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Chromosomenspezifische DNA - Bibliotheken in der
Humangenetik

T.Cremer' und C.Cremer?

1 lnstitul fiir Anthropologie und Humangenetik, Universitit Heidelberg, Im Neuenheimer Feld 328, D-6900 Heidelberg
2 Institut fiir Angewandte Physik I, Universitit Heidelberg, Albert-Uberle-StraBe 3-5, D-6900 Heidelberg

Unter einer DNA-Bibliothek des menschlichen Genoms, wie sie zuerst in
der Arbeitsgruppe von Maniatis erstellt wurde (Lawn et al. 1978), ver-
steht man zundchst nichts weiter als eine Suspension von Vektoren
(Phagen, Plasmide), die unterschiedliche menschliche DNA-Sequenzen
enthalten., Dabei sollte in einer vollstédndigen Bibliothek jede im Ge-
nom vorkommende Sequenz wenigstens einmal enthalten sein. In diesem Zu-
stand koénnen die Mdglichkeiten einer DNA-Bibliothek aber nur zum Teil
ausgeschdpft werden. Einen weitreichenden Nutzen flir die humangeneti-
sche Forschung und ihre klinische Anwendung kann eine menschliche DNA-
Bibliothek erst entfalten, wenn die verschiedenen DNA-Sequenzen iso-
liert vorliegen und chromosomal lokalisiert sind. Aus diesem Grund ist
es wlnschenswert, von vorneherein DNA-Bibliotheken herzustellen, die
nur Subfraktionen des Genoms enthalten, die einzelnen Chromosomen oder
Chromosomenabschnitten entsprechen.

In diesem Kapitel sollen einige ausgew&dhlte Anwendungsmdglichkeiten
chromosomenspezifischer DNA-Bibliotheken und Strategien zu ihrer Her-
stellung skizziert werden. Zur Vertiefung mdéchten wir den Leser auf
die angegebene Literatur und die Kapitel der Herren Lindenmaier (S.
65 ff.), Jidckle et al. (S. 110 £f.) und Blin (S. 123 ff.) des Buches
verweisen.

1. Perspektiven einer Anwendung chromosomenspezifischer DNA-Biblio-

theken in der Humangenetik

1.1 Molekulare Cytogenetik

a) Analyse von Chromosomenaberrationen

Die Diagnostik von Chromosomenverédnderungen mit Hilfe von Bdnderungs-
techniken hat mit der Entwicklung des "high resolution banding" einen
gewissen methodischen AbschluB gefunden. Selbst bei einer hochaufld-
senden Chromosomenbdnderung mit 1000 Banden (Yunis und Lewandowski
1983) enthdlt eine einzelne Bande noch immer einen DNA-Faden von durch-
schnittlich 1000 pm L&nge mit etwa 3 Millionen Basenpaaren, entspre-
chend etwa 50 Genen. Schon diese sehr grobe Schdtzung zeigt, daB selbst
mit den besten Bidnderungsverfahren eine Festlegung chromosomaler Bruch-
punkte auf dem Niveau einzelner Gene nicht mdglich ist:

An einem Beispiel aus der Tumorcytogenetik soll zundchst erldutert
werden, wie mit Hilfe klonierter DNA Proben eine molekulare Bruchpunkt-
analyse durchgefiihrt werden kann und welche Bedeutung derartige Ana-
lysen filir das kausale Verstdndnis der Tumorentstehung haben (Mitelman
1984) . Im Weiteren sollen dann einige generelle Aspekte der Verwendung
chromosomenspezifischer Genbibliotheken bei der Analyse von Chromosomen
verdnderungen dargestellt werden.

Molekular- und Zellbiologie
Hrsg. von Blin et al.
© Springer-Verlag Berlin Heidelberg 1985
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Abb. la-c. Autoradiogramme weiblicher, menschlicher Lymphozyten nach in situ Hybri-
disierung mit der DNA-Probe pXBR. Die Probe wurde mit (3H)dTTP radioaktiv markiert
und hybridisiert an repetitive DNA in der Zentromerregion menschlicher X-Chromosomen.
Die Abbildung ist aus Rappold et al. (1984a) entnommen. a) Metaphaseplatte und Inter-
phasekern (links oben); b) und c) weitere Interphasekerne; Giemsafdrbung. Anh&ufungen
von Silberkdédrnern uber den Zentromerregionen der X-Chromosomen sind durch Pfeile ge-
kennzeichnet. Man beachte, daR die Position dieser Zentromere mit Hilfe dieser Me-
thode auch in Interphasekernen sichtbar gemacht werden kann. Chromosomenspezifische,
repetitive DNA Proben erdffnen so eine neue Mdglichkeit, um die Frage einer zuf&dlli-
gen odexr nicht-zuf&dlligen Anordnung bestimmter Chromosomen im Zellkern zu prifen.

Zum Problem der Chromosomentopographie in menschlichen Zellkernen siehe Rappold et
al. (1984a). Im Gegensatz zu der in dieser Abbildung demonstrierten in situ Hybri-
disierung mit chromosomenspezifischen repetitiven DNA-Proben, entstehen nach in situ
Hybridisierung mit singuldren DNA Proben nur einzelne Silberkdérner an einem Ort spe-
zifischer Hybridisierung der radioaktiven Proben-DNA mit einer komplementdren DNA
Sequenz. In diesem Fall Ubertrifft die Zahl unspezifischer Silberkérner ("Hinter-
grund") pro Metaphase die Zahl spezifischer Silberkdrner um ein Mehrfaches. Auch in
diesen Fdllen ist jedoch eine Aussage mdglich, wenn die Position aller Silberkdérner
in zahlreichen Metaphasen bestimmt und eine statistisch signifikante H&ufung von
Silberkdrnern Uber bestimmten Chromosomenregionen ermittelt wird (vgl. Abb. 2)

Das Burkitt Lymphom ist ein b&sartiger Tumor, der von B-Zellen des lym-
phatischen Gewebes seinen Ausgang nimmt. Bei etwa 75% der Patienten
findet sich in den Tumorzellen eine Translokation zwischen den Chromo-
somen 8 und 14 (t 8;14), bei den ilbrigen 25% eine "variante" Transloka-
tion zwischen den Chromosomen 8 und 22 (t 8;22) bzw. 2 und 8 (t 2;8).
Mit den klassischen B&nderungsmethoden konnten die Bruchpunkte den
Banden 2p12 (d.h. Bande 12 auf dem kurzen Arm von Chromosom 2), 8g24
(Bande 24 auf dem langen Arm von Chromosom 8), 14932 und 22g11 zugeord-
net werden. Mit Hilfe von Mensch-Maus Hybridzellen, €lie nur noch be-
stimmte menschliche Chromosomen enthalten, und der in situ Hybridisie-
rungstechnik an menschlichen Metaphasechromosomen (siehe unten) konnten
in den genannten Banden der Chromosomen 2, 14 und 22 Immunglobulingene
lokalisiert werden und zwar das Gencluster Igk flir die leichte Kette
kappa in 2p12, das Gencluster flir die schwere Kette in IgH in 14932 und
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Abb. 2a-c. Schematisch dargestellt
sind das normale Chromosom 2 und
die beiden Markerchromosomen 2p-
und 8g+ der Burkittlymphom-Zell-
linie BL21. Die Lage des Zentro-
mers ist durch eine Einschnirung
kenntlich gemacht. Der kurze Arm
von Chromosom 2 fehlt bei 2p- und a

ist auf den langen Arm von Chromo-

som 8 transloziert, das dement- . .
sprechend verldngert ist (8g+). 2 2p” 8q*
In situ Hybridisierungsexperimente
wurden mit drei klonierten DNA-

Proben aus dem Gencluster fur die
leichte Immunglobulinkette kappa
durchgefihrt. a) mit einer Probe pi2-
fir die variablen Gene von kappa,

Vk; b) mit einer Proke fir die
Verbindungsregion ("joining re-

gion"), Jk; c) mit einer Probe des t>
Gens fur den konstanten Teil von .
kappa, Cyx. Die Proben wurden mit é? - .
(3H)ATTP radioaktiv markiert. Fur 2 2p” 8q°
die detaillierte Beschreibung der
Proben und der damit durchgefihr-

ten Experimente siehe Rappold et

al. (1984b). Jeder der rechts ne-

ben 2, 2p- und 8g+ eingezeichneten p12=
Punkte gibt die chromosomale Loka-
lisation eines Silberkorns an. Da-

zu wurden Autoradiogramme a) von

35 Metaphasen, b) von 87 Metapha- (o]
sen und c) von 118 Metaphasen aus-
gewertet und die Position aller 7 .
auf einem der drei Chromosomen 2 2p- 8q°
sichtbaren Silberkdérner festge-

stellt. Die Pfeile kennzeichnen Chromosomensegmente mit einer statistisch signifi-
kanten Haufung von Silberkérnern als Ausdruck einer spezifischen Bindung einer ra-
diocaktiven Probe. Die Ubrigen Silberkdrner sind als "Hintergrund" zuf&llig Uber die
Chromosomen verteilt. Aus der Verteilung der Silberkérner 1&Bt sich entnehmen, daf
Vk, Jk und Cx spezifisch im Bereich der Bande 2pl12 des normalen Chromosoms 2 binden.
Dagegen bindet am kurzen Arm des Markerchromosoms 2p- nur die Probe Vk. Jk und Ck
zeigen dort keine Bindung, binden aber spezifisch am langen Arm des Markerchromosoms
8g+. Der Bruchpunkt in der Bande 2pl2 muB demnach im Bereich zwischen Vi und Jk lie-
gen. Man beachte, daB als Ergebnis dieser Experimente auch die Orientierung der Gene
im kappa-Gencluster festgelegt werden konnte. Vi ist zum Zentromer hin orientiert,
Ck zum Telomer

q24~

Q24~-

das Gencluster flir die leichte Kette lambda IgXA in 22g11, wdhrend in
8924 das Onkogen c-myc lokalisiert werden konnte. Eine ausfihrliche
Literaturilibersicht findet sich bei Rappold et al. (1984b). Auf Grund
dieser Befunde wurde die Hypothese aufgestellt, daB als Folge der ge-
nannten Translokationen c-myc in die Nachbarschaft von Immunglobulin-
genen gerdt. Diese abnorme Nachbarschaft wurde daflir verantwortlich
gemacht, daB das c-myc Gen in den Tumorzellen im Gegensatz zu normalen
B-Lymphozyten nicht inaktiviert wird. DaB diese Nachbarschaftshypothese
zutrifft, konnte durch molekulare Bruchpunktanalysen entschieden werden.

Fir diese Analyse bietet sich die Methode der in situ Hybridisierung
klonierter DNA-Proben an Metaphaseprédparaten an. Sie hat sich in jling-
ster Zeit als ein hervorragend geeignetes Verfahren fir die Zuordnung




135

singulé&rer DNA-Sequenzen zu einzelnen Chromosomenbanden erwiesen

(Zabel et al. 1983). Auf einem Objekttrdger fixierte Metaphase- oder
Prometaphasechromosomen werden denaturiert. Die dadurch einzelstréngig
gemachte DNA der Chromosomen wird mit einer radioaktiv markierten,
ebenfalls einzelstrdngigen DNA-Probe hybridisiert. Uberschiissige ra-
dioaktive Probe wird durch sorgfdltiges Waschen der Objekttrdger ent-
fernt, die anschlieBend mit einer Filmemulsion bedeckt und im Dunkeln
flir Tage oder auch Wochen exponiert werden. Die Orte spezifischer Hy-
bridisierung werden nach der Entwicklung der Autoradiogramme durch die
dort entstehende Anhdufung von Silberkdrnern sichtbar gemacht (Abb. 1).

Abb. 2 zeigt das Ergebnis einer Burchpunktanalyse bei Tumorzellen eines
Patienten mit der varianten Translokation t(2;8) (Rappold et al. 1984b).
Die in situ Hybridisierung zeigt, daB die fiir den variablen Teil der
Kappa-Kette kodierenden Gene Vi auf dem Markerchromosom 2p- verblieben
sind, wdhrend die Gene fir die "joining region" Jx und den konstanten
Anteil der Kappa-Kette Ckx offenbar auf das Markerchromosom 8g+ trans-
loziert worden sind. Nach diesem Resultat muB der Bruchpunkt in der
Bande 2p12 innerhalb des Kappa-Genclusters liegen. Das Onkogen c-myc
konnte auf 8g+ lokalisiert werden (nicht dargestellt in Abb. 2). Der
Bruchpunkt in der Bande 8924 liegt demnach distal von c-myc. Es ist
heute m6glich, bei Bedarf Bruchpunkte auf dem DNA-Niveau bis auf die
Base genau festzulegen (Piccoli et al. 1984).

Mit Hilfe molekularer Bruchpunktanalysen konnte gezeigt werden, daB

die exakte Lage der Bruchpunkte in den Tumorzellen verschiedener Pa-
tienten variiert. Doch stimmen alle bislang untersuchten F&dlle darin
iberein, daB als Folge der Translokation das c-myc Gen in die Nachbar-
schaft eines Immunglobulingens gerdt, und zwar immer auf die 5'-Seite
des filir den konstanten Teil der jeweiligen Immunglobulinkette codieren-
den Gens. Da somatische Mutationen in den variablen Abschnitten der
Immunglobuline eine wichtige Rolle bei der Erzeugung der Antikdrper-
vielfalt spielen und die Gene fiir den variablen Teil der Immunglobulin-
ketten ebenfalls auf der 5'-Seite der Gene fiir den konstanten Teil der
Immunglobulinketten liegen, besagt eine attraktive Hypothese, daB auch
das c-myc Gen in der neuen Nachbarschaft somatische Mutationen erleiden
kann. Diese wiederum kénnten entscheidend fiir das unbegrenzte, der Kon-
trolle des Kdrpers entzogene Wachstum der Tumorzellen sein.

Mit Hilfe chromosomenspezifischer Genbibliotheken k&nnen die am Bei-
spiel des Burkitt Lymphoms dargestellten Moglichkeiten einer moleku-
laren Cytogenetik generell angewendet werden, um Translokationen, Du-
plikationen oder Deletionen von Chromosomenabschnitten wesentlich ge-
nauer als mit den klassischen Verfahren der Chromosomenanalyse fest-
zulegen. Monosomien und Trisomien von Chromosomensegmenten fithren zu
einer entsprechenden Verminderung bzw. Vermehrung der in den betroffe-
nen Segmenten lokalisierten DNA-Sequenzen, die mit Hilfe quantitativer
DNA-Hybridisierungsverfahren erfaBt werden kénnen. Die Genauigkeit,

mit der der Umfang selbst submikroskopisch kleiner Verdnderungen erfafit
werden kann, wird im Prinzip nur von der Verfligbarkeit einer geniligenden
Zahl klonierter DNA-Proben filir den zu analysierenden Chromosomenbereich
begrenzt. Neben singuldren DNA-Sequenzen kdnnten hier auch klonierte
repetitive DNA-Sequenzen Bedeutung erlangen, die im Hinblick auf ihre
Basensequenz bzw. ihre Organisation spezifisch flir bestimmte Chromoso-
menabschnitte sind (Gusella et al. 1982; Rappold et al. 1984a).

Diese neuen Moglichkeiten sollten dazu fithren, daB in Zukunft Ort und
Umfang chromosomaler Defekte und die damit verbundenen Verdnderungen
im Phénotyp der betroffenen Individuen wesentlich genauer miteinander
korreliert werden kdnnen. Wie dies geschehen kann, soll am Beispiel
der Deletion des kurzen Arms von Chromosom 5 erldutert werden. Sie ist
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die Ursache des Cri du chat-Syndroms, das seinen Namen auf Grund des
charakteristischen katzenschreiartigen Wimmerns der betroffenen Kinder
erhalten hat. Fir den Phdnotyp dieses Syndroms ist offenbar der Verlust
der Bande 5p15 entscheidend. Doch gibt es auch Kinder mit Cri du chat-
Symptomen, bei denen sich eine Chromosomenaberration bislang nicht
nachweisen 1&B8t (Niebuhr 1978). Moglicherweise besteht hier eine sub-
mikroskopisch kleine Deletion im Bereich 5p15. Die Etablierung einer
DNA-Bibliothek flir den kurzen Arm von Chromosom 5 wilirde einen Test die-
ser Hypothese ermdglichen. Die genaue Eingrenzung der chromosomalen Re-
gion, die flir die charakteristischen Verdnderungen eines bestimmten
chromosomalen Fehlbildungssyndroms verantwortlich ist, konnte in Zu-
kunft die Klonierung der fiir den verdnderten Phdnotyp wesentlichen DNA-
Sequenzen ermdglichen. Mit dem Methodenarsenal der Molekularbiologie
kénnte dann die Rolle der in einem pathogenetischen Chromosomensegment
lokalisierten Gene liber die Identifizierung von Genprodukten, Ort und
Zeitpunkt der Genexpression bis hin zur Ebene der primdren Genfunktion
an menschlichen Gewebekulturen kausal verfolgt werden. Ein Teil der
Analysen kénnte auch an Labortieren durchgefiihrt werden, da sich mit
Hilfe der klonierten, menschlichen Gene die entsprechenden Gene aus
DNA-Bibliotheken anderer Sdugetierspezies relativ leicht isolieren las-
sen sollten.

Die klinischen Cytogenetiker kennen zahlreiche Chromosomensegmente,
die im monosomen oder trisomen Zustand charakteristische Fehlbildungs-
syndrome hervorrufen, die in der Regel mit ausgeprédgtem Schwachsinn
einhergehen (vgl. Tab. 2 bei Yunis und Lewandowski 1983). Doch gibt

es bis heute keine ilberzeugende Theorie, auf welchen Wegen und lber
welche pathogenetischen Mechanismen die Verminderung bzw. Vermehrung
der in den betroffenen Segmenten lokalisierten DNA-Sequenzen ein Fehl-
bildungssydrom ausl&st. Die am Beispiel des Cri du chat-Syndroms skiz-
zierte Strategie erdffnet einen neuen Weg, auf dem man der L&sung die-
ses Problems einen Schritt n&her kommen kann.

b) Molekulare Struktur und Evolution von Chromosomen

Ein bedeutsamer Schritt im Verlauf der Evolution, die zu den heutigen
Genomen der Sdugetiere einschlieBlich des Menschen gefiihrt hat, bestand
nach Ohno in einer Verdoppelung der Chromosomenzahl und damit des DNA-
Gehaltes vor 200 bis 300 Millionen Jahren. Comings (1972) hat diese
Hypothese im Hinblick auf die Evolution des menschlichen Karyotpys
weiter prédzisiert. Danach sind die Chromosomen 1 und 2, 4 und 5, 7 und
8, 11 und 12, 14 und 15, 16 und 17, 19 und 20 sowie 21 und 22 aus je
einem gemeinsamen Paar homologer Chromosomen hervorgegangen ("ancestral
homologues"). Die Hypothese wird gestitzt durch Ahnlichkeiten der Ban-
denmuster und in einigen F&dllen durch den Vergleich von genetischen
Markern. So findet man beispielsweise das Gen flir die Lactatdehydro-
genase A auf Chromosom 11p12, wdhrend das Gen flir die Lactatdehydro-
genase B auf Chromosom 12p12 lokalisiert werden konnte. Durch einen
Vergleich chromosomenspezifischer DNA-Bibliotheken 1&Bt sich feststel-
len, in welchem Umfang Ahnlichkeiten zwischen repetitiven und singuld-
ren DNA Sequenzen in den homologisierten Banden der "ancestral homolo-
gues" bestehen. Die Hypothese von Comings k&nnte so kritisch getestet
werden.

Eine weitere faszinierende Frage betrifft die Evolution der Chromosomen
bei den Primaten. Es zeichnet sich ab, daB die genetischen Unterschiede
zwischen den Hominiden und den Pongiden, beispielsweise zwischen Mensch,
Schimpanse und Gorilla, auf eine relativ geringe Anzahl chromosomaler
Umbauten zurilickzufiihren ist. Vor allem Dutrillaux (1984) hat umfangrei-
che Untersuchungen zur chromosomalen Phylogenese der Primaten mit Hilfe
der klassischen B&dnderungstechniken durchgefiihrt. Es scheint heute,
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daB die genetischen Grundlagen fiur die Evolution der Hominiden eher
auf dem Niveau der Genregulation als auf dem Niveau prinzipieller Unter-
schiede in den Strukturgenen der hoheren Primaten zu suchen sind. Sol-
che Unterschiede der Genregulation diirften beispielsweise filir die Zahl
der Zellteilungen der Nervenzellen bei der Entwicklung des GroBhirns
entscheidend sein. Die im vorigen Abschnitt flir die Untersuchung von
Chromosomenaberrationen dargestellten Mdglichkeiten einer molekularen
Bruchpunktanalyse koénnen auch fir Untersuchungen der Chromosomenevolu-
tion eingesetzt werden. Dabei interessiert vor allem die Frage, welche
Gene bei den einzelnen Chromosomenumordnungen, die zum heutigen Karyo-
typ des Menschen gefiihrt haben, in enge Nachbarschaft gerickt sind.

Es steht zu erwarten, daB mit Hilfe molekularer Techniken Chromosomen-
umordnungen auch im submikroskopischen Bereich erkannt werden koénnen,
die bislang einer Analyse nicht zugdnglich waren. Chromosomenspezifi-
sche DNA-Bibliotheken der hbheren Primaten stellen flir dieses Arbeits-
gebiet die entscheidende Grundlage dar.

1.2 Chromosomale Kartierung und Diagnose von Krankheitsbildern mit
monogenem Erbgang

In diesem Abschnitt soll auf die Bedeutung chromosomenspezifischer DNA-
Bibliotheken im Rahmen einer Verwirklichung des "Botstein-Konzepts"

zur genetischen Kartierung und Diagnose mendelnder Erbkrankheiten ein-
gegangen werden.

Botstein et al. (1980) haben ein Verfahren zur Konstruktion einer Kop-
pelungskarte des menschlichen Genoms mit Hilfe von DNA-Polymorphismen
der Lange von Restriktionsfragmenten (restriction fragment length poly-
morphism, RFLP) vorgeschlagen. Dabei macht man sich die Tatsache zu-
nutze, daB etwa eine von hundert Basen im DNA-Strang eines Chromosoms
verschieden ist von der Base, die sich an identischer Stelle bei dem
homologen Chromosom des gleichen Individuums oder bei einem anderen
Individuum befindet. Wenn von solchen Sequenzunterschieden die Erken-
nungssequenzen von Restriktionsenzymen betroffen sind, dann fihren sie
zu unterschiedlichen Spaltungsmustern der DNA an den entsprechenden
Stellen, die mit Hilfe der Southern-Blot Technik nachgewiesen werden
kdnnen (Southern 1975; Davies 1981, dort Abb. 2). Derartige DNA-Poly-
morphismen, die auch durch Deletionen oder Insertionen von DNA-Fragmen-
ten entstehen kénnen, werden den mendelnden Regeln entsprechend ver-
erbt. Inzwischen gibt es bereits eine groBe Anzahl singuldrer DNA-
Proben, mit denen sich solche Polymorphismen nachweisen lassen (Schmidt-
ke und Cooper 1983). Jede derartige DNA-Probe definiert einen "DNA-
Marker-Lokus". Liegt nun ein solcher Locus in naher Nachbarschaft ei-
nes fir eine mendelnde Erbkrankheit verantwortlichen Gens, dann wird

er in der Regel gemeinsam mit diesem Gen vererbt. Der Restriktions-
lédngen-Polymorphismus kann dann als Marker fir die Erfassung dieses
monogen vererbten Leidens verwendet werden. Beispiele flir autosomal
dominante und rezessive Erbgdnge sind bei Gusella et al. (1983) und

Woo et al. (1983) zu finden. Damit werden auch solche Krankheiten einer
prénatalen Diagnose aus Fruchtwasserzellen oder Chorionzotten zugdng-
lich, bei denen Uber den Gendefekt selbst noch nichts bekannt ist und
bei denen es bislang keine Mdglichkeit gibt, pathophysiologische Ver-
dnderungen auf dem Niveau der filir eine Analyse zugénglichen Zellen zu
erfassen.

Ein spektakulédres Beispiel fiir die erfolgreiche Anwendung des Botstein-
Konzepts zeigt die Entdeckung eines polymorphen DNA-Marker Locus, der
mit dem Gen fir Chorea Huntington eng gekoppelt ist und auf Chromosom 4
lokalisiert werden konnte (Gusella et al. 1983). Es handelt sich hier
um eine autosomal dominante Erkrankung des Zentralnervensystems, die
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meist im mittleren Lebensalter beginnt und zu Hirnatrophie verbunden
mit schweren Bewegungsstdrungen und fortschreitendem geistigen Verfall
fihrt. Die Arbeit von Gusella et al. ist zugleich beispielhaft fir die
Schwierigkeiten, die bei einer Realisierung des Botstein-Konzepts Uber-
wunden werden missen.

Das methodische Nadeldhr besteht in der Etablierung einer Koppelung
zwischen einem polymorphen DNA Marker Locus und dem interessierenden
Gen. Voraussetzung daflir sind geniigend grofBle, informative Stammb&ume
und geniigend singuldre DNA Proben zur Erfassung der Marker Loci. Der
DNA Gehalt des haploiden menschlichen Chromosomensatzes umfafit etwa

3 Milliarden Basenpaare. Das entspricht etwa 3000 cM. (Die Einheit 1
cM (centi-Morgan) ist definiert als Rekombinationswahrscheinlichkeit
von 1% pro Meiose zwischen zwei benachbarten Loci.) Daraus folgt, daB
ein Minimum von 100 bis 200 gleichmdBig Uber das Genom verteilten Mar-
ker Loci bendtigt wird, damit Aussicht besteht, flir jedes interessieren-
de Gen wenigstens eine "lockere" Koppelung zu etablieren (Botstein et
al. 1980). Um die Etablierung eines Netzes von polymorphen Marker Loci
auf allen Chromosomen zu beschleunigen, bieten sich singuldre DNA-Pro-
ben aus chromosomenspezifischen DNA-Bibliotheken als Ausgangsbasis an,
die mit der Technik der in situ Hybridisierung (siehe oben) bestimmten
Chromosomenbanden zugeordnet werden kénnen. Sobald eine erste, lockere
Koppelung gefunden ist, konnen weitere DNA-Marker Loci in der Nachbar-
schaft des ersten Locus herangezogen werden, um gezielt nach einer
engeren Koppelung zu suchen und die Position des interessierenden Gens
so weiter einzugrenzen.

Entscheidend fir die Brauchbarkeit solcher Marker Loci als diagnosti-
sches Instrument ist die Hdufigkeit von Austauschereignissen (crossing-
over) im Bereich zwischen Marker Locus und dem interessierenden Gen
wdhrend der Meiose und der Prozentsatz an Familien mit informativem
Paarungstyp. In jeder Familie muB zundchst individuell ermittelt wer-
den, ob gesunde und kranke Familienmitglieder mit Hilfe der in dieser
Familie nachweisbaren Restriktionsldngen-Polymorphismen des verwendeten
Marker Locus einwandfrei unterschieden werden kdnnen (Woo et al. 1983).
Um das Risiko falsch positiver oder falsch negativer Diagnosen als Fol-
ge eines crossing-over zu reduzieren, wird man nach Moglichkeit Marker-
Loci auf beiden Seiten des Gens verwenden. Diese Schwierigkeiten ent-
fallen, wenn das interessierende Gen (beispielsweise nach Anreicherung
der spezifischen m-RNA) selbst kloniert werden kann und ein polymor-
pher DNA Marker Locus im Bereich des Gens selbst liegt. Der Ideal-

fall ist dann gegeben, wenn die flir eine Krankheit verantwortliche Mu-
tation selbst die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms betrifft
und iber einen Restriktionsldngen-Polymorphismus an dieser Stelle nach-
gewiesen werden kann. Im Fall der Sichelzellandmie konnte dieser Ideal-
fall inzwischen realisiert werden (Chang und Kan 1981).

Ziel einer genetischen Analyse mendelnder Krankheiten ist letztlich
die Isolierung des die Krankheit verursachenden Gens selbst. Diese
Isolierung erscheint auch heute noch nahezu aussichtslos, wenn ilber
Struktur und Funktion eines Gens keinerlei Information vorliegt, wie
das beispielsweise beim Gen der Huntingtonschen Chorea der Fall ist.
Die Genauigkeit der Genlokalisation mittels Koppelungsanalyse ist beim
Menschen auf einen DNA-Bereich von etwa ein bis drei Millionen Basen-
paaren begrenzt. Eine genauere Kartierung mittels noch enger mit dem
Gen gekoppelter Marker Loci scheitert einfach darin, daB informative
crossing-over zwischen diesen Loci und dem Gen bei dem begrenzten Um-
fang informativer Familien nicht mehr zu erwarten sind. Fir eine aus-
fiihrliche Darstellung der Methode der Koppelungsanalyse siehe Vogel
und Motulsky (1979). Jedoch werden flir das Chorea Huntington Gen bereits
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Strategien diskutiert, wie auch diese neue Barriere iberwunden werden
kann (Cantor 1984). Falls mit einer dieser Strategien, bei denen wie-
derum chromosomenspezifische Genbanken, hier von Chromosom 4, eine we-
sentliche Rolle spielen, die Klonierung des gesuchten Gens gelingen
sollte, zeichnet sich eine prinzipiell neue MOglichkeit einer kausalen
Analyse der Chorea Huntington und anderer monogener Erbleiden ab. Fir
die Analyse der primdren Genfunktion gilt dann, was bereits im Ab-
schnitt 1.1 zur Analyse von Genen aus pathogenetischen Chromosomenseg-
menten gesagt wurde.

Ob das Botstein-Konzept auch zur Analyse multifaktorieller Erkrankungen
beitragen kann, bleibt abzuwarten. Immerhin scheint seine Anwendung
dort mbéglich, wo Hauptgene eine entscheidende Rolle bei der Krankheits-
disposition spielen.

2. Methodische Aspekte

Zur Herstellung von chromosomenspezifischen DNA-Bibliotheken gibt es
gegenwdrtig drei verschiedene Verfahren.

2.1 Chromosomenfraktionierung

Ein attraktiver und direkter Weg zur Etablierung von chromosomenspe-
zifischen DNA-Bibliotheken besteht darin, Metaphasechromosomen eines
bestimmten Typs mit mdglichst groBem Reinheitsgrad zu isolieren ("frak-
tionieren, sortieren") und deren DNA in einem geeigneten Vektor zu
klonieren (Davies et al. 1981, Krumlauf et al. 1982, Miller et al.
1983, Griffith et al. 1984, Lalande et al. 1984).

Eine auf diese Weise etablierte DNA-Bibliothek enthdlt im Idealfall
nur noch DNA-Sequenzen eines bestimmten Chromosoms. Ein derartiges
Vorhaben ist lber die Erstellung von DNA-Bibliotheken der 24 verschie-
denen menschlichen Chromosomentypen (22 Autosomen, X und Y) hinaus in-
teressant, da durch die Klonierung der DNA von aberranten Chromosomen
(Chromosomen mit Deletionen oder Translokationen, dizentrischen Chro-
mosomen, Isochromosomen) Bibliotheken erstellt werden kdnnen, die die
DNA bestimmter Chromosomenabschnitte reprdsentieren. Auch Chromosomen
mit amplifizierten Sequenzen, die sich als homogen gefdrbte Regionen
im Bandenmuster zeigen, kdnnen in ausreichender Menge sortiert werden.

Voraussetzung flir die hier skizzierte Methode der Etablierung chromo-
somenspezifischer DNA-Bibliotheken ist die Gewinnung von Chromosomen-
fraktionen méglichst groBier Reinheit. Solche Chromosomenfraktionen
wurden erstmals durch die Technik der fluoreszenzaktivierten Sortierung
gewonnen (Horan and Wheeless 1977; siehe auch Kapitel 10). Es gelang
Chromosomenfraktionen mit Uber 80% Reinheit zu sortieren. In einigen
Fédllen wurden sogar Reinheiten von bis zu 99% angegeben (Lebo et al.
1984) .

Die Trennmdglichkeiten kénnen noch erheblich verbessert werden, wenn
gleichzeitig mehrere physikalische GrdBen gemessen und als Sortierungs-
kriterium genutzt werden kdnnen (Gray et al. 1979, Lebo et al. 1984).
Hier besteht ein entscheidender Vorteil im Vergleich zu anderen Me-
thoden, wie z.B. Zentrifugation. Mit Hilfe der fluoreszenzaktivierten
Sortierung gelang in den letzten Jahren eine Fraktionierung verschie-
dener Typen von menschlichen Chromosomen. Die sortierten Chromosomen
wurden erfolgreich fir die Etablierung chromosomenspezifischer DNA-
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Bibliotheken eingesetzt. Solche DNA-Bibliotheken wurden inzwischen fir
die menschlichen Chromosomen 1, 2, 6, 19, 20, 21, 22, X und Y gewonnen
(Sparkes et al. 1984).

Die Ausbeute an sortierten Chromosomen kann durch Voranreicherungsme-
thoden erheblich verbessert werden. Hier haben sich vor allem Sedimen-
tations- und Zentrifugationsverfahren als geeignet erwiesen. So wurden
Chromosomen aus menschlichen Zellen isoliert und mithilfe von Geschwin-
digkeitssedimentation (52 g) in verschiedene Fraktionen aufgetrennt.
In einigen dieser Fraktionen waren spezifische Typen von Chromosomen
(z.B. Nr. 18 - 22) stark angereichert. Solche Fraktionen wurden an-
schlieBend durch fluoreszenzaktivierte Sortierung weiter aufgetrennt.
Auf diesem Wege gelang es, die Sortierungsrate fir die Chromosomen 21
und 22 um etwa das zehnfache zu steigern (Collard et al. 1984). Alter-
nativ kann man versuchen, die Sortierungsgeschwindigkeit des Sorters
selbst zu erhdhen.

2.2 Zellhybride

Eine weitere vielgenutzte M&glichkeit zur Etablierung chromosomenspe-
zifischer DNA-Bibliotheken besteht in der Verwendung von Interspezies-
Zellhybriden. Hierbei werden Zellen (z.B. Mensch, Maus) miteinander
fusioniert. Die fusionierten Zellen verlieren nach und nach menschli-
che Chromosomen. Durch geeignete biochemische Selektion erh&lt man
schlieBlich Hybridzellen, die auBer den Nagerchromosomen nur noch ein
oder wenige menschliche Chromosomen enthalten. Alternativ k&nnen Nager-
zellen zundchst mit "Minizellen" (Zellfragmenten) fusioniert werden,
die nur ein oder wenige Chromosomen enthalten. Die so gewonnenen Hy-
bridzellen werden weiter vermehrt.

Die DNA geeigneter Hybridzellen wird isoliert und kloniert. Die auf
diesem Wege gewonnene DNA-Bibliothek enth&lt nur noch Sequenzen der

in den verwendeten Hybridzellen enthaltenen menschlichen Chromosomen,
sowie Sequenzen der Nagerchromosomen. So wurden beispielsweise flir die
menschlichen Chromosomen 11 und 12 DNA-Bibliotheken errichtet, die aus
Gesamt-DNA von Hamster-Mensch-Zellhybriden gewonnen wurden, welche aus-
schlieBlich das Chromosom 11 oder das Chromosom 12 enthielten (Gusella
et al. 1980).

Solche DNA-Bibliotheken aus Hybridzellinien bedeuten einen wesentlichen
Fortschritt und wurden inzwischen auch flir andere Chromosomen angelegt.
Sie haben jedoch den Nachteil, daB die interessierenden Sequenzen (hier
eines spezifischen Chromosoms) nur einen geringen Bruchteil der Biblio-
thek ausmachen. Die DNA-Bibliothek muB also zundchst nach den seltenen
Sequenzen menschlichen Ursprungs abgesucht werden. Hierzu wurden Hy-
bridisierungsverfahren (Gusella et al. 1980) und Rekombinationstechni-
ken (Neve et al. 1983) beschrieben. Diese beiden Methoden beruhen auf
der Speziesspezifitdt von repetitiven Sequenzen. Um in einer DNA-Bib-
liothek in fast allen Klonen (2 95%) mindestens eine solche repetitive
Sequenz zu finden, miissen die klonierten Fragmente 15 - 20 kb lang sein.

2.3 Kombination von Chromosomenfraktionierung und Hybridzellverfahren

Beide bisher genannten Methoden zur Etablierung chromosomenspezifischer
DNA-Bibliotheken haben charakteristische Vor- und Nachteile. Die Zell-
hybridisierungsmethode kann DNA-Bibliotheken liefern, deren mensch-
liche DNA-Segmente mit Sicherheit einem bestimmten Chromosom zugeord-
net werden kdénnen. Dagegen sind diese Sequenzen relativ selten. Auf

der anderen Seite kann mit der Chromosomenfraktionierungsmethode ein
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gewlinschter Chromosomentyp stark angereichert werden. Ein wesentliches
Problem 1ist hier die Reinheit der sortierten Chromosomen. Diese hdngt
entscheidend von der durchfluBphotometrischen Unterscheidbarkeit der
Chromosomen und von der Qualitdt der zur Sortierung benutzten Chromo-
somensuspension ab.

Eine Kombination beider Verfahren erlaubt die Etablierung von DNA-
Bibliotheken mit hoher Ausbeute und Reinheit. So konnte am Beispiel
einer Hamster-Mensch-Hybridzellinie, die nur noch das Y-Chromosom als
einziges freies menschliches Chromosom enthielt, gezeigt werden, daf
die Sortierung ausgewdhlter Chromosomen auf diesem Wege erheblich bes-
ser durchgefiihrt werden kann (Cremer et al. 1984). Ein Vergleich der
aus sortierten Y-Chromosomen etablierten DNA-Bibliothek (Miiller et al.
1983) mit einer DNA-Bibliothek aus Gesamt-DNA von Hybridzellen, die
nur noch das Y-Chromosom als einziges menschliches Chromosom enthiel-
ten, zeigte, daB der Anteil der Y-chromosomalen Sequenzen bei Verwen-
dung der kombinierten Methode (Sortierung von Hybridzellchromosomen)
um ein Vielfaches (ca. 30x) hdher lag (Cremer et al. 1984).

Es ist zu erwarten, daB die Kombination der Chromosomenfraktionierungs-
und der Zellhybridmethode auch bei anderen Chromosomen erfolgreich ein-
gesetzt werden kann, insbesondere in Verbindung mit Immunofluoreszenz-
verfahren (Trask et al. 1984).

Bei Verwendung geeigneter Hybridzellinien sollte es mdglich sein, alle
menschlichen Chromosomen mit hoher Ausbeute und Reinheit zu sortieren,
einschlieBlich der Chromosomen 10 - 12, die bislang durchfluBphotome-
trisch nicht voneinander getrennt werden kénnen (Lebo et al. 1984).

Die Verwendung von Hybridzellen mit geeigneten aberranten Chromosomen
wirde dariiber hinaus eine elegante Mdglichkeit zur Etablierung von DNA-
Bibliotheken bestimmter Chromosomenabschnitte liefern.
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