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Collaborative Cross — eine innovative Mauspopulation als genetisches Modell fiir den
Menschen

Sarah Leist, Heike Kollmus, Carolin Pilzner, Klaus Schughart
Abteilung Infektionsgenetik, Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung GmbH, Braunschweig

The Collaborative Cross (CC) is a genetic reference population of recombinant inbred lines of mice. It
is derived from eight genetically diverse founder strains, including inbred laboratory and wild-derived
strains. The genome of the CC lines contains a mixture of genomic regions from all founder strains.
The CC will represent an extremely valuable future resource to study complex genetics of disease
related phenotypes in the mouse model.

Eine Vielzahl der groRen Volkskrankheiten wie Krebs, Diabetes und neurodegenerative Erkrankungen
entsteht durch das komplexe Zusammenspiel von vielen genetischen Einfllissen. Im Menschen ist es
sehr schwer die genetischen Faktoren zu untersuchen, da deren Auspragung von nicht
kontrollierbaren Umweltfaktoren maskiert wird. Zudem ist es aus selbstverstandlichen ethischen
Griinden nicht moglich, Experimente am Menschen durchzufiihren. Die biomedizinische Forschung
verwendet deshalb die Maus als Modellsystem.

Erfolge und Limitationen der klassischen Vorwarts-Genetik

Die Vorwarts-Genetik ist der beste Ansatz, um die verschiedenen Gene eines komplexen Erbgangs zu
identifizieren: Ausgehend vom Phanotyp wird der Einfluss von Genvarianten auf das Erscheinungsbild
untersucht. Ein wichtiges Werkzeug der Vorwarts-Genetik sind Familien von Maus-Inzuchtstammen,
den sogenannten genetischen Referenz-Populationen (GRP=genetic reference population), bei denen
natirlich vorkommende Genvarianten studiert werden kdnnen. Diese Studien dhneln genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS=genome wide association study) beim Menschen. Besteht eine statistisch
signifikante Korrelation zwischen dem Phanotyp und einem bestimmten Abschnitt des Genoms,
spricht man von einem QTL (quantitative trait locus) (Abb. 1). So konnten in der Vergangenheit viele
Gene in QTLs bei der Maus identifiziert werden, die ebenfalls bei humanen Erkrankungen eine
entscheidende Rolle spielen [1]. Solche Untersuchungen wurden in der Vergangenheit mit
klassischen Laborstammen der Maus durchgefiihrt. Da diese Stamme jedoch urspriinglich aus
Liebhaberzuchten hervorgegangen sind, reprasentieren sie nur einen Teil der vorhandenen
genetischen Vielfalt der Mausspezies.

Collaborative Cross — Design und Vorteile

Um GRPs mit groRerer genetischer Vielfalt zu generieren, entwickelte eine Gruppe von
Wissenschaftlern im Jahr 2002 das Konzept des Collaborative Cross (CC) [2]. Das CC vereint die
genetischen Eigenschaften von klassischen Inzuchtstimmen mit denen von natirlich vorkommenden
Mauspopulationen.

Flr das CC wurden acht parentale Mausstamme ausgewahlt, die nach Verpaarung in einem
ausgekliigelten Kreuzungsschema schlieRlich zu einer Population von ca. 700 Mauslinien fiihren (Abb.
2). Die Auswahl der parentalen Stamme wurde in der Forschungsgemeinschaft der Mausgenetiker
lange diskutiert und erfolgte auf Grund spezifischer Kriterien. Von den klassischen Laborstdmmen
wurden funf ausgewahlt: C57BL/6J und A/J, zwei der frihesten Inzuchtstdmme, 12951/SvimJ, der
haufig zur Herstellung von Knock-out Mausen verwendet wurde, sowie NOD/ShiLt) und NZO/HILtJ,



als Krankheitsmodelle fiir Diabetes und Fettleibigkeit. Des Weiteren wurden in das CC-Zuchtschema
Inzuchtstimme von Wildmausen aufgenommen: CAST/Ei) (Mus musculus castaneus), PWK/PhJ (M.
m. musculus) und WSB/EiJ (M. m. domesticus). Diese wohl durchdachte Selektion konnte die
genetische Vielfalt der Population signifikant erhéhen und deckt 90% der vorhandenen genetischen
Variabilitat der Spezies Mus musculus ab [3].

Es wurde ein strenges Zuchtschema ausgearbeitet, um eine moglichst gleichmalige Verteilung der
parentalen Genomabschnitte in den CC-Linien zu gewahrleisten. Im ersten Schritt wurden die
Elternstdamme untereinander gekreuzt. Die resultierende G1 Generation wurde untereinander
verpaart und flihrte zur G2 Generation. Das Genom weist zu diesem Zeitpunkt eine Mischung aller
acht Elternstamme auf. Die Nachkommen der G2 Generation wurden dann mittels Bruder-
Schwester-Verpaarung liber mindestens 20 Generationen ingezlichtet. Hierdurch entstehen die CC-
Inzuchtlinien mit einer jeweils individuellen Mixtur der parentalen Genomabschnitte im
homozygoten Status [4] (Abb. 2). Eine einmalige Kartierung bekannter Genvarianten reicht aus, um
den Genotyp fir jede Linie und aller ihrer Nachkommen zu bestimmen. Das CC, als Kollektion vieler
CC-Linien, kann dhnlich wie die menschliche Population untersucht werden. Es bietet eine Vielzahl
von Vorteilen gegenliber den bisherigen GRPs: eine héhere genetische und phanotypische
Variabilitat (durch die Aufnahme von Inzuchtstdammen aus Wildfangen), eine héhere statistische
Signifikanz (durch eine grofRere Zahl an Linien) und eine exzellente Kartierungsauflésung (durch die
Akkumulation vieler Rekombinationen).

Die Zucht des Collaborative Cross wurde auf Grund des immensen Aufwandes auf drei Standorte
weltweit verteilt. In den USA wurde zunachst im Oak Ridge National Laboratory, spater an der
Universitat von North Carolina geziichtet. Ein zweiter Standort startete im International Livestock
Research Institute, Kenia, und wird jetzt in Israel an der Universitat von Tel Aviv fortgefiihrt. In
Australien findet die Zucht an der Universitat von Westaustralien statt. Fertige CC-Linien werden aus
Israel und Australien an die Universitat von North Carolina verlagert. Dort finden eine abschlieende
Genotypisierung und derzeit auch der Vertrieb der Linien statt. Um die CC-Linien fiir die
wissenschaftliche Community schnellst moglichst zugdnglich zu machen wird eine zweistufige
Verteilungsstrategie verfolgt: Die erste Stufe beinhaltet zwolf CC-Linien, die sofort lieferbar sind. Die
zweite Stufe beinhaltet 36 weitere CC-Linien. Der Export der ersten CC-Linien von North Carolina
nach Europa erfolgte an das Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung in Braunschweig. Hier
werden zurzeit neun Linien gezlichtet und auf ihre Reaktion im Verlauf einer Influenzainfektion
untersucht. Detaillierte Informationen zu den CC-Linien kénnen auf der Homepage der Universitat
von North Carolina eingesehen werden (www.csbio.unc.edu/CCstatus/). Diese umfassen
Sequenzierdaten, die genomische Architektur, Zuchteffizienz, Tipps zur Handhabung und weitere
wichtige Informationen.

Erste Ergebnisse mit dem Collaborative Cross

Bereits wahrend ihrer Ziichtung wurden die entstehenden CC-Linien (pre-CC-Linien) intensiv fiir
unterschiedlichste Forschungsprojekte genutzt. Hierbei konnten wichtige Erkenntnisse tber
bestimme Erbgange erhalten werden, welche die groBe wissenschaftliche Bedeutung des CC bereits
jetzt untermauern.

Mause des parentalen Stammes WSB/EiJ haben einen charakteristischen weien Fleck auf der Stirn.
Von 111 untersuchten pre-CC-Linien trugen sechs ebenfalls dieses Merkmal. Nachfolgende Analysen
identifizierten eine vergleichsweise kleine chromosomale Region auf Chromosom 10 von nur 8,5 Mb,
die 52 Genen enthalt und die in allen sechs pre-CC-Linien vorkommt. Eines der Gene, die in dieser



Region lokalisiert sind, ist der Kit-Ligand (Kitl). Es ist mit abnormaler Fellfarbe assoziiert und stellt
daher ein exzellentes Kandidatengen flir das Auftreten des weillen Flecks dar (Abb.3) [5]. Weiterhin
konnten Kandidaten-Gene fiir die Anfalligkeit gegenlber Aspergillus fumigatus und Influenza A
identifiziert sowie die genetischen Grundlagen von verschiedenen hamatologischen Parametern
bestimmt werden [6]. Diese Analysen demonstrieren eindrucksvoll, dass die phanotypische Varianz
der CC-Linien viel hoher ist als die der derzeit vorhandenen GRPs. Die QTL-Intervalle sind sehr klein,
sodass die ursachlichen Genvarianten fiir einen Phanotyp schnell gefunden werden kénnen.

Eine verheiBungsvolle Zukunft

Eine weitere Eigenschaft macht das Collaborative Cross zum wohl wichtigsten Werkzeug der Zukunft
im Feld der komplexen Genetik: Ein und dieselbe Mauspopulation wird weltweit untersucht werden.
Die unterschiedlichsten Fragestellungen werden mit verschiedenartigsten Methoden bearbeitet.
Diese Ergebnisse konnen weltweit gesammelt, verglichen und kombiniert werden. Jede
Arbeitsgruppe kann Daten von anderen Gruppen in die eigene Auswertung mit einflieen lassen und
von Erfahrungen anderer profitieren [7]. Natirlich kann man von einem experimentellen
Mausmodell nicht erwarten, dass es alle komplexen genetischen Erkrankungen des Menschen
aufklaren wird. Jedoch scheint sich bereits jetzt abzuzeichnen, dass das CC ein Meilenstein fiir die
Aufklarung der biologischen Mechanismen darstellen wird, die menschlichen Erkrankungen zugrunde
liegen. Somit wird das CC wesentliche Beitrage in der Translation von wissenschaftlichen
Erkenntnissen in die klinische Anwendung liefern.
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Beschreibung: Arbeitsgruppe/Bild

Sarah Leist, Carolin Pilzner, Heike Kollmus (v. I. n. r.) sind Mitglieder der Abteilung Infektionsgenetik
am Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung, Braunschweig, die von Klaus Schughart (Mitte)
geleitet wird. Die Arbeitsgruppe untersucht die Wirts-Pathogen-Interaktionen nach Influenza A
Infektionen in der Maus und flhrt zurzeit Studien mit der Collaborative Cross(CC)-Population durch.

Abbildungslegenden

Abb. 1: Quantitative trait locus (QTL)-Mapping nach Influenza-A-Infektion. Oben: mittlerer
Todeszeitpunkt (MT2Z) in Linien einer genetischen Referenz-Population
(http://www.genenetwork.org). Unten: QTL-Mapping identifiziert eine signifikante Korrelation (rote

Linie: p=0,05) des Phdnotyps mit einer genomischen Region des Chromosoms 5 und eine nahezu
signifikante Korrelationen auf Chromosom 19 [8]. Die graue Linie zeigt die Signifikanzgrenze fiir
suggestive QTLs (p = 0,37)

Abb. 2: Zuchtschema der Collaborative Cross(CC)-Referenzpopulation. Die acht Elternstamme (A-H,
Bild: Brynn Voy, University of Tennessee) werden untereinander nach einem definierten
Zuchtschema gekreuzt und fithren nach 20 Generationen zu den CC-Linien, deren Genom jeweils ein
einmaliges Mosaik der genetischen Information ihrer Eltern darstellt.
(http://csbio.unc.edu/CCstatus).

Abb. 3: Phdnotypisierung mit pre-Collaborative Cross(CC)-Linien. Der weilSe Stirnfleck stellt ein
segregierendes, phanotypisches Merkmal der CC-Population dar (links CC003, rechts WSB/EiJ).
Quantitative trait locus-Mapping identifiziert eine signifikante Korrelation dieses Phanotyps mit einer
genomischen Region des Chromosoms 10, welche fiir das Kandidatengen Kit/ von WSB/EiJ codiert [5].



