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Abkiirzungen

Abkiirzung  Lesung

ug Mikrogramm

us Mikrosekunden

a annum

A Adenosin

b Basen

bp Basenpaare

C Cytosin

CEPH Centre d’Etude du
Polymorphisme
Humain

d day

Da Dalton

EtBr Ethidiumbromid

ex-vivo
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G Guanosin

h hour
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in-vivo

IPGT B-Isopropylthio-
galactosid

kb Kilobasen

kbp Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

L Liter

M molar

Mbp Megabasenpaare

mg Milligramm

min minute

Mio. Millionen

mL Milliliter

mM millimolar

Mg relative Molmasse

Mrd. Milliarden

ms Millisekunden

ng Nanogramm

nm Nanometer

ns Nanosekunden

ORF open reading frame

ori origin of replication

PCR Polymerase-
Kettenreaktion

pg Pikogramm

pM picomolar

s second

t Tonnen
T Thymidin
U Uridin

Bedeutung

107° Gramm

107° Sekunden
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Nucleotid in DNA oder RNA

Anzahl von Nucleotid-Basen in RNA oder einzelstringiger
DNA

Anzahl von Nucleotid-Paaren in einer DNA

Nucleotid in DNA oder RNA

franzosisches Projekt zur Humangenetik mit Zell-

linien von etwa 100 Familien aus drei Generationen

Ta

1 Salton = Masse-Equivalent eines Wasserstoffatoms
Farbstoft zum Nachweis von DNA

nach Entnahme eines Organs

1012 Sekunden

Nucleotid in DNA oder RNA
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durch Berechnung am Computer

»im Reagenzglas®, aulerhalb der Zelle

in der Zelle, im Organismus
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tosidase (lacZ-Genabschnitt)
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1073 Liter
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fir ein Genprodukt kodierender Abschnitt
Replikationsursprung extrachromosomaler DNA
Methode zur Vervielfiltigung von DNA

1072 Gramm
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Sekunden

metrische Tonnen

Nucleotid in DNA oder RNA
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Vorwort zur 1. Auflage

Die Biotechnologie, eine der Schliisseltechno-
logien des 21. Jahrhunderts, ist in besonderem
Mafle interdisziplinir. Je nach Aufgabenstel-
lung erfordert sie Wissen aus der allgemeinen
Biologie, der Molekulargenetik und der Zell-
biologie, der Humangenetik und der molekula-
ren Medizin, der Virologie, Mikrobiologie und
Biochemie, der Enzymtechnologie, der Bio-
verfahrenstechnik und der Kybernetik; dazu
in immer stirkerem Mafle auch umfangreiche
Computer-Kenntnisse, vor allem fiir die Bio-
informatik und die Systembiologie. Vor diesem
Hintergrund nimmt es nicht wunder, dass es so
gut wie keine kurz gefassten Lehrbiicher gibt,
die das gesamte Gebiet abdecken. Selbst viel-
bindige Monographien lassen meist wichtige
Teilgebiete wie Tier- und Pflanzenzucht oder
Bioinformatik aufler acht.

Andererseits habe ich selbst als lebenslang
Lernender und tiber viele Jahre hinweg auch
bei meinen Studenten erlebt, wie anregend
und motivierend der Blick aufs Ganze sein
kann, gerade wenn das Studium die Aufnahme
Tausender anscheinend zusammenhangloser
Einzelheiten erfordert.

Mit dem Taschenatlas Biotechnologie/Gen-
technik liegt nun ein kleines Handbuch vor,
das eine Losung fir dieses Dilemma sucht.
Die verschiedenen Themen dieses Buches,
die von ,Bier“ und ,Ethanol“ iiber ,Rekom-
binante Vakzine® bis zu ,Humangenom® und
,Proteomics“ reichen, lassen sich zwar fast
nicht auf einer einzigen Text- und Bildseite
zutreffend darstellen; schliefflich findet man
fir jedes dieser Einzelthemen ganze Monogra-
phien, Buchkapitel und Hunderte von wissen-
schaftlichen Veréffentlichungen (einige davon
werden jeweils im Literaturverzeichnis zitiert).
Andererseits ist gerade der Zwang zur knappen
Darstellung die rechte Herausforderung, die
wesentlichen Gesichtspunkte jedes Einzelthe-
mas herauszuarbeiten und in einen grofleren
Zusammenhang zu stellen.

Ich hofe, dass mir dies wenigstens teilweise ge-
lungen ist und dass ich dem Leser hier und dort
den roten Faden in die Hand geben kann, der
ihn aus dem Labyrinth einer von Anglizismen
gepragten Kunstsprache wieder sicher in den
Alltag einer zwar anspruchsvollen, aber durch-

aus zuginglichen und faszinierenden Wissen-
schaft herausfiihrt. Sollte dies gelingen, so wire
es auch das Verdienst von Ruth Hammelehle,
die mit groffem Gespiir fir den logischen Auf-
bau von Schemazeichnungen (und fiir deren
Asthetik) dem knappen Text eine zweite Di-
mension verliehen hat. Auch den am Entstehen
dieses Buchs beteiligten Redakteurinnen Bar-
bara Frunder, Ute Rohlfs und Karin Dembow-
sky, mochte ich herzlich fir ihre Sorgfalt und
ihre Kommentare danken.

Mein besonderer Dank gilt den zahlreichen
Kollegen, die einzelne Themen oder Abschnit-
te des Buchs kritisch durchgesehen und durch
Anregungen und Kommentare ganz entschei-
dendverbesserthaben. Dies waren: Max Roehr,
Wien; Frank Emde, Bonn; Maria-Regina Kula
und Hermann Sahm, Jiilich; An-Ping Zeng,
Braunschweig; Volker Kasche, Hamburg-Har-
burg; Peter Diirre, Ulm; UIf Stahl, Edeltraud
Mast-Gerlach und Dietrich Knorr, Berlin;
Udo Graefe, Jena; Giinter Schmidt-Kastner,
Wuppertal; Karl-Heinz Maurer, Diisseldorf;
Wolfgang Barz und Alexander Steinbiichel,
Miinster; Frieder Scheller, Potsdam; Bertold
Hock und Wolfgang Ludwig, Weihenstephan;
Reinhard Krimer, Koln; Thomas von Schell,
Hans-Joachim  Knackmuss, Karl-Heinrich
Engesser, Jorg Metzger, Peter Scheurich, Ul-
rich Eisel, Matthias Reuss, Peter Stadler, Klaus
Mauch, Christoph Syldatk, Michael Thumm
und Joseph Altenbuchner, Stuttgart; Helmut
Geldermann, Rolf Claus, Gerd Weber und Rolf
Blaich, Stuttgart-Hohenheim; Helmut Uhlig,
Breisach; Joachim Siedel, Claus Wallerius,
Anton Haselbeck und Ulrich Behrendt, Penz-
berg; Wolfgang Wohlleben und Claus Schuldt,
Tibingen; Rolf Werner, Biberach; Wieland
Wolf und Andreas Lorenz, Laupheim; Frank-
Andreas Gunkel, Wuppertal; Michael Bréker,
Marburg; Bernhard Hauer, Wolfgang Pressler
und Dieter Jahn, Ludwigshafen; Dieter Man-
gold und Julia Schueler, Mannheim; Frank Zo-
cher und Paul Habermann, Hoechst; Tilmann
Spellig, Bergkamen; Dieter Oesterhelt, Fried-
rich Lottspeich und Bernd Gansbacher, Miin-
chen. Unter den vielen Mitarbeitern meines
Instituts, die mir geduldig auf zahllose Fragen
antworteten, mochte ich stellvertretend Jutta
Schmitt, Isabelle Kaufmann, Markus Enzelber-
ger, Till Bachmann und Jirgen Pleiss danken.



Es wire ein Wunder, wenn trotz dieser viel-
faltigen Hilfe nicht Unklarheiten und Fehler
geblieben wiren. Um diese in Zukunft aus-
zumerzen, bitte ich meine geneigten Leser,
mir Unklarheiten oder Fehler unter der Web-

Vorwort zur 2. Auflage

In den S Jahren, seit die 1. Auflage dieses klei-
nen Buchs erschien, haben sich Biotechnologie
und Gentechnik stiirmisch weiterentwickelt.
Abzulesen ist dies zum einen an der gesteiger-
ten Mengenprodukten fast aller traditionellen
Fermentationsprodukte. So verdoppelte sich
beispielsweise die Jahresproduktion von L-
Glutamat in nur $ Jahren auf ca. 1,5 Millionen
to, was auf verdnderte Ernihrungsgewohn-
heiten, aber auch auf den Eintritt Chinas in die
Weltwirtschaft hinweist. Zum anderen hat sich
die Entschliisselung von Genomsequenzen
fortgesetzt. Unser Wissen um ihren Aufbau
beruht heute auf der Sequenzinformation von
mehr als einem Dutzend Pflanzen und Tieren
und hunderten von Mikroorganismen. Die
funktionelle Analyse von Genomen hat zu
grundlegend neuen Erkenntnissen gefiihrt,
beispielsweise zur Aufklirung der Rolle von
small interfering RNAs (siRNA); in Verbindung
mit Proteomics und Metabolomics hat sie eine
ganzheitliche Analyse der Lebensvorginge mit
Hilfe der Systembiologie ausgelost. Und sollte
die Vorhersage einer individuellen Genomana-
lyse zum Preis von etwa 1500 € eintreffen (und
bis dahin um grundlegende kausale Kenntnis-
se fir Erkrankungsursachen, Altersvorginge
und Stoffwechselstérungen erweitert werden
kénnen), so wire der Weg fiir eine personen-
bezogene Diagnose, Therapie und Ernahrungs-
beratung offen.

In der industriellen Biotechnologie haben die
in den letzten Jahren dramatisch gestiegenen
Erdolpreise und die mit der Industrialisierung
des Planeten einhergehende Erwirmung der
Atmosphire in Industrie und Wissenschaft das

Adresse meines Instituts, www.itb.uni-stutt-
gart.de/taschenatlas mitzuteilen, um das Buch
standig verbessern zu konnen.

Rolf D. Schmid Stuttgart, Dezember 2001

Gefiihl verstarkt, dass zum Erhalt des ,Raum-
schiffs Erde” neue, nachhaltige Technologien
zur Energie-Erzeugung und zur Versorgung mit
Grundchemikalien entwickelt werden miissen.
Bioethanol und Biodiesel als Treibstoffe, die
vergleichende Bewertung von Prozessen der
Chemie-Produktion mittels Okobilanzen und
der Bau der ersten ,Bioraffinerien, in denen
Chemieprodukte aus nachwachsenden Roh-
stoffen erzeugt werden, geben klare Signale fiir
das grof8e Entwicklungspotenzial der ,weiffen
Biotechnologie®.

Neben einer grundlegenden Uberarbeitung
aller Eintrige enthilt die 2.Auflage dieses
Buchs deshalb auch 4 neue Stichworte: Tissue
Engineering, RNA, Systembiologie und ,Wei-
Be Biotechnologie".

Mein Dank fiir sehr wertvolle Informationen
aus der biotechnologischen Industriefor-
schung gilt den Herren Waander Riethorst
(Sandoz), Bernhard Hauer und Uwe Pressler
(BASF), Andreas Leuchtenberger (Degussa)
und Karlheinz Maurer (Henkel). Fiir ak-
tuelle Informationen aus der akademischen
Forschung danke ich besonders Frau Susanne
Grabley (Jena), Frau Sibylle Thude (Stuttgart)
und den Herren Wolfgang Wohlleben (Tiibin-
gen), Matthias Reuss, Klaus Pfizenmaier und
Klaus Mauch (Stuttgart).

Mein Dank geht auch erneut an Frau Ruth
Hammelehle und Herrn Bernhard Walter von
der Firma epline, Kirchheim/Teck, fiir die aus-
gezeichnete grafische und drucktechnische
Gestaltung sowie an Frau Dr. Romy Kirsten fiir
die hervorragende verlagsseitige Betreuung.

Rolf D. Schmid Stuttgart im Herbst 2005



Vorwort zur 3. Auflage

In den 14 Jahren seit der 1.Auflage dieses
Bands hat sich die Entwicklung der Biotechno-
logie weiter beschleunigt. Das gilt sowohl fiir
die Wissenschaft, die mit neuen Methoden zur
ysynthetischen Biologie®, zum Editieren ganzer
Genome oder mit big data aus der Massen-
sequenzierung von Genomen die belebte Welt
immer genauer erschliefit, wie auch fir indus-
trielle Anwendungen - im Pharma-Bereich
stehen dafiir immer zahlreichere Beispiele fiir
therapeutische Antikorper, fir companion di-
agnostics, also Bausteine einer individualiserten
Medizin und fiir aus induzierten Stammzellen
regenerierte Korperzellen, im technisch-in-
dustriellen Bereich der Megatrend zu einer
BioSkonomie auf Basis nachwachsender Roh-
stoffe.

Eine grundlegende Uberarbeitung aller Ein-
trige wird in der dritten Auflage begleitet von
einer Neugliederung: die grundlegenden Dis-
ziplinen der Biotechnologie, Mikrobiologie,
Biochemie, Molekulargenetik, Zellbiologie
und Bioverfahrenstechnik, werden nun in
einer Einleitung dargestellt — dariiber hinaus
werden zahlreiche neue Trends wie Algen-
technologie, Epigenetik, Metagenomics, oder
Glykobiologie in eigenen Eintragen behandelt.
Unter ,Megatrends” finden sich nun genauere
Beschreibungen der Hochdurchsatz-Sequen-
zierung und der ,synthetischen Biologie®, aber
auch Beispiele fiir eine individualisierte Medi-

zin oder die Bedeutung der Kohlenstoffquellen
fir die Biookonomie.

Es versteht sich von selbst, daf8 die kurze Form
eines Taschenatlas derartige Themen nur an-
reifen kann. Ich habe versucht, dieses Defizit
durch aktuelle Hinweise auf weiterfithrende
Literatur auszugleichen.

Mein herzlicher Dank gilt erneut meinen
Kollegen und Freunden, die mich bei der Aus-
arbeitung der einzelnen Kapitel beraten haben.
Erginzend zu meiner Danksagung im Vorwort
der 1. und 2. Auflage mochte ich hier nennen:
Wolfgang Wohlleben, Universitit Tiibingen;
Karin Benz, NMI Reutlingen; Ulrike Konrad,
Protagen; Karl Maurer, ABEnzymes, Darm-
stadt; Bernhard Hauer, Georg Sprenger und
Jirgen Pleiss, Universitit Stuttgart; Ulrich
Behrendt, Miinchen; Dirk Weuster-Botz, Uni-
versitit Miinchen; Jorn Kalinowsky, Univer-
sitit Bielefeld; Vlada Urlacher, Universitit
Diisseldorf und Frieder Scheller, Universitit
Potsdam.

Mein Dank geht erneut an Frau Ruth Ham-
melehle und Herrn Bernhard Walter von der
Firma epline, Kirchheim/Teck, fir die ausge-
zeichnete grafische und drucktechnische Ge-
staltung, sowie an Herrn Dr. Cicchetti, Herrn
Dr. Sendtko und Frau Dr. Ley fiir die hervor-
ragende verlagsseitige Betreuung. Frau Dr.
Alexandra Prowald danke ich fiir die Erstellung
eines ausgezeichneten Index.

Rolf D. Schmid Stuttgart, im Herbst 2015
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Einfiihrung

Dieser Taschenatlas wendet sich an Studie-
rende der Biologie, Biochemie und Biover-
fahrenstechnik, die einen Einstieg in die vielen
Arbeitsgebiete der modernen Biotechnologie
suchen. Es soll aber auch Pidagogen, Patent-
anwilten, Managern und Investoren ermdogli-
chen, sich schnell ein aktuelles Bild zu machen
tiber ein gerade interessierendes Thema der
industriellen Biotechnologie und ihrer wissen-
schaftlichen Grundlagen. Auf 171 Farbtafeln
wird dazu Wissen aus zahlreichen Einzeldiszip-
linen angeboten, auf der dazugehérigen Text-
seite erldutert und mit einem umfangreichen
Literaturverzeichnis erganzt. Viele Seitenanga-
ben in den Texten erlauben es zudem, Grund-
lagenwissen und Anwendungsgebiete besser
miteinander zu verbinden.

Diese grundlegend iiberarbeitete und um viele
neue Themen erginzte 3. Auflage ist noch im-
mer modular aufgebaut, aber anders gegliedert.
Nach einem kurzen historischen Uberblick
beginnt das Buch nun mit knappen Abrissen
der Grundlagen der modernen Biotechnolo-
gie: Mikrobiologie, Biochemie, Molekular-
genetik, Zellbiologie und Bioverfahrens-
technik. Im zweiten Teil des Buchs folgen dann
Ubersichten zu den vielfiltigen Anwendungen
der Biotechnologie bei Lebensmitteln und

Lebensmittelzusatzstoffen, bei Industrie-
produkten, bei der Enzymtechnologie sowie,
besonders umfangreich, auf vielen Gebieten
der Medizin, z. B. bei der Herstellung von An-
tibiotika, anderen Medikamenten, aber auch
in der Medizintechnik. Abgeschlossen wird
dieser zweite Teil mit vielen Beispielen fiir die
Anwendung der Biotechnologie in der Land-
wirtschaft und beim Schutz der Umwelt. Ein
dritter Teil des Buchs behandelt die grofien ak-
tuellen Megatrends der Biotechnologie: dazu
gehoren Genomanalysen und die Methoden
der Bioinformatik zur Beherrschung von “big
data” ebenso wie die grofien Fortschritte bei
der Zelltechnologie und Gentherapie, aber
auch die Fortschritte hin zu einer ,Biookono-
mie”, die eines Tages das Erd6l-Zeitalter ablé-
sen wird. Den Abschluss des Buchs bilden fiinf
Seiten zu den Themen Sicherheit und Ethik,
die sich u. a. mit Patent- und Zulassungsfragen
beschiftigen.

Ich hoffe, dass es gelungen ist, die wichtigsten
Grundlagen, Ergebnisse und Trends dieser
sich so schnell entwickelnden Querschnitts-
Technologie auf wenig Raum zusammen-
zufassen und dem Leser/der Leserin nicht nur
eine ansprechende und stimulierende Lektiire
zu bieten, sondern ihn oder sie zu vertieften
Studien anzuregen.



Friihe Entwicklungen

Geschichte. Die Urspriinge dessen, was wir
heute Biotechnologie nennen, reichen in die
Vorgeschichte zuriick. Vermutlich standen
am Anfang Erfahrungen um den Verlust von
Nahrungsmitteln durch mikrobiellen Verderb
und um deren Konservierung durch Trocknen,
Salzen oder Zuckern, wahrscheinlich auch der
yheilige Rausch” nach dem Genuss vergorener
Getrinke. Wie frithgeschichtliche Dokumente
belegen, entstanden mit der Entwicklung ar-
beitsteiliger Stadtkulturen erste Verfahrensvor-
schriften, in Europa zur Herstellung von Brot,
Bier, Wein und Kise und zum Gerben von
Haut zu Leder, in Asien zur Gewinnung von
Essig, Reiswein und fermentierter Lebensmit-
tel wie Sauerkraut (China), Kimchi (Korea)
oder Gari (Indonesien). Im Abendland waren
es die Kloster mit ihrer guten Infrastruktur, die
seit dem 6. Jahrhundert die Kunst des Brauens,
Kelterns und Backens weiterentwickelten. Der
Devise Liquida non fragunt ieiunium (,Fliissiges
bricht nicht das Fastengebot“) verdanken wir
die kriftigen und alkoholreichen Starkbiere.
Die moderne Biotechnologie nahm ihren
Ausgang von der stiirmischen Entwicklung
der Mikrobiologie im spaten 19. Jahrhundert
und wurde im Schatten der beiden Weltkriege
durch die Leistungen von Chemikern, Mikro-
biologen und Ingenieuren im Umfeld der Lose-
mittel- und Antibiotika-Herstellung industriell
etabliert. Viele groflartige Entdeckungen der
Biochemie, der Genetik und der Zellbiologie
legten den Grundstein fiir die molekulare Bio-
technologie, die seit ca. 1970 mit der Gentech-
nik, seit ca. 1980 mit der Zelltechnologie, seit
ca. 1990 mit der Bioinformatik und in jiingster
Zeit mit der Genom- und Proteomforschung
eine Querschnitts- und Schliisseltechnologie
fiir das 21. Jahrhundert bildet.

Friihe Pioniere und Produkte. Die Biotech-
nologie ist eine anwendungsbezogene Wissen-
schaft — viele ihrer Aufgabenstellungen haben
wirtschaftliche Motive. Louis Pasteur, ein
franzdsischer Chemiker, setzte erstmals 1864
das Mikroskop zur Verlaufskontrolle der Wein-
und Essigherstellung ein. Mit zwei technischen
Kunstgriffen — der Reinkultur von Mikroorga-
nismen und der Sterilisation ihrer Ndhrmedien
(Pasteurisieren) — legte er den Grundstein fiir
die angewandte Mikrobiologie und weitete sie
mit seinen Schiilern auf die Erforschung und

Bekimpfung pathogener Mikroorganismen
aus. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts kamen der
deutsche Chemiker Otto Rohm und der Japa-
ner Jokichi Takamine auf die Idee, Enzyme aus
Schlachttierabfillen bzw. aus Kulturldsungen
von Schimmelpilzen als technische Hifsmittel
einzusetzen. R6hm revolutionierte damit die
Lederverarbeitung (als Enzymquelle wurde
bis zu diesem Zeitpunkt Hundekot verwen-
det), Takamine die Verarbeitung von Malz und
Stirke. Im offentlichen Bereich war die Ein-
fithrung der aeroben und anaeroben Abwasser-
reinigung um 1900 ein Meilenstein bei der
Pravention von Seuchen. Wihrend des 1. Welt-
kriegs entwickelte Carl Neuberg in Deutsch-
land die Herstellung von Glycerin mit Backhe-
te, Charles Weizmann, ein russischer Emigrant
jidischer Herkunft, in England die fermenta-
tive Herstellung von Aceton durch anaerobe
Fermentation von Clostridien-Stimmen. Beide
Rohstoffe waren kriegswichtig zur Herstellung
von Sprengstoffen (Nitroglycerin bzw. Cordit)
und gaben der Fermentations-Industrie einen
ersten Auftrieb. Die Balfour-Deklaration und
die spitere Griindung des Staates Israel, dessen
erster Prasident Weizmann wurde, geht un-
mittelbar auf dessen Verdienste im 1. Welt-
krieg zuriick. In der Nachkriegszeit erreichte
das Koppelprodukt der Aceton-Fermentation
durch Clostridien, 1-Butanol, als Losemittel
fir Autolacke grole Bedeutung. Die Zufalls-
entdeckung der antibakteriellen Wirksubstanz
Penicillin durch Alexander Fleming (1922),
durch Howard Florey erstmals als chemische
Substanz isoliert, 16ste wihrend des 2. Welt-
kriegs die industrielle Produktion von Anti-
biotika aus. 1950 hatte man bereits iiber 1000
verschiedene Antibiotika isoliert, von denen
viele in grofler Menge fiir die Humanmedizin
und zunehmend auch fiir die Tierproduktion
und den Pflanzenschutz eingesetzt wurden.
Seit ca. 1950 begann die Industrialisierung der
analytischen Biotechnologie, bei der man fiir
die hochselektive Detektion von Metaboliten
in Korperflissigkeiten oder Lebensmitteln
zuerst Enzyme, spiter Antikorper verwendete.
Ab ca. 1965 diskutierte man, im Schatten der
Olkrisen und der Bevélkerungsexplosion, die
Konversion von Biomasse zu den Energie-
trigern Ethanol und Methan und die Herstel-
lung von Einzellerprotein. Auch jetzt, 2014,
sind Bioraffinerien und Biotreibstoffe aktuelle
Themen.
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— »Biotechnologie“: frithgeschichtliche Beispiele

1 Bierbrauen
2 Brotbacken
3 Gerben

zuckerhaltige Nahrungsmittel werden zu Alkohol vergoren

durch Milchséure- und Hefegérung entstehen Sauermilch- und Sauerteigprodukte
Haut wird mit Kot zu Leder gebeizt

Orléans-Verfahren zur Essigherstellung

Antonius Leuwenhoek beobachtet Bakterien durch die Lupe

Louis Pasteur trennt Bierhefen von Essigsaurebakterien ab

Louis Pasteur, Robert Koch entwickeln die ersten Vakzinen

Jokichi Takamine entwickelt bakterielle a-Amylase als technisches Enzym

Otto Rohm setzt tierische Proteasen fiir Waschmittel und Lederhilfsmittel ein

Charles Weizmann entwickelt einen GarprozeR zur Herstellung von Butanol und Aceton
Citronensdure wird durch Oberflichenfermentation von Aspergillus niger hergestellt
Alexander Fleming entdeckt das Penicillin

Selman Waksman entdeckt das Streptomycin

Glutaminsdure wird durch Fermentation von Corynebacterium glutamicum hergestellt
mikrobielle Proteasen werden Waschmitteln zugesetzt

mikrobielles Rennet als Labersatz bei der Kdsebehandlung

enzymatisch hergestellter ,,high-fructose corn syrup* ersetzt Rohrzucker in Softdrinks
Stanley Cohen und Herbert Boyer entwickeln die in-vitro Rekombination von DNA,
Plasmidvektoren

Cesar Milstein und Georges Kéhler stellen mit Hybridoma-Zellen monoklonale Anti-
koérper her

rekombinante Proteine konnen in Bakterien hergestellt werden

erste transgene Pflanzen (Herbizid-Resistenz) und Tiere (,knock-out“ Modelle)

Kary Mullis entwickelt mit der PCR eine schnelle Methode zur DNA-Amplifikation
transgene Tomaten werden in den USA und in Grossbritannien zum Verkauf zugelassen
Versuche zur Gentherapie am Menschen

das Genom der Backhefe wird vollstdndig aufgeklart

das Schaf Dolly, ein genetisch identischer Klon seiner Mutter, wird geboren

in den DNA-Datenbanken ist die Sequenzinformation von 2 Mrd. Basen gespeichert
das Drosophila-Genom mit 1,6 Mrd. bp wird innerhalb von 4 Monaten sequenziert
humane Stammzellen werden in Zellkultur vermehrt

das Marktvolumen rekombinant hergestellter Pharma-Proteine (iberschreitet 10 Mrd.
US-$ pro Jahr

Craig Venter‘s Unternehmen Celera und das internationale Humangenomprojekt-
Konsortium (HGP) legen zeitgleich eine Skizze des menschlichen Genoms vor

die USA stellen bereits tiber 30 Mrd. | Bioethanol aus Maisstérke her

Shinya Yamanaka, Kyoto, erhélt den Nobelpreis fiir die Entwicklung einer Technologie
zur Umwandlung korpereigener menschlicher Stammzellen in ausdifferenzierte
Zelltypen (iPS-Technologie)

auf 180 Mill. ha landwirtschaftlicher Nutzfliche werden transgene Pflanzensorten
angebaut




Biotechnologie heute

Gentechnik und Zellbiologie. 1973 ge-
lang es Stanley Cohen und Herbert Boyer in
San Francisco zum ersten Mal, ein fremdes
Gen gezielt in einen Wirtsorganismus zu iiber-
tragen und dort zur Expression zu bringen.
Von da ab dauerte es etwa 10 Jahre, bis das
erste  gentechnisch erzeugte Medikament
zugelassen wurde. Heute sind hunderte gen-
technisch hergestellter Medikamente und
Therapeutika zugelassen, darunter Produkte
wie Insulin (bei Diabetes), Erythropoietin (bei
Blutarmut), Faktor VIII (bei Bluterkrankheit)
und B-Interferon (bei multipler Sklerose), re-
kombinante Antikérper und Vakzine - und
viele weitere befinden sich in der Entwick-
lung. Stand in den Anfangsjahren die medizi-
nische Forschung im Mittelpunkt, so verfiel
man bald darauf, die neuen gentechnischen
Methoden auch auf landwirtschaftliche Fra-
gestellungen anzuwenden. So ziichtete man
transgene Pflanzensorten, die Resistenz-Fak-
toren gegen Herbizide oder Insektenfrafl ent-
halten. In der chemischen Industrie wichst
die Zahl der Syntheseschritte mit Hilfe von
Mikroorganismen oder Enzymen (Biokataly-
se), seit diese gentechnisch an die industriellen
Erfordernisse angepasst werden konnen. Aus
nachwachsenden Rohstoffen erzeugte Bio-
polymere beginnen, petrochemisch erzeugte
Kunststoffe zu ersetzen und begriinden damit
eine ,BioSkonomie®, zu der auch neue Energie-
triger wie Bioethanol, Biogas oder Biodiesel
gehoren werden. Sie verdndern das Gesicht der
Landwirtschaft in grofem Stil. Im Mittelpunkt
des wissenschaftlichen wie auch des medizi-
nischen Interesses stehen heute die Genom-
forschung und die Zelltechnik. Angetrieben
von immer leistungsfihigeren Geriten und
der Rechenkraft von Supercomputern, ist die
Sequenzierung eines menschlichen Genoms
bereits fast Routine. Man nutzt Genom-Daten,
um durch funktionelle Genomforschung Auf-
schluss tiber die molekularen Ursachen kom-
plexer Krankheitsbilder zu erhalten, und mit
Gentherapie unternimmt man Versuche, kran-
ke durch gesunde Gene zu ersetzen. Auch die
Tier- und Pflanzenzucht kommt durch genom-
ische Informationen immer schneller voran.
Konnen Pflanzen bereits seit ca. 50 Jahren
aus undifferenzierten Zellkulturen regeneriert
werden, so ist das bei menschlichen Zellen seit

einigen Jahren mit embryonalen oder indu-
zierten pluripotenten Stammzellen ebenfalls
moglich, woraus sich véllig neue Ansitze fir
eine ,Reparatur” kranker Gewebe ergibt.
Akzeptanz. Das 1998 geborene Schaf Dolly
war das erste aus den Korperzellen der Mutter
klonierte und mit dieser genetisch identische
Lebewesen. Die Stofrichtung derartiger For-
schungsrichtungen, z.B. der Embryonenfor-
schung, und die atemberaubende Schnelligkeit
des Fortschritts hat viele gesellschaftliche Dis-
kussionen in Gang gesetzt. In welchem Zell-
stadium soll der Schutz menschlichen Lebens
beginnen? Wie soll der Einzelne, die Gesell-
schaft und die Versicherungswirtschaft mit
deterministischen Einsichten in das Krank-
heitsrisiko eines Individuums umgehen? Wie
verindern erfolgreiche genetische Therapien
die Altersstruktur einer Gesellschaft? Welche
6kologische Risiken I6sen wir mit einem mut-
willigen, vorrangig 6konomisch begriindeten
Eingriff in die biologische Diversitit aus? Wel-
che Konsequenzen haben Biotechnologie und
Gentechnik fir die Entwicklungslinder?
Grundlagen. Die vielfiltigen und stindig zu-
nehmenden Anwendungen der Biotechnolo-
gie und der Gentechnik werden im Hauptteil
dieses Taschenbuchs behandelt, gefolgt von
aktuellen ,Megatrends“ (2014), zu denen auch
die Bioinformatik geh6rt. Im ersten Teil sollen
dagegen die multidisziplindren Grundlagen
der Biotechnologie skizziert werden. Der his-
torischen Entwicklung entsprechend, ist dies
zuerst einmal die Mikrobiologie. Thr folgen
wesentliche Aspekte der Biochemie, der Lehre
von der Chemie lebender Organismen, von
ihrem Stoffwechsel und dessen Regulation.
Eine wesentliche Eigenschaft von Lebewesen
ist ihre Fahigkeit zur Vermehrung — deshalb
werden die Grundlagen der Molekulargenetik
und der Gentechnik ausfiihrlich dargestellt.
Die Biologie hoherer Zellen und um ihr Zu-
sammenspiel in vielzelligen Organismen ist
thematischer Schwerpunkt der Zellbiologie.
Schlieflich benétigen alle industriellen An-
wendungen der Biotechnologie und der Gen-
technik einen Produktionsschritt — dies ist die
von Ingenieuren gepragte Disziplin der Biover-
fahrenstechnik. Es versteht sich von selbst, dass
diese umfangreichen Wissensgebiete in einem
Taschenbuch nur angerissen werden kénnen.
Zu beinahe jeder Themenseite wird deshalb
auf weiterfithrende Literatur verwiesen.
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Gesundheit ¢ Erndhrung * Energie
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Viren

Allgemeines. Viren sind infektiose Partikel
ohne eigenen Stoffwechsel. Thr genetisches
Programm ist entweder in DNA oder RNA
niedergelegt, deren Replikation mit Hilfe
lebender Wirtszellen erfolgt. Bei der Ver-
mehrung des Virus wird meist eine Protein-
Hiille (Capsid) gebildet, die auferhalb der
Wirtszelle die virale Nucleinsdure umschliefit
(Viruspartikel, Nucleocapsid). Viren kénnen
die meisten lebenden Organismen infizieren,
sind dabei aber fast immer wirtsspezifisch und
oft sogar auf bestimmte Gewebe oder Zellen
spezialisiert. Man unterscheidet Viren nach
ihrer Wirtsspezifitit, ihrer Morphologie, dem
Nucleinsiure-Typ (DNA/RNA) und dem
Aufbau des Capsids. In der medizinischen
und veterinirmedizinischen Forschung spielt
die Diagnose und Behandlung von Virus-Er-
krankungen wie AIDS (HI-Virus), Vogelgrippe
(HSN1-, H7N9-Virus), himorrhagischem
Fieber (Ebolavirus) oder Rinderpest (Mor-
billivirus) eine sehr wichtige Rolle (—248).
In der Biotechnologie verwendet man Viren
zur Entwicklung von Komponenten-Vakzinen
(—250) und zur Herstellung von Vektoren
und Promotor-Elementen, z.B. fir die Gen-
therapie und die Expression von Genen in
tierischen Zellkulturen.

Viren fiir Experimente am Tier. Die ersten
Klonierungsexperimente mit Tierzellen fiihrte
man 1979 mit einem Vektor auf der Grundlage
des simian virus 40 (SV40) durch (—98). Das
Virus infiziert verschiedene Saugetiere und
kann dabei lytische (Zell-lysierende) oder
lysogene (verzogert Zell-lysierende) Cyclen
durchlaufen. Sein ca. 5,2kb grofles Genom
enthilt ,frithe Gene® fiir die DNA - und ,spite
Gene" fiir die Capsid-Synthese. Expressions-
vektoren auf der Grundlage des SV40-Virus
enthalten dessen Replikationsursprung (ori),
hiufig auch eine von diesem Virus abgeleitete
Promotor- und Transkriptions-Terminations-
sequenz (Poly-Adenylierungssequenz). Fiir
die Transfektion von Mauszellen haben sich
Konstrukte auf der Grundlage des bovinen
Papillomvirus (BPV) bewihrt. Sie verwandeln
sich bei der Infektion in ein Viel-Kopien-
Plasmid, das bei der Zellteilung auf die Toch-
terzellen weitergegeben wird. Bei der Gen-
therapie mit attenuierten Viren bevorzugt man
Retro-, Adeno- und Herpesviren (—304).
Retroviren, z. B. das HIV-Virus, enthalten ein

RNA-Genom. Sie infizieren sich teilende Zel-
len, wobei eine von ihrem Genom kodierte re-
verse Transkriptase das RNA-Genom in cDNA
umschreibt. Diese wird dann im Wirtsgenom
integriert und dirigiert dort mittels starker Pro-
motoren die Bildung von Capsid-Proteinen
und viraler mRNA. Mit replikationsdefekten
Retrovirus-Vektoren wurden bereits mehrere
hundert Gentherapie-Versuche erfolgreich
abgeschlossen, die verpackbare Fremd-DNA
(insert) ist aber klein. Demgegeniiber liegt
die Klonierungskapazitit von Adenoviren fiir
fremde DNA bei 28 kb. Adenoviren infizieren
auch Zellen, die sich nicht teilen, ihre DNA
integriert aber nicht in das Chromosom der
Wirtszelle. Fir die Gentherapie neuronaler
Zellen bei Krankheitsbildern wie Alzheimer-
und Parkinson-Krankheit untersucht man
Herpes simplex-Vektoren. Thr grofes DNA-Ge-
nom von 152kb erlaubt den Einbau fremder
DNA-Abschnitte > 20kb. Auch Vaccinia-Viren
kommen bei der Gentherapie zum Einsatz. Sie
haben eine dhnlich grofie Klonierungskapazi-
tit und befallen viele Zelltypen.

Viren fiir Experimente an Pflanzen. Die
meisten Pflanzenviren bestehen aus RNA
(—280). Man kennt nur zwei Gruppen von
DNA-Viren, die hohere Pflanzen infizieren:
Caulimoviren haben ein sehr enges Wirts-
spektrum: sie infizieren nur Kreuzblitler wie
Riiben und einige Kohlsorten. IThr geringes
Capsid-Volumen beschrinkt die Gesamtgrofie
des Genoms und damit der verpackbaren
Fremd-DNA. Geminiviren infizieren wichtige
Nutzpflanzen wie Mais und Weizen, was das
Risiko ihrer Nutzung erh6ht. Auferdem macht
ihr Genom wihrend des Infektionscyclus zahl-
reiche Umordnungen und Deletionen durch,
wodurch die intakte Expression fremder DNA-
Inserts erschwert wird.

Baculoviren infizieren Insekten, nicht aber
Wirbeltiere. Nach Infektion verursachen sie
die Bildung eines kristallinen Proteins (Poly-
hedrin), das dann iiber 50% des Gesamt-
proteins der Insektenzelle ausmacht. Der Poly-
hedrin-Promotor wird deshalb in Verbindung
mit Zellkulturen von Spodoptera (einem
Schmetterling) zur heterologen Expression
von Proteinen verwendet. Vorteilhaft ist dabei,
dass die posttranslationale Glykosylierung
(—262) derjenigen bei Wirbeltieren ihnelt.
Zur Zichtung transgener Seidenraupen
(Bombyx mori) wird das Kernpolyedervirus
BmNPV eingesetzt.
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Bakteriophagen

Allgemeines. Viren, die Bakterien befallen,
nennt man Bakteriophagen oder kurz Phagen.
Sie werden vom International Committee on
Taxonomy of Viruses (ICTV) Klassifiziert. Wie
Metagenom-Analysen (—74) gezeigt haben,
kommen sie in grofler Zahl in der Umwelt
vor. Der Einsatz von Phagen wird seit langem
als Therapie bei Infektionskrankheiten unter-
sucht. Bei der Fermentation, z. B. bei der Her-
stellung von Starterkulturen (—114), muss ein
Befall mit Phagen verhindert werden. Dazu se-
lektiert man meist Phagen-resistente Stimme.
In der Gentechnik leisten Phagen wertvolle
Dienste bei der Entwicklung von Vektoren und
Promotoren fiir die Klonierung, bei der Gen-
Sequenzierung und bei der Herstellung von
Gen- und Protein-Bibliotheken (—62, 64, 68).
Da viele Klonierungsarbeiten mit Escherichia
coli als Wirtsorganismus durchgefiihrt werden,
spielen dort E. coli-spezifische Phagen (A, M13,
Qp, T-Phagen) eine besonders wichtige Rolle.
Der A-Phage befillt E. coli. Als temperenter
Phage kann er dabei 2 Wege einschlagen: ent-
weder wird seine lineare Doppelstrang-DNA
(48,5 kbp, ca. 1% des E. coli-Chromosoms) ex-
trachromosomal vermehrt, wobei es zur Lyse
kommt (,lytischer Cyclus“), oder sie wird in
das E. coli-Genom integriert (lysogene Zellen
mit latenten Pro-Phagen) und mit diesem
repliziert. Durch Temperaturerhohung, UV-
Strahlen oder andere Stressfaktoren wird der
Prophage aus dem E. coli-Genom ausgegliedert
und virulent, die Zelle lysiert. Eine fir die
Gentechnik wichtige Eigenschaft ist, dass so-
wohl die Bildung der ringférmigen A-DNA wie
ihre Integration ins E. coli-Genom an den cos-
Stellen erfolgt (kohisive oder klebrige Enden
von je 12 ungepaarten Nucleotiden, die auch
als Erkennungssignal fiir das Genprodukt A,
eine Endonuclease, dienen). Nach Replikation
der\-DNA zu einem Concatemer aus linearen,
aneinandergereihten \-Genomen schneidet
die Endonuclease A an den cos-Stellen und
leitet damit die Verpackung der DNA in sein
Capsid ein. Vom A-Phagen abgeleitet sind die
Cosmide zur Herstellung von Genbanken und
die Familie der A-Vektoren, z. B. \EMBL4, die
durch Temperaturerh6hung induziert werden
konnen.

Der M13-Phage befillt ebenfalls E. coli,
ist aber vollig anders aufgebaut. Er enthilt

einen DNA-Einzelstrang von ca. 6,4kb,
der nach Infektion von E. coli die Synthese
des komplementiren Strangs dirigiert. Die
doppelstringige Phagen-DNA  wird nicht
in das E. coli-Genom eingebaut, sondern im
Cytoplasma repliziert und kontinuierlich
freigesetzt (1000 Phagenpartikel/Zelle). Bei
der Zellteilung wird sie an die Tochterzellen
weitergegeben (ca. 100/Zelle). Gene, die in
einen M13-Vektor einkloniert wurden, kann
man als einzelstringige DNA erhalten — eine
wertvolle Eigenschaft fir die klassische DNA-
Sequenzierung (—56). Vor der Einfithrung der
PCR-Methoden dienten M13-Vektoren auch
zur gerichteten Mutagenese von Proteinen.
T-Phagen kommen in sieben unterschiedli-
chen Typen vor. In der Gentechnik verwendet
man hiufig zwei vom Genom der T-Phagen
kodierte Enzyme: die DNA-Ligase des T4-
Phagen, die DNA-Fragmente sowohl mit
klebrigen wie mit glatten Enden verkniipft,
und die DNA-Polymerase des T7-Phagen, die
DNA am Einzelstrang polymerisiert und bei
der Gensequenzierung nach Sanger-Coulson
zum Einsatz kommt. Den Promotor der T7-
RNA-Polymerase verwendet man u. a. zur Ex-
pression in E. coli.

Phagen anderer Bakterien. Unter den
weit iiber 1000 klassifizierten Phagen (Viren
insgesamt: {iber 2800) finden sich >300 fiir
Enterobakterien, > 230 fiir Bacteriococcen und
jeweils > 150 fiir Actinomyceten und Bacillen.
Fiir Pseudomonaden wurden ca. 100, fiir Lac-
tobacillen ca. 40 Phagen beschrieben. Eine erst
jiingst beschriebene Gruppe von insgesamt 13
Phagen, die Ligamenvirales, infizieren Archae-
bakterien. Nach Bau und Funktion entspre-
chen diese Phagen den verschiedenen Bakte-
riophagen von E. coli und anderen Viren. Wie
diese konnen sie virulent oder temperent sein.
Phagen fiir Lactobacillen sind in Molkerei-Be-
trieben ein grofies Risiko bei der Herstellung
von Milchprodukten. Resistente Starterkul-
turen sind durch Plasmid-kodierte Mechanis-
men in der Lage, die Adsorption oder Replika-
tion dieser Phagen zu verhindern. Unter den §
Gruppen der Bacillus-Phagen wurden 105 und
SPO2 haufig fir Transformationsversuche,
PBS1 dagegen zur Erstellung der Genkarte
von B. subtilis verwendet. Phage M3112 ist der
bevorzugte Vektor fiir die Transformation von
Pseudomonaden, SV1 und C31 fiir die Trans-
formation von Streptomyceten.



— E. coli-Phagen (Auswahl)
Name Form genetisches
Material
T2und T4 £
Phagenkopf —— S
Kragen & | DNA
Schwanz —— (Doppel-
(Kern, Hlle) Strang)
Basisplatte
mit ,Spikes“
Schwanzfaser —
Lambda (1) DNA
& (Doppel-
Strang)
M13 DNA
6nm (Einzel-
to-— 900 = Itrang)
MS2 O RNA

M13-DNA

die infizierte
Zelle schleuRt
standig neu
gebildete M13-
Phagen aus

5@

OOOO 000 &

0%9) 000

oog 033, gy,
<R

SR

infizierte Zellen teilen sich weiter
und setzen M13-Phagen frei

replizierte M13-DNA

3

il
i

— Infektionscyclus des Lambda-Phagen

E. coli-DNA
Infektion
E. coli-Zelle
vermehrt sich
normal
Integration
=
Excision

der Phage wird
\ repliziert

@ ]

— lytischer Cyclus
—> lysogener Cyclus

E. coli-Zelle
lysiert

R

%-DNA in gestreckter Form

%-DNAin Ringform

i
@ ”

cos-Stelle
linkes klebriges rechtes klebriges
Ende Ende
Phage3  Phage2 Phage 1
cos | t
cos cos

Concatemer wird an der A-DNA abgerollt
=

o- "

Endonuclease (2) von Phagen-DNA codiert,
spaltet das Concatemer an den cos-Stellen
~

aus gestreckten A-DNA-Molekiilen entstehen neue Phagen

Genkarte des 2-Phagen

Lyse der Wirtszelle [
Regulation der spaten Gene [

DNA-Synthese [

Regulation der friihen Gene
Integration und Excision

nicht lebenswichtige Gene

Bausteine und Aufbau des
Capsids

kbp
- 49

- 40

30

20
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Mikroorganismen

Allgemeines. Mikroorganismen spielen eine
Schliisselrolle im Stoffkreislauf. Sie sind als
Destruenten am Abbau vieler Verbindungen
beteiligt. Dieser Vorgang erfolgt sowohl in
der Umwelt wie in Symbiose mit anderen
Lebewesen (Beispiele: Flechten, Darm- und
Pansenbakterien). Als Pathogene bedrohen
Mikroorganismen die Gesundheit anderer
Organismen. In der Biotechnologie dienen
fir den Menschen ungefihrliche Mikroorga-
nismen zur Herstellung zahlreicher Produkte
wie Citronensiure, Antibiotika, Xanthan oder
Enzyme, zur aeroben und anaeroben Rei-
nigung von Abwasser, Klirschlamm, Boéden
und Luft und als Wirtsorganismen zur Syn-
these rekombinanter Proteine. Aufgrund
ihres verhaltnismaflig einfachen Aufbaus, des
breiten Methodenspektrums zur Herstellung
von Mutanten und der kurzen Generations-
zeit dienen sie als Modell-Organismen fiir die
Untersuchung biochemischer, genetischer und
physiologischer Vorginge und als bevorzugter
Wirt fir die technische Herstellung rekom-
binanter Produkte. Thr v6llig unterschiedlicher
Zellautbau erlaubt eine Unterscheidung in
prokaryotische und eukaryotische Mikroorga-
nismen. Die Prokaryoten unterteilt man weiter
in Eubakterien und Archaebakterien (> 10000
vollstindig charakterisierte Stimme).

Eubakterien sind einzellige Lebewesen. Sie
vermehren sich durch Teilung. Thr Zelldurch-
messer liegt meist in der Gréfenordnung von
1 pym. Sie besitzen keinen Zellkern, ihre DNA
ist in einem Nucleoid geknauelt. Haufig ist ein
Teil ihrer genetischen Informationen auf nicht-
chromosomalen Elementen, sog. Plasmiden,
niedergelegt (—44). Plasmide kdnnen durch
horizontalen Gentransfer auf andere Bakterien
tbertragen werden - ein fiir den Menschen
niitzlicher Effekt bei der natiirlichen Evoluti-
on von Abbaupotenzialen fiir xenobiotische
Verbindungen in der Umwelt und der Klir-
technik, aber eine groffe Gefahr bei der Ent-
wicklung von Resistenzen gegen Antibiotika.
Ihre aus Peptidoglykan aufgebaute Zellwand
ist bei Gram-negativen Bakterien komplexer
aufgebaut als bei den Gram-positiven und ist
héufig von einer Schleimschicht umgeben, aus
der bei vielen Bakterien Geifleln herausragen,
die die Beweglichkeit des Organismus sicher-
stellen. Im Cytoplasma kénnen Speicherstoffe

eingelagert sein, z. B. Polyhydroxybuttersiure
oder Polyphosphat. Eubakterien zeichnen sich
durch das Potenzial zu ungewéhnlich zahlrei-
chen Varianten des Stoffwechsels aus, wodurch
sie in der Lage sind, eine grofle Zahl von Le-
bensraumen zu besiedeln. Dabei tiberraschen
sie immer wieder mit einzigartig evolvierten
Proteinen und Cofaktoren. So ist beispiels-
weise die Purpurmembran der Halobakterien
eine auf diese begrenzte funktionelle Einheit,
die Ahnlichkeiten zur Photosynthese und zum
Sehvorgang bei hoheren Organismen aufweist.
Archaebakterien. (Archaea) stehen ver-
mutlich den iltesten Formen des Lebens auf
der Erde nahe. Thre Spuren wurden in mehrere
hundert Millionen Jahre alten Formationen
nachgewiesen. Sie leben haufig ohne Sauerstoft
und sind meist auf die Besiedlung sehr spezi-
eller Biotope spezialisiert. Beispielsweise sind
sie die wichtigste Gruppe von Bakterien, die
aus Essigsdure Methan bilden - ein wichtiger
biotechnologischer Schritt bei der anaeroben
Schlammfaulung (—288). Von den Eubakte-
rien unterscheiden sie sich durch strukturelle
und genetische Merkmale, beispielsweise
durch den Aufbau ihrer Zellmembranen aus
Etherlipiden anstelle der sonst tiblichen Phos-
pholipide. Die Funktion ihrer Enzyme ist oft
an extreme Standorte angepasst, was man in
der Technik ausnutzen kann. So wird eine
DNA-Polymerase aus einem Tiefseebakterium
(Pyrococcus furiosus) fiir besonders fehlerarme
PCR-Reaktionen eingesetzt (—50).

Hefen und Pilze. Alle Hefen und Pilze
(ca. 70000 Stimme) sind Eukaryoten. Im Ge-
gensatz zu den Bakterien ist ihre Zellwand aus
Chitin, selten auch aus Cellulose aufgebaut.
Fast alle Pilze sind heterotroph und leben ae-
rob. Die grofien Unterschiede in ihrer Vermeh-
rung bieten den besten Ansatz zu ihrer Klas-
sifizierung. Der Vegetationskorper der Pilze
ist ein aus Hyphen bestehendes Fadengeflecht
(Mycel), das sich asexuell oder sexuell vermeh-
ren kann. Die asexuelle Vermehrung geschieht
meist durch Sporenbildung, gelegentlich auch
durch Knospung. Die sexuelle Vermehrung der
niederen Pilze (Phycomyceten) erfolgt durch
Gameten, der hoheren Pilze durch Frucht-
kérper, die als Schlauch (Ascomyceten) oder
Stinder (Basidiomyceten) geformt sind. Hefen
und Pilze begleiten die heutigen Verfahren der
Biotechnologie schon seit der Frithgeschichte
des Menschen.



— Mikroorganismen
Escherichia coli
- ein Prokaryot

Saccharomyces cerevisiae - ein Eukaryot

Chromosom —

Cytoplasma
Plasmid
Pilus (fimbria)—=
Einschluss
Cytoplasma-
Membran
Zellwand
duBere Membran

Vakuole

Golgisdckchen

Golgiblaschen

Plasmamembran

rauhes ER Nucleolus

(mit Ribosomen Kernhtille

Ribosomen — an der Ober- &\2%\\ (Doppelmembran)
e flache) 2

Nucleus
Mitochondrien

glattes ER

Cytosol

Cytoskelett

10° Jahre

Flagellum
Schleim-  ER=endoplasmatisches
schicht Retikulum
E. coli S. cerevisiae zum Vergleich:
Pflanzen- und Tierzellen

Zellkern, Organellen nein ja ja
Durchmesser [um] ~1 ~10 100
Volumen [um3! =1l ~ 1000 >10 000
Atmung [l O5/mg TS « h] 1000 100 10
Generationszeit [h] 0,3 1,5 >20

Gene ~4300 ~ 6400 >30000

— Stellung der Mikroorganismen in der Evolution
» Archaebakterien

unbe- G » Bakterien Prokaryoten
lebte Urformen » Cyanobakterien

Erde fe; Pilze

€Dens Pflanzen Eukaryoten
Tiere
T T T T T
4 3 2 1 heute

— Archaebakterien, Bakterien und Eukaryoten (z. B. Pilze)

Archaebakterien Eubakterien Pilze, Hefen
Zelltyp prokaryotisch prokaryotisch eukaryotisch
Zellwand Heterosaccharid Peptidoglykan Glucan, Chitin
oder Glykoprotein
Membranlipide Etherlipide aus Isopren- Phospholipide Phospholipide
Bausteinen
Initiator-tRNA Methionin Formylmethionin Methionin
genetisches kleines zirkulares kleines zirkuldres komplexer Kern mit
Material Chromosom, Plasmide Chromosom, Plasmide >1 groRen, linearen
Histon-artige Proteine Chromosom, Histone
RNA-Polymerase komplex einfach komplex
GroBe des Ribosoms  70S 70S 80S
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Bakterien

Allgemeines. Bakterien kann man durch eine
Vielzahl morphologischer, biochemischer und
genetischer Analysenmethoden sowie durch
ihre Nahrstoffanspriiche unterscheiden. Sie
konnen nach einem seit 1980 international
vereinbarten Bacteriological Code verbindlich
in Genera und Species eingeteilt werden. Er
enthalt derzeit etwa 2200 Genera- und 11 500
Species-Namen. Molekulargenetische Analy-
sen von ribosomaler RNA aus Umweltproben
lassen allerdings vermuten, dass die Zahl der
bisher nicht kultivierten und charakterisierten
Bakterien wesentlich grofer ist (—74).
Eubakterien. Die ilteste Einteilung der Eu-
bakterien beruht auf ihrer Morphologie. Be-
reits mit Hilfe des Lichtmikroskops kann man
Stibchen, Kokken und Spirillen unterschei-
den, ferner die Bildung von Zellverbinden
(Filamente, Kolonien) und strukturelle Details
wie Sporen und Geifleln. Firbemethoden er-
lauben eine weitere Differenzierung. So gelingt
mit der Anfirbung nach H. C. Gram bei den
Prokaryoten eine Unterscheidung nach Zell-
wand-Strukturen: Gram-positive Bakterien
haben eine dicke Murein-Zellwand und nur
eine Zellmembran, Gram-negative dagegen
eine duflere und eine innere Zellmembran, die
einen periplasmatischen Raum einschlieflen.
Auf der dufleren Zellmembran sitzt eine diinne
Murein-Zellwand, aus der Lipopolysaccharide
herausragen. Physiologische und biochemi-
sche Kriterien fithren zu einer noch genaueren
Unterteilung. Die wichtigsten Merkmale sind:
Verhalten gegeniiber Sauerstoff: man unter-
scheidet, ob die Zellen unter aeroben, anaero-
ben oder unter beiden Bedingungen wachsen.
Form der Energiegewinnung: sie kann durch
Photosynthese (phototroph), Atmung oder
Girung (chemotroph) erfolgen.

Bevorzugte Wasserstoff-Donatoren: organotro-
phe Mikroorganismen verwenden organische,
lithotrophe anorganische Verbindungen wie
H,, NHj3, H,S, S, CO, Fe?* usw.
Kohlenstoff-Quelle: autotrophe Mikroorga-
nismen fixieren CO,, heterotrophe beziehen
Kohlenstoff aus organischen Verbindungen,
Verhiiltnis zu anderen Organismen: man
unterscheidet  zwischen saprophytischem
(autonomen) und parasitischem Stoffwechsel
(abhingig von einem Wirtsorganismus). Auch
der Befall durch bestimmte Phagen kann zur
Differenzierung dienen (phage typing).

Anpassung an Standorte: mesophile Mikro-
organismen wachsen unter normalen Bedin-
gungen, wihrend Extremophile an Stand-
orte mit extremen Bedingungen (Temperatur,
Druck, pH, Salzgehalt usw.) angepasst sind.
Zelleinschliisse, Pigmentierungen, chemische
Komponenten der Zellwand und der Zell-
membran (Fettsiure-Zusammensetzung), die
immunologische Differenzierung der Ober-
flichenantigene (Serologie) und die Emp-
findlichkeit gegen Antibiotika bieten weitere
phénotypische  Differenzierungsmoglichkei-
ten. Daneben treten immer hiufiger genetische
Charakterisierungsmerkmale. Erofinet die Ba-
senzusammensetzung der DNA (GC-Gehalt)
bereits Anhaltspunkte fiir eine grobe Differen-
zierung, so ermdglicht die nahezu exponentiell
zunechmende ~ Sequenzierung vollstindiger
Bakterien-Genome eine Differenzierung in
allen Details. Als eine besonders wertvolle Me-
thode zur Klassifizierung und zur Bestimmung
evolutiver Zusammenhinge wurde bereits
1972 die Sequenzierung ribosomaler RNA
erkannt, vor allem der 16S-, 18S- und 23S-
rRNA, die wihrend der gesamten Evolution
stark konservierte Bereiche aufweist (—=74).
Sie legt drei Grundtypen des Lebens nahe: die
Archae- und Eubakterien (die Prokaryoten),
und die Eukaryoten.

Charakterisierung und Taxonomie.
Der schnellen Identifizierung von Mikro-
organismen kommt im klinischen Alltag, aber
auch in der Veterinirmedizin, bei der Lebens-
mittel-Herstellung und als Voraussetzung fiir
das sichere Arbeiten im Labor eine grofie Be-
deutung zu. Neben mikroskopischen und bio-
chemischen Untersuchungen wie der ,bunten
Reihe, der Charakterisierung aufgrund der
Fihigkeit zum Wachstum auf verschiedenen
Nihrboden, benutzt man zunehmend die
DNA-Analytik, z.B. mit Taxon-spezifischen
DNA-Sonden. Die taxonomische Einordnung
eines Stamms ist nicht immer trivial und er-
fordert die Abwigung zahlreicher Merkmale.
Genomsequenzierung. 2013 war die Se-
quenzierung von iiber 2100 Bakterien- und
mehr als 140 Archaea-Genomen abgeschlos-
sen. Darunter befinden sich auch zahlreiche
pathogene Mikroorganismen wie z.B. Myco-
bacterium tuberculosis. Die Genomsequenzie-
rung hat gezeigt, dass es zahlreiche Varianten
des Stoffwechsels gibt.



— Formen einzelliger Bakterien
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— Zellwandaufbau und Gram-Farbung
Gram-positive Zellwand

Proteine
Peptido-
glykan
Teichon-
sduren

—Zell-
membran

Porin

Gram-negative Zellwand

Lipopoly-

saccharide
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Membran
Peptido-
glykan
periplasma- }
tischer Raum
innere
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— Biochemische Charakterisierung
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— Phylogenetik und Kultivierbarkeit

Clamydia 05-K

Planctomycetes \ OP3

Verrucomicrobia

Nitrospira

Acidobacterium

[3] Actino- oP8 Termite Gruppe |
bacteria OP10 Syngrgistes
griine Nicht- {31 Fleélysg:l%ebsacteria
Egizﬁ_{s:}’ niedrig G + C, Gram-positiv [1]
Fibrobacter
OP5 [/ Marine Gruppe A
Dictyoglomusopg ‘ griine Schwefelbakterien
Cytophagales . .
Coprothermobacter Thermus/Deinococcus blgteghnologlsgh
Thermotogales ) wichtige Bakterien
Thermodesulfo Spirochetes (Beispiele)
bacterium I 2] ™6 1Bacillen,
Aquificales Proteo- WS6 Clostridien,
bacteria ™7 Lactobacillen
B in Stammsammlungen Fuso- 2E. coli,
vorhanden bacterium Pseudomonaden
@ schwer oder nicht Archaea OPT1 3 Streptomyceten,
kultivierbar Corynebakterien
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Hefen

Allgemeines. Hefen sind eine Untergruppe
der Schlauchpilze (Ascomyceten). Da sie sich
durch Sprossbildung vermehren kénnen, be-
zeichnet man sie auch als Sprosspilze. Hefen
wachsen heterotroph bei vorzugsweise sauren
pH-Werten (pH 3,5-5,0) und bilden meist
kein Mycel. Thre Zellwand besteht aus Chitin.
Einige biotechnologisch wichtige Hefen sind
Saccharomyces cerevisiae, verschiedene Candi-
da-Arten, Schizosaccharomyces pombe, Hansenu-
la polymorpha und Pichia pastoris.

Saccharomyces cerevisiae. (Synonyme:
Backhefe, Bickerhefe, Bierhefe) (—120) kann
sich sowohl haploid wie diploid vermehren
und bildet damit ein hervorragendes Objekt
fiir genetische Untersuchungen. Haploide
Laborstimme gehéren zu einem von zwei
Paarungstypen (MATa oder MATa), die nur
wechselseitig  kreuzen. Die Fortpflanzung
erfolgt sowohl asexuell durch Bildung von
Sprosszellen, in die ein diploider oder hap-
loider Kern einwandert, oder sexuell durch
Kopulation zweier haploider Sprosszellen mit
anschlieender Meiose und Bildung von vier
haploiden Ascosporen, deren Phinotyp leicht
visuell erkennbar ist (Tetraden-Analyse) und
Riickschliisse auf genetische Verinderungen
erlaubt. Dank der leichten Kultivierbarkeit in
haploider und diploider Form, der vollstindi-
gen Sequenzanalyse des haploiden Genoms
(12 Mbp auf 16 Chromosomen), der Ab-
wesenheit von Introns und der geringen Ver-
dopplungszeit von 90 min ist S. cerevisiae ein
bevorzugtes Objekt der molekulargenetischen
Forschung. Vorteilhaft ist auch, dass mit dem
2p-Ring (60-100 Kopien im Zellkern) ein na-
tiirliches Plasmid und mit dem killer-Virion ein
weiteres extrachromosomales Element fiir Re-
kombinationsversuche vorliegt. Fiir die Trans-
formation von Hefe stehen viele unterschied-
liche Klonierungsvektoren zur Verfiigung,
mit denen fremde Gene extrachromosomal
repliziert (YRP = yeast replicating plasmids
und YEP = yeast expression plasmids) oder ins
Chromosom integriert (YIP = yeast integrating
plasmids) werden kénnen (=72, 296). Kiinst-
liche Hefe-Chromosomen (YAC = yeast arti-

14 ficial chromosomes) erlauben die Klonierung

riesiger DNA-Stiicke (600 -1400kbp). Die
etwa 6000 Gene der Hefe weisen oft eine hohe
Homologie zu Genen des Menschen auf und
sind deshalb ein beliebtes eukaryotisches Mo-

dellsystem fiir die molekulargenetische Ana-
lyse des Stoffwechsels. Biotechnologisch wird
Backhefe zur Herstellung von Lebensmitteln,
alkoholischen Getrinken (=110, 112), Etha-
nol (—138) sowie als Wirtsorganismus zur
industriellen Produktion rekombinanter Pro-
dukte benutzt, z. B. von a-Interferon (—234)
und von Vakzinen (—250) (Beispiel: Hepa-
titis-B-Oberflichen-Antigen). Anders als bei
E. coli als Wirtsorganismus erfolgt dabei auch
die posttranslationale Modifikation heterolog
exprimierter Proteine, vor allem durch Glyko-
sylierung (—262).

Candida utilis bildet, im Gegensatz zu S. cere-
visiae, ein Mycel, pflanzt sich aber nur asexuell
durch Sprossung fort. Manche Candida-Gene
weisen eine nicht-kanonische Codon-Nutzung
auf (z.B. CUG fiir Serin anstelle von Leucin),
was ihre heterologe Expression sehr erschwert.
Einige Candida-Stimme haben biotechnolo-
gische Bedeutung fiir die Produktion extra-
zellulirer Enzyme, fiir Biotransformations-
reaktionen und als Futterhefen. Sie kénnen
auf unkonventionellen C-Quellen wie Sulfit-
Ablaugen, Candida tropicalis auch auf Erdél-
Fraktionen wachsen (—122). Manche Can-
dida-Stimme sind humanpathogen (Candida
albicans).

Pichia pastoris und Hansenula polymor-
pha sind methylotrophe Hefen, die auf Me-
thanol als einziger C-Quelle wachsen konnen.
Sie wurden, wie viele andere Methanol-Hefen,
im Zusammenhang mit der Erzeugung von
Einzellerprotein intensiv untersucht. Heute
sind sie vor allem attraktive Wirtsorganismen
fur die Expression eukaryotischer Gene. So
wurden mit Pichia pastoris so unterschiedliche
Proteine wie Lipasen, p-Interferon und Anti-
korper-Fragmente in Ausbeuten bis zu >10 g
rekombinantes Protein/L Kulturlésung expri-
miert. Das relativ kleine Genom von ~ 9,4 Mbp
wurde 2009 sequenziert.
Schizosaccharomyces pombe wurde erst-
mals aus ostafrikanischem Bier (Suaheli: pom-
be) isoliert. Das Genom dieses Ascomyceten
ist seit 2002 sequenziert. Mit 12,6 Mbp ist es
etwa so grof8 wie das von S. cerevisiae, besitzt
aber nur 3 Chromosomen, auf denen ca. 5000
Gene angeordnet sind. Mittlerweile stehen
Stamme zur Verfiigung, die nach Deletion von
Protease-Genen in hohen Ausbeuten Fremd-
proteine bilden und diese bei Bedarf auch ins
Nihrmedium sekretieren.



— Morphologie
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Endomycopsis Candida Saccharomyces Torulopsis
Ascusbildung - Ascusbildung -
Mycelbildung Mycelbildung - -
Sprossung Sprossung Sprossung Sprossung
— Genetik
haploide Genom- Chromo-  Gene Genom-
groRe [Mbp] somen sequenz
Saccharomyces cerevisiae 12,1 16 5905 1996
Candida utilis 14,6 14 8646 2012
Pichia pastoris 9,4 4 5040 2009
Hansenula polymorpha 9,5 6 5933 2003
Schizosaccharomyces pombe 14,1 3 4970 2002
Zum Vergleich: Escherichia coli K12 4,6 1 4145 1997

— Technische Anwendung von Hefen

Saccharomyces
cerevisiae

Candida-
Stdmme

Pichia pastoris, Han-
senula polymorpha
Schizosaccharomyces
pombe

« als Backhefe, Bierhefe

« als Wirtsorganismus zur Expression von
Peptiden, Proteinen und Enzymen

« als Modell-Organismus fiir die Analyse
der Stoffwechsel- und Genregulation

« als Modell-Organismus fiir die Alterns-
forschung

« als Futterhefen

« zur Synthese von Biotensiden

« fiir Biotransformations-Reaktionen

« als Wirtsorganismus zur Expression von
Proteinen und Enzymen

* als Wirtsorganismus zur Expression von
Proteinen und Enzymen

* als Modell-Organismus fir die Analyse
der Genregulation
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