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Verwendete Abkiirzungen:

bp = Basenpaare, Einheit fiir die Lange von DNA-Molekiilen;
DNA = Desoxyribonukleinsdure, das Erbmaterial;

kb = Kilo Basenpaare, 1 kb = 1000 bp.

1. Zusammenfassung

Die Gentechnologie, Molekularbiologie, Genetik und Mikrobiologie ha-
ben in zunehmender Weise EinfluB auf alle Gebiete der Biologie und
Medizin genommen. Das Interesse an den damit verbundenen Ergeb-
nissen und Techniken ist nicht nur auf Fachleute begrenzt. Die inte-
ressierte Offentlichkeit begegnet immer hdufiger Begriffen wie ,p
"Genbank”, “Klonierung von DNA”, “rekombinant”, "Genom” oder *j,
vitro ”. Am Beispiel einer Klonierung der genetischen Information wvop
erblich kranken M4usen, also der Konstruktion einer Genbank einer
solchen Maus, sollen diese Begriffe der Molekularbiologie erklart ung
exemplarisch genetische Vorgehensweisen beschrieben werden.

Die untersuchte Maus (ADR) hat eine vererbte Muskelkrankheit. Um
spezifisch vom Defekt betroffene Gene isolieren zu konnen, wurde
eine Genbank angelegt. Sie bestand aus 600.000 unterschiedlichen
Klonen und représentiert mit hoher Wahrscheinlichkeit das gesamte
Genom der Maus. Ihre Eignung fiir die Isolierung von gesuchten
Genen wurde durch die Bestimmung der Rate an neukombinierten
Bakteriophagen, Uberpriifung ihrer Vielfsltigkeit und Stichproben-Ana-
lysen gezeigt.

2. Einleitung

Ein in letzter Zeit ebenso umstrittenes wie erfolgreiches Teilgebiet
der Biologie ist die Genetik. Ihre klassische Bedeutung lag seit der
Anerkennung von Gregor Mendel entwickelter Regeln zur Vererbung,
in der Interpretation und Nutzung von auffilligen Merkmalen (Phino-
typen) bei Tieren oder Pflanzen. Dabei war die Ziichtung besonders
ertragreicher Milchkiihe ebenso angestrebt worden, wie die Kultivie-
rung von vielleicht auBergewdhnlich schmackhaften oder groBen Spei-
sepilzen bzw. Nutzpflanzen.

Die Suche nach den Grundlagen solcher ”Leistungen” der Natur fiihrte
zur molekularen Genetik, die sich mit der Informationserhaltung, -ver-
dnderung und -verarbeitung beschiftigt. Dabei sind die Informationen
fiir die letztendliche Erscheinungsform eines Organismus in der Sum-
me aller seiner Gene festgelegt. Sie bilden die Gesamtinformation
(das Genom) der Zelle (ob tierisch, pflanzlich oder bakteriell, und so-
gar bei Viren) und sind aL:f einem Stiick des ”Erbmolekiils” DNA
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1 sdeoxyribonucleic  acid’) untergebracht. Auf einem solchen
er:jger'lf.drmigen DNA-Molekiil, welches in den Zellen/Zellkernen das
Fger die Chromosomen bildet, liegen viele verschiedene Gene, die
OntefschiedliCh lang und unterschiedlich wichtig sind. lhre Information
iust verschliisselt (Genetischer Kode).

Dieses Molekiil besteht aus nur vier verschiedenen Bausteinen (Nukleo-
ride), welche das Alphabet des Kodes bilden, und ihre Reihenfolge
(SequenZ) bestimmt bei der Entschliisselung (Translation, Proteinbio-
synthese) die Reihenfolge der Bausteine (Aminosduren) ihrer Genpro-
dukte (Proteine). Die Aminosdure-Reihenfolge wiederum legt die Pro-
tein-Form und letztendlich damit die Funktion des Proteins fest. Die
DNA-Bausteine sind nach festen Regeln gepaart in einer Doppelhelix
organisiert (es handelt sich also um zwei umeinander verwundene
»Faden”) und ihre Linge wird in Basenpaaren (bp) gemessen (WAT-
soN & CRICK 1953).

Neben den Abschnitten des DNA-Molekiils, auf dem Informationen fiir
Proteine liegen, gibt es noch solche, die z.B. das Lesen der Infor-
mation regulieren. Weite Bereiche sind noch vollig unbekannt.

Gerade in relativ komplexen Organismen wie SZugetieren, hat das
Genom eine GroBe, die Analysen erschwert. Die GenomgrioBe eines
Ssugetiers betrdgt z.B. ca. 2x10 bp. Die Zahl der darin enthalte-
nen Genfunktionen wird auf 30.000 bis 40.000 geschitzt (LEWIN
1988). Vereinfacht wird die Untersuchung einzelner Teile der gene-
tischen Information solch groBer Genome in Organismen mit {iber-
schaubarem genetischem Hintergrund. Das Darmbakterium und vorwie-
gender Labor-Organismus der Molekular-Genetik Escherichia coli (E.
coli) hat z.B. eine Gesamtlidnge seines Genoms von 4.2x106 bp (LE-
WIN 1988). Es sind bisher mehr als 1000 verschiedene E. coli-Gene
gefunden und einer definierten Position im Bakteriengenom zugeordnet
worden (BACHMANN 1983).

Alle Gene haben Funktionen bei der Festlegung von Eigenschaften
“ihres” Organismus. Diese konnen durch Kreuzung und Neuvermischung
bei geschlechtlicher Fortpflanzung variiert werden, was der Grund fiir
die Individualitit von Lebewesen ist.

Besonders auffillige Merkmale, wie erbliche Krankheiten, sind schon
friih als Stamm- oder Familien-spezifisch erkannt worden. Der mole-
kulare Mechanismus von Vererbung war zu der Zeit noch véllig unbe-
kannt. Das grundlegende Prinzip ist die Speicherung erblicher Infor-
mation in der DNA (iibrigens bei allen bisher bekannten Organismen).
Durch die Ablesung und Ubersetzung der Information in Proteine wer-
den Strukturmerkmale geschaffen, die #duBerlich erkennbar sein konnen
(Phin, z.B. Hautfarbe). '

Wenn solche Merkmale ihre Ursache in der genetischen Information
haben, miissen sie auch einer Analyse iiber das genetische Material
(DNA) zuginglich sein.
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Die analytischen Methoden der molekularen Genetik sind, wenn 4
DNA solcher Individuen erst einmal handhabbar ist, gleichartig. b dxt?
macht es keinen Unterschied, ob ein Defekt ein BakteriUm, e?be‘
Pilz, eine Pflanze oder ein Tier betrifft. Schon ein einziger Fehlerngn
der verschliisselten Abfolge (Sequenz) der Basenpaare der DN kam
ausreichen, um die richtige Entschliisselung fiir die Zelle Unmdgli?}:
zu machen. Dann fillt das betroffene Gen aus, oder seine Informatio
wird verfilscht. n

Ein bekanntes Beispiel (INGRAM 1956, WINNACKER 1985) ist g,
Sichelzellandmie, deren molekulare Ursache ein einziger Basenays.-
tausch in dem Gen ist, das die Information fiir die Struktur deg Gen-
produktes (das Protein B-Himoglobin) trigt. Die relativ geringe Ver-
dnderung zeigt groBe Wirkung: Eine andere Aminosiure (Baustein e,
Proteine) wird bei der Proteinsynthese in das B-Himoglobin eingebayt
und das so gebildete “andere” Protein (Hamoglobin S) zeigt verinderte
Eigenschaften. SchlieBlich fiihren diese zu deformierten (sichelférmj-
gen) Blutpldttchen und entsprechenden gesundheitlichen Folgen bei be-
troffenen Menschen.

Der direkte Zugriff auf ein bestimmtes Gen wird erreicht, indem die-
ses aus seinem natiirlichen und im Falle von hoher organisierten Le-
bewesen komplexen Gesamtorganismus herausgenommen und in einen
einfacher zu handhabenden (wie z.B. Bakterien, Abb. 1) eingefiihrt,
dort vermehrt (kloniert) und untersucht wird. Der diesbeziigliche Vor-
teil von Bakterien beruht auf ihrer hohen Vermehrungsrate. Sie teilen
sich unter geeigneten Bedingungen etwa alle 20 Minuten einmal. Da-
durch entstehen sehr viele, véllig identische Tochterzellen (Klon), die
auch jeweils eine Kopie des "fremden” Gens tragen. Die dazu not-
wendigen Methoden sind schon seit ldngerer Zeit bekannt. Thre An-

wendung wird allen Untersuchungen im Ursprungsorganismus vorgezo-
gen.

Die Grundlage fiir die Einfilhrung eines bestimmten Stiickes DNA
(welches ein Gen oder einen Teil davon enthalten kann) in ein Bak-
terium, ist die Integration in ein geeignetes Vehikel (Vektor). Solche
kénnen extrachromosomale DNA-Molekiile (Plasmide) oder Bakterio-
phagen-Genome sein. Beide sind zu analytischen Zwecken relativ
leicht vom Bakterien-Genom abtrennbar und lassen sich in groBen
Mengen gewinnen. Die Bakteriophagen-Genome sind in der hier be-
schriebenen Arbeit benutzt worden.

Bakteriophagen sind Bakterien-Viren. Sie befallen spezifisch Bakterien
und injizieren dabei ihre DNA in den betroffenen Wirt (Abb. 2). Des-
sen Ausprigung genetischer Information (Genexpression) wird zugun-
sten der Bakteriophagen-Gene ausgeschaltet und umorganisiert. Solche
Bakteriophagen stehen der Molekulargenetik in modifizierter Form zur
Verfligung.
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Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Bakterien (Quer-
schnitt).

Die Aufnahme zeigt Escherichia coli Bakterien (Stamm: MC 1000)

in ca. 21000-facher VergroBerung. Bei den hier gezeigten Objekten

handelt es sich um Schnittpraparate.

(Aufnahme: D. KapPp, Bielefeld)

Mit diesen molekulargenetischen Methoden sollte die genetische Infor-
mation der muskelkranken Maus-Mutante ADR (engl. ’arrested deve-
lopment of righting response’, WATTS et al. 1978) zuginglich
gemacht werden. Da die Krankheit dieser Maus erblich ist, wird
erwartet, eine Ver#nderung (Mutation) ihrer genetischen Information
zu finden. Dieser zugrundeliegende Defekt ist bisher unbekannt,
konnte aber zumindest auf das Chromosom 6 der Maus eingegrenzt
werden (JOCKUSCH et al. 1988). Die Krankheit der ADR-Maus wird
rezessiv vererbt und ist ab Tag 9 nach der Geburt an steifen Hinter-
beinen zu erkennen (FUCHTBAUER et al. 1988). Diese Bewegungsun-
fahigkeit wird durch lang anhaltende Nachkontraktionen bestimmter
Muskeln (schnell kontrahierende/relaxierende Skelettmuskeln) verur-
sacht.
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Abb. 2: Lambda-Bakteriophage.

Die Skizze stellt ein Modell des Lambda-Bakteriophagen dar. Solche
Bakteriophagen befallen Bakterien und injizieren ihr Genom (DNA) in
die Bakterienzelle. Die Bakteriophagen-Erbinformation koordiniert dort
die Reproduktion von Bakteriophagen auf Kosten des Wirtes. Die
Bakteriophagen bestehen aus Protein-Bausteinen, die Strukturen wie
z.B. Kopf und Scheide aufbauen.

Neben weiteren Auffilligkeiten zeigt der Vergleich zwischen kranker
(ADR) und gesunder (Wildtyp, hier A2G) Maus einen in betroffenen
Muskelfasern drastisch verringerte Parvalbumin (Pv) Gehalt (KLUXEN
et al. 1988). Die Funktion des Parvalbumins ist bis heute unbekannt
(SCHOFFL & JOCKUSCH 1990). Die Verwirklichung der im Parvalbu-
min-Gen (Pva) enthaltenen Information (n#mlich die Synthese des
Parvalbumin- Proteins am richtigen Ort zur richtigen Zeit in richtiger
Menge) ist also irgendwo auf dem Weg vom Gen zum Phzn behindert.
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eil das Parvalbumin-Gen auf einem anderen Chromosom als der
ADR—Defekt liegt (n#mlich auf Chromosom 15Maus, ZUHLKE et al
1989), gilt es als nicht direkt betroffen. In diesem Falle ist also an-
ders als bei der oben erwdhnten Sichelzellanamie nicht ausschliel-
lich ein Gen betroffen, sondern durch einen einzigen Fehler die Re-

gulation mehrerer Gene beeinflut (Pleiotroper Effekt).

3. Material und Methoden

Anmerkung: Dieser Teil soll Interessenten mit molekularbiologischen
Kenntnissen notwendige Informationen fiir die Nachvollziehbarkeit der
eingesetzten Techniken liefern. Er ist fir die Kldrung der in der
{jberschrift gestellten Frage und das Allgemeinverstandnis nicht not-

wendig.

DNA-Isolierung aus Maus-Gewebe: 0.5 g Mausgewebe (hier Cerebellum) wur-
den unter fliissigem Stickstoff zermorsert, um die Zellen zu offnen. Das so
hergestellte Pulver wurde mit einer Losung behandelt, die einerseits Zellbe-
standteile auflost, andererseits die DNA der Zellen vor Zerstdrung schiitzt (1%
Sarkosyl/0.1 mM EDTA/Proteinase K/RNase A). Die Proteine und Zelltrimmer,
sowie alle weiteren unerwiinschten Substanzen wurden entfernt (Phenol) und die
DNA gereinigt (Dialyse). (WEYDERT et al. 1983).

Restriktionsspaltung von DNA: Die DNA wurde mit sequenzspezifisch schnei-
denden Enzymen (Restriktionsenzymen, BRL) in vom Hersteller empfohlenen
Reaktions-Puffern und mit vorgeschriebener Konzentration bei 37°C geschnitten.
Solche Enzyme erkennen bestimmte Muster in der Abfolge der Bausteine der
DNA und schneiden diese im allgemeinen an genau festgelegter Position.

Priparation des Klonier-Vektors AEMBL 3: DNA des Bakteriophagen wurde iso-
liert und mit Restriktionsenzymen so geschnitten, daB drei Abschnitte daraus
entstanden: Der linke und der rechte Arm, sowie das ’stuffer’-Fragment. Durch
eine hier nicht weiter beschriebene Behandlung wurde verhindert, dal das
'stuffer’-Fragment an der spiter beschriebenen Verkniipfung von Maus-DNA und
Vektor-DNA teilnehmen konnte. (BOULNOIS 1987).

Klonierung: Die Vektor-DNA und Fragmente genomischer Maus-DNA wurden
durch ein entsprechendes Enzym (T4-Ligase, BRL) verbunden (ligiert). Es ent-
stand in vitro neukombinierte (rekombinante) DNA, die in einem in vitro—Ver-
packungssystem (nach HOHN 1979) zu Bakteriophagen zusammengebaut wurden,
welche gegeniiber Bakterien infektionsfahig waren.

Vermehrung von Bakteriophagen-Klonen: 100 ! einer iiber Nacht gewachsenen
Flissig-Kultur des Wirtsbakteriums E. coli LE 392 bzw. E. coli P2 392 wur-
den mit Bakteriophagen infiziert und auf Bakterien-Vollmedium iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Der entstandene Bakterien-Rasen wies "Locher” (Plaques) auf,
die das Ergebnis einer erfolgreichen Infektion eines Bakteriophagen waren und
eine groflen Menge Bakteriophagen enthielten.

Nachweis bestimmter DNA-Sequenzen in einzelnen Klonen (Plaque-Hybridisie-
rung): Die Bakteriophagen-Plaques wurden auf Nitrocellulose-Membranen iibertra-
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gen. An dieser Membran "klebte” dann ein Abdruck der urspriinglichen Oberf)y.
che einer Nahrbodenplatte. In dem Abdruck waren sowohl Bakterien, als auch
Bakteriophagen enthalten. So transferierte Bakteriophagen wurden aufgeschIOSSen
und dabei freigelegte DNA an der Membran fixiert. Unter geeigneten Bedingun-
gen (SOUTHERN 1975) wurde diese Membran mit einer spezifisch markierten
DNA-Sonde iiberschichtet und gleichartige (genauer komplementire) DNA-Sequen-
zen in der Bakteriophagen-DNA paarten mit solchen Sonden. So wurden Plaques
identifiziert, welche von Bakteriophagen stammten, welche die gesuchte DNp
mit sich fihrten. Die Markierung erfolgte radioaktiv, der Nachweis durch Ayf-
legen eines Rontgenfilms.

Auftrennung von DNA-Fragmenten im Gel (Agarose-Gelelektrophorese): DNA-
Molekiile sind aufgrund ihrer Ladung im elektrischen Feld beweglich und inner-
halb einer Gel-Matrix in Abhangigkeit von ihrem Molekulargewicht auftrennbar,
Die Konzentration der Agarose wurde zwischen 0.8 und 2% variiert und dije
Elektrophorese bei Spannungen von ca. 100 V/cm durchgefiihrt. Die DNA wurde
angefarbt und im UV-Durchlicht photographiert.

Plasmide: pMR1300 (WIERINGA, personliche Mitteilung)
Bakteriophagen: ~ AEMBL 3 (FRISCHAUF et al. 1983)
Bakterien: E. coli LE 392 (MURRAY et al. 1977)

E. coli P2 392 (KAISER & MURRAY 1985)

4. Konstruktion einer Maus-Genbank

Die DNA der Maus sollte stiickweise in den Lambda-Vektor EMBL 3
eingefligt und in Bakterien vermehrt (kloniert) werden. Eine Uber-
sichtszeichnung des gesamten Verfahrens zeigt Abb. 3.

Beim verwendeten Vektor handelte es sich um das Genom eines Bak-
teriophagen, der speziell das Bakterium E. coli befdllt. Sein Genom
ist ca. 45 kb lang und enthilt alle Informationen fiir seine Vermeh-
rung in dem befallenen Wirt. Das Bakterium stirbt dabei, und ca. 100
neue Bakteriophagen werden gebildet und freigesetzt. Diese infizieren
erneut Bakterien, und der Vorgang wiederholt sich, solange in einer
Bakterien-Population infizierbare Bakterien vorhanden sind. Findet
dieser Vorgang in einer Population von gleichm#aBig verteilten Bakte-
rien statt (etwa in einer Petrischale mit Nzhrmedium), so entstehen
an diesem Ort charakteristische Locher (sogenannte “Plaques”) in ei-
nem Bakterienrasen. Dort sind aus urspriinglich einem Bakteriophagen
viele tausend neue gebildet worden. Wenn man ein Stiick "fremder”
DNA in das Bakteriophagen-Genom integriert, wird es automatisch
mit vermehrt. Eine solche Integration erfolgt iiber den Ersatz des in
Abb. 4 als ’stuffer’ bezeichneten Bereiches. Dieser enthilt nicht-es-
sentielle Informationen. Er umfaft 14 kb DNA und muBl durch ein
mindestens 8 kb - hdchstens jedoch 23 kb - langes Stiick Maus-DNA
ersetzt werden. Ein zu groBes Bakteriophagen-Genom féande keinen
Platz in der Hiille des Bakterien-Virus und wiirde nicht vermehrt.
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Auch zu kleine Bakteriophagengenome werden nicht in die Virus-Hiil-
len verpackt.

Die genomische DNA der Maus muBlte also in Stiicke von ca. 20 kb
serschnitten werden, um in den Vektor integriert werden zu konnen.
Dieses wurde mit einem spezifisch schneidenden Enzym (Restriktions-
enzym) durchgefiihrt. Das gewzhlte Enzym (Mbo 1) erkennt spezifisch
Gtellen in der DNA, an denen es schneiden kann. Sie sind in unbe-
kannter Weise verteilt, treten aber in Abstinden von weniger als 20
kb auf (fiir Mbo I). Die Behandlung der DNA fiihrte also zu einer
Vielzahl unterschiedlich langer DNA-Fragmente. Diese waren beson-
ders kurz, wenn das Restriktionsenzym in groflen Mengen eingesetzt
wurde und entsprechend ldnger, wenn weniger an der Spaltungs-
reaktion beteiligt war. Abb. 5 zeigt ein Experiment zur Bestimmung
der dabei entstehenden Fragmentldngen, die durch die Enzymbehand-
lung erzeugt worden sind. Es handelt sich um Proben der unter-
schiedlichen Ansdtze. Im ersten Ansatz (Spur 1) war viel, in den
nachfolgenden (Spuren 2-9) immer um die Hilfte weniger des Enzyms
eingesetzt worden. Spur K zeigt eine unbehandelte Kontrolle. Die
DNA-Fragmentldngen variierten also zwischen wenigen Basenpaaren
(bp) und unzerschnittener genomischer DNA von mehr als 100 kb (1
kb = 1000 bp) Linge (Trennbereich des gezeigten Gels ca. 0.5 bis 20
kb).

Die Ansidtze 3 bis 8 sind zusammengefaft und in einem Salzgradien-
ten durch Ultrazentrifugation aufgetrennt worden. Dabei sedimentieren
lange Fragmente schneller als kurze, und das Austropfen eines solchen
Gradienten liefert Fraktionen, von denen einige die Fragmente ge-
wiinschter Lange enthalten. Das Gel-Bild in Abb. 6 zeigt, da die ge-
forderten Fragmentldngen in den Fraktionen 12 bis 18 enthalten sind.
Die darin enthaltene DNA wurde fiir die Integration in die Bakterio-
phagen-Genome isoliert.

Das Prinzip einer Genbank-Klonierung ist der Austausch des ’stuf-
fer’'-Fragments gegen ein adidquates Stiick Maus-DNA. Dieser Aus-
tausch ist nachweisbar und bietet die Méoglichkeit zur Quantifizierung
der Klonierung. Die Verbindung zwischen den Vektor- Armen (siehe
Abb. 4) und dieser DNA wird von einem Enzym (Ligase) durchgefiihrt.
Es verkniipfte in dem hier beschriebenen Fall Enden von geschnittener
Maus-DNA mit denen, die durch Schneiden der Bakteriophagen-Vek-
tor-DNA erzeugt worden waren. Das ’stuffer’- Fragment wurde zuvor
entfernt. . )

Durch diese Verkniipfungen entstanden rekombinante Molekiile. Sie
enthielten also ein Stiick DNA der Maus, sind aber ansonsten Bakte-
riophagengenome mit allen notwendigen Informationen zur Vermehrung
in E. coli LE 392 (Auf die Besonderheiten dieses E. coli- Stammes
wird spiter eingegangen.). Das verkniipfende Enzym hatte nicht nur
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Abb. 3: Gesamtschema zur Herstellung einer Genbank.

Die Skizze beschreibt den Weg vom Ausgangsorganismus (hier Maus)

zu den rekombinanten Bakteriophagen, die in ihrer Gesamtheit die
Genbank darstellen.
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ca. 20 kb lange
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Abb. 4: Der Bakteriophagen-Vektor Lambda EMBL 3.

Das Bakteriophagengenom dieses Vektors wird in einen linken und
rechten "Arm” unterteilt. Dazwischen befindet sich ein Bereich, den
man als ’stuffer’-Fragment bezeichnet und der durch Integration ge-
eigneter Maus-DNA ersetzt wird. Das ’stuffer’-Fragment enthilt keine
fiir den Bakteriophagen essentiellen Gene.

Vektor-DNA und Maus-DNA verbunden, sondern auch die rekombinan-
ten Bakteriophagengenome untereinander. Es wurden lange Ketten von
Bakteriophagen-Genomen gebildet.

Im folgenden Schritt der Klonierung muflite diese nackte DNA in
Bakteriophagen-Hiillproteine gebracht werden. Diese Methode wird
in vitro -Verpackung genannt, und sie besteht vereinfacht ausgedriickt
in der Vermischung von zu verpackender DNA mit allen Bestandteilen
der Bakteriophagen-Hiille auBerhalb eines lebenden Organismus. Diese
Bestandteile bauen sich unter geeigneten Bedingungen selbstédndig zu
infektionsfahigen Bakteriophagen zusammen. Erst wenn sich die
rekombinanten Bakteriophagengenome in der Hiille befinden, konnen
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Abb. 5: Spaltung genomischer DNA der Maus.

In den Spuren 1 bis 9 des hier gezeigten Gels, wurde jeweils geno-
mische DNA der Maus nach Linge aufgetrennt. Sie war mit Restrik-
tionsenzymen geschnitten worden. Kurze Stiicke werden schneller als
lange durch das Gel bewegt. Die DNA-Molekiile waren in dieser und
jeder folgenden Abbildung eines Gels von oben nach unten aufgetrennt
worden. Die Spur 1 zeigt DNA, die mit einer bestimmten Menge
Enzym behandelt wurde. Die DNA in den folgenden Spuren war mit
weniger Enzym behandelt worden. Die Spur K zeigt eine unbehandelte
Kontrolle.

phagen in ein Wirtsbakterium gelangen, um dort vermehrt zu werden.

Es ist anzumerken, daB die Genbank aus der Summe aller Bakterio-
phagen besteht, die in Bakterien lediglich vermehrt werden.

Sucht man nach einem bestimmten Gen eines Organismus und gibt es
nur ein einziges davon pro Genom, so hingt der Erfolg davon ab, ob
in der Population rekombinanter Bakteriophagen jede Sequenz des
Ausgangsorganismus vertreten ist. Mit anderen Worten: Die Genbank
sollte vollstandig sein. Es gibt Moglichkeiten, sie daraufhin zu unter-
suchen.
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Abb. 6: Langenfraktionierte Maus-DNA aus dem Salzgradienten.

Die DNA der Fraktionen 6 bis 20 des Salzgradienten wurden im Gel
aufgetrennt. Die Fragmente gewlinschter Lange befanden sich in den
Fraktionen 12 bis 18 und sind zusammengefat worden (”Pool”).

S. Beurteilung der Qualitdt der Genbank

Eine Ubersicht der im Folgenden beschriebenen Versuche zeigt die
Abb. 7.

Weil beim ProzeB der Herstellung von Genbanken auch immer einige
Bakteriophagen entstehen, die keine “fremde” DNA enthalten, ist die
Zahl der rekombinanten Klone (Bakteriophagen mit Maus-DNA) ge-
geniiber den nicht-rekombinanten (Bakteriophagen in ihrer urspriingli-
chen Form, also mit ’stuffer’-Fragment) ein wichtiges Kriterium. Beide
Sorten bilden Plaques auf dem Wirtsbakterium E. coli LE 392. Der
Wirt E. coli P2 392 unterscheidet jedoch zwischen solchen Bakterio-
phagen mit und ohne ’stuffer’-Fragment. Die Unterscheidung beruht
darauf, daB3 das ’stuffer’-Fragment Gene enthdlt, die im Wirt abgelesen
werden und deren Genprodukte die Proteinbiosynthese behindern. Es
werden keine neuen Bakteriophagen gebildet, also entstehen keine
Plaques. Durch den Vergleich der Plaque-Bildungsraten auf beiden
Wirten, konnte der Anteil Nicht-rekombinanter als 5% berechnet wer-
den. Diese Analysen ergaben eine Genbankgroe von ca. 600.000 re-
kombinanten Bakteriophagen. Damit diirfte das Genom der Maus rech-
nerisch etwa zweifach in der Bank reprasentiert sein.
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% Rekombinante Bakteriophagen
l Infektion von

Bakterien

Petrischale mit Nahrmedium:
Bakteriophagen — Plaques im Bakterienrasen

' ' R

Stichproben Test auf Rekombination Suche nach repetitiven Sequenzen

oooo

P2 392 LE 392

Abb. 7: Strategien zur Qualitdts-Kontrolle der Genbank.

Durch Infektion von Bakterien entstanden Plaques, die einzeln unter-
sucht wurden (Stichproben). Der Vergleich der Plaquebildungsraten auf
unterschiedlichen Wirten (Escherichia coli P2 392 und LE 392) lie8
einen Rekombinantenanteil von 95% erkennen. Plaque-Hybridisierungen
mit einer Sonde fiir repetitive Sequenzen des Mausgenoms zeigten,
daf die Bakteriophagen der Genbank einen représentativen Querschnitt
des Mausgenoms enthielten.

Der Vergleich zwischen der Zahl rekombinanter und nicht-rekombi-
nanter Bakteriophagen belegt jedoch nicht deren Vielfiltigkeit, bezo-
gen auf ihren rekombinanten Inhalt. Das ist jedoch zu fordern, wenn
man jedes beliebige Stiick des Mausgenoms in der Bank vertreten
wissen mochte.

Eine ca. 200.000 mal im Mausgenom auftretende immer gleiche (re-
petitive) DNA-Sequenz aus dem B-Globin-Gen der Maus (WIERINGA,
persdnliche Mitteilung), sollte unter der Annahme von Gleichverteilung
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ahezu jedem Stiick rekombinanter DNA auftreten. Die Untersu-
gen an 450 Bakteriophagen-Klonen zum Nachweis solcher DNA-
n (Plaque-Hybridisierung) belegten bei 50% das Vorhandensein
hten Sequenz (Abb. 8). Das entsprach der Erwartung.
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der gesuc
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Abb. 8: Plaque-Hybridisierung.

Diese Abbildung zeigt das Ergebnis einer Plaque- Hybridisierung. Bak-
terien waren mit Bakteriophagen der Genbank infiziert und auf Nahr-
boden in Petrischalen ausgebracht worden. Sie bildeten einen Bakte-
rienrasen mit Bakteriophagen-Plaques. Von diesen wurde ein Abdruck
genommen, und die darauf enthaltenen Bakteriophagen-Klone wurden
mit einer Sonde nach einer repetitiven Sequenz des B-Globin-Gens
durchgesucht. Schwarze Punkte markieren diejenigen Plaques, in denen
die gesuchten Sequenzen nachgewiesen werden konnten.

Von einigen Bakteriophagen-Klonen wurde DNA isoliert und unter-
sucht. Durch Herausschneiden (mit Restriktionsenzymen) des rekombi-
nanten Anteils der DNAs und Auftrennung im Gel wurde jeweils die
Linge der ’klonierten” Maus-DNA durch Vergleich mit DNA-Frag-
menten bekannter Linge bestimmt (Abb. 9). Sie betrug jeweils mehr
als 14 kb in den getesteten Proben. Die Qualitdtskontrollen der Bank
zeigen deren Eignung zur Isolierung beliebiger Gene aus dem Ur-
sprungsorganismus.

Das hier geschilderte Beispiel verdeutlicht, da die gesamte gene-
tische Information der Maus auf viele Bakteriophagen verteilt wer-
den und bei Bedarf mit Hilfe von damit infizierten Bakterien verviel-
facht werden kann. Jedes beliebige Stiick wird so zuganglich und
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Abb. 9: Stichprobenanalyse der DNA von acht Bakteriophagen-Klo-
nen der Bank.

Die DNA von acht Bakteriophagen wurde vermehrt und isoliert. Durch
Spaltung mit Restriktionsenzymen, konnte jeweils das Stiick rekombi-
nanter DNA herausgeschnitten werden, welches sich im Bakteriopha-
gen-Genom:- befand. Die Auftrennung im Gel zeigte ihre GroBe. Es
waren auBer den beiden Armen des Bakteriophagen-Genoms (9.5 kb
und 21.0 kb) ca. 15 kb lange Stiicke in den Spuren 1,2,3 und 8 zu se-
hen. In den Spuren 4 bis 6 waren die herausgeschnittenen Fragmente
genau so grof3 wie der linke Arm, was an breiteren Banden im Ver-
gleich zu anderen Spuren zu erkennen war. In Spur 7 erkennt man,
daB mehrere Fragmente rekombinanter DNA aus dem Bakteriopha-
gen-Genom geschnitten werden konnten. In der Spur rechts war DNA
bekannter Lange als Vergleichsmalstab mit aufgetrennt worden.

steht einer Untersuchung in hinreichenden Mengen zur Verfiigung,
ohne daB erneut auf den Ursprungsorganismus zuriickgegriffen werden
muB. '

Da die Genbank von einer Maus mit erblichem Defekt hergestellt
wurde, sollte auch das direkt betroffene Gen in der Bank aufzufinden
sein. Der Vergleich des beschidigten Gens mit dem gesunden Gen
kann zur Erkennung der Ver#nderung (Mutation) im genetischen Mate-
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rial fiihren. Das Auffinden der primzren Ursache und Kenntnisse iiber
geren Folgen werden es ermoglichen, die der Krankheit der Maus zu-

undeliegenden Mechanismen zu verstehen. Auch die indirekt betrof-
fenen Gene (wie z.B. das o.g. Parvalbumin-Gen) sind von Interesse,
da sie Regulationsstudien ermdglichen. Diese Untersuchungen finden
pesondere Aufmerksamkeit, weil das Krankheitsbild der ADR-Mutante
dem der menschlichen Muskelkrankheit ”Myotonia congenita” in ihrer
rezessiven Form (rezessive generalisierte Myotonie Typ Becker)
(RICKER et al. 1986) vergleichbar ist (RUDEL 1990).

Die hier beschriebenen Arbeiten wurden an der Fakultat fiir Biologie
der Universitdat Bielefeld, am Lehrstuhl fiir Genetik (Prof. Dr. A.
PUHLER), in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. F. SCHOFFL durchge-
fiihrt. Sie wurden im Rahmen des SFB 223 "Pathomechanismen zel-
lularer Wechselwirkungen” von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(DFG) finanziert. Fiir die kritische Durchsicht und Diskussion des
Manuskriptes (A. PERLICK, Bielefeld), die zur Verfligung gestellten
Plasmide und Vektoren (B. WIERINGA, Nijmegen; E. BECK, Heidel-
berg; CH. ZUHLKE, Gbottingen) und die Herstellung der Abb. 1 (D.
KaPP, Bielefeld) bedanke ich mich recht herzlich.
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