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Verwendete Abkürzungen:
bp = Basenpaare, Einheit .für die Länge von DNA-Molekülen; 
DNA = Desoxyribonukleinsäure, das Erbmaterial; 
kb = Kilo Basenpaare, 1 kb = 1000 bp.

1. Zusammenfassung

Die Gentechnologie, Molekularbiologie, Genetik und Mikrobiologie ha­
ben in zunehmender Weise Einfluß 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 Öffentlichkeit begegnet immer häufiger Begriffen wie z.B 
’’Genbank”, ’’Klonierung von DNA”, ’’rekombinant”, ’’Genom” oder ”jn 
vitro ”. Am Beispiel einer Klonierung der genetischen Information von 
erblich kranken Mäusen, also der Konstruktion einer Genbank einer 
solchen Maus, sollen diese Begriffe der Molekularbiologie erklärt und 
exemplarisch genetische Vorgehensweisen beschrieben werden.
Die untersuchte Maus (ADR) hat eine vererbte Muskelkrankheit. Um 
spezifisch vom Defekt betroffene Gene isolieren zu können, wurde 
eine Genbank angelegt. Sie bestand aus 6G0.000 unterschiedlichen 
Klonen und repräsentiert mit hoher Wahrscheinlichkeit das gesamte 
Genom der Maus. Ihre Eignung für die Isolierung von gesuchten 
Genen wurde durch die Bestimmung der Rate an neukombinierten 
Bakteriophagen, Überprüfung ihrer Vielfältigkeit 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 auffälligen Merkmalen (Phäno­
typen) bei Tieren oder Pflanzen. Dabei war die Züchtung besonders 
ertragreicher Milchkühe ebenso angestrebt worden, wie die Kultivie­
rung von vielleicht außergewöhnlich schmackhaften oder großen Spei­
sepilzen bzw. Nutzpflanzen.
Die Suche nach den Grundlagen solcher ’’Leistungen” der Natur führte 
zur molekularen Genetik, die sich mit der Informationserhaltung, -Ver­
änderung und -Verarbeitung beschäftigt. Dabei sind die Informationen 
für 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 auf einem Stück des ’’Erbmoleküls” DNA



i ’deoxyribonucleic acid’) unter gebracht. Auf einem solchen 
Unförmigen DNA-Molekül, welches in den Zellen/Zellkernen das 
a die Chromosomen bildet, liegen viele verschiedene Gene, die 

° i-erschiedlich lang und unterschiedlich wichtig sind. Ihre Information 
ist verschlüsselt (Genetischer Kode).
pieses Molekül besteht aus nur vier verschiedenen Bausteinen (Nukleo­
tide), welche das Alphabet des Kodes bilden, und ihre Reihenfolge 
(Sequenz) bestimmt bei der Entschlüsselung (Translation, Proteinbio­
synthese) die Reihenfolge der Bausteine (Aminosäuren) ihrer Genpro­
dukte (Proteine). Die Aminosäure-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 Länge wird in Basenpaaren (bp) gemessen (W a t -  
s 0 n  & C r i c k  1953).
Neben den Abschnitten des DNA-Moleküls, auf dem Informationen für 
Proteine liegen, gibt es noch solche, die z.B. das Lesen der Infor­
mation regulieren. Weite Bereiche sind noch völlig unbekannt.
Gerade in relativ komplexen Organismen wie Säugetieren, hat das 
Genom eine Größe, die Analysen erschwert. Die Genomgröße eines 
Säugetiers beträgt z.B. ca. 2x10 bp. Die Zahl der darin enthalte­
nen Genfunktionen wird auf 30.000 bis 40.000 geschätzt ( L e w i n  
1988). Vereinfacht wird die Untersuchung einzelner Teile der gene­
tischen Information solch großer Genome in Organismen mit über­
schaubarem genetischem Hintergrund. Das Darmbakterium und vorwie­
gender Labor-Organismus der Molekular-Genetik Escherichia coli (E. 
coli) hat z.B. eine Gesamtlänge seines Genoms von 4.2xl06 bp ( L e -  
W IN  1988). Es sind bisher mehr als 1000 verschiedene E. coli-Gene 
gefunden und einer definierten Position im Bakteriengenom zugeordnet 
worden (B a c h m a n n  1983).
Alle Gene haben Funktionen bei der Festlegung von Eigenschaften 
’’ihres” Organismus. Diese können durch Kreuzung und Neuvermischung 
bei geschlechtlicher Fortpflanzung variiert werden, was der Grund für 
die Individualität von Lebewesen ist.
Besonders auffällige Merkmale, wie erbliche Krankheiten, sind schon 
früh als Stamm- oder Familien-spezifisch erkannt worden. Der mole­
kulare Mechanismus von Vererbung war zu der Zeit noch völlig unbe­
kannt. Das grundlegende Prinzip ist die Speicherung erblicher Infor­
mation in der DNA (übrigens bei allen bisher bekannten Organismen). 
Durch die Ablesung und Übersetzung der Information in Proteine wer­
den Strukturmerkmale geschaffen, die äußerlich erkennbar sein können 
(Phän, z.B. Hautfarbe).
Wenn solche Merkmale ihre Ursache in der genetischen Information 
haben, müssen sie auch einer Analyse über das genetische Material 
(DNA) zugänglich sein.



Die analytischen Methoden der molekularen Genetik sind, wenn 
DNA solcher Individuen erst einmal handhabbar ist, gleichartig £) 
macht es keinen Unterschied, ob ein Defekt ein Bakterium e' ^ 
Pilz, eine Pflanze oder ein Tier betrifft. Schon ein einziger Fehler ^  
der verschlüsselten Abfolge (Sequenz) der Basenpaare der DNA k ^ 
ausreichen, um die richtige Entschlüsselung für die Zelle unmoplMl 
zu machen. Dann fällt das betroffene Gen aus, oder seine Informat' 
wird verfälscht. 10n
Ein bekanntes Beispiel ( I n g r a m  1956, W i n n a c k e r  1985) ist die 
Sichelzellanämie, deren molekulare Ursache ein einziger Basenaus­
tausch in dem Gen ist, das die Information für die Struktur des Gen­
produktes (das Protein ß-Hämoglobin) trägt. Die relativ geringe Ver­
änderung zeigt große Wirkung: Eine andere Aminosäure (Baustein der 
Proteine) wird bei der Proteinsynthese in das ß-Hämoglobin eingebaut 
und das so gebildete ’’andere” Protein (Hämoglobin S) zeigt veränderte 
Eigenschaften. Schließlich führen diese zu deformierten (sichelförmi­
gen) Blutplättchen und entsprechenden gesundheitlichen Folgen bei be­
troffenen Menschen.
Der direkte Zugriff auf ein bestimmtes Gen wird erreicht, indem die­
ses aus seinem natürlichen und im Falle von höher organisierten Le­
bewesen komplexen Gesamtorganismus herausgenommen und in einen 
einfacher zu handhabenden (wie z.B. Bakterien, Abb. 1) eingeführt, 
dort vermehrt (kloniert) und untersucht wird. Der diesbezügliche 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, völlig identische Tochterzellen (Klon), die 
auch jeweils eine Kopie des ’’fremden” Gens tragen. Die dazu not­
wendigen Methoden sind schon seit längerer Zeit bekannt. Ihre An­
wendung wird allen Untersuchungen im Ursprungsorganismus vorgezo­
gen.
Die Grundlage für die Einführung eines bestimmten Stückes DNA 
(welches ein Gen oder einen Teil davon enthalten kann) in ein Bak­
terium, ist die Integration in ein geeignetes Vehikel (Vektor). Solche 
können extrachromosomale DNA-Moleküle (Plasmide) oder Bakterio- 
phagen-Genome sein. Beide sind zu analytischen Zwecken relativ 
leicht vom Bakterien-Genom abtrennbar und lassen sich in großen 
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 Ausprägung genetischer Information (Genexpression) wird zugun­
sten der Bakteriophagen-Gene ausgeschaltet und umorganisiert. Solche 
Bakteriophagen stehen der Molekulargenetik in modifizierter Form zur 
Verfügung.



Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Bakterien (Quer­
schnitt).

Die Aufnahme zeigt Escherichia coli Bakterien (Stamm: MC 1000) 
in ca. 21000-facher Vergrößerung. Bei den hier gezeigten Objekten 
handelt es sich um Schnittpräparate.
(Aufnahme: D. Ka p p , Bielefeld)

Mit diesen molekulargenetischen Methoden sollte die genetische Infor­
mation der muskelkranken M aus-M utante ADR (engl, ’arrested deve­
lopment of righting response’, WATTS et al. 1978) zugänglich 
gemacht werden. Da die Krankheit dieser Maus erblich ist, wird 
erwartet, eine Veränderung (Mutation) ihrer genetischen Information 
zu finden. Dieser zugrundeliegende Defekt ist bisher unbekannt, 
konnte aber zumindest auf das Chromosom 6 der Maus eingegrenzt 
werden (JoCKUSCH e t al. 1988). Die Krankheit der ADR-Maus wird 
rezessiv vererbt und ist ab Tag 9 nach der Geburt an steifen H inter­
beinen zu erkennen (Fü ch tbauer  et al. 1988). Diese Bewegungsun­
fähigkeit wird durch lang anhaltende Nachkontraktionen bestim m ter 
Muskeln (schnell kontrahierende/relaxierende Skelettmuskeln) verur­
sacht.



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 Auffälligkeiten 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 
(SCHÖFFL & Jockusch  1990). Die Verwirklichung der im Parvalbu- 
min-Gen (Pva) enthaltenen Information (nämlich die Synthese des 
Parvalbumin-Proteins am richtigen Ort zur richtigen Zeit in richtiger 
Menge) ist also irgendwo auf dem Weg vom Gen zum Phän behindert.



i/ i1 das Parvalbumin-Gen auf einem anderen Chromosom als der 
ADR-Defekt liegt (nämlich auf Chromosom 15Maus, ZÜHLKE et al. 
1989), gi^ es a ŝ ™ ht direkt betroffen. In diesem Falle ist also an- 
¿ers als bei der oben erwähnten Sichelzellanämie nicht ausschließ­
lich ein Gen betroffen, sondern durch einen einzigen Fehler die Re- 
ulation mehrerer Gene beeinflußt (Pleiotroper Effekt).

3 Material und Methoden

Anmerkung: Dieser Teil soll Interessenten mit molekularbiologischen 
Kenntnissen notwendige Informationen für die Nachvollziehbarkeit der 
eingesetzten Techniken liefern. Er ist für die Klärung der in der 
Überschrift gestellten Frage und das Allgemeinverständnis nicht not­
wendig.

DNA-Isolierung aus M aus-Gewebe: 0.5 g M ausgew ebe  (h ie r C e reb e llu m ) w u r­
den unter f lü ss ig e m  S tic k s to ff  zerm örsert, um  die  Z e llen  zu ö ffnen . Das so 
hergestellte P u lver w urde m it e in e r  Lösung beh an d e lt, d ie  e in e rse its  Z e llb e ­
standteile a u flö s t, an d ere rse its  d ie  DNA der Z e llen  vor Z erstö rung  sc h ü tz t (1% 
Sarkosyl/0.1 m M  E D T A /P ro te in ase  K /R N ase  A). D ie P ro te ine  und Z e lltrü m m er, 
sowie a lle  w e ite re n  u nerw ünsch ten  S ubstanzen w urden e n tfe rn t (Phenol) und d ie  
DNA g e re in ig t (D ialyse). (W e y d e r t  et al. 1983).
Restriktionsspaltung von DNA: D ie DNA w urde m it se q u e n zsp e z if isc h  sc h n e i­
denden E nzym en (R estrik tionsenzym en , BRL) in vom  H e rs te lle r  em p fo h len en  
R eak tions-Puffern  und m it v o rg esch rieb en er K onzen tra tion  b e i 3 7 °C  g esch n itten . 
Solche Enzym e e rkennen  b e s tim m te  M u ste r in der A bfo lge  der B auste ine  der 
DNA und sch n e id en  d iese  im  a llg e m e in e n  an genau  fe s tg e le g te r  Position .

Prttparation des Klonier-Vektors XEMBL 3: DNA des B ak teriophagen  w urde iso ­
lie rt und m it R e strik tio n sen zy m en  so gesch n itten , daß drei A b sch n itte  daraus 
entstanden: D er lin k e  und der re ch te  Arm, sow ie  das ’s tu f fe r ’-F ragm ent. Durch 
eine h ie r  n ich t w e ite r  b e sch rieb en e  B ehandlung w urde verh indert, daß das 
’s tu ffe r’-F rag m en t an der sp ä te r  b e sc h rie b en e n  V erknüpfung von M aus-D N A  und 
Vektor-DNA te iln e h m e n  konnte. (Boulnois 1987).
Klonierung: D ie Vektor-DNA und F rag m en te  g en o m isch er M aus-D NA w urden 
durch e in  en tsp rech en d es Enzym  (T 4-L igase, BRL) verbunden (lig ie rt) . Es e n t­
stand in vitro n eu k o m b in ie rte  (rekom binan te) DNA, d ie  in e in em  in vitro-V e r­
p ackungssystem  (nach  Hohn 1979) zu B akteriophagen  z u sam m en g eb au t w urden, 
w e lch e  g eg en ü b er B ak te rien  in fek tio n sfäh ig  w aren .

Vermehrung von Bakteriophagen-Klonen: 100 fil e in e r  über N acht g ew ach sen en  
F lü ss ig -K u ltu r des W irtsb a k te riu m s E. coli LE 392 bzw . E. coli P2 392 w u r­
den m it B a k te rio p h ag en  in f iz ie r t  und a u f B akterien -V o llm ed ium  ü b er N acht b e i 
37°C  inkubiert. Der e n ts tan d en e  B akterien-R asen  w ies  ’’L ö ch e r” (P laques) auf, 
die das E rgebnis e in e r  e rfo lg re ic h e n  In fek tion  e in es B ak teriophagen  w aren  und 
e in e  g roßen  M enge B akte riophagen  en th ie lten .

N achw eis bestim m ter DNA-Sequenzen in  einzelnen Klonen (Plaque-H ybridisie­
rung): D ie B ak te rio p h ag en -P laq u es w urden a u f  N itro ce llu lo se -M em b ran en  ü b e rtra ­



gen. An d ie se r  M em bran  ’’k le b te ” dann e in  A bdruck der u rsprünglichen  O berflä­
che e in e r  N ährbodenpla tte . In dem  A bdruck w aren  sow ohl B akterien , a ls auch 
B ak teriophagen  en th a lten . So tra n s fe r ie r te  B akteriophagen  w urden  aufgeschlossen 
und dabei f re ig e le g te  DNA an der M em bran  fix ie rt. U nter g e e ig n e te n  Bedingun­
gen (S o u t h e r n  1975) w urde d iese  M em bran  m it e in e r sp e z if isc h  m arkierten 
DNA-Sonde ü b e rsch ic h te t und g le ic h a r tig e  (genauer k o m p lem en tä re ) DNA-Sequen- 
zen  in der B akteriophagen-D N A  p aarten  m it so lchen  Sonden. So w urden Plaques 
id e n tif iz ie r t , w e lch e  von B ak teriophagen  s tam m ten , w e lch e  d ie  g esuch te  DNA 
m it s ich  führten . D ie M ark ierung  e rfo lg te  rad ioak tiv , der N achw eis durch A uf­
legen  e in e s  R öntgenfilm s.

Auftrennung von DNA-Fragmenten im  Gel (Agarose-Gelelektropharese): DNA- 
M o lek ü le  sind  aufgrund  ih rer L adung im  e le k trisch e n  F e ld  b e w eg lich  und inner­
ha lb  e in e r  G el-M atrix  in A bhäng igkeit von ihrem  M o lek u la rg ew ich t auftrennbar. 
D ie K on zen tra tio n  der A garose  w urde zw isch en  0.8 und 2% v a r iie r t  und die 
E lek trophorese  be i Spannungen von ca. 100 V /cm  durchgeführt. D ie DNA wurde 
an g e fä rb t und im  U V -D urchlicht pho tograph iert.

P lasm ide :
B akteriophagen:
B akterien:

pMR1300 
XEMBL 3 
E. coli LE 392 
E. coli P2 392

(Wieringa, p e rsö n lich e  M itte ilu n g ) 
(Frischauf et al. 1983)
(Murray et al. 1977)
(Kaiser  & Murray 1985)

4. Konstruktion einer Maus-Genbank

Die DNA der Maus sollte stückweise in den Lambda-Vektor EMBL 3 
eingefügt 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 befällt. Sein Genom 
ist ca. 45 kb lang und enthält alle Informationen für 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 gleichmäßig verteilten Bakte­
rien statt (etwa in einer Petrischale mit Nährmedium), so entstehen 
an diesem Ort charakteristische Löcher (sogenannte ’’Plaques”) in ei­
nem Bakterienrasen. Dort sind aus ursprünglich einem Bakteriophagen 
viele tausend neue gebildet worden. Wenn man ein Stück ’’fremder” 
DNA in das Bakteriophagen-Genom integriert, wird es automatisch 
mit vermehrt. Eine solche Integration erfolgt über den Ersatz des in 
Abb. 4 als ’stuffer’ bezeichneten Bereiches. Dieser enthält nicht-es­
sentielle Informationen. Er umfaßt 14 kb DNA und muß durch ein 
mindestens 8 kb - höchstens jedoch 23 kb - langes Stück Maus-DNA 
ersetzt werden. Ein zu großes Bakteriophagen-Genom fände keinen 
Platz in der Hülle des Bakterien-Virus und würde nicht vermehrt.



Auch zu kleine Bakteriophagengenome werden nicht in die Virus-Hül-
len verpackt.
Die genomische DNA der Maus mußte also in Stücke von ca. 20 kb 
zerschnitten werden, um in den Vektor integriert werden zu können. 
Dieses wurde mit einem spezifisch schneidenden Enzym (Restriktions- 
enzym) durchgeführt. Das gewählte Enzym (Mbo I) erkennt spezifisch 
Stellen in der DNA, an denen es schneiden kann. Sie sind in unbe­
kannter Weise verteilt, treten aber in Abständen von weniger als 20 
kb auf (für Mbo I). Die Behandlung der DNA führte also zu einer 
Vielzahl unterschiedlich langer DNA-Fragmente. Diese waren beson­
ders kurz, wenn das Restriktionsenzym in großen Mengen eingesetzt 
wurde und entsprechend länger, wenn weniger an der Spaltungs­
reaktion beteiligt war. Abb. 5 zeigt ein Experiment zur Bestimmung 
der dabei entstehenden Fragmentlängen, die durch die Enzymbehand­
lung erzeugt worden sind. Es handelt sich um Proben der unter­
schiedlichen Ansätze. Im ersten Ansatz (Spur 1) war viel, in den 
nachfolgenden (Spuren 2-9) immer um die Hälfte weniger des Enzyms 
eingesetzt worden. Spur K zeigt eine unbehandelte Kontrolle. Die 
DNA-Fragmentlängen variierten also zwischen wenigen Basenpaaren 
(bp) und unzerschnittener genomischer DNA von mehr als 100 kb (1 
kb = 1000 bp) Länge (Trennbereich des gezeigten Gels ca. 0.5 bis 20 
kb).
Die Ansätze 3 bis 8 sind zusammengefaßt 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
wünschter Länge enthalten. Das Gel-Bild in Abb. 6 zeigt, daß die ge­
forderten Fragmentlängen in den Fraktionen 12 bis 18 enthalten sind. 
Die darin enthaltene DNA wurde für die Integration in die Bakterio- 
phagen-Genome isoliert.
Das Prinzip einer Genbank-Klonierung ist der Austausch des ’stuf- 
fer’-Fragments gegen ein adäquates Stück Maus-DNA. Dieser Aus­
tausch ist nachweisbar und bietet die Möglichkeit zur Quantifizierung 
der Klonierung. Die Verbindung zwischen den Vektor- Armen (siehe 
Abb. 4) und dieser DNA wird von einem Enzym (Ligase) durchgeführt. 
Es verknüpfte 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 Verknüpfungen entstanden rekombinante Moleküle. Sie 
enthielten also ein Stück 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 später eingegangen.). Das verknüpfende Enzym hatte nicht nur
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Ultrazentrifugation: 
Auftrennung der
DNA — Moleküle nach 
ihrer Länge im Salz­
gradienten
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Genomische DNA

Unvollständig gespaltene DNA unterschied­
licher Länge, mit Schnittstellen für das 
Restriktionsenzym (|)

Fraktionen mit DNA — Fragmenten

Auswahl der geeigneten Fraktionen

Fragmente von ca. 20 kb Länge
Austausch: Maus —
DNA ersetzt das 
’stuffer’ — Fragment

V /  7  A---- IZZ) ◄---------  EZZZZZZZZl
linker ’stufTer’ rechter 

i n  v i t r o  Arm Arm

Verpackung

Rekombinante 
Bakteriophagen

Genom des Bakterio­
phagen EMBL 3

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.



ca. 20 kb lange 
Maus — DNA — Fragmente

linke

Austausch 
rechte Klonierstelle

{ 7 7 7 7 7 7 7 , X77777Xr7V7x
linker ’stufTer’ rechter
Arm (14 kb) Arm

(21 kb)

i

(9.5 kb)

T 7 / /7 7 7 7 X Y777X
linker rekombinante rechter
Arm DNA Arm

Baktcriophagengenom 
von EMBL 3

Rekombinantes
Bakteriophagengenom

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 enthält keine 
für 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 mußte diese nackte DNA in 
Bakteriophagen-Hüllproteine gebracht werden. Diese Methode wird 
in vitro -Verpackung genannt, und sie besteht vereinfacht ausgedrückt 
in der Vermischung von zu verpackender DNA mit allen Bestandteilen 
der Bakteriophagen-Hülle außerhalb eines lebenden Organismus. Diese 
Bestandteile bauen sich unter geeigneten Bedingungen selbständig zu 
infektionsfähigen Bakteriophagen zusammen. Erst wenn sich die 
rekombinanten Bakteriophagengenome in der Hülle befinden, können
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Abb. 5: Spaltung genomischer DNA der M aus.
In den Spuren 1 bis 9 des hier gezeigten Gels, wurde jeweils geno- 
mische DNA der Maus nach Länge aufgetrennt. Sie war mit Restrik­
tionsenzymen geschnitten worden. Kurze Stücke werden schneller als 
lange durch das Gel bewegt. Die DNA-Moleküle 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 W irtsbakterium  gelangen, um dort vermehrt zu werden. 
Es ist anzumerken, daß 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 hängt der Erfolg davon ab, ob 
in der Population rekombinanter Bakteriophagen jede Sequenz des 
Ausgangsorganismus vertreten ist. Mit anderen Worten: Die Genbank 
sollte vollständig sein. Es gibt Möglichkeiten, sie daraufhin zu unter­
suchen.
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Abb. 6: Längenfraktionierte Maus-DNA aus dem Salzgradienten.
Die DNA der Fraktionen 6 bis 20 des Salzgradienten wurden im Gel 
a u f  ge trennt. Die Fragmente gewünschter Länge befanden sich in den 
Fraktionen 12 bis 18 und sind zusammengefaßt worden (’’Pool”).

5. Beurteilung der Qualität der Genbank

Eine Übersicht der im Folgenden beschriebenen Versuche zeigt die 
Abb. 7.
Weil beim Prozeß 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
genüber den nicht-rekombinanten (Bakteriophagen in ihrer ursprüngli­
chen Form, also mit ’stuffer’-Fragment) ein wichtiges Kriterium. Beide 
Sorten bilden Plaques auf dem W irtsbakterium E. coli LE 392. Der 
W irt E. coli P2 392 unterscheidet jedoch zwischen solchen Bakterio­
phagen mit und ohne ’stuffer’-Fragment. Die Unterscheidung beruht 
darauf, daß das ’stuffer’-Fragment Gene enthält, die im W irt 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 
W irten, konnte der Anteil Nicht-rekombinanter als 5% berechnet w er­
den. Diese Analysen ergaben eine Genbankgröße von ca. 600.000 re ­
kombinanten Bakteriophagen. Damit dürfte das Genom der Maus rech­
nerisch etw a zweifach in der Bank repräsentiert sein.



Petrischale mit Nährmedium: 
Bakteriophagen — Plaques im Bakterien rasen

Stichproben Test auf Rekombination
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Abb. 7: Strategien zur Qualitäts-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) ließ 
einen Rekombinantenanteil von 95% erkennen. Plaque-Hybridisierungen 
mit einer Sonde für repetitive Sequenzen des Mausgenoms zeigten, 
daß die Bakteriophagen der Genbank einen repräsentativen Querschnitt 
des Mausgenoms enthielten.

Der Vergleich zwischen der Zahl rekombinanter und nicht-rekombi- 
nanter Bakteriophagen belegt jedoch nicht deren Vielfältigkeit, bezo­
gen auf ihren rekombinanten Inhalt. Das ist jedoch zu fordern, wenn 
man jedes beliebige Stück des Mausgenoms in der Bank vertreten 
wissen möchte.
Eine ca. 200.000 mal im Mausgenom auftretende immer gleiche (re­
petitive) DNA-Sequenz aus dem ß-Globin-Gen der Maus ( W i e r i n g a , 
persönliche Mitteilung), sollte unter der Annahme von Gleichverteilung



nahezu jedem Stück rekombinanter DNA auftreten. Die Untersu­
chungen an 450 Bakteriophagen-Klonen zum Nachweis solcher DNA- 
Sequenzen (Plaque-Hybridisierung) belegten bei 50% das Vorhandensein 
der gesuchten Sequenz (Abb. 8). Das entsprach der Erwartung.

Abb. 8: Plaque-Hybridisierung.
Diese Abbildung zeigt das Ergebnis einer Plaque- Hybridisierung. Bak­
terien waren mit Bakteriophagen der Genbank infiziert und auf N ähr­
böden 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 ß-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 Heraus schneiden (mit Restriktionsenzymen) des rekombi- 
nanten Anteils der DNAs und Auftrennung im Gel wurde jeweils die 
Länge der ’’klonierten” Maus-DNA durch Vergleich mit DNA-Frag- 
menten bekannter Länge bestimmt (Abb. 9). Sie betrug jeweils mehr 
als 14 kb in den getesteten  Proben. Die Qualitätskontrollen der Bank 
zeigen deren Eignung zur Isolierung beliebiger Gene aus dem Ur­
sprungsorganismus .
Das hier geschilderte Beispiel verdeutlicht, daß die gesam te gene­
tische Information der Maus auf viele Bakteriophagen verteilt w er­
den und bei Bedarf mit Hilfe von damit infizierten Bakterien verviel­
facht werden kann. Jedes beliebige Stück wird so zugänglich und



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 Stück rekombi- 
nanter DNA herausgeschnitten werden, welches sich im Bakteriopha- 
gen-Genom befand. Die Auftrennung im Gel zeigte ihre Größe. Es 
waren außer den beiden Armen des Bakteriophagen-Genoms (9.5 kb 
und 21.0 kb) ca. 15 kb lange Stücke in den Spuren 1,2,3 und 8 zu se­
hen. In den Spuren 4 bis 6 waren die herausgeschnittenen Fragmente 
genau so groß wie der linke Arm, was an breiteren Banden im Ver­
gleich zu anderen Spuren zu erkennen war. In Spur 7 erkennt man, 
daß mehrere Fragmente rekombinanter DNA aus dem Bakteriopha- 
gen-Genom geschnitten werden konnten. In der Spur rechts war DNA 
bekannter Länge als Vergleichsmaß stab mit aufgetrennt worden.

steht einer Untersuchung in hinreichenden Mengen zur Verfügung, 
ohne daß erneut auf den Ursprungsorganismus zurückgegriffen werden 
muß.
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 beschädigten Gens mit dem gesunden Gen 
kann zur Erkennung der Veränderung (Mutation) im genetischen M ate­



rial führen. Das Auffinden der primären Ursache und Kenntnisse über 
d e r e n  Folgen werden es ermöglichen, die der Krankheit der Maus zu­
grundeliegenden Mechanismen zu verstehen. Auch die indirekt betrof­
f e n e n  Gene (wie z.B. das o.g. Parvalbumin-Gen) sind von Interesse, 
da sie Regulationsstudien ermöglichen. Diese Untersuchungen finden 
b e s o n d e r e  Aufmerksamkeit, weil das Krankheitsbild der ADR-Mutante 
dem der menschlichen Muskelkrankheit ’’Myotonia congenita” in ihrer 
r e z e s s i v e n  Form (rezessive generalisierte Myotonie Typ Becker) 
(P i c k e r  et al. 1986) vergleichbar ist (Rü d e l  1990).

Die hier beschriebenen Arbeiten wurden an der Fakultät für Biologie 
der Universität Bielefeld, am Lehrstuhl für Genetik (Prof. Dr. A. 
PÜHLER), in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. F. Sc h ö FFL durchge­
führt. Sie wurden im Rahmen des SFB 223 ’’Pathomechanismen zel­
lulärer Wechselwirkungen” von der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
(DFG) finanziert. Für die kritische Durchsicht und Diskussion des 
Manuskriptes (A. PERLICK, Bielefeld), die zur Verfügung gestellten 
Plasmide und Vektoren (B. W ie r in g a , Nijmegen; E. Be c k , Heidel­
berg; CH. ZUh l k e , Göttingen) und die Herstellung der Abb. 1 (D. 
Ka p p , Bielefeld) bedanke ich mich recht herzlich.
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