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DNA DIAGNOSTIK IN DER TIERMEDIZIN:
1. DNA FINGERPRINTING

C. P. SCHELLING', P. E. THOMANN', U. HUBSCHER

ZUSAMMENFASSUNG

Mit dem Aufkommen gentechnologischer Methoden in
den letzten 15 Jahren wurde es moglich, genetische Va-
riabilitat direkt auf der DNA-Ebene zu untersuchen. Die
Entdeckung von Restriktions-Fragment-Lingen-Poly-
morphismen (RFLP) und hochvariabler Regionen (HVR)
auf der DNA haben die Entwicklung von neuen geneti-
schen Markern ermoglicht, welche zur Lokalisation von
Genen auf Chromosomen eingesetzt werden kénnen. Zum
Teil sind diese Polymorphismen so hochvariabel, dass sie
als DNA-Fingerabdruck (=DNA-Fingerprint) zur eindeu-
tigen Identifikation eines Menschen oder Tieres herange-
zogen werden konnen.

SCHLUSSELWORTER: hochrepetierte DNA-Se-
quenzen — DNA-Polymorphismus — DNA-Fin-
gerprinting — Minisatelliten-DNA

EINLEITUNG

Genetische Marker bilden die Basis jeder genetischen Unter-
suchung. Bis in die spiten 70er Jahre waren fast alle bioche-
mischen Marker auf Proteinpolymorphismen, die serologisch
oder gelelektrophoretisch nachgewiesen wurden, beschrankt.
Die Information fiir diese Proteinpolymorphismen (Blutgrup-
pen, Gewebsantigene = MHC = major histocompatibility
complex, andere Proteine), die zur Identifikation eines Men-
schen oder Tieres herangezogen werden, ist in der Desoxyri-
bonukleinsidure (DNA) jedes einzelnen Individuums nieder-
geschrieben. Die Individualitit ist also in der unterschiedli-
chen Basenabfolge der DNA-Sequenz begriindet. Was lige
ndher, als direkt durch die Analyse der DNA eine fragliche
Vaterschaft bei Tieren abzukldren oder beispielsweise die
genetische Charakterisierung eines Méiuseinzuchtstammes
durchzufiihren? Die Entwicklung neuer molekularbiologi-
scher Methoden hat aber nicht nur fiir die Identifikation einer
Person oder eines Tieres grosse Fortschritte gebracht, sondern
auch neue Wege in bezug auf die Untersuchung und Aufkli-

DNA-DIAGNOSTIC IN VETERINARY MEDI-
CINE: I. DNA FINGERPRINTING

With the development of recombinant DNA-technology
during the last 15 years, it became possible to analyse
genetic variability directly at the level of genomic DNA.
Restriction-Fragment-Length-Polymorphism (RFLP) and
Highly-Variable-Regions (HVRs) lead to the develop-
ment of new genetic markers, which can be used for the
localization of normal and mutated genes. Some poly-
morphisms are hypervariable and can therefore be applied
to carry out DNA-fingerprints thus identifying individuals
from man and animals.

KEY WORDS: highly repeated DNA sequences
— DNA polymorphism — DNA fingerprinting —
minisatellite DNA

rung von bekannten und moglichen Erbkrankheiten erdffnet.
So wurde es moglich, einzelne Gene direkt in der DNA zu
untersuchen und auf den Chromosomen zu lokalisieren. Die
Utopie von gestern, ndmlich die direkte Untersuchung des
Erbmaterials eines Menschen oder Tieres, ist heute Realitét
geworden.

Ziel dieser kurzen Ubersicht ist es, das Prinzip der DNA-Fin-
gerprinting-Methode zu erldutern und an Hand dreier Beispie-
le ihre mogliche Anwendbarkeit fiir Nutz- und Begleittiere
aufzuzeigen.

BIOLOGISCHE VORAUSSETZUNGEN
Strukturelle Aspekte der DNA

Der Gehalt an DNA im Genom eines Sdugetieres oder Men-
schen ist weitaus grésser, als fiir die Kodierung sémtlicher
Proteine notig wire. Es wird geschitzt, dass nur etwa 3 —5 %
der gesamten DNA kodierende Sequenzen darstellen, die in
Proteine iibersetzt werden (Nicholas, 1987; Landegren et al.,
1988). Die restlichen 95 — 97 % der DNA bestehen zu unge-
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féhr einem Drittel aus mittel- bis hochrepetierten Sequenzen,
tiber deren Funktion bis heute wenig gesicherte Daten vorlie-
gen (Nicholas, 1987; Hastie, 1989). Diese repetierten Sequen-
zen konnen iiber das Genom zufillig verstreut oder an einem
bestimmten Genort gehéuft vorkommen. Beispiele zum erste-
ren sind die Alu-Elemente (Houck etal., 1979), die SINE-Ele-
mente (Short-/nterspersed-Nucleotide Elements) oder die LI-
NE-Elemente (Long-Interspersed-Nucleotide-Elements)
(Singer, 1982a, b). Beispiele zu letzteren sind die Satelliten-
DNA’s. Vertreter dieser Klasse von DNA-Sequenzen sind
einerseits die «eigentliche» Satelliten-DNA, die an Zentro-
mer- und Telomer-Regionen der Chromosomen lokalisiert ist
und andererseits die Midi-, Mini- bzw. Mikrosatelliten-DNA,
die nicht an bestimmte Regionen der Chromosomen gebun-
den sind. Diese DNA-Abschnitte zeichnen sich dadurch aus,
dass eine bestimmte Basensequenz (2 bis zu 7000 Basenpaa-
re) in vielen Kopien hintereinander aufgereiht ist. Eine solche
Basensequenz bezeichnet man als «Repeat-Unit» und deren
tandemartige Anordnung auf dem Genom als «Tandem-Re-
peats» (Abb. 1). Die Einteilung dieser DNA-Abschnitte in
Maxisatelliten (Gesamtlinge 500 000 — 10 000 000 Basen-
paare; Willard und Waye, 1987), Midisatelliten (Gesamtldnge
250 000 — 500 000 Basenpaare; Nakamura et al., 1987a),
Minisatelliten (Gesamtlange 100 — 200 000 Basenpaare; Jef-
freysetal., 1985a) und Mikrosatelliten (Gesamtldnge 60 —120
Basenpaare; Litt und Luty, 1989) erfolgt anhand der Gesamt-
lange dieser Tandem-Repeats.

Abb. 1: Aufbau eines Minisatelliten. Details siche Text

MINISATELLIT = VNTR

REPEAT UNIT

CORE - SEQUENZ

TANDEM-REPEAT

Polymorphismus (=Variabilitit) der DNA

Es ist schon seit vielen Jahren bekannt, dass im Genom von
Tieren und Menschen variable (polymorphe) DNA-Abschnit-
te vorkommen. Zum einen wird geschétzt, dass alle 200-500
Basenpaare zwischen homologen Chromosomen punktuelle
Sequenzunterschiede bestehen (Whiteund Lalouel, 1988), die
durch Mutationsereignisse (Mikrodeletionen bzw. Mikroin-
sertionen) entstanden sind. Die Folge davon sind Basentau-
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sche, die anhand von DNA-Restriktionsanalysen nachgewie-
sen werden konnen und als genetische Marker — z.T. erfolg-
reich — fiir die Genkartierung von Chromosomen eingesetzt
werden (Botstein et al., 1980; White et al., 1985). Die Erken-
nung eines solchen Basenaustausches kann mit einem Re-
striktionsenzym erfolgen, dessen Erkennungssequenz vom
Basenaustausch betroffen ist. Der Basentausch kann dazu
fiihren, dass eine Schnittstelle eines Restriktionsenzyms ver-
loren geht, oder aber, dass durch Mutation eine zusitzliche
Schnittstelle entsteht. Beide Fille konnen anhand der unter-
schiedlichen Linge von DNA-Restriktionsfragmenten er-
kannt werden. Man bezeichnet dieses Phdnomen als Restrik-
tions-Fragment-Lingen-Polymorphismus (= RFLP). Fiir ei-
nige RFLPs konnte auch eine Koppelung an Krankheitsgene
nachgewiesen werden, welche jetzt zur pri- und postnatalen
Diagnose verwendet werden konnen (Gusella et al., 1983;
Reeders et al., 1985; Tsui et al., 1985) und zur Lokalisation
und Identifikation dieser Gene geflihrt hat (Monaco et al.,
1985). Die meisten dieser genetischen Marker weisen jedoch
nur 2 Allele auf, was heisst, dass die Erkennungsstelle fiir das
Restriktionsenzym entweder vorhanden ist oder fehlt. Somit
kann die Heterozygotierate innerhalb einer Population nicht
grosser sein als 50 %; sie liegt meistens sogar deutlich tiefer.
Als Folge davon sind diese Marker fiir eine Kopplungsanaly-
se oft nicht informativ.

Ausserdem wurden im menschlichen Genom ganze DNA-
Abschnitte gefunden, die sich sehr polymorph verhalten.
Ahnlich wie beim RFLP kann die Variabilitit an der verin-
derten Lénge von DNA-Restriktionsfragmenten erkannt wer-
den. Die Ursache fiir den Langenpolymorphismus liegt aber
nicht im Fehlen oder Hinzukommen einer Schnittstelle fiir ein
Restriktionsenzym, sondern wird durch die unterschiedliche
Anzahl hintereinander liegender Repeat-Units an einem be-
stimmten Genort erzeugt. Solche Sequenzen bezeichnet man
als Minisatelliten. Einige dieser Minisatelliten sind sehr va-
riabel und werden deshalb auch als VNTRs (= Variable Num-
ber of Tandem Repeats) bezeichnet. Alle Minisatelliten ent-
halten innerhalb jeder «Repeat Unit» ein Stiick DNA, deren
Sequenz praktisch in der Repeat Unit konserviert vorkommt.
Sie wird auch als Core-Sequenz bezeichnet und ist je nach
Minisatellit 10 — 16 Basenpaare lang. In vielen Féllen ist diese
Sequenz durch einen hohen Guanin-Cytosin Gehalt gekenn-
zeichnet (Jeffreys et al., 1985a; Nakamura et al., 1987b). Es
wurden aber auch Minisatellitensequenzen im menschlichen
Genom gefunden, die im Gegenteil Adenin-Thymin reich
waren (Knott et al., 1986; Stoker et al., 1985). Alle diese
hochvariablen Minisatelliten wurden meist zufillig bei Gen-
analysen in der DNA des Menschen entdeckt (Bell et al.,
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1982; Capon et al., 1983; Proudfoot et al., 1982; Goodbourn
et al., 1983; Jarman et al., 1986; Chapman et al., 1986) und
bilden sogenannte Highly Variable Regions (HVRs), die le-
diglich auf einem bestimmten Chromosom anzutreffen sind.
Jeffreys und Mitarbeiter haben 1985 einen Minisatelliten im
menschlichen Myoglobingen entdeckt, der, im Gegensatz zu
den oben erwihnten HVRs, zu einer Familie von Minisatelli-
ten gehort, die iiber das ganze Genom verteilt sind (Jeffreys
et al., 1985a; Chandley und Mitchell, 1988) und bevorzugt in
der proterminalen Region der Chromosomen, teilweise ge-
koppelt mit anderen variablen Sequenzen, lokalisiert sind
(Royle et al., 1988; Armour et al., 1989b). Viele dieser Mini-
satelliten weisen pro Genort sehr viele (10 und mehr) ver-
schiedene Allele auf, und die daraus folgende hohe Heterozy-
gotierate innerhalb einer Population kann weit tiber 90 %
liegen. Das macht diese Sequenzen zu sehr informativen
genetischen Markern.

Die Evolution und Funktion dieser DNA-Sequenzen sowie
die Frage, wie der hohe Gehalt an Variabilitit innerhalb einer
Population von Menschen aufrecht erhalten wird, sind nicht
klar. Die Frage, ob Minisatellitensequenzen Opfer oder aktive
Antreiber des DNA-Turnover sind, scheint berechtigt zu sein
(Dover, 1989). Bis heute ist nicht klar, welche Mutationsme-
chanismen hauptsachlich fiir die Variabilitdt von Minisatelli-
ten in Frage kommen (Ubersichtsarbeit: Jarman und Wells,
1989). Verschiedenste Hinweise deuten jedoch darauf hin,
dass hypervariable Minisatellitensequenzen an DNA-Re-
kombinationsereignissen direkt oder indirekt beteiligt sein
konnten. Sequenzdhnlichkeit der menschlichen Core-Se-
quenz mit dem bekannten Rekombinationssignal Chi in E.
coli (Smith und Stahl, 1985) und mit einer Rekombinations-
Hot-Spot Sequenz in der Maus (Steinmetz et al., 1986) haben
zur Hypothese gefiihrt, es konnte sich bei den hypervariablen
Minisatelliten um Equivalente eines Rekombinationssignales
beim Sduger handeln, die ungleiches Crossing over begiinsti-
gen und dadurch zur grossen Variabilitdt der Minisatelliten-
sequenzen beitragen (Jeffieys et al., 1985a). Eine neuere
Arbeit zeigt auch, dass in Sdugetierzellinien eine synthetische
Minisatellitensequenz die homologe Rekombination stimu-
lieren kann (Wahlis et al., 1990). Zudem konnte auch ein
Protein (ca. 40 000 Dalton) im Zellkernextrakt von Méusen,
Kaninchen, Drosophila und Xenopus laevis gefunden wer-
den, das spezifisch an Core-Sequenz enthaltende DNA Se-
quenzen bindet (Collick und Jeffreys, 1990) und somit ein
dhnliches Modell fiir den Mechanismus, wie es fiir die Chi-
Sequenz bei E. coli beschrieben ist, aufgestellt werden konn-
te. Andere Arbeiten haben aber gezeigt, dass ungleiches Cros-
sing-over kaum der Hauptmechanismus fiir das Entstehen von

neuen Lingenallelen wihrend der Meiose sein kann, da kein
Austausch von flankierenden Markern nachgewiesen werden
konnte (Wolff et al., 1988, 1989). Zudem scheinen die muta-
tionsantreibenden Mechanismen nicht nur auf die Keimbahn
beschrinkt zu sein, sondern kdnnen auch im Soma wirksam
sein (Armour et al., 1989a; Kelly et al., 1989). Weitere Unter-
suchungen miissen zeigen, wie weit andere Mutationsmecha-
nismen wie «Replication Slippage» oder Genkonversion am
Turnover von Minisatellitensequenzen beteiligt sind (Jeffreys
et al., 1990).

Die Anzahl der Genorte, die gleichzeitig analysiert werden
kénnen, ist jedoch mit der soeben beschriebenen Methode
beschrinkt. Die verwendete eindimensionale Gelelektropho-
rese erlaubt nur die Analyse der lingeren DNA-Fragmente
(4 00020 000 Basenpaare). Kiirzlich wurde eine alternative
Methode zur verbesserten Auftrennung der DNA-Restrik-
tionsfragmente beschrieben. Fiir diese sogenannte zweidi-
mensionale DNA-Fingerprint-Methode (Uitterlinden et al.,
1989) werden die DNA-Fragmente nicht nur anhand der
Grosse (1. Dimension), sondern zusétzlich in der 2. Dimen-
sion anhand ihrer Basensequenz und Basenzusammensetzung
aufgetrennt (Lerman et al., 1984). Wir haben diese Methode,
die beim Menschen beschrieben wurde, fiir die Maus, den
Hund und fiir das Schwein grundsitzlich eingefihrt (Schel-
ling et al, 1991). Die resultierenden zweidimensionalen
DNA-Fingerprintmuster sind den zweidimensionalen Pro-
teinmustern dhnlich und enthalten 5—10 mal mehr Informatio-
nen als die eindimensionalen DNA-Fingerprintmuster.

DNA-FINGERPRINTING-METHODE:
GENERELLE BESCHREIBUNG

Wie bereits erwihnt, gehort der von Jeffreys und Mitarbeitern
(1985a) beschriebene Minisatellit zu einer ganzen Familie
von VNTR-Sequenzen, die iiber das Genom verteilt sind und
die alle eine sehr dhnliche Core-Sequenz in ihren Repeat-
Units enthalten. An vielen Genorten, wo solche Minisatelliten
vorhanden sind, ist eine hohe Variabilitit (= Lingenpoly-
morphismus) anzutreffen. Ausserdem wird die Variabilitéit
durch interne Sequenzunterschiede einzelner Repeat-Units
innerhalb eines Minisatelliten erhoht (Jeffreys et al., 1990).
Mit Hilfe einer geeigneten radioaktiven DNA-Sonde (z. B.
Minisatellit des genannten Myoglobingens) kann die geno-
mische DNA untersucht werden. Jeffreys und Mitarbeiter
entwickelten eine Methode, um viele Genorte, wo ein solcher
Minisatellit vorhanden ist, gleichzeitig beziiglich der Varia-
bilitdt zu untersuchen. Zu diesem Zwecke wurden solche
Restriktionsenzyme fiir die Verdauung der genomischen
DNA ausgewihlt, die nur 4 Basenpaare als Erkennungsse-
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quenz aufwiesen und deshalb sehr oft schneiden. Somit wer-

den die Minisatellitensequenzen méglichst von anliegenden

Sequenzen befreit. Die so entstehenden DNA-Fragmente sind

in der Lange praktisch identisch mit den Minisatellitense-

quenzen, wie sie auf der DNA vorhanden sind.

Die so verdaute DNA wird der Grosse nach in einem Agaro-

segel aufgetrennt (Abb. 2). Anschliessend erfolgt ein Transfer

dieser Fragmente auf eine Membran, ein Verfahren, das man
als Southern-Methode bezeichnet. Damit nun diese Minisa-
telliten auf der Membran erkannt werden kénnen, nimmt man
eine bereits vorher isolierte, radioaktiv markierte Minisatelli-
ten-DNA. Auf Grund der Komplementaritéit der Basen (Ade-
nin gegeniiber Thymin und Guanin gegeniiber Cytosin) bin-
det die radioaktiv markierte Minisatelliten-DNA an die kom-
plementire Sequenz auf der Membran. Dazu miissen aller-
dings vorher die beiden DNA’s denaturiert, d.h. in ihre ein-
zelstréangige Form gebracht werden. Nach Waschen der Mem-
bran kann diese auf einem Réntgenfilm exponiert werden.

Am Orte der Hybridisierung entsteht nun eine Bande (Abb.

2). Um die Erkennung dieser DNA-Fragmente zu verbessern,

wurden mit molekularbiologischen Methoden radioaktive

Sonden hergestellt, die nur aus aneinandergereihten Core-Se-

quenzen des Jeffreys Minisatelliten bestehen. Es hatte sich

gezeigt, dass die «Nicht-Core-Sequenzeny einer Repeat Unit
die Hybridisierung an die DNA-Fragmente stéren. Auf diese

Weise entstehen nun sogenannte genetische Fingerabdriicke

des Individuums. Thr Aussehen ist dem Strichcode auf Ver-

packungen sehr dhnlich.

Die Charakteristika der Fingerprint-Muster sind:

1) Ein Individuum (Mensch oder Tier) kann anhand seines
Fingerprint-Musters eindeutig erkannt und identifiziert
werden. Ausnahmen sind eineiige Zwillinge, die ein iden-
tisches Fingerprint-Muster aufweisen.

2) Je ndher 2 Individuen verwandt sind, desto mehr gemein-
same Banden weisen ihre Fingerprint-Muster auf.

3) Die lingeren DNA-Fragmente (4 000 — 20 000 Basenpaare)
sind vor allem individualspezifisch, wihrend die kiirzeren
(<4 000 Basenpaare) eher artspezifisch zu sein scheinen.

4) Diese Banden werden nach Mendelschen Regeln von den
Eltern auf ihre Nachkommen vererbt, d.h. die eine Hilfte
der Banden im Fingerprint-Muster eines Kindes stammt
vom Vater und die andere von der Mutter.

5) Die Banden zeigen ein kodominantes Verhalten, d.h. He-
terozygotie (2 Banden) oder Homozygotie (1 Bande) kon-
nen an einem Genort festgestellt werden.

Im weiteren ermdglicht es die Polymerase-Kettenreaktion

(Hiibscher, 1991) auch einzelne Genorte mit lokus-spezifi-

schen Primern zu untersuchen (Jeffreys et al., 1988b; 1990).
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DIE DNA-FINGERPRINTING-METHODE:
PRAKTISCHE DURCHFUHRUNG EINER
ANALYSE

Die Abbildung 2 gibt einen schematischen Uberblick iiber die
einzelnen experimentellen Schritte, die im folgenden be-
schrieben werden:

In einem ersten Schritt muss von dem zu untersuchenden
Individuum gentigend hochmolekulare DNA aus kernhalti-
gen Zellen isoliert werden. Dazu kénnen die Leukozyten des
Blutes (einfachere Methode), aber prinzipiell auch kernhalti-
ge Zellen anderer Gewebe (aufwendigere Methode) benutzt
werden. Mogliche unterschiedliche Methylierungszustéinde
der DNA (Methylierung des C5 des Cytosines) in den ver-
schiedenen Geweben miissen dabei beriicksichtigt und ausge-
testet werden. Die hochmolekulare DNA ist dusserst anfillig
auf Scherkrifte und muss deshalb sehr vorsichtig und scho-
nend behandelt werden, um Strangbriiche zu minimalisieren.
Nach der Isolation wird die DNA mit einem geeigneten
Restriktionsenzym geschnitten und so in eine grosse Anzahl
Fragmente unterschiedlicher Léange zerlegt. Grundsitzlich
konnen alle Restriktionsenzyme verwendet werden, wenn im
Bereich der «Tandem-Repeats» keine Basensequenz vor-
kommt, die der Basenerkennungssequenz des verwendeten
Restriktionsenzyms entspricht (siehe auch oben). Im allge-
meinen werden Restriktionsenzyme bevorzugt, die eine Er-
kennungs-Sequenz von 4 Basenpaaren aufweisen. Sie schnei-
den weit haufiger als Restriktionsenzyme, die 6 Basen als
Erkennungssequenz haben. Man hofft damit, méglichst viele
DNA-Fragmente zu erhalten, die praktisch nur aus «Tandem-
Repeatsy» aufgebaut sind und fast keine zusétzliche DNA
mehr besitzen. Eigene Experimente haben gezeigt, dass ver-
schiedene Tierarten unterschiedliche Restriktionsenzyme fiir
einen optimalen DNA-Fingerprint benotigen (Schelling, nicht
publiziert).

Diese vielen verschieden langen DNA-Fragmente, die nicht
alle notwendigerweise Minisatelliten-DNA enthalten, mus-
sen in der Folge zuerst mittels einer Agarosegelelektrophore-
se aufgrund ihrer Linge aufgetrennt werden. Das erhaltene
DNA-Fragment-Muster im Gel wird entweder elektrophore-
tisch, unter Vakuum, oder mittels Saugkriften auf eine Ny-
lonmembran transferiert (Southern-Blotting-Verfahren). Vor
dem Transfer werden die doppelstrangigen DNA-Fragmente
durch eine Alkalibehandlung denaturiert, d.h. einzelstrangig
gemacht, damit die spéter bei der Hybridisation verwendete
einzelstringige DNA-Sonde an die einzelstringige DNA hy-
bridisieren kann.
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Abb. 2: Die praktische Durchfiihrung einer Fingerprintanalyse. Details siehe Text
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Nach dem Transfer auf die Nylonmembran werden die ein-
zelstringigen DNA-Fragmente durch eine Hitzebehandlung
oder eine UV-Bestrahlung optimal an die Membran festge-
klebt. Jetzt ist die Membran bereit, um mit der radioaktiv
markierten Minisatellitensonde inkubiert zu werden. Fiir das
Aussehen der Bandenmuster spielen Faktoren, wie z.B. Tem-
peratur, Salzstirke und Zeitdauer der Inkubation eine ent-
scheidende Rolle. Durch Waschschritte werden die Sonden-
molekiile, welche nicht oder nur unspezifisch gebunden ha-
ben, von der Nylonmembran entfernt. Auf der Nylonmem-
bran bleiben nur diejenigen Sondenmolekiile zuriick, die auf-
grund der komplementiren Basenpaarung an die Core-Se-
quenz der Minisatelliten-DNA gebunden haben.

Tab. 1: Anwendungsbeispiele des DNA-Fingerprinting

Durch Exposition der Nylonmembran auf einem Rontgenfilm
werden die DNA-Fragmente, welche Minisatelliten-DNA
enthalten, als Schwirzungen auf dem Film sichtbar. Dies
ergibt ein Muster von schwarzen Banden auf dem Film, das
einem Strichcode dhnlich ist. Jedes Individuum sowie jeder
Inzuchtstamm (z.B. Méuse) haben ihr spezielles Bandenmu-
ster. Die radioaktive Sonde kann wieder von der Membran
entfernt und diese zur neuerlichen Hybridisierung mit einer
anderen Sonde verwendet werden. Als Sonden kann man
charakterisierte sequenzierte DNA-Stiicke verwenden
(z.B. Core-Sequenz von Jeffreys Minisatellit), die vorgéngig
in bakteriellen Vektoren leicht vermehrt werden kénnen. Fiir
die Untersuchung tierischer DNA kann man auch eine Se-
quenz aus dem Bakteriophagen M13-Wildtyp verwenden.

Anwendung Autor
1. Individuelle Identifikation Mensch Jeffreys et al., 1985b
Tier Georges et al., 1988b
Pflanze Dallas, 1988
2. Verwandtschaftsabklidrungen Mensch Gill et al., 1985; Jeffreys et al., 1985¢c;
Wellsetal., 1988
Tier Georgesetal,, 1988a
3. Stammbaumanalysen . Ménsch Jeffreys et al., 1986;
Jeffreys und Morton, 1987
Tier Signer, 1989
4. Pri- und postnatale Diagnose von genetischen Krankheiten = Mensch  Jeffreys et al,, 1986; Lewin, 1986
5. Nachweis von ein- oder zweieiigen Zwillingen Mensch  Hill und Jeffreys, 1985
6. Uberwachung von Knochenmarkstransplantaten Mensch Weitzel et al.., 1988; Thein et al., 1986
7. Erkennung von Chimiren bei Mehrlingsgeburten Mensch Farber et al., 1989 ,
8. Molekulargenetische Untersuchungen an der DNA Mensch Nakamura et al., 1987b;
Jeffreys et al., 1987, 1988; I%ein etal., 1987;
Amour et al,, 1989
9. \Vﬂdﬁerforschung Vogel 7 Wetton et al., 1987 Weiss et al., 1988
Wale Hoelzel und Amos, 1988
10. Erstellen evolutionirer Stammbéiume Mensch  Wainscoat et al., 1986
' . Tier ~ Kuhnlein et al., 1989
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ANWENDUNGSMOGLICHKEITEN DER
DNA-FINGERPRINTING-METHODE

Die hochvariablen Minisatelliten-Sequenzen wurden zuerst
im menschlichen Genom gefunden. Es zeigte sich, dass jedes
Individuum durch die gleichzeitige Erfassung dieser poly-
morphen DNA-Abschnitte, anhand des genetischen Finger-
printmusters, eindeutig identifiziert werden konnte. Erste An-
wendungsmdoglichkeiten drdngten sich vorerst in der Forensik
auf. Anhand von kleinsten Spuren (Haarbélge, Hautfetzen,
Bluttropfen usw.) gelang es, Tater von Gewaltverbrechen zu
iiberfithren. Ein Gericht in England hat 1987 zum erstenmal
einen Mann wegen Vergewaltigung auf Grund von DNA-Fin-
gerprintanalysen aus Spermaspuren zu 8 Jahren Zuchthaus
verurteilt (Nature, News 300, 1987).

Tabelle I gibt eine Ubersicht iiber die verschiedenen Anwen-
dungsmoglichkeiten in Human- und Veterindrmedizin.
Grundsitzlich hat sich herausgestellt, dass diese hochvaria-
blen DNA-Abschnitte auch bei Tieren und Pflanzen vorhan-
densind. Artspezifische Sonden erméglichen die Anwendung
bei allen Tierarten.

Besonders erwdhnenswert scheint der Einsatz der DNA-Fin-
gerprinting-Methode im Zusammenhang mit neueren, z.T.
noch theoretischen Methoden fiir die Tierzucht zu sein, die
auch unter dem Namen «Reverse Genetics» (Orkin,
1986;1989) und «Gene Introgressiony (Beckmann und Soller,
1987) bekannt sind. Dabei werden mit Hilfe von genetischen
Markern (z. B. DNA-Fingerprintmuster) indirekt Gene fiir
okonomisch wichtige Merkmale oder fiir Krankheiten lokali-
siert und der Vererbungsmodus in Kopplungsanalysen unter-
sucht. Die mit bestimmten Merkmalen korrelierten Marker
(z. B. eine Bande im Fingerprintmuster) konnen dann als
Selektionskriterium eingesetzt werden. Diese sogenannte
Marker-Assisierte-Selektion (MAS) diirfte traditionelle ziich-
terische Massnahmen beziiglich Effizienz und Zeitbedarf
tibertreffen (Soller und Beckmann, 1982; Smith und Simpson,
1987). So wurden beim Rind DNA-Fingerprintmuster als
genetische Marker in Kopplungsanalysen fiir das Hypertro-
phiegen und den «roan» Lokus eingesetzt (Georges et al.,
1990). Auch fiir die Einbringung eines Gens von einer Popu-
lation in eine andere («gene introgressiony») konnten DNA-
Fingerprintmuster eine wichtige Rolle spielen (Hillel et al.,
1990). Die eindeutige Lokalisation von Genen, die mit Hilfe
dieser genetischen Markemn durchgefiihrt werden kann, ist
schliesslich der erste Schritt zur Isolation und Analyse ihrer
Wirkungsweise. Gegenwirtig werden weltweit Anstrengun-
gen unternommen, um eine grosse Anzahl genetischer Marker
fiir Schwein, Rind und Hund zur Verfiigung zu haben.

Wir wollen DNA-Fingerprintmuster bei der Maus als Identi-
fikations- und Selektionsmittel brauchen. Beim Hund und
Schwein dienen sie uns als genetische Marker fiir Kopplungs-
analysen. Im folgenden werden drei Beispiele, die von uns
untersucht wurden, kurz erldutert.

1. Anwendungsbeispiel:

Genetische Qualititskontrolle bei Inzuchtméusestimmen.
Jedes Experiment liefert nur dann aussagekriftige und repro-
duzierbare Resultate, wenn die Bedingungen standardisiert
und konstant gehalten werden koénnen. Die qualitativen An-
forderungen an die in der biomedizinischen Forschung ver-
wendeten Versuchstiere, z. B. Ratten und Miuse, sind sehr
hoch. Neben einer standardisierten Umwelt (Futter, Klima,
Soziologie) und der Gesundheit (Isolatoren, SPF-Bedingun-
gen) miissen alle Méuse eines Inzuchtstammes auch identi-
sches Genmaterial aufweisen. Sie verhalten sich deshalb dhn-
lich wie eineiige Zwillinge und sollten folglich identische und
fiir einen Stamm spezifische Fingerprintmuster haben. Auf
diese Weise kénnen mit dem DNA-Fingerprint auch sehr eng
verwandte Stimme, wie C57 Bl/6J und C57 BI/10 SnJ ein-
deutig unterschieden werden (Signer, 1989), was aufgrund
von Adspektion oder Bestimmung von Serumenzym-Poly-
morphismen (Hartmeier, 1986) nicht moglich wire. Daneben
benutzen wir die stamm-spezifischen Fingerprintmuster als
Hilfsmittel, um Tiere mit stabilem Genom fiir die Stamm-
zucht zu selektionieren.

2. Anwendungsbeispiel:

Fettgehalt im Muskelfleisch bei Schweinen.

Langjihrige Selektion auf mageres Schweinefleisch hat zu
einer teilweise extremen Abnahme des intramuskuléren Fett-
gehaltes bei diesen Tieren gefiihrt. Dabei tauchen innerhalb
von bestimmten Wiirfen extreme Schwankungen im intra-
muskulidren Fettgehalt auf. Andere Wiirfe wiederum zeigen
uniform tiefe oder hohe intramuskulire Fettwerte. Wir unter-
suchen deshalb Schweine-Linien verschiedener Rassen, um
anhand von DNA-Fingerprinting-Analysen mehr iiber die
Vererbung dieses Merkmals zu erfahren. Dabei werden die
Banden in den Fingerprintmustern als genetische Marker
benutzt.

3. Anwendungsbeispiel:

Berner Sennenhund.

Ungefihr 300 Erkrankungen sind beim Hund bekannt, bei
denen genetische Ursachen eine Hauptrolle spielen kénnten
(Patterson et al., 1989). Fiir ungefihr die Hilfte davon ist der
Vererbungsmodus aufgeklirt. Im Gegensatz zum Menschen,
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wo der autosomal dominante Erbgang vorherrscht (McCu-
sick, 1986), bildet beim Hund der autosomal rezessive Erb-
gang den Hauptteil der aufgeklirten Erbkrankheiten (Patter-
son et al., 1989). Polygen bedingte Erkrankungen (z. B. Hiift-
gelenksdysplasie) diirften einen grossen Teil der noch nicht
vollstindig aufgeklérten Erkrankungen ausmachen. Am Tier-
spital Ziirich haben rund ein Drittel der vorgestellten Berner
Sennenhunde Nierenprobleme. Davon ist die Glomerulo-
nephritis mit 50 % die wichtigste Erkrankung (Preiss, in
Vorbereitung). Die Maligne Histiozytose ist eine bei Mensch
und Hund selten vorkommende proliferative Erkrankung, die
beim Bemner Sennenhund in den USA nachgewiesen wurde
(Mooreund Rosin, 1986). Verglichen mit den USA scheint in
der Schweiz die Zahl der von Maligner Histiozytose betrof-
fenen Berner Sennenhunde eher grosser zu sein und bestimm-
te Linien mehr als andere. Eine solche eindeutige rassenspe-
zifische Haufung konnte ein Hinweis dafiir sein, dass ein oder
mehrere Gene innerhalb der Berner Sennenhunderasse vor-
handen sind, vererbt werden und eventuell fiir eine Pridispo-
sition oder direkt fur die Erkrankungen verantwortlich sind.
Die DNA-Fingerprinting-Methode ist auch fir Hunde an-
wendbar (Jeffreys und Morton, 1987; Georges et al., 1988b;
Meyer, 1990; Schelling et al., 1991). Wir wollen verschiedene
Familien bzw. Linien von Berner Sennenhunden mit der
DNA-Fingerprinting-Methode untersuchen. Dabei kdnnten
mit den Erkrankungen korrelierte Banden im Fingerprintmu-
ster diagnostisch als Marker eingesetzt und fiir Selektions-
massnahmen benutzt werden (MAS).

Diese drei Beispiele sollen zeigen, dass die DNA-Fingerprin-
ting-Methode flir verschiedene Gebiete der DNA-Diagnostik
in der Veterindrmedizin herangezogen werden kann. Die Me-
thodik ist grundsitzlich fiir sdmtliche Tierarten anwendbar,
muss allerdings fiir die jeweilige Spezies genauestens opti-
miert werden.
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Le diagnostic a Paide de DNA en médecine
vétérinaire: 1. DNA fingerprinting

Avec le développement de la technologie de ADN recombi-
nant durant les 15 derniéres années, il est devenu possible
d’analyser la variabilité¢ génétique directement au niveau de
I’ADN génomique. Le polymorphisme de Longueur de Frag-
ment de Restriction et les Régions Hyper-Variables condui-
sent au développement de nouveaux marqueurs génétiques,
qui peuvent étre utilisés pour la localisation de génes normaux
et mutés.

Certains polymorphismes sont hypervariables et peuvent de
plus étre utilisés pour réaliser des empreintes d’ADN (DNA-
fingerprints), donc identifier des individus  partis d’hommes
et d’animaux.

La diagnosi a livello del DNA: I. DNA finger-
printing

Negli ultimi quindici anni, con lo sviluppo di metodi d’inge-
gneria genetica, € divenuto possibile analizzare la variabilita
genetica direttamente a livello dell’acido deossiribonucleico
(DNA). La scoperta di polimorfismi della lunghezza di frag-
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menti di restrizione (RFLP) e di regioni ad alta variabilita
(HVRs) nel DNA, hanno permesso la messa a punto di indi-
catori genetici, i quali vengono utilizzati per localizzare geni,
normali o mutati, all’interno del cromosoma.

L’alto grado di variabilita di queste sequenze polimorfe da
individuo a individuo, ¢ tale da permettere il loro uso come
impronte digitali a livello del DNA, rendendo cosi possibile
I’identificazione e il differenziamento di singoli individui,
siano essi esseri umani o animali.
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