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Methode zur Erzeugung gentechnisch
veranderter Mausstamme:

Mit dem neuen retrogenen Verfahren
sollen erstmals B-Zell-retrogene Maus-
stamme entstehen, um mit ihrer Hilfe die
Funktion von B-Lymphozyten bei G6PI-
induzierter RA aufzuklaren

Die rheumatoide Arthritis (RA) des Men-
schen ist wahrscheinlich die Folge einer
Attacke des Immunsystems auf korper-
eigene EiweiBe. Weder die Zielproteine
(Autoantigene) noch die genaue Rolle
bestimmter Zellpopulationen der weiBen
Blutkorperchen (der sogenannten Lym-
phozyten) sind bei dieser Erkrankung
bekannt. In diesem Projekt wurde ein
Mausmodell entwickelt, bei dem die Aus-
I6sung einer systemischen Immunantwort
gegen das EiweiB Glukose-6-Phosphat-
Isomerase (G6PI) zu einer, der RA sehr
ahnlichen Gelenkentziindung fihrt. Es ist
bereits bekannt, dass B-Lymphozyten fir
die Arthritisentstehung in diesem Modell
notwendig sind. Wie bei der RA im Men-
schen ist auch in diesem Mausmodell
nicht bekannt, welche Funktion diese Zel-
len libernehmen. B-Lymphozyten kdnnen
einerseits Antikorper produzieren und an-
dererseits Uber die Prasentation von Anti-
genen an der Aktivierung von T-Lympho-
zyten beteiligt sein. Die Aufklarung der
Rolle von B-Lymphozyten im Tiermodell
kann zur Entwicklung verbesserter B-Zell-
gerichteter Therapien der RA beitragen.

Zur Analyse, welche der Funktionen von
B-Lymphozyten tatsachlich fiir die Ent-
stehung der Arthritis im Tiermodell not-
wendig sind, bendtigt man gentechnisch
veranderte Mausstamme, bei denen ganz
gezielt bestimmte Funktionen der B-Zel-
len aktiviert oder ausgeschaltet sind. Nor-
malerweise wird zur Erzeugung solcher
gentechnisch veranderten Mause das
genetische Material in befruchtete Eizel-
len eingebracht, die dann in eine schein-
trachtige Ammenmutter implantiert wer-
den. Dieses Verfahren ist sehr zeit- und
kostenintensiv. Da alle Zellen des Immun-
systems aus dem Knochenmark entste-
hen und nur Zellen des Immunsystems
gentechnisch verdndert werden sollen,
wird das Knochenmark normaler Mause
durch  gentechnisch veréndertes Kno-
chenmark ersetzt. Aus diesem transplan-
tierten, gentechnisch veranderten Kno-
chenmark gehen dann die Immunzellen
mit den gewlinschten Eigenschaften her-
vor. Dieses Verfahren hat gegentber den
herkommlichen Methoden den Vorteil,
dass es viel schneller und damit zeit- und
kostensparend ist. Die Einschleusung des
genetischen Materials in das Knochen-
mark soll Uber rekombinante (mittels
gentechnischer Verfahren in vitro neu
zusammengesetzter) Retroviren erfolgen.
Daraus leitet sich auch die Bezeichnung
(Retroviral transgen = Retrogen) dieser
Methode ab.

Dieses Verfahren ist bislang noch nicht
fur die Manipulation von B-Lymphozyten,
sondern ausschlieBlich fiir die Antigen-
Rezeptoren von T-Lymphozyten verwen-
det worden. Ziel des Projektes ist es da-
her, weltweit erstmals diese Methode fiir
die Erstellung B-Zell-retrogener Mause zu
verwenden. Um den Beweis zu erbringen,
dass es prinzipiell moglich ist, B-Zell-
retrogene Méause zu generieren, werden
zur Zeit retrogene Mause erzeugt, die
gezielt so manipuliert wurden, dass sie
Antikorper gegen ein fir T-Zellen charak-
teristisches Oberflachenmolekiil (CD4)
bilden. Es ist zu erwarten, dass in diesen
Mausen die T-Zellen, welche dieses Ober-
flachenmolekdil tragen, eliminiert oder in
verminderter Anzahl vorhanden sind. Im
zweiten Schritt werden die B-Zell-retro-
genen Mause mit bereits existierenden
B-Zell-transgenen Mausen verglichen,
um Vor- und Nachteile dieser Methode
zu evaluieren. Das langfristige Ziel ist die
Generierung G6Pl-spezifischer B-Zell-
retrogener Mause, die entweder auf ih-
ren B-Zellen nur einen G6PI-spezifischen
B-Zell-Rezeptor tragen oder fiir dasselbe
Antigen charakteristische Immunglobu-
line produzieren, um so die Funktion von
B-Lymphozyten bei der G6PI-induzierten
Arthritis detailliert aufzuklaren.

Wahrend der Projektlaufzeit konnten die
komplexen zellbiologischen Methoden
bis hin zur Rekonstitution von Mausen mit
gentechnisch verandertem Knochenmark
erfolgreich etabliert werden. Weiterhin
wurden die aufwandigen molekularbio-
logischen Arbeiten zur Herstellung der
Konstrukte der B-Zell-Rezeptoren fiir die
oben geschilderten proof-of-principle-
Experimente abgeschlossen, so dass
bereits mit den ersten Tierexperimenten
begonnen werden konnte. Vor Kurzem ha-
ben die molekularbiologischen Arbeiten
zur Erzeugung G6PI-spezifischer B-Zell-
retrogener Mause begonnen.

Diese Arbeiten werden im Rahmen des
von der DFG geforderten Projektes »Pa-
thogenetische und protektive Funktionen
von B-Lymphozyten bei G6PI induzierter
Arthritis / KA 755/5-1« weitergefiihrt.
Die Start-Up Forderung hat die Etablie-
rung einer komplett neuen Technologie
ermoglicht, ohne die die Beantragung
einer DFG Anschlussfinanzierung wenig
aussichtsreich gewesen ware.

Abbildung

A) transgen

Bei der konventionellen Erzeugung gen-
technisch veranderter Mause wird das
gewiinschte genetische Material in eine
befruchtete Eizelle eingebracht und die-
se anschlieBend in eine scheintrachtige
Amme implantiert. Die Nachkommen
dieser Amme, die nach 21 Tagen geboren
werden, werden dann auf das Vorhanden-
sein der veranderten genetischen Infor-
mation hin Uberpriift. Ein oder mehrere
Tiere (Kreis) werden dann zur Nachzucht
eingesetzt und die Folgen der genetischen
Veranderung fiir die Krankheitsauspra-
gung analysiert.

B) retrogen

Beim retroviralen Gentransfer werden
normalen Mausen Knochenmarkszellen
entnommen und in der Zellkultur mit Re-
troviren, die das gewiinschte genetische
Material enthalten, infiziert. Dieses ver-
anderte Knochenmark wird anschlieBend
in normale Empfangermause injiziert und
verdrangt deren eigenes Knochenmark.
Dieser Prozess nimmt ca. 6 Wochen in
Anspruch; nach dieser Zeit konnen die
Tiere analysiert werden.
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