
Sample	  Gene*c	  Maps	  of	  chromosomes	  from	  Nematodes	  (C.	  elegans)	  



Physical	  and	  gene*c	  maps	  of	  yeast	  chromosome	  I	  

Physical	  map.	  	  ~250kb	  of	  DNA.	  	  	  
Some	  genes	  posi*oned	  on	  the	  map	  

Gene*c	  map.	  ~100cM.	  
Correspondence	  between	  	  
the	  two	  maps	  made	  for	  	  
some	  genes	  	  



Physical	  and	  gene*c	  maps	  of	  yeast	  chromosome	  I	  

Physical	  map.	  	  ~250kb	  of	  DNA.	  	  	  
Some	  genes	  posi*oned	  on	  the	  map	  

Gene*c	  map.	  ~100cM.	  
Correspondence	  between	  	  
the	  two	  maps	  made	  for	  	  
some	  genes	  	  

A,	  new	  gene	  you’ve	  discovered	  

By	  mapping	  the	  gene,	  you	  know	  where	  it	  is	  	  
on	  the	  physical	  map,	  the	  representa*on	  of	  	  
the	  DNA,	  which	  has	  been	  cloned.	  	  Now	  the	  	  
challenge	  is	  to	  figure	  out	  which	  gene	  on	  the	  	  
physical	  map	  is	  the	  one	  you’re	  interested	  in	  



Lexicon	  and	  Tools	  for	  Human	  Gene*cs	  

One	  goal	  is	  to	  be	  able	  to	  clone	  a	  disease	  gene	  of	  interest	  

To	  do	  so,	  we	  need	  physical	  and	  gene*c	  maps	  and	  connec*ons	  between	  the	  two	  

Physical	  map:	  	  Depic*on	  of	  the	  3	  Billion	  bp	  of	  DNA	  with	  loca*on	  of	  known	  sequences	  along	  the	  	  
map.	  	  	  
The	  sites	  are	  usually	  anonymous,	  usually	  without	  any	  biological	  meaning.	  	  
They’re	  just	  iden*fied	  posi*on	  markers,	  called	  Sequence	  Tagged	  Sites	  (STS),	  	  
that	  can	  be	  assayed	  by	  PCR	  

Gene*c	  map:	  	  Depic*on	  of	  the	  loca*on	  of	  sequence	  varia*on	  along	  each	  chromosome.	  	  
The	  sequence	  varia*on	  may	  be	  disease	  genes	  (or	  other	  physiological	  varia*on)	  that	  have	  	  
been	  discovered.	  The	  sequence	  varia*on	  may	  also	  simply	  be	  at	  anonymous	  loci	  that	  happen	  	  
to	  be	  polymorphic.	  	  Examples	  are	  (CA)n	  repeats	  and	  single	  nucleo*de	  polymorphisms	  (SNP).	  
	  

The	  virtues	  of	  these	  polymorphic	  markers	  are	  that	  they	  are	  abundant	  –	  millions	  in	  the	  genome	  -‐	  	  
so	  they	  can	  be	  used	  to	  make	  a	  high	  quality	  gene*c	  map	  and	  they	  are	  also	  STSs	  so	  they	  can	  	  
be	  used	  to	  connect	  the	  gene*c	  and	  physical	  maps	  



Sequence	  Tagged	  Sites	  
Standard	  STS	  	  
	  	  	  	  Useful	  for	  physical	  map.	  	  
	  	  	  	  Can	  ask	  whether	  site	  is	  present	  on	  any	  cloned	  DNA	  by	  PCR	  amplifica*on	  
	  
	  
Ccatgatcgaagtctt…100-300nucleotides…ggtaactactgaata!
Ggtactagcttcagaa…                  …ccattgatgacttat!

Ccatgatcgaagtgtt…100-300nucleotides…ggtaactactgaata!
Ggtactagcttcacaa…                  …ccattgatgacttat!
	  

Polymorphic	  STS	  
	  	  	  	  	  Useful	  for	  gene*c	  (and	  physical)	  map	  
	  	  	  	  	  Examples	  include	  SNPs	  (single	  nucleo*de	  polymorphisms)	  and	  simple	  	  
	  	  	  	  	  sequence	  repeats,	  such	  as	  (CA)n	  repeats	  



(CA)n	  Repeats	  as	  examples	  of	  polymorphic	  loci	  

One	  allele:	  	  ccctgaaacgc\(CA)15\tgtaactaacgg\	  

Another	  allele:	  	  ccctgaaacgc\(CA)18\tgtaactaacgg\	  
	  

The	  (CA)	  repeats	  are	  flanked	  by	  unique	  DNA.	  	  PCR	  primers	  can	  be	  designed	  to	  the	  
unique	  DNA.	  PCR	  reac*ons	  followed	  by	  gel	  electrophoresis	  allows	  the	  (CA)	  repeat	  	  
alleles	  to	  be	  visualized.	  

How	  would	  you	  look	  for	  	  
new	  CA	  repeat	  loci?	  



Single	  Nucleo*de	  Polymorphisms	  

Very	  common.	  	  In	  human	  popula*on,	  1	  every	  1000	  bp	  



Haplotypes	  

Nearby	  polymorphisms	  tend	  to	  be	  inherited	  together,	  	  
crea*ng	  “haplotype”	  blocks	  

Hence,	  a	  “founder”	  muta*on	  that	  causes	  a	  disease	  will	  remain	  	  
linked	  to	  nearby	  polymorphisms.	  	  Iden*fica*on	  of	  these	  	  
polymorphisms	  provides	  a	  way	  to	  clone	  and	  iden*fy	  the	  affected	  gene	  



Human	  Genome	  Project	  and	  a	  Physical	  Map	  

The	  human	  genome	  is	  huge	  (compared	  to	  anything	  that	  had	  been	  tackled	  previously).	  	  	  
One	  strategy	  was	  to	  break	  it	  into	  smaller	  and	  smaller	  bits	  un*l	  DNA	  was	  a	  “comfortable”	  size.	  

Create	  libraries	  in	  vectors	  that	  can	  accommodate	  different	  sizes	  of	  DNA	  

Yeast	  Ar*ficial	  Chromosomes	  (YAC).	  	  1	  –	  20	  M	  bp	  

Bacterial	  Ar*ficial	  Chromosomes	  (BAC).	  	  100	  –	  500kb)	  

P1	  Ar*ficial	  Chromosomes	  (PAC).	  	  50	  –	  100kb	  



Con*gs	  

Use	  the	  PACs,	  BACs,	  and	  YACs,	  together	  with	  STSs,	  to	  link	  the	  cloned	  segments	  
together,	  thereby	  recrea*ng	  the	  genome,	  at	  least	  in	  silico	  



Chromosome	  Walking	  



Con*gs,	  con*nued.	  	  Finer	  scale	  



The	  overall	  strategy	  



	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  HNPCC	  	  
	  
	  
An	  inherited	  predisposi*on	  to	  colorectal	  cancer	  
	  
	  
Maps	  to	  chromosome	  2p16	  
	  
	  
Lies	  between	  two	  gene*c	  markers	  25cM	  apart	  
	  
	  
1cM	  is	  roughly	  1M	  bp,	  so	  clearly	  need	  more	  markers	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  to	  delimit	  the	  loca*on	  of	  HNPCC	  to	  a	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  smaller,	  manageable	  region	  



Genera*on	  of	  new	  polymorphic	  markers	  	  	  

Can	  use	  cloned	  DNA	  from	  2p16	  to	  look	  for	  new	  polymorphic	  markers;	  challenge	  is	  to	  order	  them	  



Soma*c	  Cell	  Hybrids	  

Fuse	  human	  and	  mice	  (or	  other	  rodent)	  cells`	  

Human	  chromosomes	  are	  unstable	  in	  such	  hybrids	  and	  are	  lost;	  	  
eventually	  the	  hybrid	  karyotype	  stabilizes	  

Can	  further	  alter	  karyotype	  such	  that	  only	  part	  of	  a	  par*cular	  
human	  chromosome	  is	  present,	  for	  example	  by	  X-‐ray	  treatment	  	  



Soma*c	  Cell	  Panel	  for	  Quick	  Mapping	  of	  New	  Polymorphic	  Loci	  

Previous	  work	  had	  	  
mapped	  the	  HNPCC	  
locus	  to	  between	  	  
markers	  119	  	  
and	  136	  

New	  polymorphic	  markers	  can	  be	  mapped	  quickly	  to	  regions	  	  
by	  hybridiza*on	  to	  the	  soma*c	  cell	  panel	  



Linkage	  Analysis	  of	  Polymorphic	  Markers	  using	  CEPH	  Families	  

Together	  with	  the	  soma*c	  cell	  hybrids,	  these	  data	  give	  an	  unambiguous	  order	  for	  the	  markers	  



Pa\ern	  of	  markers	  in	  affected	  individuals	  in	  families	  	  
	  	  	  	  suggests	  HNPCC	  locus	  lies	  in	  ze3	  to	  CA5	  region	  

White	  box:	  presence	  of	  allele	  associated	  with	  disease	  
Black	  box:	  absence	  of	  allele	  associated	  with	  disease	  

*	   *	  



Test	  Candidate	  Genes:	  Homolog	  to	  	  MSH2	  hybridizes	  to	  soma*c	  cell	  hybrids	  and	  YACs	  



Sequence	  comparison	  of	  yeast	  and	  human	  MSH2	  genes	  



Affected	  individuals	  have	  muta*ons	  in	  the	  hMSH2	  gene	  



	  	  

Haplotype	  analysis	  of	  NBS	  pa*ents	  



Haplotype	  analysis,	  zoomed	  

NBS	  



BAC/PAC	  con*g	  of	  NBS	  region	  

NBS	  pa*ents	  have	  muta*ons	  in	  the	  NBS1	  gene.	  	  	  
In	  unrelated	  pa*ents,	  6	  different	  muta*ons	  were	  iden*fied.	  



Homologs	  from	  yeasts	  to	  humans	  to	  plants	  

Arrows	  mark	  the	  posi*ons	  of	  muta*ons	  in	  NBS	  pa*ents	  



Nbs1	  is	  part	  of	  the	  Mre11	  
Complex;	  it	  is	  the	  	  
Equivalent	  of	  Xrs2	  

2	  cancer	  genes	  are	  part	  of	  	  
checkpoint	  pathways	  first	  	  
discovered	  in	  yeast	  


