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Zusammenfassung

Die Methode zur Mikrosezierung von Chromoso-
men erlaubt es, einzelne Chromosomen oder Teile
davon mechanisch aus einer Metaphase herauszu-
l6sen. Nach Vermehrung des DNA-Materials
mittels PCR  konnen Genbanken konstruiert,
DNA-Sonden fiir spezifische R egionen entwickelt
oder chromosomenspezifische Proben hergestellt
werden. In der Veterindrmedizin ist die Mikrose-
zierung von Chromosomen wertvoll, wenn Ab-
klirungen von numerischen oder strukturellen
Chromosomenaberrationen wichtig sind.

Schliisselwarter: Mikrosezierung — chromosomen-
spezifische Probe — DOP-PCR

Einleitung

Die Mikrosezierung von Chromosomen beschreibt
die Technik, um ganze Chromosomen oder Teile da-
von mechanisch aus dem Verband einer Metaphase
herauszuldsen und in ein R eagenzgefiss zu bringen, in
dem dieses DNA-Material fiir weitere Zwecke zur
Verfligung steht. Diese Methode wurde erstmals 1981
erfolgreich eingesetzt, um Abschnitte von polytinen
Chromosomen aus Speicheldriisenpriparationen von
Drosophila zu isolieren und nachfolgend zu klonieren
(Scalenghe et al., 1981). Sehr schnell wurde die
Mikrosezierung auch beim Menschen und der Maus
eingesetzt, um bestimmte Chromosomenabschnitte
zu klonieren und anschliessend genetische Marker flir
diese Regionen zu entwickeln. Von den kleinen
Siugetier-Chromosomen mussten aber noch sehr
viele Kopien (>200) eines Chromosomes mikro-
seziert werden, um ausreichend Material fur die Klo-
nierung zur Verfligung zu haben. Liidecke et al. (1989)
und Saunders et al. (1989) beschrieben, wie das mikro-
sezierte DNA-Material vor dem Klonierungsschritt
mit Hilfe der PCR vermehrt werden konnte. Dadurch
wurde es moglich, mit weit wenigeren Kopien
(20-30) umfangreichere Genbanken herzustellen.
Die Mikrosezierung von Chromosomen wurde auch
bei verschiedenen Nutztierarten zur Entwicklung von

Microdissection of chromosomes in veterinary
medicine

Microdissection of chromosomes and subsequent
amplification of the DNA material by PCR allow
the development of libraries, region-specific DNA
probes or chromosome painting probes.Veterinary
medicine will benefit from this method in instances
where clarification of numercial or structural chro-
mosome aberrations is needed.
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chromosomenspezifischen DNA-Sequenzen fiir die
Suche in Genbanken (Goldammer et al., 1996; Zim-
mer et al., 1997) sowie zur Konstruktion von Gen-
banken (Ponce de Leon etal., 1996) und zumVergleich
der Struktur von homologen Chromosomen nahe
verwandter Spezies (Goldammer et al., 1997) einge-
setzt.

Fiir zytogenetische Untersuchungen war die Arbeit
von Meltzer et al. (1992) ein Meilenstein. Hier wurde
eine effiziente Methode beschrieben, um Proben fiir
einzelne Chromosomen herzustellen (engl. chromo-
some painting probe). Dabei werden einige Kopien
eines Chromosoms mikroseziert und mit Hilfe der
DOP-PCR  (degenerate oligonucleotide primer-
PCR) vermehrt und anschliessend mit Biotin mar-
kiert. Diese chromosomenspezifische Probe wird
dann mit Metaphasen-Chromosomen, sehr oft ande-
rer Arten, hybridisiert und firbt so die homologen
Chromosomenabschnitte spezifisch an. Die starke
Konservierung von DNA-Sequenzen im Verlaut der
Evolution erlauben es, mit solchen chromosomenspe-
zifischen Proben homologe Abschnitte zwischen
unterschiedlichen Spezies zu definieren. Diese als
Z00-FISH (Ubersichtsarbeit: Chowdhary und Raud-
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sepp, 2001) bezeichnete Anwendung ist fiir Unter-
suchungen der Evolution von Karyotypen wichtig
und kann fiir die Suche nach Kandidatengenen von
Produktionsmerkmalen oder Erbkrankheiten einge-
setzt werden. Die Mikrosezierung von Chromosomen
unter dem Mikroskop mit Hilfe von Mikroglasnadeln
ist aufwindig, hat aber den Vorteil, dass nicht nur
ganze Chromosomen, sondern auch Teile davon, wie
beispielsweise ein Chromosomenarm oder ein Chro-
mosomenband, isoliert werden konnen. Besonders
interessant ist diese Technik in Fallen, bei denen struk-
turell verinderte Chromosomen, iiberzihlige Chro-
mosomenbruckstiicke (engl. marker chromosome)
oder Mikrokerne auftreten. Solche Phinomene werden
mit Intersexualitit, Sterilitit, verminderter Fruchtbar-
keit, geistiger R etardierung und Entstehung von Krebs
in Verbindung gebracht. Die vorliegende Publikation
soll die Mikrosezierungsmethode kurz beschreiben
und deren Einsatz in der Veterinirmedizin beleuchten.

Material und Methodik zur Mikrosezierung
von Chromosomen

Fur erfolgreiche Mikrosezierungsexperimente sind
qualitativ einwandfreie Priparationen von Chromo-
somen die Voraussetzung. Als Ausgangsmaterial die-
nen normalerweise Lymphozyten des Blutes oder
Fibroblasten (Muskel- oder Hautbiopsien), die vor-
gingig im Brutschrank kultiviert werden miissen. Sind
gentigend Zellen gewachsen, werden die sich in Tei-
lung befindlichen Zellen durch Zugabe von Colcemid
(synthetisches Kolchizin) in der Metaphase blockiert.
Nach einer hypotonen Behandlung werden die Zel-
len mit einem Gemisch von Eisessig und Methanol
fixiert. Kleine Proben dieser Chromosomenpripara-
tionen werden auf Deckgliser aufgetropft. Im ein-
fachsten Fall kann nach einer Kurzfirbung mit
Giemsa, welche die Identifizierung der Chromo-
somen erleichtert, mit der Mikrosezierung begon-
nen werden. Normalerweise ist jedoch zur genauen
Identifizierung eines bestimmten Chromosoms eine
Binderungsfarbung erforderlich.

Die Mikrosezierung der Chromosomen erfolgt unter
einem Invertoskop mit Hilfe von Mikroglasnadeln, die
durch einen Mikromanipulator in 3 verschiedenen
Achsen bewegt werden kénnen. Unter Sichtkontrolle
wird mit einer Mikroglasnadel das ausgewihlte
Chromosom an der Glasnadelspitze festgeklebt und
direkt, durch Abbrechen der Nadelspitze, in ein
PCR-Reaktionsrohrchen, das 2 pl Sammelpuffer
enthilt, tiberfithrt. Dieser Vorgang wird mit neuen
Mikroglasnadeln wiederholt bis 5-10 Kopien des
Chromosoms mikroseziert sind. Durch eine Protei-
nase K-Behandlung werden die Proteine des Chro-
matins abgebaut, um das mikrosezierte DNA-Material
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fiir die folgenden enzymatischen Vermehrungsschritte
besser zuginglich zu machen. Eine Negativkontrolle
(PCR-Reaktionsrohrchen mit Sammelpufter und
Proteinase K, aber ohne mikroseziertes DINA-Mate-
rial) kann mitgefithrt werden und erleichtert spiter die
Erfolgsbeurteilung des Experimentes.

In zwei sich folgenden PCR-Reaktionen wird das
mikrosezierte DNA-Ausgangsmaterial vermehrt, um
gentligend Material fiir die Herstellung von Painting-
Proben oder fuir die Mikroklonierung zur Verfiigung
zu haben. Diese beiden PCR-R eaktionen sind durch
den verwendeten DOP-Primer (5° CCGACTC-
GANNNNNNTGTGG 3’) und durch sehr tiefe
Annealingtemperaturen charakterisiert. Dadurch wird
die moglichst gleichmissige, unspezifische Vermeh-
rung des vorhandenen DNA-Materiales angestrebt.
Nach einer Stabilisierung des amplifizierten DINA-
Materiales mit EDTA wird die chromosomenspezifi-
sche Probe bei —20°C eingefroren. Um die Qualitit
des Mikrosezierungsexperimentes zu beurteilen, wird
normalerweise eine Probe mit Biotin markiert und
mit Metaphasen-Chromosomen hybridisiert. Ab-
bildung 1 zeigt Ergebnisse solcher Fluoreszenz in
situ Hybridisierungen (FISH) mit einer bovinen X
bzw.Y chromosomenspezifischen Probe. Mit einem
Mikrosezierungsexperiment kénnen normalerweise
30-50 chromosomenspezifische Proben flir FISH-
Experimente hergestellt werden.

Einsatz der Mikrosezierung in der Veterinar-
medizin

Die Mikrosezierung wurde von den Autoren bis heute
mit Chromosomen des Haushundes, des Rindes und
des Menschen durchgeftihrt. Unser Interesse fiir diese
Methode wurde in Zusammenhang mit einem Inter-
sex-Hund geweckt (Schelling et al.,2001), der hier als
Beispiel fir die Anwendung der Mikrosezierung
dienen soll. Zum Zeitpunkt der Untersuchung wire
es ohne die Mikrosezierung nicht moglich gewesen,
die strukturelle Chromosomenaberration genauer zu
definieren. Der als Weibchen registrierte Hund wies
ein mannlich chromosomales Geschlecht auf, hatte
Ovotestes und wies phinotypisch weibliche Genita-
lien auf (mit vergrosserter Klitoris). Die genauere
chromosomale Analyse ergab, dass der Hund ein
Mosaik 78,XY/78,XYrcp (X;Autosom) war. Ein Teil
der Lymphozyten wies ein strukturell verindertes X
Chromosom auf, das durch eine reziproke Transloka-
tion zwischen dem kurzen Arm des X Chromosomes
und einem Teil eines Autosomes zustande gekommen
war. Die Identifizierung des an der Translokation be-
teiligten Autosomes kam eine sehr grosse Bedeutung
zu, weil Gene auf diesem Chromosomenabschnitt
potentielle Kandidatengene flir die Differenzierung
des Geschlechtes sein kénnten. Der normale Karyotyp
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Abbildung 1: Metaphasen-Chromosomen eines mdnnlichen Rindes nach erfolgreicher Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) mit
einer bovinen'Y (A) bzw. X (B) chromosomenspezifischen Probe. Die sehr starke Fluoreszenz mit der Y chromosomenspezifischen

Probe ldsst das Chromosom sehr gross erscheinen.

des Hundes (2n = 78) ist sehr komplex und es ist nicht
moglich, die Autosomen 22-38 aufgrund von Bin-
derungsmustern allein zu unterscheiden. Fiir diese
miissen chromosomenspezifische Cosmid-Klone oder
chromosomenspezifische Proben eingesetzt werden,
um sie zu unterscheiden. Ohne die Mikrosezierung
wiren 17 Fluoreszenz in situ Hybridisierungen (FISH)
mit caninen chromosomenspezifischen Proben not-
wendig gewesen, um das Autosom zu identifizieren.
Der viel kiirzerer Weg ftihrte Giber die Mikrosezierung
des strukturell verinderten X Chromosomes des
Intersex-Hundes und der nachfolgenden Herstellung
einer spezifischen Probe. Weil die chromosomalen
Homologien zwischen Hund und Mensch aufgeklart
wurden (Yang et al., 1999), reichte ein FISH- Experi-
ment (chromosomenspezifische Probe des strukturell
veranderten X Chromosomes) mit Chromosomen des
Menschen aus, um abzuleiten, dass das Chromosom
24 des Hundes an der Translokation beteiligt war.
Dieses Beispiel zeigt deutlich, dass der sinnvolle Ein-
satz der Mikrosezierung von Chromosomen in Zu-
kunft fiir die Untersuchung von strukturellen und
numerischen ~ Chromosomenaberrationen  liegen
wird. Die Mikrosezierung von normalen Chromoso-
men zur Entwicklung von chromosomenspezifischen
Proben wird jedoch in Zukunft an Bedeutung verlie-

ren, da heute flir viele Spezies mit den Methoden des
Flow-Sorting und der Entwicklung von BAC-Gen-
banken interessante Alternativen bestehen.

Schlusshemerkungen

Mit diesem Bericht wollen wir interessierte Tier-
arztinnen und Tierarzte daran erinnern, dass es
moglich und sinnvoll ist, wertvolle Zuchttiere auf
thren Karyotyp hin untersuchen zu lassen, bevor sie
zur Zucht eingesetzt werden. Ausserdem wire es inte-
ressant, wenn mehr Intersex-Tiere auch zytogenetisch
untersucht wiirden. Mit der Mikrosezierung konnten
auch komplexe strukturelle Verinderungen der Chro-
mosomen aufgeklirt werden. Diese Daten von Nutz-
und Heimtieren konnten zur genauen Aufklirung der
komplexen Prozesse und zur Identifizierung von wei-
teren Genen, welche die Entwicklung des Geschlech-
tes steuern, beitragen.
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Microdissection de chromosomes pour la
médicine vétérinaire

La microdissection des chromosomes permet de
détacher un fragment de chromosome mécanique-
ment d’un stade de métaphase. Uamplification par
PCR de PADN permet de développer des banques
de genes, des sondes d’ADN spécifiques ou des
sondes spécifiques pour un chromosome. La micro-
dissection est précieuse en médecine vétérinaire
pour I’élucidation d’aberrations chromosomales
numériques ou structurelles.
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