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U n t e r e i n e r D N A - B i b l i o t h e k des m e n s c h l i c h e n Genoms, wie s i e z u e r s t i n 
de r A r b e i t s g r u p p e von M a n i a t i s e r s t e l l t wurde (Lawn e t a l . 1978), v e r ­
s t e h t man zunächst n i c h t s w e i t e r a l s e i n e S u s p e n s i o n von V e k t o r e n 
(Phagen, P l a s m i d e ) , d i e u n t e r s c h i e d l i c h e m e n s c h l i c h e DNA-Sequenzen 
e n t h a l t e n . D a b e i s o l l t e i n e i n e r vollständigen B i b l i o t h e k j e d e im Ge­
nom vorkommende Sequenz w e n i g s t e n s e i n m a l e n t h a l t e n s e i n . In diesem Zu­
s t a n d können d i e Möglichkeiten e i n e r D N A - B i b l i o t h e k aber nur zum T e i l 
ausgeschöpft werden. E i n e n w e i t r e i c h e n d e n N u t z e n für d i e humangeneti­
sche F o r s c h u n g und i h r e k l i n i s c h e Anwendung kann e i n e m e n s c h l i c h e DNA-
B i b l i o t h e k e r s t e n t f a l t e n , wenn d i e v e r s c h i e d e n e n DNA-Sequenzen i s o ­
l i e r t v o r l i e g e n und chromosomal l o k a l i s i e r t s i n d . Aus diesem Grund i s t 
es wünschenswert, von v o r n e h e r e i n D N A - B i b l i o t h e k e n h e r z u s t e l l e n , d i e 
nur S u b f r a k t i o n e n des Genoms e n t h a l t e n , d i e e i n z e l n e n Chromosomen o d e r 
Chromosomenabschnitten e n t s p r e c h e n . 

In d i e s em K a p i t e l s o l l e n e i n i g e ausgewählte Anwendungsmöglichkeiten 
c h r o m o s o m e n s p e z i f i s c h e r D N A - B i b l i o t h e k e n und S t r a t e g i e n zu i h r e r Her­
s t e l l u n g s k i z z i e r t werden. Zur V e r t i e f u n g möchten w i r den L e s e r auf 
d i e angegebene L i t e r a t u r und d i e K a p i t e l d e r H e r r e n L i n d e n m a i e r (S. 
65 f f . ) , Jäckle e t a l . (S. 110 f f . ) und B l i n (S. 123 f f . ) des Buches 
v e r w e i s e n . 

1. P e r s p e k t i v e n e i n e r Anwendung c h r o m o s o m e n s p e z i f i s c h e r D N A - B i b l i o ­
t h e k e n i n d e r Humangenetik 

1.1 M o l e k u l a r e C y t o g e n e t i k 

a) A n a l y s e von Chromosomenaberrationen 

D i e D i a g n o s t i k von Chromosomenveränderungen m i t H i l f e von Bänderungs­
t e c h n i k e n h a t m i t d e r E n t w i c k l u n g des " h i g h r e s o l u t i o n b a n d i n g " e i n e n 
g e w i s s e n m e t h o d i s c h e n Abschluß gefunden. S e l b s t b e i e i n e r hochauflö­
senden Chromosomenbänderung m i t 1000 Banden ( Y u n i s und Lewandowski 
1983) enthält e i n e e i n z e l n e Bande noch immer e i n e n DNA-Faden von d u r c h ­
s c h n i t t l i c h 1000 u.m Länge m i t etwa 3 M i l l i o n e n B a s e n p a a r e n , e n t s p r e ­
chend etwa 50 Genen. Schon d i e s e s e h r grobe Schätzung z e i g t , daß s e l b s t 
m i t den b e s t e n Bänderungsverfahren e i n e F e s t l e g u n g chromosomaler B r u c h ­
p u n k t e a uf dem N i v e a u e i n z e l n e r Gene n i c h t möglich i s t * . 

An einem B e i s p i e l aus d e r T u m o r c y t o g e n e t i k s o l l zunächst erläutert 
werden, wie m i t H i l f e k l o n i e r t e r DNA Proben e i n e m o l e k u l a r e B r u c h p u n k t ­
a n a l y s e durchgeführt werden kann und w e l c h e Bedeutung d e r a r t i g e Ana­
l y s e n für das k a u s a l e Verständnis d e r Tumorentstehung haben ( M i t e l m a n 
1984) . Im W e i t e r e n s o l l e n dann e i n i g e g e n e r e l l e A s p e k t e d e r Verwendung 
c h r o m o s o m e n s p e z i f i s c h e r G e n b i b l i o t h e k e n b e i d e r A n a l y s e von Chromosomen 
Veränderungen d a r g e s t e l l t werden. 

M o l e k u l a r - und Z e l l b i o l o g i e 
Hrsg. von B l i n e t a l . 
© S p r i n g e r - V e r l a g B e r l i n H e i d e l b e r g 1985 
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Abb. l a - c . Aut.oradiogramme w e i b l i c h e r , m e n s c h l i c h e r Lymphozyten nach i n s i t u H y b r i ­
d i s i e r u n g mit d e r DNA-Probe pXBR. Die Probe wurde mit (3H)dTTP r a d i o a k t i v m a r k i e r t 
und h y b r i d i s i e r t an r e p e t i t i v e DNA i n der Zentromerregion m e n s c h l i c h e r X-Chromosomen. 
Die A b b i l d u n g i s t aus Rappold e t a l . (1984a) entnommen, a) M e t a p h a s e p l a t t e und I n t e r -
phasekern ( l i n k s oben); b) und c) w e i t e r e I n t e r p h a s e k e r n e ; Giemsafärbung. Anhäufungen 
von Silberkörnern über den Zentromerregionen der X-Chromosomen s i n d d u r c h P f e i l e ge­
k e n n z e i c h n e t . Man b e a c h t e , daß d i e P o s i t i o n d i e s e r Zentromere mit H i l f e d i e s e r Me­
thode auch i n Tnterphasekernen s i c h t b a r gemacht werden kann. Chromosomenspezifische, 
r e p e t i t i v e DNA Proben eröffnen so e i n e neue Möglichkeit, um d i e Frage e i n e r zufälli­
gen oder nicht-zufälligen Anordnung bestimmter Chromosomen im Z e l l k e r n zu prüfen. 
Zum Problem der Chromosomentopographie i n menschlichen Z e l l k e r n e n s i e h e Rappold e t 
a l . (1984a). Im Gegensatz zu der i n d i e s e r A b b i l d u n g d e m o n s t r i e r t e n i n s i t u H y b r i ­
d i s i e r u n g mit c h r o m o s o m e n s p e z i f i s c h e n r e p e t i t i v e n DNA-Proben, e n t s t e h e n nach i n s i t u 
H y b r i d i s i e r u n g m i t singulären DNA Proben nur e i n z e l n e Silberkörner an einem Ort spe­
z i f i s c h e r H y b r i d i s i e r u n g der r a d i o a k t i v e n Proben-DNA mit e i n e r komplementären DNA 
Sequenz. In diesem F a l l übertrifft d i e Z a h l u n s p e z i f i s c h e r Silberkörner ("Hinter­
grund") pro Metaphase d i e Z a h l s p e z i f i s c h e r Silberkörner um e i n Mehrfaches. Auch i n 
d i e s e n Fällen i s t jedoch e i n e Aussage möglich, wenn d i e P o s i t i o n a l l e r Silberkörner 
i n z a h l r e i c h e n Metaphasen bestimmt und e i n e s t a t i s t i s c h s i g n i f i k a n t e Häufung von 
Silberkörnern über bestimmten Chromosomenregionen e r m i t t e l t w i r d ( v g l . Abb. 2) 

Das B u r k i t t Lymphom i s t e i n bösartiger Tumor, d e r von B - Z e l l e n des lym­
p h a t i s c h e n Gewebes s e i n e n Ausgang nimmt. B e i etwa 75% d e r P a t i e n t e n 
f i n d e t s i c h i n den T u m o r z e l l e n e i n e T r a n s l o k a t i o n z w i s c h e n den Chromo­
somen 8 und 14 ( t 8;14), b e i den übrigen 25% e i n e " V a r i a n t e " T r a n s l o k a ­
t i o n z w i s c h e n den Chromosomen 8 und 22 ( t 8;22) bzw. 2 und 8 ( t 2;8). 
M i t den k l a s s i s c h e n Bänderungsmethoden kon n t e n d i e B r u c h p u n k t e den 
Banden 2p12 (d.h. Bande 12 a u f dem k u r z e n Arm von Chromosom 2 ) , 8q24 
(Bande 24 auf dem l a n g e n Arm von Chromosom 8 ) , 14q32 und 22q11 z u g e o r d ­
n e t werden. M i t H i l f e von Mensch-Maus H y b r i d z e l l e n , «lie nur noch be­
stimmte m e n s c h l i c h e Chromosomen e n t h a l t e n , und d e r i n s i t u H y b r i d i s i e -
r u n g s t e c h n i k an m e n s c h l i c h e n Metaphasechromosomen ( s i e h e unten) k o n n t e n 
i n den genannten Banden d e r Chromosomen 2, 14 und 22 Immunglobulingene 
l o k a l i s i e r t werden und zwar das G e n c l u s t e r Igk für d i e l e i c h t e K e t t e 
kappa i n 2p12, das G e n c l u s t e r für d i e schwere K e t t e i n IgH i n 14q32 und 
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q24~l 

Abb. 2a-c. Schematisch dargestellt 
sind das normale Chromosom 2 und 
die beiden Markerchromosomen 2p-
und 8q+ der Burkittlymphom-Zell- pi2> 
l i n i e BL21. Die Lage des Zentro­
mers i s t durch eine Einschnürung 
kenntlich gemacht. Der kurze Arm 
von Chromosom 2 f e h l t bei 2p- und g 
i s t auf den langen Arm von Chromo­
som 8 t r a n s l o z i e r t , das dement­
sprechend verlängert i s t (8q+) . 2 2p_ 8q* 
In s i t u Hybridisierungsexperimente 
wurden mit dre i klonierten DNA-
Proben aus dem Gencluster für die 
leichte Immunglobulinkette kappa 
durchgeführt, a) mit einer Probe P12~ 
für die variablen Gene von kappa, 
V^; b) mit einer Probe für die 
Verbindungsregion ("joining re-
gion"), J^; c) mit einer Probe des | j 
Gens für den konstanten T e i l von 
kappa, C^. Die Proben wurden mit 
(3H)dTTP radioaktiv markiert. Für 2 2 P - 8q* 
die d e t a i l l i e r t e Beschreibung der 
Proben und der damit durchgeführ­
ten Experimente siehe Rappold et 
a l . (1984b). Jeder der rechts ne­
ben 2, 2p- und 8q+ eingezeichneten 
Punkte gibt die chromosomale Loka­
l i s a t i o n eines Silberkorns an. Da­
zu wurden Autoradiogramme a) von 
35 Metaphasen, b) von 87 Metapha-
sen und c) von 118 Metaphasen aus­
gewertet und die Position a l l e r 
auf einem der drei Chromosomen 2 2 P - 8q* 
sichtbaren Silberkörner festge­
s t e l l t . Die P f e i l e kennzeichnen Chromosomensegmente mit einer s t a t i s t i s c h s i g n i f i ­
kanten Häufung von Silberkörnern als Ausdruck einer spezifischen Bindung einer ra­
dioaktiven Probe. Die übrigen Silberkörner sind a ls "Hintergrund" zufällig über die 
Chromosomen v e r t e i l t . Aus der Verteilung der Silberkörner läßt sich entnehmen, daß 
vk/ J k u n d Ck spezifisch im Bereich der Bande 2pl2 des normalen Chromosoms 2 binden. 
Dagegen bindet am kurzen Arm des Markerchromosoms 2p- nur die Probe V^. und Ck 
zeigen dort keine Bindung, binden aber spezifisch am langen Arm des Markerchromosoms 
8q+. Der Bruchpunkt in der Bande 2pl2 muß demnach im Bereich zwischen Vj^ und l i e ­
gen. Man beachte, daß a l s Ergebnis dieser Experimente auch die Orientierung der Gene 
im kappa-Gencluster festgelegt werden konnte. i s t zum Zentromer hin o r i e n t i e r t , 
Cfc zum Telomer 

P 12-

q 2 4 -

das G e n c l u s t e r für d i e l e i c h t e K e t t e lambda IgA i n 22q11, während i n 
8q24 das Onkogen c-myc l o k a l i s i e r t werden k o n n t e . E i n e ausführliche 
Literaturübersicht f i n d e t s i c h b e i R a p p o l d e t a l . (1984b). Auf Grund 
d i e s e r Befunde wurde d i e Hypothese a u f g e s t e l l t , daß a l s F o l g e d e r ge­
n a n n t e n T r a n s l o k a t i o n e n c-myc i n d i e N a c h b a r s c h a f t von I m m u n g l o b u l i n -
genen gerät. D i e s e abnorme N a c h b a r s c h a f t wurde dafür v e r a n t w o r t l i c h 
gemacht, daß das c-myc Gen i n den T u m o r z e l l e n im Gegensatz zu normalen 
B-Lymphozyten n i c h t i n a k t i v i e r t w i r d . Daß d i e s e N a c h b a r s c h a f t s h y p o t h e s e 
z u t r i f f t , k o n n t e d u r c h m o l e k u l a r e B r u c h p u n k t a n a l y s e n e n t s c h i e d e n werden. 

Für d i e s e A n a l y s e b i e t e t s i c h d i e Methode d e r i n s i t u H y b r i d i s i e r u n g 
k l o n i e r t e r DNA-Proben an Metaphasepräparaten an. S i e h a t s i c h i n jüng­
s t e r Z e i t a l s e i n h e r v o r r a g e n d g e e i g n e t e s V e r f a h r e n für d i e Zuordnung 
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singulärer DNA-Sequenzen zu e i n z e l n e n Chromosomenbanden e r w i e s e n 
( Z a b e l e t a l . 1983). Auf einem Objektträger f i x i e r t e Metaphase- oder 
Prometaphasechromosomen werden d e n a t u r i e r t . D i e d a d u r c h einzelsträngig 
gemachte DNA d e r Chromosomen w i r d m i t e i n e r r a d i o a k t i v m a r k i e r t e n , 
e b e n f a l l s einzelsträngigen DNA-Probe h y b r i d i s i e r t . Überschüssige r a ­
d i o a k t i v e Probe w i r d d u r c h sorgfältiges Waschen d e r Objektträger e n t ­
f e r n t , d i e anschließend m i t e i n e r F i l m e m u l s i o n b e d e c k t und im Dunkeln 
für Tage oder auch Wochen e x p o n i e r t werden. D i e O r t e s p e z i f i s c h e r Hy­
b r i d i s i e r u n g werden nach d e r E n t w i c k l u n g d e r Autoradiogramme d u r c h d i e 
d o r t e n t s t e h e n d e Anhäufung von Silberkörnern s i c h t b a r gemacht (Abb. 1 ) . 

Abb. 2 z e i g t das E r g e b n i s e i n e r B u r c h p u n k t a n a l y s e b e i T u m o r z e l l e n e i n e s 
P a t i e n t e n m i t d e r V a r i a n t e n T r a n s l o k a t i o n t ( 2 ; 8 ) ( R a p p o l d e t a l . 1984b). 
D i e i n s i t u H y b r i d i s i e r u n g z e i g t , daß d i e für den v a r i a b l e n T e i l d e r 
K a p p a - K e t t e k o d i e r e n d e n Gene Vk auf dem Markerchromosom 2p- v e r b l i e b e n 
s i n d , während d i e Gene für d i e " j o i n i n g r e g i o n " Jk und den k o n s t a n t e n 
A n t e i l d e r K a p p a - K e t t e Ck o f f e n b a r a uf das Markerchromosom 8q+ t r a n s -
l o z i e r t worden s i n d . Nach di e s e m R e s u l t a t muß d e r B r u c h p u n k t i n d e r 
Bande 2p12 i n n e r h a l b des K a p p a - G e n c l u s t e r s l i e g e n . Das Onkogen c-myc 
k o n n t e a u f 8q+ l o k a l i s i e r t werden ( n i c h t d a r g e s t e l l t i n Abb. 2 ) . Der 
Br u c h p u n k t i n d e r Bande 8q24 l i e g t demnach d i s t a l von c-myc. Es i s t 
h e u t e möglich, b e i B e d a r f B r u c h p u n k t e a u f dem DNA-Niveau b i s auf d i e 
Base genau f e s t z u l e g e n ( P i c c o l i e t a l . 1984). 

M i t H i l f e m o l e k u l a r e r B r u c h p u n k t a n a l y s e n konnte g e z e i g t werden, daß 
d i e e x a k t e Lage d e r B r u c h p u n k t e i n den T u m o r z e l l e n v e r s c h i e d e n e r P a­
t i e n t e n v a r i i e r t . Doch stimmen a l l e b i s l a n g u n t e r s u c h t e n Fälle d a r i n 
überein, daß a l s F o l g e d e r T r a n s l o k a t i o n das c-myc Gen i n d i e Nachbar­
s c h a f t e i n e s I m m u n g l o b u l i n g e n s gerät, und zwar immer a u f d i e 5 ' - S e i t e 
des für den k o n s t a n t e n T e i l d e r j e w e i l i g e n I m m u n g l o b u l i n k e t t e c o d i e r e n ­
den Gens. Da s o m a t i s c h e M u t a t i o n e n i n den v a r i a b l e n A b s c h n i t t e n d e r 
Immunglobuline e i n e w i c h t i g e R o l l e b e i d e r Erzeu g u n g d e r Antikörper­
v i e l f a l t s p i e l e n und d i e Gene für den v a r i a b l e n T e i l d e r I m m u n g l o b u l i n -
k e t t e n e b e n f a l l s a u f d e r 5 ' - S e i t e d e r Gene für den k o n s t a n t e n T e i l d e r 
I m m u n g l o b u l i n k e t t e n l i e g e n , b e s a g t e i n e a t t r a k t i v e H y p o t h e s e , daß auch 
das c-myc Gen i n d e r neuen N a c h b a r s c h a f t s o m a t i s c h e M u t a t i o n e n e r l e i d e n 
k ann. D i e s e wiederum könnten e n t s c h e i d e n d für das u n b e g r e n z t e , d e r Kon­
t r o l l e des Körpers entzogene Wachstum d e r T u m o r z e l l e n s e i n . 

M i t H i l f e c h r o m o s o m e n s p e z i f i s c h e r G e n b i b l i o t h e k e n können d i e am B e i ­
s p i e l des B u r k i t t Lymphoms d a r g e s t e l l t e n Möglichkeiten e i n e r moleku­
l a r e n C y t o g e n e t i k g e n e r e l l angewendet werden, um T r a n s l o k a t i o n e n , Du­
p l i k a t i o n e n o d e r D e l e t i o n e n von Chromosomenabschnitten w e s e n t l i c h ge­
naue r a l s m i t den k l a s s i s c h e n V e r f a h r e n d e r Chromosomenanalyse f e s t ­
z u l e g e n . Monosomien und T r i s o m i e n von Chromosomensegmenten führen zu 
e i n e r e n t s p r e c h e n d e n V e r m i n d e r u n g bzw. Vermehrung d e r i n den b e t r o f f e ­
nen Segmenten l o k a l i s i e r t e n DNA-Sequenzen, d i e m i t H i l f e q u a n t i t a t i v e r 
D N A - H y b r i d i s i e r u n g s v e r f a h r e n erfaßt werden können. D i e G e n a u i g k e i t , 
m i t d e r d e r Umfang s e l b s t s u b m i k r o s k o p i s c h k l e i n e r Veränderungen erfaßt 
werden kann, w i r d im P r i n z i p n u r von d e r Verfügbarkeit e i n e r genügenden 
Z a h l k l o n i e r t e r DNA-Proben für den zu a n a l y s i e r e n d e n Chromosomenbereich 
b e g r e n z t . Neben singulären DNA-Sequenzen könnten h i e r auch k l o n i e r t e 
r e p e t i t i v e DNA-Sequenzen Bedeutung e r l a n g e n , d i e im H i n b l i c k a u f i h r e 
Basensequenz bzw. i h r e O r g a n i s a t i o n s p e z i f i s c h für bestimmte Chromoso­
m e n a b s c h n i t t e s i n d ( G u s e l l a e t a l . 1982; R a p p o l d e t a l . 1984a). 

D i e s e neuen Möglichkeiten s o l l t e n d azu führen, daß i n Z u k u n f t O r t und 
Umfang chromosomaler D e f e k t e und d i e damit verbundenen Veränderungen 
im Phänotyp d e r b e t r o f f e n e n I n d i v i d u e n w e s e n t l i c h genauer m i t e i n a n d e r 
k o r r e l i e r t werden können. Wie d i e s geschehen kann, s o l l am B e i s p i e l 
d e r D e l e t i o n des k u r z e n Arms von Chromosom 5 erläutert werden. S i e i s t 



136 

d i e U r s a c h e des C r i du chat-Syndroms, das s e i n e n Namen a u f Grund des 
c h a r a k t e r i s t i s c h e n k a t z e n s c h r e i a r t i g e n Wimmerns d e r b e t r o f f e n e n K i n d e r 
e r h a l t e n h a t . Für den Phänotyp d i e s e s Syndroms i s t o f f e n b a r d e r V e r l u s t 
d e r Bande 5p15 e n t s c h e i d e n d . Doch g i b t es auch K i n d e r m i t C r i du c h a t -
Symptomen, b e i denen s i c h e i n e C h r o m o s o m e n a b e r r a t i o n b i s l a n g n i c h t 
n a c h w e i s e n läßt ( N i e b u h r 1978). Möglicherweise b e s t e h t h i e r e i n e sub­
m i k r o s k o p i s c h k l e i n e D e l e t i o n im B e r e i c h 5p15. D i e E t a b l i e r u n g e i n e r 
D N A - B i b l i o t h e k für den k u r z e n Arm von Chromosom 5 würde e i n e n T e s t d i e ­
s e r Hypothese ermöglichen. D i e genaue E i n g r e n z u n g d e r chromosomalen Re­
g i o n , d i e für d i e c h a r a k t e r i s t i s c h e n Veränderungen e i n e s bestimmten 
chromosomalen F e h l b i l d u n g s s y n d r o m s v e r a n t w o r t l i c h i s t , könnte i n Zu­
k u n f t d i e K l o n i e r u n g d e r für den veränderten Phänotyp w e s e n t l i c h e n DNA-
Sequenzen ermöglichen. M i t dem M e t h o d e n a r s e n a l d e r M o l e k u l a r b i o l o g i e 
könnte dann d i e R o l l e d e r i n einem p a t h o g e n e t i s c h e n Chromosomensegment 
l o k a l i s i e r t e n Gene über d i e I d e n t i f i z i e r u n g von G e n p r o d u k t e n , O r t und 
Z e i t p u n k t d e r G e n e x p r e s s i o n b i s h i n z u r Ebene d e r primären G e n f u n k t i o n 
an m e n s c h l i c h e n G e w e b e k u l t u r e n k a u s a l v e r f o l g t werden. E i n T e i l d e r 
A n a l y s e n könnte auch an L a b o r t i e r e n durchgeführt werden, da s i c h m i t 
H i l f e d e r k l o n i e r t e n , m e n s c h l i c h e n Gene d i e e n t s p r e c h e n d e n Gene aus 
D N A - B i b l i o t h e k e n a n d e r e r Säugetierspezies r e l a t i v l e i c h t i s o l i e r e n l a s ­
sen s o l l t e n . 

D i e k l i n i s c h e n C y t o g e n e t i k e r kennen z a h l r e i c h e Chromosomensegmente, 
d i e im monosomen o d e r t r i s o m e n Z u s t a n d c h a r a k t e r i s t i s c h e F e h l b i l d u n g s ­
syndrome h e r v o r r u f e n , d i e i n d e r R e g e l m i t ausgeprägtem S c h w a c h s i n n 
e i n h e r g e h e n ( v g l . Tab. 2 b e i Y u n i s und Lewandowski 1983). Doch g i b t 
es b i s he u t e k e i n e überzeugende T h e o r i e , a u f w e l c h e n Wegen und über 
wel c h e p a t h o g e n e t i s c h e n Mechanismen d i e V e r m i n d e r u n g bzw. Vermehrung 
d e r i n den b e t r o f f e n e n Segmenten l o k a l i s i e r t e n DNA-Sequenzen e i n F e h l -
b i l d u n g s s y d r o m auslöst. D i e am B e i s p i e l des C r i du chat-Syndroms s k i z ­
z i e r t e S t r a t e g i e eröffnet e i n e n neuen Weg, a u f dem man d e r Lösung d i e ­
ses P r o b l e m s e i n e n S c h r i t t näher kommen kann. 

b) M o l e k u l a r e S t r u k t u r und E v o l u t i o n von Chromosomen 

E i n bedeutsamer S c h r i t t im V e r l a u f d e r E v o l u t i o n , d i e zu den h e u t i g e n 
Genomen d e r Säugetiere einschließlich des Menschen geführt h a t , b e s t a n d 
nach Ohno i n e i n e r V e r d o p p e l u n g d e r Chromosomenzahl und d a m i t des DNA-
G e h a l t e s v o r 200 b i s 300 M i l l i o n e n J a h r e n . Comings (1972) h a t d i e s e 
Hypothese im H i n b l i c k a u f d i e E v o l u t i o n des m e n s c h l i c h e n K a r y o t p y s 
w e i t e r präzisiert. Danach s i n d d i e 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 2 2 aus j e 
einem gemeinsamen P a a r homologer Chromosomen h e r v o r g e g a n g e n ( " a n c e s t r a l 
h o m o l o g u e s " ) . D i e Hypothese w i r d gestützt d u r c h Ähnlichkeiten d e r Ban­
denmuster und i n e i n i g e n Fällen d u r c h den V e r g l e i c h von g e n e t i s c h e n 
M a r k e r n . So f i n d e t man b e i s p i e l s w e i s e das Gen für d i e L a c t a t d e h y d r o -
genase A auf Chromosom 11p12, während das Gen für d i e L a c t a t d e h y d r o -
genase B auf Chromosom 12p12 l o k a l i s i e r t werden k o n n t e . D u r c h e i n e n 
V e r g l e i c h c h r o m o s o m e n s p e z i f i s c h e r D N A - B i b l i o t h e k e n läßt s i c h f e s t s t e l ­
l e n , i n welchem Umfang Ähnlichkeiten z w i s c h e n r e p e t i t i v e n und singulä-
r e n DNA Sequenzen i n den h o m o l o g i s i e r t e n Banden d e r " a n c e s t r a l homolo­
gues" b e s t e h e n . D i e Hypothese von Comings könnte so k r i t i s c h g e t e s t e t 
werden. 

E i n e w e i t e r e f a s z i n i e r e n d e F r a g e b e t r i f f t d i e E v o l u t i o n d e r Chromosomen 
b e i den P r i m a t e n . Es z e i c h n e t s i c h ab, daß d i e g e n e t i s c h e n U n t e r s c h i e d e 
z w i s c h e n den Hominiden und den P o n g i d e n , b e i s p i e l s w e i s e z w i s c h e n Mensch, 
Schimpanse und G o r i l l a , a u f e i n e r e l a t i v g e r i n g e A n z a h l chromosomaler 
Umbauten zurückzuführen i s t . V or a l l e m D u t r i l l a u x (1984) h a t u m f a n g r e i ­
che U n t e r s u c h u n g e n z u r chromosomalen P h y l o g e n e s e d e r P r i m a t e n m i t H i l f e 
d e r k l a s s i s c h e n Bänderungstechniken durchgeführt. Es s c h e i n t h e u t e , 
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daß d i e g e n e t i s c h e n G r u n d l a g e n für d i e E v o l u t i o n d e r Hominiden eher 
auf dem N i v e a u d e r G e n r e g u l a t i o n a l s a u f dem N i v e a u p r i n z i p i e l l e r U n t e r ­
s c h i e d e i n den S t r u k t u r g e n e n d e r höheren P r i m a t e n zu suchen s i n d . S o l ­
che U n t e r s c h i e d e d e r G e n r e g u l a t i o n dürften b e i s p i e l s w e i s e für d i e Z a h l 
d e r Z e l l t e i l u n g e n d e r N e r v e n z e l l e n b e i d e r E n t w i c k l u n g des Großhirns 
e n t s c h e i d e n d s e i n . D i e im v o r i g e n A b s c h n i t t für d i e U n t e r s u c h u n g von 
Chro m o s o m e n a b e r r a t i o n e n d a r g e s t e l l t e n Möglichkeiten e i n e r m o l e k u l a r e n 
B r u c h p u n k t a n a l y s e können auch für Un t e r s u c h u n g e n d e r Chromosomenevolu­
t i o n e i n g e s e t z t werden. D a b e i i n t e r e s s i e r t v o r a l l e m d i e F r a g e , w e l c h e 
Gene b e i den e i n z e l n e n Chromosomenumordnungen, d i e zum h e u t i g e n K a r y o ­
typ des Menschen geführt haben, i n enge N a c h b a r s c h a f t gerückt s i n d . 
Es s t e h t zu e r w a r t e n , daß m i t H i l f e m o l e k u l a r e r T e c h n i k e n Chromosomen­
umordnungen auch im s u b m i k r o s k o p i s c h e n B e r e i c h e r k a n n t werden können, 
d i e b i s l a n g e i n e r A n a l y s e n i c h t zugänglich waren. C h r o m o s o m e n s p e z i f i ­
sche D N A - B i b l i o t h e k e n d e r höheren P r i m a t e n s t e l l e n für d i e s e s A r b e i t s ­
g e b i e t d i e e n t s c h e i d e n d e G r u n d l a g e d a r . 

1.2 Chromosomale K a r t i e r u n g und D i a g n o s e von K r a n k h e i t s b i l d e r n m i t 
monogenem Erbgang 

In d i e s e m A b s c h n i t t s o l l a u f d i e Bedeutung c h r o m o s o m e n s p e z i f i s c h e r DNA-
B i b l i o t h e k e n im Rahmen e i n e r V e r w i r k l i c h u n g des " B o t s t e i n - K o n z e p t s " 
z u r g e n e t i s c h e n K a r t i e r u n g und Di a g n o s e mendelnder E r b k r a n k h e i t e n e i n ­
gegangen werden. 

B o t s t e i n e t a l . (1980) haben e i n V e r f a h r e n z u r K o n s t r u k t i o n e i n e r Kop­
p e l u n g s k a r t e des m e n s c h l i c h e n Genoms m i t H i l f e von DNA-Polymorphismen 
d e r Länge von R e s t r i k t i o n s f r a g m e n t e n ( r e s t r i c t i o n fragment l e n g t h p o l y -
morphism, RFLP) v o r g e s c h l a g e n . D a b e i macht man s i c h d i e T a t s a c h e z u ­
n u t z e , daß etwa e i n e von h u n d e r t Basen im DNA-Strang e i n e s Chromosoms 
v e r s c h i e d e n i s t von d e r Base, d i e s i c h an i d e n t i s c h e r S t e l l e b e i dem 
homologen Chromosom des g l e i c h e n I n d i v i d u u m s oder b e i einem anderen 
I n d i v i d u u m b e f i n d e t . Wenn von s o l c h e n S e q u e n z u n t e r s c h i e d e n d i e E r k e n ­
nungssequenzen von R e s t r i k t i o n s e n z y m e n b e t r o f f e n s i n d , dann führen s i e 
zu u n t e r s c h i e d l i c h e n S p a l t u n g s m u s t e r n d e r DNA an den e n t s p r e c h e n d e n 
S t e l l e n , d i e m i t H i l f e d e r S o u t h e r n - B l o t T e c h n i k nachgewiesen werden 
können ( S o u t h e r n 1975; D a v i e s 1981, d o r t Abb. 2 ) . D e r a r t i g e DNA-Poly­
morphismen, d i e auch d u r c h D e l e t i o n e n oder I n s e r t i o n e n von DNA-Fragmen­
t e n e n t s t e h e n können, werden den mendelnden R e g e l n e n t s p r e c h e n d v e r ­
e r b t . I n z w i s c h e n g i b t es b e r e i t s e i n e große A n z a h l singulärer DNA-
P r o b e n , m i t denen s i c h s o l c h e Polymorphismen n a c h w e i s e n l a s s e n ( S c h m i d t -
ke und Cooper 1983). Jede d e r a r t i g e DNA-Probe d e f i n i e r t e i n e n "DNA-
M a r k e r - L o k u s " . L i e g t nun e i n s o l c h e r L ocus i n naher N a c h b a r s c h a f t e i ­
nes für e i n e mendelnde E r b k r a n k h e i t v e r a n t w o r t l i c h e n Gens, dann w i r d 
e r i n d e r R e g e l gemeinsam m i t diesem Gen v e r e r b t . Der R e s t r i k t i o n s -
längen-Polymorphismus kann dann a l s Marker für d i e E r f a s s u n g d i e s e s 
monogen v e r e r b t e n L e i d e n s verwendet werden. B e i s p i e l e für a u t o s o m a l 
dominante und r e z e s s i v e Erbgänge s i n d b e i G u s e l l a e t a l . (1983) und 
Woo e t a l . (1983) zu f i n d e n . Damit werden auch s o l c h e K r a n k h e i t e n e i n e r 
pränatalen Diagn o s e aus F r u c h t w a s s e r z e l l e n oder C h o r i o n z o t t e n zugäng­
l i c h , b e i denen über den G e n d e f e k t s e l b s t noch n i c h t s bekannt i s t und 
b e i denen es b i s l a n g k e i n e Möglichkeit g i b t , p a t h o p h y s i o l o g i s c h e V e r ­
änderungen auf dem N i v e a u d e r für e i n e A n a l y s e zugänglichen Z e l l e n zu 
e r f a s s e n . 

E i n spektakuläres B e i s p i e l für d i e e r f o l g r e i c h e Anwendung des B o t s t e i n -
K o n z e p t s z e i g t d i e E n t d e c k u n g e i n e s polymorphen DNA-Marker L o c u s , d e r 
m i t dem Gen für Chorea H u n t i n g t o n eng g e k o p p e l t i s t und auf Chromosom 4 
l o k a l i s i e r t werden k o n n t e ( G u s e l l a e t a l . 1983). Es h a n d e l t s i c h h i e r 
um e i n e a u t o s o m a l dominante E r k r a n k u n g des Z e n t r a l n e r v e n s y s t e m s , d i e 
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m e i s t im m i t t l e r e n L e b e n s a l t e r b e g i n n t und zu H i r n a t r o p h i e verbunden 
mi t schweren Bewegungsstörungen und f o r t s c h r e i t e n d e m g e i s t i g e n V e r f a l l 
führt. D i e A r b e i t von G u s e l l a e t a l . i s t z u g l e i c h b e i s p i e l h a f t für d i e 
S c h w i e r i g k e i t e n , d i e b e i e i n e r R e a l i s i e r u n g des B o t s t e i n - K o n z e p t s über­
wunden werden müssen. 

Das m e t h o d i s c h e Nadelöhr b e s t e h t i n d e r E t a b l i e r u n g e i n e r Koppelung 
zwischen einem polymorphen DNA Marker L o c u s und dem i n t e r e s s i e r e n d e n 
Gen. V o r a u s s e t z u n g dafür s i n d genügend große, i n f o r m a t i v e Stammbäume 
und genügend s i n g u l a r e DNA Proben z u r E r f a s s u n g d e r Marker L o c i . Der 
DNA G e h a l t des h a p l o i d e n m e n s c h l i c h e n Chromosomensatzes umfaßt etwa 
3 M i l l i a r d e n B a s e n p a a r e . Das e n t s p r i c h t etwa 3000 cM. (Die E i n h e i t 1 
cM ( c e n t i - M o r g a n ) i s t d e f i n i e r t a l s R e k o m b i n a t i o n s w a h r s c h e i n l i c h k e i t 
von 1% p r o Meiose z w i s c h e n zwei b e n a c h b a r t e n L o c i . ) Daraus f o l g t , daß 
e i n Minimum von 100 b i s 200 gleichmäßig über das Genom v e r t e i l t e n Mar­
ke r L o c i benötigt w i r d , damit A u s s i c h t b e s t e h t , für j e d e s i n t e r e s s i e r e n ­
de Gen w e n i g s t e n s e i n e " l o c k e r e " Koppelung zu e t a b l i e r e n ( B o t s t e i n e t 
a l . 1980). Um d i e E t a b l i e r u n g e i n e s N e t z e s von polymorphen Marker L o c i 
auf a l l e n Chromosomen zu b e s c h l e u n i g e n , b i e t e n s i c h s i n g u l a r e DNA-Pro­
ben aus c h r o m o s o m e n s p e z i f i s c h e n D N A - B i b l i o t h e k e n a l s A u s g a n g s b a s i s an, 
d i e m i t d e r T e c h n i k d e r i n s i t u H y b r i d i s i e r u n g ( s i e h e oben) bestimmten 
Chromosomenbanden z u g e o r d n e t werden können. S o b a l d e i n e e r s t e , l o c k e r e 
Koppelung gefunden i s t , können w e i t e r e DNA-Marker L o c i i n d e r Nachbar­
s c h a f t des e r s t e n L o c u s herangezogen werden, um g e z i e l t nach e i n e r 
engeren Koppelung zu suchen und d i e P o s i t i o n des i n t e r e s s i e r e n d e n Gens 
so w e i t e r e i n z u g r e n z e n . 

E n t s c h e i d e n d für d i e B r a u c h b a r k e i t s o l c h e r Marker L o c i a l s d i a g n o s t i ­
s c hes I n s t r u m e n t i s t d i e Häufigkeit von A u s t a u s c h e r e i g n i s s e n ( c r o s s i n g -
over) im B e r e i c h z w i s c h e n Marker Locus und dem i n t e r e s s i e r e n d e n Gen 
während d e r Meiose und der P r o z e n t s a t z an F a m i l i e n m i t i n f o r m a t i v e m 
P a a r u n g s t y p . In j e d e r F a m i l i e muß zunächst i n d i v i d u e l l e r m i t t e l t wer­
den, ob gesunde und k r a n k e F a m i l i e n m i t g l i e d e r m i t H i l f e d e r i n d i e s e r 
F a m i l i e n a c h w e i s b a r e n Restriktionslängen-Polymorphismen des verwendeten 
Marker Locus e i n w a n d f r e i u n t e r s c h i e d e n werden können (Woo e t a l . 1983). 
Um das R i s i k o f a l s c h p o s i t i v e r oder f a l s c h n e g a t i v e r D i a g n o s e n a l s F o l ­
ge e i n e s c r o s s i n g - o v e r zu r e d u z i e r e n , w i r d man nach Möglichkeit Marker-
L o c i a u f b e i d e n S e i t e n des Gens verwenden. D i e s e S c h w i e r i g k e i t e n e n t ­
f a l l e n , wenn das i n t e r e s s i e r e n d e Gen ( . b e i s p i e l s w e i s e nach A n r e i c h e r u n g 
der s p e z i f i s c h e n m-RNA) s e l b s t k l o n i e r t werden kann und e i n polymor­
pher DNA Marker L o c u s im B e r e i c h des Gens s e l b s t l i e g t . Der I d e a l ­
f a l l i s t dann gegeben, wenn d i e für e i n e K r a n k h e i t v e r a n t w o r t l i c h e Mu­
t a t i o n s e l b s t d i e Erkennungssequenz e i n e s R e s t r i k t i o n s e n z y m s b e t r i f f t 
und über e i n e n Restriktionslängen-Polymorphismus an d i e s e r S t e l l e n a c h­
gewiesen werden kann. Im F a l l d e r Sichelzellanämie konnte d i e s e r I d e a l ­
f a l l i n z w i s c h e n r e a l i s i e r t werden (Chang und Kan 1981). 

Z i e l e i n e r g e n e t i s c h e n A n a l y s e mendelnder K r a n k h e i t e n i s t l e t z t l i c h 
d i e I s o l i e r u n g des d i e K r a n k h e i t v e r u r s a c h e n d e n Gens s e l b s t . D i e s e 
I s o l i e r u n g e r s c h e i n t auch heute noch nahezu a u s s i c h t s l o s , wenn über 
S t r u k t u r und F u n k t i o n e i n e s Gens k e i n e r l e i I n f o r m a t i o n v o r l i e g t , wie 
das b e i s p i e l s w e i s e beim Gen d e r H u n t i n g t o n s c h e n Chorea d e r F a l l i s t . 
Di e G e n a u i g k e i t d e r G e n l o k a l i s a t i o n m i t t e l s K o p p e l u n g s a n a l y s e i s t beim 
Menschen a u f e i n e n DNA-Bereich von etwa e i n b i s d r e i M i l l i o n e n Basen­
p a a r e n b e g r e n z t . E i n e genauere K a r t i e r u n g m i t t e l s noch enger m i t dem 
Gen g e k o p p e l t e r Marker L o c i s c h e i t e r t e i n f a c h d a r i n , daß i n f o r m a t i v e 
c r o s s i n g - o v e r z w i s c h e n d i e s e n L o c i und dem Gen b e i dem b e g r e n z t e n Um­
f a n g i n f o r m a t i v e r F a m i l i e n n i c h t mehr zu e r w a r t e n s i n d . Für e i n e a u s ­
führliche D a r s t e l l u n g d e r Methode d e r K o p p e l u n g s a n a l y s e s i e h e V o g e l 
und M o t u l s k y (1979). J e d o c h werden für das Chorea H u n t i n g t o n Gen b e r e i t s 
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S t r a t e g i e n d i s k u t i e r t , wie auch d i e s e neue B a r r i e r e überwunden werden 
kann (Cantor 1984). F a l l s m i t e i n e r d i e s e r S t r a t e g i e n , b e i denen wie­
derum c h r o m o s o m e n s p e z i f i s c h e Genbanken, h i e r von Chromosom 4, e i n e we­
s e n t l i c h e R o l l e s p i e l e n , d i e K l o n i e r u n g des g e s u c h t e n Gens g e l i n g e n 
s o l l t e , z e i c h n e t s i c h e i n e p r i n z i p i e l l neue Möglichkeit e i n e r k a u s a l e n 
A n a l y s e d e r Chorea H u n t i n g t o n und a n d e r e r monogener E r b l e i d e n ab. Für 
d i e A n a l y s e d e r primären G e n f u n k t i o n g i l t dann, was b e r e i t s im Ab­
s c h n i t t 1.1 z u r A n a l y s e von Genen aus p a t h o g e n e t i s c h e n Chromosomenseg­
menten g e s a g t wurde. 

Ob das B o t s t e i n - K o n z e p t auch z u r A n a l y s e m u l t i f a k t o r i e l l e r E r k r a n k u n g e n 
b e i t r a g e n kann, b l e i b t a bzuwarten. Immerhin s c h e i n t s e i n e Anwendung 
d o r t möglich, wo Hauptgene e i n e e n t s c h e i d e n d e R o l l e b e i d e r K r a n k h e i t s ­
d i s p o s i t i o n s p i e l e n . 

2. M e t h o d i s c h e A s p e k t e 

Zur H e r s t e l l u n g von c h r o m o s o m e n s p e z i f i s c h e n D N A - B i b l i o t h e k e n g i b t es 
gegenwärtig d r e i v e r s c h i e d e n e V e r f a h r e n . 

2.1 C h r o m o s o m e n f r a k t i o n i e r u n g 

E i n a t t r a k t i v e r und d i r e k t e r Weg z u r E t a b l i e r u n g von chromosomenspe­
z i f i s c h e n D N A - B i b l i o t h e k e n b e s t e h t d a r i n , Metaphasechromosomen e i n e s 
bestimmten Typs m i t möglichst großem R e i n h e i t s g r a d zu i s o l i e r e n ( " f r a k ­
t i o n i e r e n , s o r t i e r e n " ) und d e r e n DNA i n einem g e e i g n e t e n V e k t o r zu 
k l o n i e r e n (Davies e t a l . 1981, Krumlauf e t a l . 1982, Müller e t a l . 
1983, G r i f f i t h e t a l . 1984, L a l a n d e e t a l . 1984). 

E i n e auf d i e s e Weise e t a b l i e r t e D N A - B i b l i o t h e k enthält im I d e a l f a l l 
n ur noch DNA-Sequenzen e i n e s bestimmten Chromosoms. E i n d e r a r t i g e s 
Vorhaben i s t über d i e E r s t e l l u n g von D N A - B i b l i o t h e k e n d e r 24 v e r s c h i e ­
denen m e n s c h l i c h e n Chromosomentypen (22 Autosomen, X und Y) h i n a u s i n ­
t e r e s s a n t , da d u r c h d i e K l o n i e r u n g d e r DNA von a b e r r a n t e n Chromosomen 
(Chromosomen m i t D e l e t i o n e n o d e r T r a n s l o k a t i o n e n , d i z e n t r i s c h e n C h r o ­
mosomen, Isochromosomen) B i b l i o t h e k e n e r s t e l l t werden können, d i e d i e 
DNA bestimmter Chromosomenabschnitte repräsentieren. Auch Chromosomen 
m i t a m p l i f i z i e r t e n Sequenzen, d i e s i c h a l s homogen gefärbte Regionen 
im Bandenmuster z e i g e n , können i n a u s r e i c h e n d e r Menge s o r t i e r t werden. 

V o r a u s s e t z u n g für d i e h i e r s k i z z i e r t e Methode d e r E t a b l i e r u n g chromo­
s o m e n s p e z i f i s c h e r D N A - B i b l i o t h e k e n i s t d i e Gewinnung von Chromosomen­
f r a k t i o n e n möglichst großer R e i n h e i t . S o l c h e Chromosomenfraktionen 
wurden e r s t m a l s d u r c h d i e T e c h n i k d e r f l u o r e s z e n z a k t i v i e r t e n S o r t i e r u n g 
gewonnen (Horan and Wheeless 1977; s i e h e auch K a p i t e l 10). Es g e l a n g 
C h r omosomenfraktionen m i t über 80% R e i n h e i t zu s o r t i e r e n . In e i n i g e n 
Fällen wurden sogar R e i n h e i t e n von b i s zu 99% angegeben (Lebo e t a l . 
1984). 

D i e Trennmöglichkeiten können noch e r h e b l i c h v e r b e s s e r t werden, wenn 
g l e i c h z e i t i g mehrere p h y s i k a l i s c h e Größen gemessen und a l s S o r t i e r u n g s ­
k r i t e r i u m g e n u t z t werden können (Gray e t a l . 1979, Lebo e t a l . 1984). 
H i e r b e s t e h t e i n e n t s c h e i d e n d e r V o r t e i l im V e r g l e i c h zu anderen Me­
tho d e n , wie z.B. Z e n t r i f u g a t i o n . M i t H i l f e d e r f l u o r e s z e n z a k t i v i e r t e n 
S o r t i e r u n g g e l a n g i n den l e t z t e n J a h r e n e i n e F r a k t i o n i e r u n g v e r s c h i e ­
d e n e r Typen von m e n s c h l i c h e n Chromosomen. D i e s o r t i e r t e n Chromosomen 
wurden e r f o l g r e i c h , für d i e E t a b l i e r u n g c h r o m o s o m e n s p e z i f i s c h e r DNA-
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B i b l i o t h e k e n e i n g e s e t z t . S o l c h e D N A - B i b l i o t h e k e n wurden i n z w i s c h e n für 
d i e m e n s c h l i c h e n Chromosomen 1, 2, 6, 19, 20, 21, 22, X und Y gewonnen 
( S p a r k e s e t a l . 1984). 

D i e A u s b e u t e an s o r t i e r t e n Chromosomen kann d u r c h V o r a n r e i c h e r u n g s m e ­
thoden e r h e b l i c h v e r b e s s e r t werden. H i e r haben s i c h v o r a l l e m Sedimen-
t a t i o n s - und Z e n t r i f u g a t i o n s v e r f a h r e n a l s g e e i g n e t e r w i e s e n . So wurden 
Chromosomen aus m e n s c h l i c h e n Z e l l e n i s o l i e r t und m i t h i l f e von Geschwin­
d i g k e i t s s e d i m e n t a t i o n (52 g) i n v e r s c h i e d e n e F r a k t i o n e n a u f g e t r e n n t . 
I n e i n i g e n d i e s e r F r a k t i o n e n waren s p e z i f i s c h e Typen von Chromosomen 
( z . B . Nr. 1 8 - 2 2 ) s t a r k a n g e r e i c h e r t . S o l c h e F r a k t i o n e n wurden an­
schließend d u r c h f l u o r e s z e n z a k t i v i e r t e S o r t i e r u n g w e i t e r a u f g e t r e n n t . 
Auf diesem Wege g e l a n g e s , d i e S o r t i e r u n g s r a t e für d i e Chromosomen 21 
und 22 um etwa das z e h n f a c h e zu s t e i g e r n ( C o l l a r d e t a l . 1984). A l t e r ­
n a t i v kann man v e r s u c h e n , d i e S o r t i e r u n g s g e s c h w i n d i g k e i t des S o r t e r s 
s e l b s t zu erhöhen. 

2.2 Z e l l h y b r i d e 

E i n e w e i t e r e v i e l g e n u t z t e Möglichkeit z u r E t a b l i e r u n g chromosomenspe­
z i f i s c h e r D N A - B i b l i o t h e k e n b e s t e h t i n d e r Verwendung von I n t e r s p e z i e s -
Z e l l h y b r i d e n . H i e r b e i werden Z e l l e n ( z . B . Mensch, Maus) m i t e i n a n d e r 
f u s i o n i e r t . D i e f u s i o n i e r t e n Z e l l e n v e r l i e r e n nach und nach m e n s c h l i ­
che Chromosomen. Durch g e e i g n e t e b i o c h e m i s c h e S e l e k t i o n erhält man 
schließlich H y b r i d z e l l e n , d i e außer den Nagerchromosomen n u r noch e i n 
oder wenige m e n s c h l i c h e Chromosomen e n t h a l t e n . A l t e r n a t i v können Nager­
z e l l e n zunächst m i t " M i n i z e l l e n " ( Z e l l f r a g m e n t e n ) f u s i o n i e r t werden, 
d i e nur e i n o d e r wenige Chromosomen e n t h a l t e n . D i e so gewonnenen Hy­
b r i d z e l l e n werden w e i t e r v e r m e h r t . 

D i e DNA g e e i g n e t e r H y b r i d z e l l e n w i r d i s o l i e r t und k l o n i e r t . D i e auf 
diesem Wege gewonnene D N A - B i b l i o t h e k enthält n u r noch Sequenzen d e r 
i n den ver w e n d e t e n H y b r i d z e l l e n e n t h a l t e n e n m e n s c h l i c h e n Chromosomen, 
sowie Sequenzen d e r Nagerchromosomen. So wurden b e i s p i e l s w e i s e für d i e 
m e n s c h l i c h e n Chromosomen 11 und 12 D N A - B i b l i o t h e k e n e r r i c h t e t , d i e aus 
Gesamt-DNA von H a m s t e r - M e n s c h - Z e l l h y b r i d e n gewonnen wurden, we l c h e a u s ­
schließlich das Chromosom 11 o d e r das Chromosom 12 e n t h i e l t e n ( G u s e l l a 
e t a l . 1980). 

S o l c h e D N A - B i b l i o t h e k e n aus H y b r i d z e l l i n i e n b e d e u t e n e i n e n w e s e n t l i c h e n 
F o r t s c h r i t t und wurden i n z w i s c h e n auch für and e r e Chromosomen a n g e l e g t . 
S i e haben j e d o c h den N a c h t e i l , daß d i e i n t e r e s s i e r e n d e n Sequenzen ( h i e r 
e i n e s s p e z i f i s c h e n Chromosoms) nur e i n e n g e r i n g e n B r u c h t e i l d e r B i b l i o ­
t h e k ausmachen. D i e D N A - B i b l i o t h e k muß a l s o zunächst nach den s e l t e n e n 
Sequenzen m e n s c h l i c h e n U r s p r u n g s a b g e s u c h t werden. H i e r z u wurden Hy-
b r i d i s i e r u n g s v e r f a h r e n ( G u s e l l a e t a l . 1980) und R e k o m b i n a t i o n s t e c h n i ­
ken (Neve e t a l . 1983) b e s c h r i e b e n . D i e s e b e i d e n Methoden beruhen a uf 
de r Speziesspezifität von r e p e t i t i v e n Sequenzen. Um i n e i n e r DNA-Bib­
l i o t h e k i n f a s t a l l e n K l o n e n (̂  95%) m i n d e s t e n s e i n e s o l c h e r e p e t i t i v e 
Sequenz zu f i n d e n , müssen d i e k l o n i e r t e n Fragmente 1 5 - 2 0 kb l a n g s e i n . 

2.3 K o m b i n a t i o n von C h r o m o s o m e n f r a k t i o n i e r u n g und H y b r i d z e l l v e r f a h r e n 

B e i d e b i s h e r genannten Methoden z u r E t a b l i e r u n g c h r o m o s o m e n s p e z i f i s c h e r 
D N A - B i b l i o t h e k e n haben c h a r a k t e r i s t i s c h e V o r - und N a c h t e i l e . D i e Z e l l -
h y b r i d i s i e r u n g s m e t h o d e kann D N A - B i b l i o t h e k e n l i e f e r n , d e r e n mensch­
l i c h e DNA-Segmente m i t S i c h e r h e i t einem bestimmten Chromosom z u g e o r d ­
n e t werden können. Dagegen s i n d d i e s e Sequenzen r e l a t i v s e l t e n . Auf 
d e r a n d e r e n S e i t e kann m i t d e r C h r o m o s o m e n f r a k t i o n i e r u n g s m e t h o d e e i n 
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gewünschter Chromosomentyp s t a r k a n g e r e i c h e r t werden. E i n w e s e n t l i c h e s 
P r o b l e m i s t h i e r d i e R e i n h e i t d e r s o r t i e r t e n Chromosomen. D i e s e hängt 
e n t s c h e i d e n d von d e r durchflußphotometrischen U n t e r s c h e i d b a r k e i t d e r 
Chromosomen und von d e r Qualität d e r z u r S o r t i e r u n g b e n u t z t e n Chromo­
somensuspension ab. 

E i n e K o m b i n a t i o n b e i d e r V e r f a h r e n e r l a u b t d i e E t a b l i e r u n g von DNA-
B i b l i o t h e k e n m i t hoher Ausbeute und R e i n h e i t . So k o n n t e am B e i s p i e l 
e i n e r H a m s t e r - M e n s c h - H y b r i d z e l l i n i e , d i e nur noch das Y-Chromosom a l s 
e i n z i g e s f r e i e s m e n s c h l i c h e s Chromosom e n t h i e l t , g e z e i g t werden, daß 
d i e S o r t i e r u n g ausgewählter Chromosomen auf diesem Wege e r h e b l i c h b e s ­
s e r durchgeführt werden kann (Cremer e t a l . 1984). E i n V e r g l e i c h d e r 
aus s o r t i e r t e n Y-Chromosomen e t a b l i e r t e n D N A - B i b l i o t h e k (Müller e t a l . 
1983) m i t e i n e r D N A - B i b l i o t h e k aus Gesamt-DNA von H y b r i d z e l l e n , d i e 
n u r noch das Y-Chromosom a l s e i n z i g e s m e n s c h l i c h e s Chromosom e n t h i e l ­
t e n , z e i g t e , daß d e r A n t e i l d e r Y-chromosomalen Sequenzen b e i Verwen­
dung d e r k o m b i n i e r t e n Methode ( S o r t i e r u n g von H y b r i d z e l l c h r o m o s o m e n ) 
um e i n V i e l f a c h e s ( c a . 30x) höher l a g (Cremer e t a l . 1984). 

Es i s t zu e r w a r t e n , daß d i e K o m b i n a t i o n d e r C h r o m o s o m e n f r a k t i o n i e r u n g s -
und d e r Z e l l h y b r i d m e t h o d e auch b e i anderen Chromosomen e r f o l g r e i c h e i n ­
g e s e t z t werden kann, i n s b e s o n d e r e i n V e r b i n d u n g m i t I m m u n o f l u o r e s z e n z -
v e r f a h r e n ( T r a s k e t a l . 1984). 

B e i Verwendung g e e i g n e t e r H y b r i d z e l l i n i e n s o l l t e es möglich s e i n , a l l e 
m e n s c h l i c h e n Chromosomen m i t hoher Ausbeute und R e i n h e i t zu s o r t i e r e n , 
einschließlich d e r Chromosomen 1 0 - 1 2 , d i e b i s l a n g durchflußphotome-
t r i s c h n i c h t v o n e i n a n d e r g e t r e n n t werden können (Lebo e t a l . 1984). 
D i e Verwendung von H y b r i d z e l l e n m i t g e e i g n e t e n a b e r r a n t e n Chromosomen 
würde darüber h i n a u s e i n e e l e g a n t e Möglichkeit z u r E t a b l i e r u n g von DNA-
B i b l i o t h e k e n b e s t i m m t e r Chromosomenabschnitte l i e f e r n . 
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