiteres Bewertungskriterium wird die
Anwesenheit/Abwesenheit von C57BL/6-spezifischen Mutationen einbezogen (alle 3 Proben). Auf dieser Basis
ergibt sich ein Gesamtbild, welches die Grundlage fir die Zuordnung einer Probe zu einem Stamm/Substamm
darstellt und eine zahlenmaRige Bewertung des mengenmaRigen Anteils an ,fremder DNA“ erméglicht.

4 Untersuchungsmaterial und Kosten

Als Proben kdnnen Biopsien der Schwanzspitzen, Ohrstanzen oder auch bereits extrahierte DNA zugesandt
werden. Die Analyseergebnisse erhalten Sie in der Regel innerhalb von 10 Tagen.

Fir die Bestimmung der C57BL/6-spezifischen Mutationen und der STR-Marker fiir das Y-Chromosom (,kleine
Variante”) berechnen wir 60,- € je Probe. Im Preis sind die Kosten fir die DNA-Extraktion bereits mit
inbegriffen.

Flr die vollstdndige Bestimmung des genetischen Hintergrunds eines einzelnen Tieres mit 250 STR-Markern
(,groRe Variante“) berechnen wir 250,- € pro Tier. Ab 10 Tieren rdumen wir fur diese Untersuchungen einen
Rabatt von 10% ein.

Flr die Bestimmung von 3 DNA-Proben mit der empfohlenen kombinierten Variante berechnen wir 350,- €.

Alle Preise verstehen sich zuziglich der gesetzlichen Mehrwertsteuer von 19%. Sollten Sie sich fiir eine

bestimmte Variante der Genotypisierung interessieren, so wirden wir anhand konkreterer Angaben einen
entsprechenden Kostenvoranschlag erstellen.
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