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Institut fiir Tierzucht, Universitdt Bern! und BRI, Biological Research Laboratories Ltd., Fiillinsdorf 2

Charakterisierung von Ratten-Inzuchtlinien mit Hilfe der Mikrosatellitenanalyse

G. Dolf”, B. Colomb’, ]. Schidipfer’, ]. Leuenberger?, U. Méirki?

Zusammenfassung

 Die Ratten-Inzuchtstimme LEW, SHR und WKY

wurden mit Hilfe der Mikrosatellitenanalyse cha-
rakterisiert. Dazu wurden sieben, im Handel er-
hiltliche, Primerpaare verwendet. Drei Mikro-
satelliten wurden individuell und je zwei als Du-
plex mit der PCR-Methode amplifiziert. Die resul-
tierenden Produkte wurden in einem Agarose-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt, mit Ethidium-

~ bromid angefirbt und auf einem UV-Leuchtpult

_ fotografiert. Die dabei aufgezeigten Bandenmu-
ster lassen die Homogenitit innerhalb der In-
zuchtlinien und auch die Unterschiede zwischen
den Inzuchtlinien deutlich erkennen.

 Schliisselworter: Ratten~lrizuchtstﬁ.mme -
Mikrosatelliten — Charakterisierung

Einleitung

In der Tierzucht ist die korrekte Identifizierung der Indi-
viduen eine grundlegende Voraussetzung um ein Zucht-
ziel zu erreichen. Die Mikrosatellitenanalyse eignet sich
als Methode sowohl fiir die Abstammungskontrolle in
ausgeziichteten Populationen, als auch fiir die Charakte-
risierung von ingeziichteten Populationen. Damit kann
man nicht nur ingeziichtete Populationen voneinander
unterscheiden,sondern auch die Homogenitit innerhalb
einer Population priifen.

Zur Beantwortung vieler Fragestellungen in der biomedi-
zinischen Forschung sind Untersuchungen an genetisch
standardisierten Inzuchtlinien unerlisslich. Die aus sol-
chen Untersuchungen resultierenden Daten miissen re-
produzierbar und international vergleichbar sein. Um
dies zu gewihrleisten, werden zahlreiche Methoden -
wie zum Beispiel der Nachweis immunologischer und
biochemischer Marker, Hauttransplantationen oder das
DNA Fingerprinting eingesetzt -, die es erlauben die Sta-
bilitit des genetischen Hintergrundes von Inzuchtlinien
Uber Generationen zu verfolgen. Zu dieser Palette von
Methoden ist nun noch die Mikrosatellitenanalyse hinzu-
gekommen, die mit Erfolg, zum Beispiel auch bei der
Ratte (Hirayama et al., 1994), angewendet wird.
Mikrosatelliten sind kurze, 2 bis 4 Basenpaare lange, re-
petitive DNA-Sequenzen, welche meistens hochpoly-
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Genetic monitoring of inbred rat strains
by microsatellite analysis

Microsatellite analysis was applied to identify the
inbred rat strains LEW, SHR and WKY. Of a set of
seven commercially available primer pairs three
pairs were used individually and two times two
in duplex polymerase chain reactions (PCR). The
products were analyzed in ethidium bromide
stained agarose gels. The resulting banding pat-
terns clearly demonstrated the homogeneity
within strains and the differences between
strains.

Key words: genetic monitoring — inbred rat
strains — microsatellites

morph und im Erbgut der Sdugetiere weit verbreitet sind
(Tautz, 1989; Fries et al., 1990; Love et al., 1990; Moore
et al., 1991; Stallings et al., 1991). Individuelle Mikrosa-
telliten sind durch ihre spezifischen flankierenden Se-
quenzen charakterisiert, was sie dem PCR-Verfahren zu-
ginglich macht (Saiki et al., 1988). Die vorliegenden Un-
tersuchungen dienten dazu, ein schnelles, zuverlissiges
und kostengiinstiges Vorgehen auszuarbeiten, um Rat-
ten-Inzuchtstimme zu charakterisieren.

Material und Methoden
Tiere, Probenentnahme und DNA-Extraktion

Neben den drei Ratten-Inzuchtstimmen LEW (CH-Ibm),
SHR (CH-Ibm) und WKY (CH-Ibm) wurde noch der aus-
geziichtete Stamm WIST (CH-Ibm) in die Untersuchung
miteinbezogen.Jeder Stamm wurde durch 5 zufillig aus-
gewihlte Tiere reprisentiert. Zur Blutentnahme wurden
die Tiere mit CO, euthanasiert, da sie neben der Mikro-
satellitenanalyse noch fiir weitere Untersuchungen ver-
wendet wurden. Fiir die Mikrosatellitenanalyse wurden
Blutproben von 0.1 ml aus dem Herzen mit Einweg-Sprit-
zen entnommen, welche EDTA enthielten (1 ml, Becton
Dickinson, Einwegnadeln 22 G 1/4). Die DNA wurde ex-
trahiert, indem pro Tier 50 ul Vollblut in einem Eppen-
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dorf-Rohrchen zuerst zweimal in 1 ml 10 mM EDTA,
10 mM NaCl, pH 8.0, mit 5 M NaOH eingestellt, gewa-
schen wurden. Nach dem Verwerfen des Uberstandes
wurden 200 ul 5% Chelex (w/v in H,O, Chelex® 100
Resin, BIO-RAD 143-2832) je Probe zugegeben (Walsh et
al., 1991). Die Proben wurden gut geschiittelt und fiir 5
Minuten bei Raumtemperatur belassen. Anschliessend
wurden die Proben fiir 60 Minuten in einem Heizblock
auf 100 °C erhitzt. Nach weiteren 5 Minuten bei Raum-
temperatur wurden die Proben noch einmal durch-
mischt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die
PCR-Analyse verwendet.

Primers

Total wurden 20 Mikrosatelliten, welche 14 autosomale
Chromosomen reprisentieren, analysiert. Dazu wur-
den alle Primerpaare (Rat MapPairs™) von der Firma
Research Genetics, Huntsville, AL, USA, gekauft.

PCR

Die PCR-Gemische enthielten 2.5 ul 10 X Puffer (Boeh-
ringer Mannheim), 5 ul dNTP’s (jedes Nukleotid in ei-
ner Konzentration von 0.25 bzw. 0.125 nmol/ul, Boeh-
ringer Mannheim), 5 ul der/des oberen Primer(s) (jeder
in einer Konzentration von 1 pmol/ub), 5 ul der/des un-
teren Primer(s) (jeder in einer Konzentration von 1
pmol/uD, 2.5 ul Tag-Polymerase (0.7 U, Boehringer
Mannheim) und 5 ul des Uberstandes mit der DNA. Die
Reaktion wurde auf einem Perkin Elmer 480 Thermocyc-
ler durchgefiihrt. Dazu wurde ein Touch-Down-Pro-
gramm (Don et al., 1991) verwendet, welches von 63 °C
auf 55 °C bzw. von 61 °C auf 53 °C heruntergeht. Bei
diesen Touch-down-Programmen wurden nach einer
Denaturierung wihrend 3 Minuten bei 94 °C,ausgehend
von der Anfangstemperatur, je zwei Zyklen pro Tempera-
turstufe in Schritten von 1 °C bis zur Endtemperatur
durchgefiihrt. Bei der Endtemperatur wurden noch 14
Zyklen angefiigt, was insgesamt 30 Zyklen ergab. Pro
Zyklus dauerte die Denaturierung jeweils 30 Sekunden
bei 94 °C,das Binden der Primer an die Vorlage 30 Sekun-
den und die Synthese der DNA 40 Sekunden bei 72 °C.
Zum Schluss wurden die Ansitze noch fiir 5 Minuten bei
72 °C belassen. Bei einem Touch-Down-Programm wird
in der Anfangsphase zwar nicht sehr effizient, dafiir aber
sehr spezifisch amplifiziert, sodass bei der anschliessen-
den effizienten Amplifikation bei der Endtemperatur die
spezifische Vorlage im Uberschuss vorliegt.

Elektrophorese

Je 15 pl der PCR-Produkte wurden auf einen Agarose-Gel
(20 cm X 20 cm, 120 ml 2.5% MetaPhor™ , FMC BioPro-
ducts in 1X TBE mit 3 ul 10 mg/ml H,O Ethidiumbro-
mid) aufgetragen und in 2.3 1 1 X TBE-Puffer mit 50 pl
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Ethidiumbromid fiir 3 bis 4 Stunden bei 2.5 V/cm laufen
gelassen. Anschliessend wurden die Gele auf einem
UV-Leuchtpult fotografiert.

Resultate

Von den 20 getesteten Mikrosatelliten waren 7 informa-
tiv fir die Inzuchtstimme und amplifizierten gut unter
den gegebenen PCR-Bedingungen. Der Duplex 2 MIT
R248 / 10 MIT-PPP amplifizierte am besten mit einem
Touch-Down-Programm von 63 °C nach 53 °C. Die
ubrigen 5 Mikrosatelliten, 1 MTIPA, 6 MIT-R721, 7 MIT-
PTBZRA und der Duplex 11 MIT-R561 / 13 MIT-R982,
wurden in einem Touch-Down-Programm von 63 °C
nach 55 °C (Abb. 1a-e) amplifiziert. Wie erwartet waren
alle Tiere innerhalb eines Inzuchtstammes homozygot
fiir das jeweilige Allel der 7 Mikrosatelliten. Die Tiere des
Auszuchtstammes WIST zeigten verschiedene Allele und
waren entweder homozygot oder heterozygot fiir die
verschiedenen Mikrosatelliten mit Ausnahme des Duple-
xes 2 MIT-R248 / 10 MIT-PPP, bei dem alle Tiere fur die
selben Allele homozygot waren.

Diskussion

Fir die Charakterisierung der Inzuchtstimme Lew, SHR
und WKY wurden von den gepriiften 20 Mikrosatelliten
schliesslich deren 7 verwendet. Mit der Kombination
von jeweils zwei Mikrosatelliten wurde es moglich die
Anzahl der notwendigen PCR zu verringern. Ideal wire
es, wenn alle 7 Mikrosatelliten gleichzeitig amplifiziert
werden konnten. Da aber die Primers der verschiedenen
Mikrosatelliten untereinander binden koénnen, und da-
mit die korrekte Amplifikation beeintrichtigen oder gar
verhindern, wird das Zusammenstellen von Multiplexen
um so schwieriger, je mehr Mikrosatelliten involviert
sind. Im vorliegenden Fall war es nur moglich, zwei Du-
plexe zusammenzustellen.

Die Kombinationen 2 MIT-R248 / 10 MIT-PPP und 11
MIT-R561 / 13 MIT-R982 und der Mikrosatellit 6 MIT
R721 konnen alle drei Inzuchtstimme LEW, SHR und
WKY voneinander unterscheiden. Dagegen unterschei-
det der Mikrosatellit 1 MTIPA nur zwischen SHR und
LEW bzw. WKY, aber nicht zwischen LEW und WKY, und
der Mikrosatellit 7 MIT-PTBZRA zwischen WKY und
LEW bzw. SHR, aber nicht zwischen LEW und SHR. Bei
jedem dieser 7 Mikrosatelliten liegen die Allele, welche
zwischen den Inzuchtstimmen unterscheiden, so weit
auseinander, dass sie problemlos in einem Agarose-Gel
auseinandergehalten werden konnen. Bei Verwendung
dieser Mikrosatelliten kann deshalb auf eine aufwendige
radioaktive oder nicht-radioaktive Markierung mit ent-
sprechender Analyse verzichtet werden. Der ganze Ab-
lauf, von der Blutentnahme bis zur Interpretation der
Resultate, dauert nicht linger als zwei Tage. Die Mikrosa-
telliten, die fiir diese Untersuchung verwendet wurden,
sind nicht gekoppelt und reprisentieren deshalb ihrer
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Abbildung 1: Charakterisation der Ratten-Inzuchi-
stamme LEW, SHR und WKY mit 7 Mikrosatelliten

a. 1 MTIPA, b. 6 MIT-R721, c. 7 MIT-PTBZRA,

d. 2 MIT-248 / 10 MIT-PPP, e. 11 MIT-R561 /

13 MIT-R982. Auf jedem Gel (a bis e) wurden die Tiere
in derselben Reibenfolge aujfgetragen. In der oberen
Reibe, von links nach rechts, finden sich je 5 Tiere der
Stiimme LEW, SHR und WKY und in der unteren Reibe
von links die 5 Tiere des ausgeziichteten Stammes
WIST, sowie von links nach rechis je ein Tier der
Stdmme LEW, SHR, WKY und WIST zum direkten
Vergleich. Der DNA-MolekRulargewichtsmarker ist ein
Gemisch von pBR328 verdaut mit Bgll und pBR328
verdaut mit Hinfl.
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Zahl entsprechend den grosstmoglichen Teil des Ratten-
genoms. Diese Abdeckung des Genoms kann jederzeit
mit weiteren, kartierten Mikrosatelliten ausgebaut wer
den. Die Grenzen dieses vorliegenden Ansatzes liegen in
der Auftrennung der Allele im Agarose-Gel. Damit kon-
nen wohl Kontaminationen festgestellt werden, aber
nicht Punktmutationen innerhalb eines Stammes. Um
solche feststellen zu konnen, missten die Mikrosatelli-
ten in einem Polyakrylamid-Gel analysiert werden.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden tiber drei
Jahre jihrlich durchgefiihrt, wobei keine Anderungen in
den Resultaten festgestellt werden konnten. Das einzige
Problem, das bisher aufgetreten ist, betrifft die Qualitit
dieser im Handel erhiltlichen Primerpaare. Es scheint,
dass diese iiber einen Zeitraum von mehr als einem Jahr
nicht stabil sind. Ein erster Vergleich mit Primerpaaren
einer anderen Firma hat gezeigt, dass offenbar qualitative
Unterschiede bestehen. Dieser Befund muss erst noch
betitigt werden, bevor die Frage angegangen werden
kann, worin dieser qualitative Unterschied bestehen
konnte.
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