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Samenvatting

Een inteeltstam die genetisch identiek {(isogeen) is aan een andere inteeltstam, behalve voor één locus,

wordt een co-isogene lijn of stam genoemd. Co-isogene lijnen onistaan met regelmaat als gevolg van een

spontane mutatie in een gen. Zulke stammen kunnen ook ontstaan als een gen gemodificeerd wordt

middels de embryonale stamceltechniek. Chemisch-geinduceerde mutanten op een inteeltachtergrond

kunnen eveneens als co-isogeen beschouwd worden.

Inleiding

In het Handboek Proefdierkunde wordt in hoofdstuk 7 een
definitie gegeven van een co-isogene lijn/stam (1): “Wan-
neer in een inteeltstam een mutatie optreedt kan deze
mutant in een sublijn naast de oorspronkelijke inteelt-
stam in stand worden gehouden. Een dergelijke sublijn,
die zich dus slechts in één gen onderscheidt van de origi-
nele stam, wordt aangeduid als co-isogene lijun. Dergelij-
ke co-isogene lijnen zijn erg waardevol omdat men hier-
door over dieren beschikt die in elk opzicht identiek zijn
aan de dieren van de inteeltstam, met uitzondering van
het ene gen waarin men met name geinteresseerd is.’

In deze definitie heeft men het over een mutatie. Zo'n
mutatie kan spontaan zijn opgetreden, maar kan ook
geinduceerd worden in het laboratorium (2). In het laat-
ste geval kan ditin co-isogene lijnen resulteren. In de vol-
gende paragrafen zullen de verschillende categorieén van
co-isogene lijnen de revue passeren.

Spontane mutanten

Er zijn talloze voorbeelden van co-isogene lijnen die ont-
staan zijn door spontane mutaties. Bij het Jackson Labo-
ratory in Bar Harbor (vs) zijn verscheidene spontane mu-
tanten te verkrijgen. Details hierover staan op de website
van dit laboratorium (www.jax.org/mmr/index.html).
Ook andere proefdierbedrijven leveren co-isogene lijnen
die ontstaan zijn door spontane mutaties.

Bekende historische voorbeelden zijn de naakte muis
(voor het eerst beschreven in 1968) en de naakte rat (voor
het eerst beschreven in 1978) (afb. 1). Het autosomale re-
cessieve allel voor naaktheid (Engels: nude) veroorzaakt
in homozygote toestand bij muizen en ratten haarloos-
heid en afwezigheid van de thymus. Omdat de thymus
ontbreekt kunnen er geen rijpe T-lymfocyten aange-
maakt worden. Dit leidt tot een vorm van immunodefi-
ciéntie waarbij homologe transplantaten (van individuen
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Afbeelding 1. Naakte proefdieren.
Boven: een co-isogene naakte muis
en een gewoon, behaard exemplaar.
Onder: co-isogene naakie rat.

van dezelfde soort) en heterolo-
ge organen, weefsels of cellen
van een vreemde diersoort pas
na heel lange tijd worden afge-
stoten. Immunodeficiénte dieren, zoals de naakte muis
en rat, worden gebruikt om de (bijjwerkingen van ge-
neesmiddelen te bestuderen zonder dat het immuunsys-
teem hierbij interfereert (3). Overigens heeft het nude-al-
lel de code Fox1™ gekregen, waarbij Fox1 staat voor ‘fork-
head box Nr1".

Genetische modificatie via embryonale stamcellen
In het verleden heeft Biotechniek reeds aandacht besteed
aan het maken van transgene dieren door middel van ge-
netische modificatie van embryonale stamcellen (gs-cel-
len) (4). Middels deze techniek is het mogelijk om gericht
veranderingen aan te brengen in genen. In afbeelding 2
is de procedure nog eens schematisch weergegeven.

In het algemeen worden es-cellen uit blastocysten van
een 129 inteeltstamn (agouti = grijs/bruine vachtkleur)
geisoleerd. Om nog onbekende redenen produceren de
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129 substammen &s-cellen die levensvatbaar zijn na het
elektroporatie en implantatie-proces (5). Bij elektropo-
ratie wordt een suspensie van losse cellen samen met
het opgeloste pna in een speciale elektrodekamer ge-
bracht waarna een korte spanningspuls wordt gegeven.
Hierdoor ontstaan tijdelijk openingen in de membra-
nen die de cel en zijn kern omgeven, waar de relatief
grote pna-moleculen door naar binnen kunnen komen,
zodat ze in het genoom kunnen integreren. Bij de Es-
cellen van andere inteeltstammen van de muis en die
van de rat is dat niet het geval. Vervolgens probeert men
via homologe recombinatie het te bestuderen gen te ver-
anderen. Succesvol genetisch gemodificeerde gs-cellen
worden hierna geselecteerd en deze cellen worden dan
door middel van micro-injectie in een gastheer-blasto-
cyst, die doorgaans afkomstig is van een C57BL/6-stam
{non-agouti; zwarte vachtkleur), gebracht (Afb. 3). De
geinjecteerde blastocysten worden in de uterus van een
draagmoeder (meestal een C57BL/6-vrouwtje; vanwege
de goede verzorging van de pups) geplaatst. Na de ge-
boorte verraadt een chimaere muis zich door het vlek-
kenpatroon van de vacht. Indien bij een chimaere muis
de geslachtcelvormende cellen afstammen van de gene-
tisch veranderde gs-cel (de zogenaamde kiembaan chi-
maera) kan het gemodificeerde allel worden overgedra-
gen op de nakomelingen. Door middel van een fokpro-
gramma kan de ingebrachte mutatie homozygoot
gemaakt worden. Hierbij wordt een chimaer-mannetje
doorgaans gekruist met een Cs7BL/6-vrouwtje (Afb. 4).
Echter als je een 129-vrouwtje zou gebruiken, dan is de
lijn die homozygoot is voor het gemodificeerde allel co-
isogeen t.0.v. de oorspronkelijke 129-inteeltstam.

Genen uitschakelen met behulp van de stof ENU

N-ethyl-N-nitrosourea (exu, de twee ‘N’s worden soms
weggelaten) (Afb. 5) is nu de krachtigste chemische stof
om mutanten bij de muis te produceren. Sinds een paar
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jaar staat het stofje sterk in de belangstelling. Wanneer
ENU intraperitoneaal geinjecteerd wordt in mannelijke
muizen ontstaan in de spermatogoniale stamcellen
hoofdzakelijk puntmutaties in het pxa (6). De sNU-be-
handelde mannelijke muizen (Go-muizen genoemd)
worden gepaard met een groot aantal niet-behandelde
vrouwtjes. Het is immers de bedoeling dat een grote
groep nakomelingen geboren wordt. Deze zogenaamde
G1-generatie bestaat al gauw uit 14000 tot 26000 die-
ren (7) waarvan ieder individu een potentieel interes-
sant en unieke mutant is. Bij dominante mutaties zijn
de mutanten onder de nakomelingen direct zichtbaar
door een afwijkend fenotype. Of een nakomeling af-
wijkt van de wild-type dieren wordt overigens op statis-
tische gronden besloten. Bij een recessieve mutatie zijn
nog twee generaties extra nodig voor de mutanten op
basis van een afwijkend fenotype geidentificeerd kun-
nen worden {G3-generatie; Afb. 6). Als de afwijking in-
teressant genoeg is om mee verder te gaan, dan staatin
feite slechts één afwijkende nakomeling aan de basis
van de op te zetten lijn.

Bij ENu-mutagenese staat dus het (afwijkende) feno-
type van de dieren centraal: de Engelse term hiervoor is
‘phenotype-driven’; ofwel van fenotype naar gen., Bij
dieren die ontstaan zijn door genetische modificatie via
Es-cellen is het veranderde genotype het vertrekpunt:
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‘genotype-driven’; ofwel van gen naar fenotype. Vermel-
denswaard is dat onder andere het Hubrecht Laborato-
rium in Utrecht er in geslaagd is om met behulp van
deze techniek ook mutanten bij de rat te maken( 8).

De mutatie-frequentie door exvu is afhankelijk van de
(inteelt)stam, de toegediende dosis en het doserings-
schema. Als per locus de mutatie-frequentie van ENu 1
op 1000 is en de muis en de rat 25000 genen bezitten,
dan betekent dit dat een nakomeling 25 gemutageni-
seerde genen bezit. Echter als met een geselecteerde
mutant doorgefokt wordt zal per generatie 50% van de

C57BLf6 mannetje E-mannetje

G mannetje [+/]

afbeelding 6 Fokprogramma
van ENU-gemutageniseerde muizen
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bliojtechniek december 2005 — nummer 446

l Cs7BL/6 of C3H vrouwdje
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mutaties verdwijnen en uiteindelijk zal alleen de muta-
tie overblijven met het afwijkende fenotype waarop ge-
selecteerd wordt. Dit betekent dat als alleen met dieren
van een bepaalde inteeltstam (bijvoorbeeld C3HeB/Fe])
wordt gewerkt (7) de geselecteerde mutanten ook te be-
schouwen zijn als een co-isogene lijn, mits natuurlijk
geen andere mutaties aanwezig zijn.

Nomenclatuurregels voor co-isogenen lijnen

Een co-isogene lijn wordt weergegeven met de volledige
naam van de stam waarmee de lijn co-isogeen is. Dit
wordt gevolgd door een liggend streepje. Vervolgens
komt er (cursief) het gen-symbool met daarbij het ge-
muteerde allel in superscript, althans als de allelische
variant ontstaan is door een spontane of chemisch-gein-
duceerde mutatie. Een voorbeeld is de C57BL/6]-Tyrea/
co-isogene lijn; het betreft hier een spontane mutatie
van het tyrosinase (= albino) locus in de Cs7BL/6]-in-
teeltstam. De mutatie heeft als gevolg dat in haren en
ogen het pigment ontbreekt. Ofwel het is een
Cs7BL/6]J-lijn die albino is. Een ander voorbeeld is de
C3H/R1-bt*R stam. Deze mutatie ontstond als gevolg
van de chemische stof envu. Het effect van deze mutatie
is dat dieren met een agouti vacht (dat is de normale
vachtkleur van de C3H/Ri-stam) nu ineens een witte
band (Engels: belt; vandaar de afkorting bt) om het li-
chaam hadden. Met andere woorden dieren van deze
co-isogene lijn zijn in feite een soort Lakenvelder mui-
zen.

Indien het gaat het om een co-isogene lijn die ont-
staan is via de es-celtechniek, dan begint de allel-code
(in superscript en cursief) met de
letters tm (de afkorting van ‘targe-
ted mutation’). Vervolgens komt
er een serienummer van de geneti-
sche modificatie. Dit wordt ten
slotte gevolgd door de registratie-
code van het laboratorium of de
onderzoeker.

129S7/SvEVBrd-Fyn#8r is een
voorbeeld van zo'n co-isogene lijn.
De modificatie van het Fyn-gen (de
gencode staat voor Fyn proto-on-
cogene) vond plaats met behulp
van es-cellen van de 129S7/SvEv-
Brd-stam en werd uitgevoerd door
Philippe Soriano. De chimaere
dieren werden gepaard met de
12987/SvEvBrd-stam en het ge-
modificeerde allel werd vervolgens
in homozygote toestand gebracht.
Het resultaat was uiteindelijk een
co-isogene lijn.
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Soms kan de mutatie alleen in stand gehouden wor-
den door middel van het paren van heterozygote dieren.
Dit is helaas niet uit de naam van de stam te halen.

Ten slotte

Met de komst van de nieuwe generatie co-isogene lij-
nen heeft het biomedisch onderzoek krachtige diermo-
dellen in handen om de moleculair-biclogische mecha-
nismen van complexe processen te bestuderen. De ver-
wachting is dat het gebruik van deze categorie van
proefdieren de komende jaren sterk zal toenemen. De
belangrijkste zorg van critici is, niet alleen de grote aan-
tallen dieren die hiermee gemoeid zijn, maar waarschijn-
lijk ook dat de hiervoor genoemde technologieén bij
proefdieren leiden tot (onvoorziene) aantasting van hun
welzijn. Net als bij andere (gemodificeerde) proefdieren
{9) is bewaking van het welzijn van deze categorie dieren
dan ook belangrijk.
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