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Die Isolierung Y-spezifischer Sonden heim Rind mittels genetischer

Reprasentations-Differenz-Analyse

G. Wigger’. R. Fries"? G. Stranzinger’

' Zusammenfass;ung ,

~ Die geneusche Reprisentations- leferenz-Analyse '
. (engl genetically directed representanonal diffe-
_rence analysis, GDRDA) erlaubt die Isolierung
von DNS-Fragmenten, in denen sich komplexe
Genome unterscheiden. In der vorhcgenden Ar-
 beit wurde dieser Ansatz zur Isolierung von
~ Yspezifischen Sequenzen beim Rind verwendet
Von acht isolierten und klomerten Fragmenten
stellten sich zwei als Yspemﬁsch heraus.

; Scblusselworter GDRDA Y-spez:fische
kSonde Rmd

Einleitung

Die Unterschiede zwischen zwei komplexen, verwand-
ten Genomen unterschiedlichen Geschlechts beruhen
im wesentlichen auf Sequenzen des Y-Chromosoms.
Lamar und Palmer (1984) wendeten eine subtrahierende
Hybridisierungsmethode an, um Y-spezifische Sequen-
zen zu klonieren.

Die auf der Polymerase Chain Reaction (PCR) beruhende
genetically directed representational difference analysis
(GDRDA) nach Lisitsyn et al. (1993, 1994) bedeutet eine
Weiterentwicklung der obengenannten Methode. Sie
erlaubt kleinere Unterschiede zweier Genome (Insertio-
nen, Deletionen, Punktmutationen) zu entdecken, so-
fern diese zu unterschiedlichen Restriktionsenzymfrag-
mentlingen der zu vergleichenden Genome fiihren.

Tiere, Material und Methoden
Tiere

Rinder-DNS von neun Halbschwestern, gemischt in ei-
nem Pool (Driver ohne minnliche DNS), wurden mit
dem Genom ihres gemeinsamen Vaters (Tester) vergli-
chen. Mit dem DNS-Pool erreichte man, dass sich die
Systematisch genetischen Unterschiede zwischen Tester
und Driver auf das Y-Chromosom beschrinkten. In ei-
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| Isolation of bovine Y-specmc probes applymg -
genetically directed representatlonal ‘
drfference anaIVSIs .

Genetically directed representauonal dlfference .
analysis (GDRDA) allows to isolate DNA frag— .
ments that differ between complex genomes.

This approach was applied in the present work

to isolate Y-specific bovine sequences. Of exght .
isolated and cloned fragments two proved to be
Yspec1f1c ‘ ,

~ Key words GDRDA Yspecrfic probe—- ~
cattle ~ ‘

nem weiteren Pool (Driver mit minnlicher DNS) wurde
neben der DNS der neun Halbschwestern noch die DNS
von drei minnlichen, nicht verwandten Tieren gemischt.
Alle diese Tiere gehorten der Braunviehrasse an.

GDRDA

Der Ansatz beruhte im wesentlichen auf Methoden, wie
sie von Lisitsyn et al. (1993, 1994) beschrieben wurden.
Ausgehend von komplexer, totaler DNS wurden in einem
ersten Schritt die beiden Driver-DNS (mit und ohne
minnliche DNS) und die Tester-DNS mit Bg/ II verdaut.
Diese Fragmente wurden mit Adaptern (Primerset 1,
Tab. 1) ligiert und mittels PCR vervielfacht. Dabei wer-
den nur Fragmente kleiner als 1000 bp effizient amplifi-
ziert. Diese Produkte (sog. Amplikons) reprisentieren
die zu vergleichenden Genome.

Die Adapter wurden mit Bgl Il wieder abgespalten. Zur
Entfernung des Primerset 1 wurden die Testerfragmente
in einem 2% NuSieve Low melting temperature Agaro-
segel (FMC BioProducts) aufgetrennt, der Bereich
150-1500 bp ausgeschnitten und die DNS isoliert (QIA-
EX Gel Extraction Kit, QIAGEN). Es folgte eine Ligierung
mit neuen Adaptern (Primerset 2, Tab. 1). Die Produkte
wurden mit einem Uberschuss an Driveramplikonen ge-
mischt, denaturiert und anschliessend 20 h bei 67 °C
inkubiert. In diesem Schritt lagern sich DNS-Fragmente
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der
Hybridisierungs-/Amplifizierungsschritte der GDRDA.
Die einzelnen Schritte sind in den Methoden
beschrieben. ss. einzelstrdngig, ds: doppelstrdngig
Diese Grafik wurde aus Lisitsyn et al. (1993)
itbernommen.

zusammen: es entstehen doppelstringige Driverampli-
kone, doppelstringige Testerfragmente mit den Adap-
tern sowie Tester-Driverhybride (Abb. 1). Da Driveram-
plikone im Uberfluss vorhanden sind, konnen doppel-
stringige Testerfragmente meist nur entstehen, wenn
diese Sequenzen im Driveramplikon nicht verfiigbar
sind. Die Enden dieser Fragmente wurden aufgefiillt, d.h.
die hervorstehenden Adapter doppelstringig gemacht.
Dies ist die Voraussetzung, um die Fragmente mit PCR zu
amplifizieren. Dabei werden die doppelstringigen Te-
sterfragmente exponentiell amplifiziert. Die Vermeh-
rung der Tester-Driverhybride geschieht hingegen nur
linear, da die Erkennungsstelle der Primer (Adapter) le-
diglich an einem 5’-Ende vorhanden ist. Die Driverfrag-
mente sowie die einzelstringigen Testerfragmente wer-
den nicht amplifiziert, da entsprechende Primererken-
nungsstellen fehlen. Nach einer Mungobohne-Nuklease-
Behandlung, die einzelstringige DNS zerstort, wurde das
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Tabelle 1: Primersequenzen fiir die GDRDA

Set Name Sequenz (5°—>3")

1 RPsb4 = AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGGA

. RBglio  GATCTIGCGGIGA ,
2 B4 ACCGACGTCGACTATCCATGAACA
 ]Bell2  GATCIGITCAIG. ,
3  NBgl24 ‘AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAA
.~ NBgll2  GATCTTCCCICG

Templat mittels PCR nochmals vervielfacht. Zum Schluss
wurden die Adapter tiber eine Bgl II-'Verdauung wieder
entfernt.

Diese Hybridisierungs-/Amplifikationsrunde wurde ein-
mal mit dem Primerset 3 und anschliessend mit dem
Primerset 2 wiederholt. Die so erhaltenen Fragmente
wurden in einem 2% NuSieve Low melting temperature
Agarosegel (FMC BioProducts) wihrend 3 bis 3,5 h mit
5 V/cm aufgetrennt (Abb. 2), anschliessend einzelne
Fragmente ausgeschnitten und die DNS aus der Agarose
isoliert (QIAEX Gel Extraction Kit, QIAGEN).

Abbildung 2: Agarosegel-Elektropborese der
Fragmente nach der dritten Hybridisierungs-/
Amplifikationsrunde. Lane 1:Marker A-Hind 111,

2: Fragmente aus der Kombination Tester-Driver mit
mdnnlicher DNS, 3: Fragmente aus der Kombination
Tester-Driver obne mdnnlicher DNS.

Klonierung

Als Vektor wurde pBluescript II SK verwendet. Dieser
wurde mit Bam HI linearisiert und anschliessend de-
phosphoryliert.

Band 138, Heft 3, Mirz 1996
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Die isolierten Fragmente aus der GDRDA wurden mit
dem vorbereiteten Vektor ligiert (T4 DNS Ligase, Bio-
Labs). Mit den resultierenden Plasmiden wurden kompe-
tente Zellen (E. coli XL1 Blue) nach der Calciumchlorid-
Methode transformiert und die rekombinierten Bakte-
rien aufgrund ihrer Farbe mit IPTG und X-Gal selektiert
(nach Sambrook, 1989).

PCR

Zur Sondenherstellung fiir die Hybridisierung wurden
PCRs von den verschiedenen Plasmiden durchgefiihrt.

Templataufbereitung: eine Bakterienkolonie in 50 ul
H,0 geben, kurz vortexen, 10 min bei 98 °C inkubieren,
auf Eis abkiihlen, kurz zentrifugieren.

PCR-Ansatz (50 ul): Templat 5 pl, Primer (T3 und T7)
je 20 pmol, dNTP’s 10 nmol, Tag-Polymerase (Boehrin-
ger) 2.5 Units, Tris-HCl 10mM, MgCl, 1.5 mM, KCI
50 mM. 30 Zyklen a 94 °C 30 sec, 55 °C 30 sec, 72 °C
30 sec, gefolgt von 7 min 72 °C.

Fiir die Y-spezifische Kontroll-PCR galt folgender 25 ul
Ansatz: Templat 100 ng, Primer (Tab. 2) je 10 pmol,
dNTP’s 5 nmol, Tag-Polymerase (Boehringer) 2.5 Units,
Tris-HCl 10mM, MgCl, 1.5 mM, KCI 50 mM. 30 Zyklen
2 94 °C 30 sec, 60 °C 30 sec, 72 °C 30 sec, gefolgt von
7 min 72 °C.

Tabelle 2: Primersequenzen der Y-spezifischen PCR

Name  Sequenz(5'—>3)

ETHBY 6-2(P1)  ATCCATAAAGGTTAAGCTGTCGA.
' - GGCITTGTCTGAGGATCITG

Southern-Blot

Die einzelnen Fragmente wurden mittels Southern-Blot
auf ihre Spezifitit iiberpriift. Dazu wurden in einem 1%
Agarosegel je 1 pl der Amplikon-DNS wihrend 2.5 h mit
5.5 V/cm aufgetrennt (Abb. 3a). Es folgten der Kapillar-
Transfer der DNS-Fragmente auf eine Nylonmembrane
(Hybond N, Amersham) und die DNS-Fixierung mittels
UV-Crosslinking und Backen fiir 2 h bei 80 °C.

Hybridisierung

Als Sonden dienten PCR-Amplifikate, mit T3 und T7 als
Primer, der verschiedenen Klone. Diese Fragmente wur-
den mit QIAEX aufgearbeitet und mit dem Prime-It II
Random Primer Kit (Stratagene) [o->?P]dATP-markiert.
Die Hybridisierungen wurden in Plastikmesszylinder
in einem Rotationsinkubator unter folgenden Bedingun-
gen durchgefiihrt: 15-16 h, 42 °C; 6 X SSPE, 5 X Den-
hardt’s, 0,5% SDS, 50% Formamid, Salmon sperm 100
ug/ml.

Band 138, Heft 3, Mirz 1996

Abbildung 3a:
Agarosegel-Elektro-
Dborese fiir den
Southern-Blot.
Lane 1: Marker
A-Hind III, 2: 1 ul
TesterAmplikon,

3: 1 ul Driver-Am-
plikon mit mdinnl.
DNS), 4. 1 ul Dri-
ver-Amplikon obne
mdnnl. DNS.

Abbildung 3b:
Autoradiogramm
der Y-spezifischen
Sonde.

Lanes wie in 3a).

Abbildung 3c:
Autoradiogramm
einer unspezifi-
schen Sonde.
Lanes wie in 3a).
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Der stringenteste Waschschritt bestand in 0.1 X SSC,
0,1% SDS 10 min bei 65 °C.Die Membranen wurden auf
X-Ray-Filmen (Fuji RX) unterschiedlich lang exponiert.

Sequenzierung

Zum Sequenzieren wurde Plasmid-DNS mit QIAGEN-tip
100 aufgearbeitet. Sequenziert wurde mit dem Dye De-
oxy Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosy-
stem). Die Auftrennung und Analyse der Proben erfolgte
mit einem 373A DNA Sequencer (Applied Biosystem).

Resultate

Nach der dritten Hybridisierungs-/Amplifizierungsrun-
de wurden acht Binder ausgeschnitten (Abb. 2), aufge-
arbeitet und kloniert. Mittels Southern-Blot konnte ge-
zeigt werden, dass es sich bei zweien dieser acht Binder
um Y-spezifische Sequenzen handelt, d.h. es gab eine
Hybridisierung mit den Tester- und den Driverampliko-
nen mit minnlicher DNS, jedoch kein Signal in der Lane
mit den Driveramplikonen ohne minnliche DNS (Abb.
3b).Die restlichen Binder zeigten unspezifische Hybridi-
sierungsergebnisse, d.h. Hybridisierung mit allen drei
Amplikonen (Abb. 3¢).

Aufgrund der Sequenzen der beiden Y-spezifischen Klo-
ne wurden Primer synthetisiert. Die damit durchgefiihr-
ten PCRs ergaben nur Amplifikationen mit mannlicher
DNS als Templat und bestitigten somit die Hybridisie-
rungsergebnisse (Abb. 4).

Abbildung 4: Agarosegel-Elektrophorese von
Y-spezifischen PCR-Produkten. Lane 1: Marker
AHind III, 2, 3, 5 und 6: mdnnl. Rinder-DNS als
Templat, 4 und 7: weibl. Rinder-DNS als Templat.
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Diskussion

Von acht klonierten Bindern waren zwei Y-spezifisch
und sechs unspezifisch. Verglichen mit der Arbeit von
Lisitsyn et al. (1994) ist dies eine gute Ausbeute.

Man muss jedoch beachten, dass sich Tester und Driver
durch das gesamte Y-Chromosom unterschieden. Prinzi-
piell missten bei der Anwendung von GDRDA alle
200-1000 bp langen Fragmente des Y-Chromosoms, die
bei der Verdauung mit Bg/ II entstehen, mittels PCR am-
plifiziert werden. Es ist anzunehmen, dass im vorliegen-
den Versuch nicht alle Fragmente isoliert wurden.

In Abb. 3b ist das Autoradiogramm einer Y-spezifischen
Sonde zu sehen. Dabei fillt auf, dass das Signal bei der
Tester-DNS (Lane 2) stirker ist als bei der DNS vom
Driver mit minnlicher DNS (Lane 3). Dies kann man
folgendermassen begriinden: die Fragmente des
Y-Chromosoms kommen im Tester viermal konzentrier-
ter vor als im Driver mit minnlicher DNS, da dieser
auch noch weibliche DNS enthailt.

Die GDRDA hat den Vorteil, dass als Ausgangsmaterial
weniger als 10 ug DNS ausreichen, da mit der Amplikon-
produktion gentigend Verarbeitungsmaterial geschaffen
wird.

Die Anwendung der GDRDA kann mit zunehmend klei-
ner werdendem Unterschied zwischen Driver und Te-
ster problematisch sein. Ist man zum Beispiel an einem
einzigen Allel interessiert, so sind die Chancen, dass die-
ser Unterschied zu einer zusitzlichen Schnittstelle des
eingesetzten Restriktionsenzyms fihrt, sehr klein
(Myers, 1993).Diese Wahrscheinlichkeit vergrossert sich
allerdings, wenn man in parallelen Ansitzen verschiede-
ne Restriktionsenzyme einsetzt.

Beim Rind liegen bereits verschiedene Y-spezifische Son-
den vor (Perret et al., 1990; Miller und Koopman, 1990;
Cotinot et al., 1991),die z. B.fiir die Geschlechtsdiagnose
bei Embryonen herangezogen werden. In der vorliegen-
den Arbeit ging es darum, die Moglichkeit zu priifen, ob
mittels GDRDA Y-spezifische Sequenzen isoliert werden
konnen. Der gezeigte Ansatz muss nicht auf das Rind
beschrinkt bleiben und liesse sich z.B. zur Isolierung
von W-spezifischen Sequenzen bei Vogeln anwenden.
Das besondere Interesse hierzu liegt darin,dass bei diver-
sen Vogelarten eine phinotypische Geschlechtsdiagno-
se dusserst schwierig ist. Fiir die Erhaltung gefihrdeter
Vogelarten (Greifvogel, Papageienarten etc.) konnen
Kenntnis und damit Nachweisbarkeit des Geschlechts
vorhandener Tiere von zentraler Bedeutung sein.
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